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RESUMEN

La cornea es el lente que protege la superficie anterior del ojo y su transparencia es clave para
permitir la visidn. Esta caracteristica en gran medida estd determinada por la actividad de las células
de su capa mas profunda, el endotelio corneal. Una monocapa de células hexagonales cuyas
caracteristicas morfo-fisiolégicas le permiten no solo compensar la tendencia a la sobrehidratacion
natural que tienen capas mas superficiales de la cérnea, especialmente el estroma, sino ser un punto
clave para el ingreso y la distribucidn de nutrientes a nivel corneal.

Dado que tras el nacimiento el potencial proliferativo de las células endoteliales de la cérnea
humana es extremadamente limitado, la densidad celular se reduce progresivamente durante la
vida, y para restaurar el tejido, las células adyacentes deben migrar y cubrir el drea que se ha
danado. Las patologias que afecten, directa o indirectamente, al endotelio corneal aceleran la
perdida celular y generan una disfuncidn que, en ultima instancia, conlleva a la pérdida de la
transparencia corneal haciendo casi imposible la visidn, y en la actualidad el Unico tratamiento
disponible es el trasplante.

En las ultimas décadas, la diabetes mellitus (DM) se ha identificado como una de las enfermedades
sistémicas que afectan el endotelio corneal. En estos pacientes se ha descrito un aumento de Ila
paquimetria, una reduccién del recuento de células endoteliales respecto a personas sanas de la
misma edad y sexo, e incluso diferencias entre pacientes diabéticos de acuerdo con el tiempo de
evolucion de la enfermedad, ademas, tras procedimientos quirurgicos, la alteracidén de la funcién de
esta barrera ocular y el edema del estroma suelen ser persistentes. Sin embargo, los mecanismos
fisiopatoldgicos por los que la DM afecta el endotelio de la cdrnea estan pobremente descritos.

La DM corresponde a un grupo de trastornos metabdlicos cuya condicion sine qua non es la
hiperglicemia. Si bien no es la Unica causa de hiperglicemia en el ser humano, si es la que se relaciona
con un aumento persistente de la concentracién de glucosa en la sangre y otros liquidos
extracelulares. Esta situacién lleva a complicaciones que afectan preferencialmente células que,
como el endotelio corneal, internalizan la glucosa por medio de transportadores de glucosa tipo 1
(GLUT1), es decir por transportadores independientes de los niveles de insulina en sangre, asi como
ocurre en los eritrocitos, los astrocitos, las neuronas y las células renales, células con las que los
tejidos oculares muestran cierta homologia desde su origen embrionario (el endotelio deriva de la
cresta neural), hasta la fisiopatologia, puesto que clinicamente existe concordancia entre el
compromiso renal y el ocular.

La exposicion persistente de las células de todos los tejidos a niveles elevados de glucosa induce
lesiones que, en general, estan relacionadas con un desbalance en el que la glucosa, y otros
metabolitos, se convierten en sustrato de vias metabdlicas que usualmente no los utilizan y
favorecen el desarrollo de alteraciones morfoldgicas y funcionales, que una vez se desarrollan son
practicamente irreversibles. Sin embargo, aunque para los tejidos nervioso, cardiovascular y renal
la lesién mediada por un microambiente diabético esta bien caracterizada, no sucede lo mismo para
la cérnea y menos aun para el endotelio corneal. Los estudios en diversas poblaciones que han



intentado evaluar el impacto de la enfermedad sobre el endotelio, aunque son consistentes en
cuanto a los cambios morfolégicos, reportan resultados discordantes en cuanto al recuento
endotelial y la paquimetria.

Por lo anterior, se considerd relevante evaluar el impacto de la diabetes sobre el endotelio mediante
modelos estadisticos que permitieran discriminar los cambios asociados a la edad descritos para
estas células; en particular, para este andlisis era importante identificar el efecto de la enfermedad
sobre la densidad celular del endotelio y su capacidad para mantener la deshidratacidn relativa del
estroma y controlar el espesor corneal. Asi que se construyé un modelo estadistico con base en una
meta-regresion que incluia los tipos de diabetes y la edad como moduladores, para evaluar el
impacto real de cada tipo de DM (DM tipo 1 y DM tipo 2) sobre la densidad del endotelio corneal y
el espesor de la cérnea, determinado por la paquimetria. Este andlisis evidencié que el recuento
celular se reducia significativamente por la enfermedad, predominantemente en pacientes con DM
tipo 1 en quienes el compromiso era independiente de la duracién de la enfermedad, y que el
aumento del espesor corneal en los pacientes diabéticos era superior al esperado por edad para
ambos grupos, independientemente del tipo de diabetes. Estos resultados, que evidenciaban
clinicamente el impacto de la hiperglicemia sobre el endotelio, sustentaron la necesidad de evaluar
in vitro el efecto que tienen las concentraciones elevadas de glucosa sobre estas células.
Particularmente sobre su capacidad de proliferacion, su capacidad de migrar para cubrir un defecto
y en la induccién de apoptosis, principal tipo de muerte celular identificado hasta el momento en
estas células, y el cual ha sido descrito dentro de las respuestas de las células endoteliales frente al
estrés oxidativo condicidn clave dentro de la fisiopatologia diabética.

Para evaluar los cambios en la capacidad de proliferacion de las células del endotelio, se utilizaron
cultivos celulares de una linea inmortalizada, las cuales se expusieron al medio definido para ellas
como basal y a medios con altas concentraciones de glucosa (55mM). y se hizo seguimiento de la
tasa de cambio en la densidad celular mediante ensayos de reduccién de MTT [bromuro de 3- (4, 5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio]. En estos experimentos, las células con metabolismo activo
convierten el MTT en un producto de color purpura que una vez solubilizado permite evaluar
mediante colorimetria los cambios en la cantidad de células viables. Las pruebas realizadas
permitieron evidenciar un aumento en la cantidad de células de los cultivos expuestos a altas
concentraciones de glucosa (55mM), mostrando una diferencia significativa tras 24 horas; sin
embargo, aunque la diferencia permanecia siendo significativa tras 48 horas, a partir de ese
momento el recuento celular medido indirectamente por el método colorimétrico mostraba una
reduccion progresiva que igualaba la cantidad de células viables a los 5 dias para las dos condiciones.

La influencia de las distintas concentraciones de glucosa en la capacidad del endotelio para cerrar
un defecto de continuidad en la monocapa, se realizé utilizando el método descrito por Liang y
colaboradores en 2007 (Liang et al., 2007), en el que se crea un rasgufio ("scratch") en una
monocapa celular, y se hace seguimiento imagenolégico mediante fotografias tomadas desde el
momento en que se genera la lesidn y a intervalos regulares, hasta que la “herida” cierra. Esto
permite comparar el tiempo que le toma a las células del endotelio cerrar el espacio de la lesion
bajo diferentes condiciones y cuantificar la tasa de migracién de las células. En estos experimentos,
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se evidencio un retraso significativo de las células expuestas a elevadas concentraciones de glucosa
para cerrar el defecto en comparacidon con células en medios basales. Mientras estas ultimas
tomaban aproximadamente 5-6 dias para cerrar el defecto, para ese momento las células expuestas
a niveles elevados de glucosa habian cerrado, en promedio, 50% de la distancia.

Por ultimo, la evaluacién de apoptosis se realizd mediante un kit comercial (Cell Death Detection
ELISA PLUS (Roche) ) que utiliza la técnica de ELISA (inmunoensayo enzimatico) tipo sandwich con
anticuerpos monoclonales para histonas con el fin de determinar mono y oligonucleosomas en la
fraccion citoplasmatica de los lisados celulares de cada condicién. Estos experimentos evidenciaron
gue la exposicidn a elevadas concentraciones de glucosa por 24 horas inducia apoptosis tres veces
superior a la que se presentaba en las células en condiciones basales.

En la fisiopatologia de los procesos deletéreos asociados a la diabetes recientemente se ha
identificado la importancia de los procesos electrofisiolégicos. En células renales y de la microglia
se ha demostrado que los canales de potasio activados por calcio de conductancia intermedia
(KCa3.1) parecen tener un papel relevante. Sin embargo, la familia de canales de potasio activados
por calcio (KCa) no habia sido descrita previamente en el endotelio corneal por lo que fue necesario
inicialmente identificar cuales canales de esta familia se expresaban en estas células. Se partié de
un analisis bioinformatico que permitiera la identificacidn in silico de estos canales tras lo cual, se
comprobé in vitro mediante PCR y en algunos casos Western blot e inmunomarcacion la presencia
de los canales de potasio activado por calcio de baja conductancia KCa2.2 y KCa2.3, el de
conductancia intermedia KCa3.1y el canal de potasio activado por sodio KNa2.1 (Slick) en las células
del endotelio corneal. En el trascurso del desarrollo del presente trabajo, Anumanthan y
colaboradores (2018) publicaron un articulo que evaluaba la actividad de KCa3.1 en el estroma de
la cérnea que incluyd microfotografias que permitian ver marcado el endotelio, lo que reforzé los
resultados obtenidos. Se procedié a estudiar que funciones cumplia KCa3.1 en el endotelio en
condiciones basales y si estas se modificaban ante la exposicién de las células a concentraciones
elevadas de glucosa. Estos experimentos que incluyeron la estimulacién e inhibicidon quimica del
canal permitieron identificar la participacidn de canales KCa3.1 en los procesos de migracion,
proliferacién y apoptosis.

KCa3.1, el canal de conductancia intermedia de la familia de canales de potasio activados por calcio,
puede ser activado por 1-1-Etil-1,3-dihidro-2H-benzimidazol-2-ona (benzimidazolona) (EBIO-1) y
puede ser inhibido selectivamente por 1-[(2-Clorofenil) difenilmetil]-1H-pirazol (TRAM-34). Estos
compuestos se utilizaron para probar el efecto de la estimulacién e inhibiciéon del canal en la
proliferacién, migracion y apoptosis de las células del endotelio corneal expuesto tanto a
condiciones basales como a condiciones hiperglucidas. La estimulacidn del canal con EBIO-1 mostré
un efecto inhibitorio significativo sobre la proliferacidn de las células del endotelio cuando se utiliza
a concentraciones de 50, 100 y 200 uM, suficiente para contrarrestar el efecto proliferativo
identificado en condiciones de alta glucosa durante los primeros dias. La inhibicién del canal con
TRAM-34 a concentraciones de 2, 4 y 8 uM evidencié un efecto contrario, aumenté la proliferacién
de las células en condiciones basales, especialmente a las concentraciones mas altas, y potencio el
efecto proliferativo identificado en condiciones de alta glucosa, manteniendo una cantidad mayor
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de células viables por un tiempo mas prolongado. En cuanto a la migracién, la estimulacién con
EBIO-1 redujo la tasa de migracidn aproximadamente un 50% en condiciones basales y potencio el
efecto visto en las condiciones hiperglicidas. Por el contrario, la inhibicién de KCa3.1 con TRAM-34
a 2 UM, acelerd la migracidn e incluso acercd la tasa de migracion de las células en condiciones de
alta glucosa a las de las células basales, los efectos son menores a concentraciones mayores.
Finalmente, en condiciones basales ninguna de las concentraciones descritas para EBIO-1 y para
TRAM-34 aumentaron la tasa de apoptosis; sin embargo, asociadas a medios con elevadas
concentraciones de glucosa, EBIO-1 a concentraciones de 100 uM y TRAM_34 a 4 uM si lo hicieron.

En conclusién, este trabajo permitié identificar el compromiso de la diabetes mellitus sobre el
endotelio corneal mediante la determinacién de su rol en la reduccion de la densidad de esta
monocapa mas alla de la esperada fisiolégicamente por la edad, y su impacto en el aumento de la
paquimetria, ademas de identificar un compromiso mas severo de los pacientes con diabetes
mellitus tipo 1 respecto a los que cursan con el tipo 2. Adicionalmente, se describié por primera vez
la presencia de canales de potasio activados por calcio de conductancia baja, ademas de confirmar
la expresidn del canal de conductancia intermedia, y se identificaron en el endotelio corneal los
canales de potasio activados por sodio de alta conductancia tipo 2. Por dltimo, se explord la
participacion de KCa 3.1 en la proliferacién, migracién y apoptosis de estas células y se describid su
papel como moduladores de estos procesos tanto en condiciones basales como en condiciones de
alta glucosa lo cual es relevante tanto en condiciones fisioldgicas como en condiciones patolégicas,
no solo en el escenario de la diabetes sino probablemente en las respuestas ante otros eventos.
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ABSTRACT

The cornea is the lens that protects the anterior surface of the eye and its transparent nature is a
crucial part of the functioning of the eye. This characteristic is mainly determined by the activity of
the cells of its deepest layer, the corneal endothelium. This is a monolayer of hexagonal cells whose
morpho-physiological characteristics allow it not only to compensate the natural hyperhydration of
the superficial layers of the cornea, especially the stroma, but also mean it can be a key point for
the entry and distribution of nutrients in the cornea.

Since the proliferative potential of human corneal endothelial cells after birth is extremely limited,
cell density progressively reduces during life, and to restore the tissue, adjacent cells must spread
out and cover the area that has been damaged. Pathologies that directly or indirectly affect the
corneal endothelium accelerate cell loss and generate dysfunction that ultimately leads to loss of
corneal transparency, severely hampering vision, and the only treatment currently available is a
transplant.

In recent decades, diabetes mellitus (DM) has been identified as one of the systemic diseases that
affect the corneal endothelium. In these patients, the literature has described increases in
pachymetry, reductions in the endothelial cell count with respect to healthy people of the same age
and sex, and even differences between diabetic patients depending on the time of disease
progression. Furthermore, the alteration of the function of this ocular barrier and the stromal
edema often persists even after surgical procedures. However, the pathophysiological mechanisms
by which DM affects the corneal endothelium are poorly described.

DM is one of a group of metabolic disorders whose sine qua non is hyperglycaemia. Although it is
not the only cause of hyperglycaemia in humans, it is the one that is related to a persistent increase
in glucose levels in the blood and other extracellular liquids. This leads to complications that
disproportionally affect cells that, like the corneal endothelium, absorb glucose through glucose
transporter 1 (GLUT1), that is to say through transporters that are independent of blood insulin
levels, as occurs in erythrocytes, astrocytes, neurons and renal cells, cells which show certain
similarity to eye tissue in terms not only of their embryonic origin (the endothelium derives from
the neural crest), but also in their physiopathology, since there are clinical similarities between renal
and ocular involvement

Persistent exposure of cells in all tissues to high levels of glucose induces lesions that, in general,
are related to an imbalance in which glucose and other metabolites become substrates for
metabolic pathways that usually do not use them, favoring the development of morphological and
functional alterations that, once they have occurred, are practically irreversible. However, although
lesions related to diabetic microenvironments are well characterized for nervous, cardiovascular
and renal tissues, the same is not true for the cornea and even less so for the corneal endothelium.
Studies in various populations that have attempted to evaluate the impact of the disease on the
endothelium, while consistent in terms of morphological changes, give discordant results in terms
of endothelial count and pachymetry.
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Therefore, we considered it important to evaluate the impact of diabetes on the endothelium by
means of statistical models that make it possible to discriminate the age-associated changes
described for these cells; in particular, for this analysis it was important to identify the effect of the
disease on endothelial cell density and its ability to maintain relative stromal dehydration and
control corneal thickness. So, a statistical model was constructed, based on a meta-regression that
included type of diabetes and age as modulators, to evaluate the real impact of each type of DM
(type 1 DM and type 2 DM) on corneal endothelial density and corneal thickness, as determined by
pachymetry. This analysis showed that the cell count was significantly reduced by the disease,
especially in patients with type 1 DM in whom the compromise was independent of the duration of
the disease, and that the increase in corneal thickness in diabetic patients was greater than expected
by age, regardless of the type of diabetes. These results, which clinically demonstrated the impact
of hyperglycemia on the endothelium, supported the need to evaluate in vitro the effect of high
glucose concentrations on these cells, particularly on their proliferation capacity, their ability to
migrate to cover a defect and in the induction of apoptosis, the main type of cell death identified so
far in these cells, which has been described within the responses of endothelial cells to oxidative
stress, a key condition in diabetes pathophysiology.

To evaluate changes in the proliferation capacity of endothelial cells, cell cultures from an
immortalized line were exposed to a medium defined for them as basal and to a medium with a high
concentration of glucose (55mM). The rate of change in cell density was monitored by MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) reduction assays. In these experiments,
cells with active metabolisms convert MTT into a purple-colored product which, once solubilized,
enables any change in the number of viable cells to be evaluated by colorimetry. The tests
performed showed an increase in the number of cells in the cultures exposed to high concentrations
of glucose (55mM), with a significant difference after 24 hours; however, although the difference
remained after 48 hours, after that time the cell count measured indirectly by the colorimetric
method progressively reduced until, after 5 days, it equaled the number of viable cells of the other

group.

The influence of different glucose concentrations on the capacity of the endothelium to close a
scratch in the monolayer was performed using the method described by Liang et al. in 2007 (Liang
et al., 2007), in which a scratch is created in a cell monolayer, and photographs are then taken at
regular intervals from the moment the lesion is generated until the "wound" closes. This makes it
possible to compare the time it takes for the endothelial cells to close the wound under different
conditions and to quantify the rate of cell migration. In these experiments, there was a significant
delay in closing the defect in cells exposed to high concentrations of glucose compared to cells in
basal media. While the latter took approximately 5-6 days to close the scratch, by that time cells
exposed to high glucose levels had closed, on average, 50% of the distance.

Finally, the evaluation of apoptosis was performed using a commercial kit (Roche Cell Death
Detection ELISA PLUS) that uses the sandwich ELISA (enzyme immunoassay) technique with
monoclonal antibodies for histones to determine mono- and oligonucleosomes in the cytoplasmic
fraction of the cell lysates in each medium. These experiments demonstrated that exposure to high
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concentrations of glucose for 24 hours induced three times more apoptosis than that occurring in
cells under basal conditions.

In the pathophysiology of the deleterious processes associated with diabetes, the importance of
electrophysiological processes has recently been identified. In renal and microglial cells, it has been
shown that calcium-activated potassium channels of intermediate conductance (KCa3.1) seem to
play an important role. However, the calcium-activated potassium channel (KCa) family had not
previously been described in corneal endothelium and it was necessary to identify which channels
of this family were expressed in these cells. We started with a bioinformatic analysis that allowed
the in silico identification of these channels, after which the presence of the small conductance
calcium-activated potassium channels KCa2.2 and KCa2.3, the intermediate conductance one
KCa3.1 and the sodium-activated potassium channel KNa2.1 (Slick) in corneal endothelial cells was
verified in vitro by PCR and in some cases by Western blot and immunolabeling. While the present
work was being produced, Anumanthan et al. (2018) published a paper evaluating KCa3.1 activity in
the corneal stroma that included microphotographs showing KCa3.1 expression in the endothelium,
which backed up the results obtained. We proceeded to study what functions KCa3.1 has in the
endothelium under basal conditions and whether these were modified when the cells were exposed
to high concentrations of glucose. These experiments, which included chemical stimulation and
inhibition of the channel, allowed us to identify the involvement of KCa3.1 channels in the processes
of migration, proliferation and apoptosis.

KCa3.1, the intermediate conductance channel of the calcium-activated potassium channel family,
can be activated by 1-ethylbenzimidazolin-2-one (EBIO-1) and can be selectively inhibited by 1-[(2-
Chlorophenyl)diphenylmethyl]-1H-pyrazole (TRAM-34). These compounds were used to test the
effect of channel stimulation and inhibition on the proliferation, migration and apoptosis of corneal
endothelial cells exposed to both basal and hyperglycemic conditions. Channel stimulation with
EBIO-1 had a significant inhibitory effect on endothelial cell proliferation when used at
concentrations of 50, 100 and 200 uM, sufficient to counteract the proliferative effect identified
under high glucose conditions during the first few days. Inhibition of the channel with TRAM-34 at
concentrations of 2, 4 and 8 UM had the opposite effect, increasing cell proliferation under basal
conditions, especially at the higher concentrations, and enhancing the proliferative effect identified
under high glucose conditions, maintaining a higher number of viable cells for a longer time. As for
migration, stimulation with EBIO-1 reduced the migration rate by approximately 50% under basal
conditions and potentiated the effect seen under hyperglycemic conditions. In contrast, inhibition
of KCa3.1 with TRAM-34 at 2 uM accelerated migration and even brought the migration rate of cells
under high glucose conditions closer to those of basal cells, with smaller effects at higher
concentrations. Finally, under basal conditions none of the concentrations described for EBIO-1 and
for TRAM-34 increased the rate of apoptosis; however, this does happen in media with high glucose
concentrations, EBIO-1 at concentrations of 100 uM and TRAM_34 at 4 uM.

In conclusion, this work allowed us to identify the involvement of diabetes mellitus in the corneal
endothelium by determining its role in the reduction of the density of this monolayer more than
that physiologically expected by age, and its impact on the increase in pachymetry, in addition to
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identifying a more severe involvement in patients with type 1 diabetes mellitus compared to those
with type 2. Additionally, we described for the first time the presence of small conductance calcium-
activated potassium channels, the expression of the intermediate conductance channel and the
existence of type 2 high conductance sodium-activated potassium channels in the corneal
endothelium. Finally, we explored the participation of KCa 3.1 in the proliferation, migration and
apoptosis of these cells and described their role as modulators of these processes in both basal and
high glucose conditions, which is relevant in both physiological and pathological conditions, not only
in relation to diabetes but probably in responses to other events.
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I INTRODUCCION GENERAL

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica con una prevalencia mundial muy alta.
Para el afio 2017, 425 millones de personas entre 20 y 79 afios, es decir, aproximadamente al 10%
de la poblacion adulta, se habian diagnosticado con la enfermedad, y a esta cifra se le suman,
1.106.200 nifios y adolescentes con diagndstico de diabetes tipo 1 (International Diabetes
Federation, 2019). La International Diabetes Federation (IDF) calcula que en promedio 212 millones
de personas aun estan sin diagnosticar y, ademas, si el aumento de personas afectadas por la
enfermedad mantiene la tasa de crecimiento de los Ultimos dos afios, para el aino 2045, 629 millones
de personas, en el rango de 20 a 79 afios, tendran diabetes; y el aumento serd particularmente
rapido en las regiones en donde la economia esta pasando del nivel de ingresos bajos al de ingresos
medios (International Diabetes Federation, 2019).

En la actualidad hay 326,5 millones de personas en edad laboral (20 a 64 afios) con esta enfermedad,
y este nimero aumentara aproximadamente a 438,2 millones en 2045, lo que implica un impacto
social muy elevado y un costo monetario ain mayor, ya que la muerte prematura, la discapacidad
y las limitaciones funcionales secundarias a la DM también van asociadas a un impacto econdmico
negativo para los paises(International Diabetes Federation, 2019). Aunque la prevalencia de DM
tipo 1y tipo 2 estd aumentando en todo el mundo, la prevalencia de la DM tipo 2 esta creciendo
mucho mas rapido, probablemente debido al aumento de la obesidad, la reduccién de los niveles
de actividad a medida que los paises se industrializan y el envejecimiento de la poblacién (Powers,
2015). En Colombia, el escenario epidemioldgico se aproxima a lo descrito, ya que la prevalencia de
DM corresponde al 8,1% de la poblacién, representada en 2°671.400 adultos afectados por DM y
1.740 niflos con DM tipo 1 (International Diabetes Federation, 2019) y de acuerdo con el informe
publicado por la OMS en 2016, mas del 50% de la poblacién tiene riesgos conexos para desarrollar
la enfermedad, como el sobrepeso (56%) y la inactividad fisica (64%)(WHO | Diabetes country
profiles 2016, s. f.).

La DM se presenta de varias formas debido a la compleja interacciéon de factores genéticos y
ambientales, pero cuya condicidon sine qua non es la hiperglicemia (Powers, 2015). Se ha clasificado
de acuerdo con la etiologia definiendo dos categorias generales: La DM tipo 1, que se caracteriza
por la deficiencia de insulina completa o casi total, y la DM tipo 2, que incluye un grupo heterogéneo
de trastornos caracterizados por grados variables de resistencia a la insulina, disminucién de la
secrecién de insulina y aumento de la produccidon de glucosa. Tanto la DM de tipo 1, como la de tipo
2, estan precedidas por una fase de homeostasis anormal de la glucosa en la que se incluyen la
glucosa anormal en ayunas y la intolerancia a la glucosa(Powers, 2015).

La DM es un enfermedad fuertemente asociada a complicaciones de las cuales, las mas comunes,
corresponden a enfermedades cardiovasculares y oculares, por esto, el aumento desmedido en el
numero de personas afectadas con DM es grave en términos de salud visual(International Diabetes
Federation, 2019). La retinopatia diabética (RD) es la afeccion mds estudiada, y constituye la
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principal causa de pérdida de la vision en adultos en edad laboral (de 20 a 65 afos);
aproximadamente, una de cada tres personas que viven con diabetes tiene algun grado de RD, y
una de cada diez desarrollara alguna forma de esta enfermedad que pondra en riesgo su capacidad
visual(Yau et al., 2012).

Aunque la cérnea en los diabéticos suele parecer libre de enfermedad, se ha determinado que el
70% de los pacientes tiene algin grado de queratopatia (Vieira-Potter et al., 2016) secundaria a
anormalidades bioquimicas y ultra estructurales que suelen ser evidentes solo cuando dan origen a
lesiones mas grandes como la queratitis puntiforme superficial, las erosiones corneales recurrentes,
0 una queratitis neurotréfica que puede llevar a la ulceracidon (Skarbez et al., 2010). Adicionalmente,
se ha descrito que el espesor corneal total y el recuento de células endoteliales difiere entre sujetos
diabéticos con menos de un afio evolucién y aquellos con diabetes de larga data (Calvo-Maroto
et al.,, 2015); y que, las personas diabéticas suelen desarrollar edema persistente en el estroma
después de procedimientos quirdrgicos intraoculares (Kudva et al., 2020), lo que sugiere una menor
capacidad de recuperacién funcional que podria ser secundaria a los cambios generados por la
enfermedad. A pesar de la evidencia clinica de lesiéon endotelial en los pacientes diabéticos, los
estudios en ciencias basicas relacionados con la fisiopatologia de estas alteraciones son escasos. Sin
embargo, algunos trabajos han realizado aproximaciones tanto in vitro como in vivo en aras de
identificar las vias de sefializacion alteradas en la cérnea de esos pacientes (Goldstein et al., 2020;
Skarbez et al., 2010).

Las células del endotelio corneal tienen transportadores GLUT1 cuya funcion es independiente de
la presencia de insulina lo que permite el flujo a favor de los gradientes de concentracién, y por
tanto, no facilita que las células puedan prevenir la acumulacién intracelular excesiva, lo cual
favorece el desacople de los mecanismos productores de ATP, y promueve el estrés oxidativo y el
aumento del calcio intracelular (Forbes & Cooper, 2013). La elevacidn crénica de la glucosa en
sangre, es decir la hiperglicemia, es la condicién principal en todas las formas de DM y se ha
identificado como el inductor primordial de lesién celular, de hecho, la forma mas efectiva de
reducir el riesgo de complicaciones en la diabetes es lograr el control de los niveles séricos de
glucosa el mayor tiempo posible durante el curso de la enfermedad (Powers, 2015).

Cuando aumenta el estrés oxidativo por hiperactividad de la cadena de transporte de electrones o
disminucién de los antioxidantes, la concentracién de todos los intermedios glucoliticos que estan
corriente arriba de gliceraldehido-3 fosfato aumentan y se metabolizan por vias alternas que se han
considerado piezas clave en el proceso de la lesion por hiperglicemia: La ruta del poliol, el aumento
de actividad en la via de hexosamina, la formacidn de productos finales de glicacién avanzada (AGE)
y la activacion de las proteinas quinasas C (PKC)(Brownlee, 2005).

En primer lugar, la via del poliol se ha visto involucrada en complicaciones diabéticas que incluyen
retinopatia, nefropatia y neuropatia. Fundamentalmente ocurre porque la aldosa reductasa, que
normalmente tiene la funcién de reducir los aldehidos téxicos en la célula a alcoholes inactivos,
también reduce la glucosa cuando su concentracién en la célula se vuelve demasiado alta. En este
proceso se produce sorbitol que luego se oxida a fructosa, lo cual puede inducir estrés osmético
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secundario al acumulo de sorbitol o aumentar la glucosilacién de proteinas por el acumulo de
fructosa. Adicionalmente, en el proceso de reducir la glucosa intracelular a sorbitol, la aldosa
reductasa consume el cofactor NADPH el cual, también es esencial para la regeneraciéon de glutatiéon
reducido, un antioxidante intracelular importante. Todos estos procesos contribuyen a la
produccién de ROS y el estrés oxidativo intracelular (Brownlee, 2005; Thomas et al., 2015). Los
productos de la via del poliol han sido identificados en células epiteliales y endoteliales de la cérnea
en modelos animales alimentados con galactosa, y la inhibicién farmacoldgica de la actividad de la
aldosa reductasa en ratas diabéticas retrasa la perdida de sensibilidad corneal, mejora la
cicatrizacion epitelial y reduce el nivel de dismorfia endotelial (Hasan, 2010; Kaji, 2005; Matsuda
et al.,, 1987).

En segunda instancia, la via de las hexosaminas se activa gracias al acimulo de fructosa-6-fosfato y
su posterior metabolismo por accion de la enzima GFAT (glutamina: fructosa-6 fosfato
aminotransferasa), la cual le transfiere un grupo el grupo amino de la glutamina y la convierte en
glucosamina-6 fosfato y posteriormente en uridina difosfato (UDP) N-acetil glucosamina. Este
producto terminal tiene alta afinidad por los grupos hidroxilo de la serina y la treonina, entonces,
cuando se une a ellos en proteinas que funcionan como factores de transcripcién, modifica
patoldgicamente la expresidn génica (Brownlee, 2005). La activacién de esta via en particular no ha
sido reportada en las corneas diabéticas, ni en los estudios in vitro; sin embargo, dado el uso
relevante de la glucosamina para el metabolismo del endotelio y el elevado contenido de
glucosaminoglicanos a nivel corneal, asi como la evidencia de la activacién de TGF- B en la fisiologia
y la patologia de la cérnea (Tandon et al.,, 2010), eventualmente podria ser un mecanismo
involucrado en la queratopatia diabética.

En tercer lugar, al aumentar el gliceraldehido 3-fosfato, se incrementa la sintesis de diacilglicerol,
un cofactor de activacidn critico para las isoformas clasicas de la protein-quinasa-C (PKC). Cuando la
PKC se activa por la hiperglucemia intracelular, tiene una variedad de efectos sobre la expresion
génica, generando disfuncién vascular gracias a la reduccién del efecto vasodilatador medido por la
actividad de la enzima dxido nitrico sintasa (eNOS) y el efecto vasoconstrictor de un aumento de la
endotelina-1. Ademas, es otro mecanismo involucrado con el aumento del TGF-B y el aumento de
la sintesis y depdsito de coldgeno y fibronectina mediados por él. Activa el NF-kB y sus reacciones
proinflamatorias a la vez que, por aumento directo de las enzimas NADPH oxidasas favorece el
estrés oxidativo (Brownlee, 2005). Si bien no todas las vias de activacidén especificas de la PKC han
sido estudiadas, existen publicaciones que evidencian un aumento de la NF-kB; sin embargo, la
activacion de este mecanismo ha sido asociada preferencialmente a un efecto secundario del
aumento de productos de glicacion avanzada (AGEs) (Kim et al., 2011).

Los AGEs parecen dafiar las células por tres mecanismos. El primero, es la modificacidn de proteinas
intracelulares particularmente aquellas involucradas en la regulacion de la transcripcién génica; el
segundo, es la modificacién de las proteinas que constituyen la matriz extracelular, lo que cambia
la sefializacidon entre la matriz y la célula y favorece la disfuncidn celular, y el tercero, es la activacién
de respuestas inflamatorias por proteinas modificadas que interactian con receptores de AGE o la
disfuncidn de proteinas circulantes en la sangre, como la albumina (Brownlee, 2005). En los ojos de
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animales diabéticos se ha detectado un aumento de los niveles de AGE y la acumulacion de ellos en
la membrana basal del epitelio de la cdérnea hace que se activen vias pro-apoptoéticas vy
antiproliferativas, aumenta el estrés oxidativo y la inflamacion(Kim et al., 2011). Adicionalmente, la
inflamacién puede favorecer la activacién de las células de Langerhans y las células dendriticas, las
principales células presentadoras de antigenos en la superficie ocular, agregadas alrededor de las
fibras nerviosas de la cdrnea lo que favorece un compromiso neuropatico que compromete la
sensibilidad de la superficie corneal (Kim et al., 2011; Shih et al., 2017).

La DM se ha descrito asociada a mayor espesor de la cérnea y se ha especulado que la acumulaciéon
de AGE en el estroma de la cérnea de los diabéticos, junto con la glicacién no enzimatica de las
moléculas de colageno y los proteoglicanos, puede generar un efecto osmdtico con una
sobrehidrataciéon secundaria. Esta condicidon induce cambios de la conformacion de la red del
estroma podria explicar, al menos parcialmente, el aumento de la rigidez y el engrosamiento.
Ademas, el hecho de que el espesor corneal se eleve en los nifios con DM que no tienen otras
complicaciones, sugiere que los AGE puede afectar a la cérnea antes que a otros érganos asi que
eventualmente serviria como un indicador temprano de morbilidad (Shih et al., 2017). Los AGEs,
ademas, inducen el factor nuclear kB (NF-kB), un factor de transcripcidon que participa activamente
en la generacion de estrés oxidativo, en la produccién de citoquinas inflamatorias y en la induccion
de vias pro-apoptéticas, por lo tanto, su activaciéon excesiva en cérneas diabéticas sugiere que
participa en los mecanismos inductores de la lesidon de la cérnea, probablemente por mecanismos
similares a los que se han identificado en la retinopatia diabética (Kim et al., 2011).

En la actualidad se ha identificado la participacién de mecanismos idnicos involucrados con la
fisiopatologia de las lesiones diabéticas. En particular, el canal de potasio activado por calcio de
conductancia intermedia KCa3.1 se ha descrito como modulador de multiples mecanismos de lesion
asociado al microambiente diabético (Huang et al., 2014b). Para el caso de la enfermedad renal
diabética, las células epiteliales de los tubulos son las células mas abundantes en el parénquima
renal, y constituyen un epitelio no vascular, con baja capacidad de proliferacién in vivo. Se ha
descrito que pueden verse afectadas por el acumulo de AGEs y ROS induciendo cascadas de
sefializacion pro-inflamatorias y profibréticas mediadas por citoquinas y quimiocinas que conducen
a dano tubulo-intersticial, inflamacién intersticial y eventualmente insuficiencia renal. Estas células,
ademads, pueden experimentar cambios fenotipicos determinados por una transicion epitelial-
mesenquimatosa que contribuye a la lesién, respuesta que también se ha visto en células
endoteliales de la cérnea aunque no se han descrito especificamente asociado a diabetes (Huang
et al., 2014b).

En los tubulos renales, el canal KCa3.1 se expresa tipicamente en la membrana basolateral y facilita
la secrecion de Cl apical por un mecanismo que comparte con las células epiteliales del colon y los
bronquios cuyo fin ultimo es el transporte de agua hacia la cara apical. En los pacientes diabéticos y
en modelos animales con nefropatia diabética, el canal se ha encontrado sobre-expresado. Sin
embargo, este no es el Unico escenario en el que ha sido descrito, KCa3.1 estd involucrado en la
apoptosis de los linfocitos al modular la respuesta inducida por aumento del Ca? intracelular, y se
cree que adicionalmente contribuye a la migracién, activaciéon y la proliferacion de células
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inmunoldgicamente activas, por lo tanto, se ha propuesto como un objetivo para reducir la
infiltracion de células Ty macréfagos en las primeras etapas de rechazo crénico del trasplante renal
(Huang et al., 2014b).Adicionalmente, la inhibicién de la actividad de KCa3.1 con TRAM-34 en ratas
con cetoacidosis diabética disminuyé la activacién microglial y redujo la astrogliosis reactiva, lo que
sugiere una menor respuesta inflamatoria que mejora la sobrevida neuronal (Glaser et al., 2017).

Varios estudios han evaluado la morfologia, el nimero y la funcidn del endotelio corneal en
pacientes diabéticos, con resultados variables. Aun asi, algunos autores han sugerido la evaluacién
del endotelio corneal dentro del protocolo de cuidado de los pacientes diabéticos (Shenoy et al.,
2009), en consideracidn a los cambios morfoldgicos y la menor densidad celular encontrada en
varias publicaciones. Sin embargo, la Federacidn Internacional de Diabetes (IDF), una de las
principales instituciones involucradas con las iniciativas a nivel mundial para avanzar en la
prevencion, el tratamiento, los servicios y la educacién, con el fin de mejorar los resultados para las
personas con DM, aun no incluye la queratopatia en el capitulo de “enfermedad del ojo diabético”.
Por lo que es importante trabajar en esta drea del conocimiento, con el propdsito de hacer evidente
el estado del endotelio en el paciente diabético con el objetivo de mejorar en las politicas de
prevencion, realizar diagndsticos mds tempranos, efectuar un mejor seguimiento clinico y mejorar
la calidad de vida para el paciente, ademds de reducir los costos secundarios al compromiso de la
salud visual.

Todas las estructuras que forman el ojo estan disefadas para cumplir con el propésito de ver, la
cérnea, es el lente que cubre la superficie anterior y hace parte de los medios dpticos que sirven
para enfocar y trasmitir la luz hacia los fotoreceptores ubicados en la retina (Figura i.i).
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Figura i.i Estructura general del ojo humano.

La cérnea es un lente de 540-570 um de espesor, 11mm de didmetro y un radio de curvatura
promedio de 7.8mm (Dawson et al., 2011; Eghrari et al., 2015). En el centro de esta estructura
ocurre la interfaz aire-tejido de la luz y es por esto que, en compaiia de la pelicula lagrimal,
constituye el principal elemento didptrico del ojo (Mannis & Holland, 2016). Esto implica que la
caracteristica primordial en la cérnea es que sea transparente, y esta propiedad estad determinada
particularmente por dos condiciones morfolégicas; por un lado, no tiene vasos sanguineos, y por
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otro, su estructura estd determinada por una red de proteinas fibrilares ubicadas en su capa media
(el estroma) que se acomodan perfectamente para evitar que los rayos de luz se desvien,
adicionalmente, esto mismo favorece que la cérnea sea lisa y regular en la superficie. La disposicion
organizada de estos componentes extracelulares y celulares, depende del estado de hidratacidn, el
metabolismo y la nutricion de los elementos del estroma, condiciones que estan directamente
relacionadas con la capa mds profunda de la cérnea denominada endotelio corneal (figura i.ii)
(Forrester et al., 2016a; Mannis & Holland, 2016). Mientras la capa mas externa, el epitelio, esta en
contacto con la pelicula lagrimal, el endotelio esta en contacto con el humor acuoso (Riordan-Eva,
2017).
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Figura i.ii Representacion grafica de las cinco capas de la cérnea. En la parte superior de la figura se

encuentra representada la cara anterior.

El epitelio corneal es una capa de aproximadamente 50 um de espesor y esta constituido por un
epitelio estratificado, escamoso, no queratinizado, continuo con el epitelio de la conjuntiva bulbar.
Esta formado por cinco o seis capas de células de tres tipos diferentes: células superficiales, células
aladas y células columnares (Mannis & Holland, 2016). Todas tienen en promedio una vida media
de 7-14 dias, ya que regularmente se pierden por apoptosis y descamacion, y se recuperan por dos
mecanismos: uno vertical, por mitosis de las células basales, y uno horizontal, mediado por células
madre del limbo corneal que se modifican (células de amplificacion transitoria) y migran hacia el
centro de la cérnea (Eghrari et al., 2015). Cuando ocurre una lesidn en el epitelio, los mecanismos
de recuperacién celular se amplifican, las células pierden sus uniones adherentes y migran para
cubrir el defecto. Una vez que la continuidad se restablece, se sintetizan proteinas de la membrana
basal, y se restituyen las uniones intercelulares. Ademds, habra una mayor proliferacion y migracion
de las células del limbo (Fernandez et al., 2008).

Las células mas superficiales constituyen las 2-4 capas mds anteriores del epitelio, son células planas
gue en su cara apical poseen uniones de alta resistencia dadas por una capa de Zonula Occludens
tipo 1 (ZO-1), uniones adherentes y desmosomas, cuya continuidad puede ser evaluada
clinicamente usando la tincidn con fluoresceina y la de la cual depende en parte un factor de
proteccién importante, evitar el ingreso de quimicos, polvo y microorganismos al resto de la
cavidad, funcién que estd a apoyada por glicoproteinas denominadas mucinas (MUC), que estas
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células aportan sea asociadas a la membrana o secretadas. En los seres humanos, se ha demostrado
MUC1, MUC4 y MUC16, cuya secrecion es determinante para mantener la capa mucosa de la
pelicula lagrimal (Dawson et al., 2011).

La capa intermedia esta constituida por 2-3 capas de células poliédricas y con procesos laterales
interdigitados por lo que se les ha denominado, células aladas. Estas células se encuentran en un
proceso de diferenciacién intermedio entre las células de la capa basal y las de la capa superficial, y
estdn unidas entre si principalmente por desmosomas y uniones GAP, las cuales son muy
importantes en el nivel de permeabilidad del epitelio y en los procesos de diferenciacién celular, en
los que, la vitamina D y su receptor, han mostrado un nivel de modulacidn significativo (Lu, 2006).

Las células basales constituyen una monocapa de células columnares unidas entre si por
desmosomas, uniones GAP y ZO. Como estas células son la fuente de reposicion celular del epitelio,
y ademds de su membrana basal, por un lado, tienen actividad mitética, ya que sus células hijas se
diferenciaran en células de los estratos intermedio y superficial; y en segunda medida, secretan
activamente coldgeno IV, laminina, heparan sulfato y fibronectina, y se anclan a la membrana basal,
gue ellas mismas secretan, por complejos de unién compuestos por integrina a6B4 en el citoplasma,
hemi-desmosomas en la membrana y fibrillas de coldgeno VIl que penetran la cérnea hasta alcanzar
el estroma en donde se unen con el colageno |, lo que le permite al epitelio también fijarse a la
membrana de Bowman (Dawson et al., 2011; Mannis & Holland, 2016).

Se ha descrito que éstas células de la capa basal también cumplen una funcién inmunoldgica
importante ya que expresan receptores toll-like y tienen la capacidad de secretar citoquinas pro
inflamatorias como la IL1B, IL-6, IL-8 y TNF-a que ademds, participan en la apoptosis y diferenciacion
de las células (Goel et al., 2010). Como apoyo en la funcion de defensa, en la capa basal periférica,
pero no en la central, existen macréfagos especializados que expresan constitutivamente moléculas
del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), y se han catalogado como células de Langerhans,
las cuales responden a la secrecidn de citoquinas por parte del epitelio y presentan antigenos a los
linfocitos T (Liesegang, 2002)

La membrana de Bowman, en la que se apoya el epitelio, es una porcion acelular de 8 -14 um de
espesor, exclusiva de los primates, estd constituida por fibras de coldgeno dispuestas al azar en una
matriz mucoproteica que contiene condroitina y sulfato de dermatano. La superficie anterior esta
bien delineada y esta separada del epitelio por la delgada lamina basal, mientras que el limite
posterior se fusiona con el estroma (Forrester et al., 2016a; Stepp, 2006). Entre sus funciones se
encuentra dar soporte y forma a la cérnea, absorber radiaciéon UV, modular el efecto de los factores
producidos por las células del epitelio sobre la funcidon de los queratocitos, y proteger el plexo
nervioso subepitelial que viene del estroma anterior (Remington, 2011).

El estroma o sustancia propia tiene un espesor promedio de 500 um, es decir que constituye
aproximadamente el 90% del espesor de la cérnea, y es una parte fundamental de su soporte
estructural (Forrester et al., 2016a).Se compone de fibrillas de colageno | (50-55%), Il (1-2%), V
(10%) y VI (40-30%), que se organizan con un patrén laminar, regular, y paralelo a la superficie; y
esta uniformidad, es la que permite que sean dpticamente claras(Forrester et al., 2016b).
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El colageno tipo V se asocia con el coldgeno | para formar laminillas que se disponen
ortogonalmente, denominadas lamelas, cuyo tamafo y disposicidn son claves en la transparencia,
ya que no dispersan significativamente la luz gracias a que la distancia que las separa produce
dispersion en direcciones predecibles y opuestas, que tienden a cancelarse mutuamente, excepto a
lo largo del eje visual primario (teoria de Maurice (1957) de la "interferencia destructiva"). Solo
cuando la distancia entre las regiones de indice de refraccion diferente llega a ser superior a 200 nm
se produce la dispersion de la luz (Forrester et al., 2016b).

En esta distancia, ademas de las dimensiones de las laminillas, influye la matriz en la que se
encuentran, la cual estd constituida fundamentalmente por glucosaminoglucanos (GAGs)
(especialmente queratan sulfato y condroitin sulfato) y proteoglicanos, que forman puentes para
mantener una distancia corta entre las fibras de coldgeno, y disminuir la refracciéon de la luz
(Forrester et al., 2016a). En términos generales, la organizacién de las fibras de colageno dependera
del grado de hidratacién de los proteoglicanos ya que son sustancias que por naturaleza atraen agua
con una presion neta de imbibicidn cercana a 60 mmHg; esta presién debe ser contrarrestada para
mantener una hidratacion igual o menor a 3,5 mg H20 / mg de tejido seco, ya que este es el punto
en que el estroma es mas transparente porque se genera un nivel de tensidn interfibrilar que se
cree, puede ser el mecanismo biofisico por el que las fibrillas se mantienen en su disposicién normal
(Bonanno, 2003). Pero, si ocurre disrupcion del patron laminar, por hidratacion o por depdsito de
materiales anormales, esta condicion se perdera (Dawson et al., 2011).

Para evitar el depdsito de materiales y elementos que interfieran épticamente, el estroma es
alifatico y avascular, y mantiene factores anti-angiogénicos como el receptor soluble tipo 1 del factor
de crecimiento endotelial vascular (sVEGFR-1 o sflt-1), que atrapa al factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) e impide la interaccién de este con su receptor. Algunos factores presentes en el
estroma, como el factor de crecimiento basico de fibroblastos, las trombospondinas y las
metaloproteinasas de membrana tipo 1, pueden cumplir una funcién angiogénica, y eventualmente
inducir neo vascularizacidn, si interactian con receptores expresados en los angioblastos cercanos
al estroma (Forrester et al., 2016a; Goel et al., 2010).

Las células mas abundantes en la matriz son los fibroblastos corneales (queratocitos), estos
sintetizan los colagenos del estroma y los proteoglicanos, y modulan las enzimas que participan en
el ensamblaje de la matriz. Los queratocitos también cumplen una funcién inmunolégica, gracias a
la produccién de citoquinas (IL-1 e IL-6) y defensinas ante estimulos como el TNF-a (Hejtmancik &
Nickerson, 2015). Adicionalmente, en el estroma hay precursores de células dendriticas en la parte
central, células dendriticas derivadas de la medula dsea en las porciones periféricas y macréfagos
gue se encuentran en la parte posterior (Forrester et al., 2016a).

Detrds del estroma se encuentra la membrana de Descemet, la cual constituye la ldmina basal del
endotelio de la cérneay tiene aproximadamente 10-12 um de espesor en la edad adulta(Hejtmancik
& Nickerson, 2015). Esta constituida por glicoproteinas de la membrana basal, laminina y coldgeno
tipo IV, V y VI, estos dos ultimos son los que la mantienen unida a la capa posterior del estroma
(Forrester et al., 2016a). La continuidad y el nivel de hidratacidon de la membrana de Descemet son
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importantes para la transparencia de la cdrnea, por ello debe mantener un estado de deshidratacion
adecuado, de la misma forma que el estroma (Hejtmancik & Nickerson, 2015)

Finalmente, el endotelio corneal estd constituido por una monocapa de células polarizadas de 5-6
pum de altura y 18-20 um de didmetro, que constituyen la barrera entre la camara anterior y el
estroma corneal. Su buen funcionamiento permite conservar la nutricidn de las células corneales y
el equilibrio hidrico del estroma, para que se mantenga la disposicidon uniforme y el didmetro de las
fibras de coldgeno, de tal forma que la cérnea pueda transmitir la luz causando una distorsion
minima (Forrester etal., 2016b; Guell, 2015). Dado que estas son las células en las que se
fundamenta este estudio se hara una profundizacion de las caracteristicas estructurales, fisioldgicas
y fisiopatoldgicas de estas.

i.i Caracteristicas morfoldgicas

Al nacimiento, la densidad celular del endotelio corneal es cercana a 6.000 células/mm?, pero de
forma natural hay una pérdida de 10.92 células/mm? por afio, y en consecuencia, en el adulto se
alcanza un promedio 2,000 a 3,000 células/mm? (Dawson et al., 2011; Eghrari et al., 2015). Estas
células son poligonales, la mayoria (70-80%) hexagonales, ya que este tipo de morfologia permite
construir una cubierta con patrén de mosaico en la que se garantiza la cobertura con la menor
cantidad de espacios entre las células. Es por ello que, tanto la densidad celular como Ia
hexagonalidad, son parametros morfométricos del estado del endotelio y esta evaluacién clinica se
puede llevar a cabo in vivo con la ayuda del microscopio especular (Remington, 2011).

Para mantener la forma hexagonal y aumentar el tono en la superficie celular que resiste la presion
intraocular (P10), las células del endotelio corneal (CEC) en su porcidn apical, tienen ligamentos de
actina y miosina lla organizados en bandas periféricas, este soporte es complementado por
filamentos intermedios de vimentina que llenan el citoplasma y protegen a la célula de la
compresion (Mendez et al., 2014). Cerca del apice, en la cara sub-apical, también se encuentran
uniones GAP asociadas a conexina-43; uniones estrechas, a las cuales se encuentra asociada la
proteina ZO-1, que ademas, es usada universalmente como marcador morfolégico de las CECy la N-
cadherina, una proteina transmembrana dependiente del calcio que se ubica en la membrana con
tanta frecuencia que su tincién permite delinear las células (Harrison et al., 2016) (He et al., 2016).
La cara lateral de las CEC estd dotada de interdigitaciones que se hacen cada vez mas numerosas y
largas en la medida en que se acercan a la base de la célula, esto determina un aumento neto de la
superficie lateral de al menos 1.6 veces lo cual es importante para aumentar el area en la que se
ubica la bomba Na*/K* ATPasa, cuya participacién es mas funcional que morfoldgica. La integrina
a3B1 es la unica proteina descrita exclusivamente en la superficie basal, en la que da la forma
desigual de la membrana de Descemet (He et al., 2016).

La aquaporina 1 (AQP1), es una proteina exclusiva del endotelio a nivel corneal, que participa en la
funcién de deshidratacion que este cumple y en la regulacién del volumen celular, ya que constituye
una ruta importante en el transporte de agua impulsado osméticamente ante la variacion ténica de
las soluciones que entran en contacto con el endotelio (Kuang et al., 2004; Verkman, 2002) , es decir
el humor acuoso (HAc), el cual participa en el intercambio de sustancias con el endotelio, bien sea
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para favorecer los mecanismos de deshidratacién corneal o para aportar nutrientes para las células
corneales en general.

El HAc es un derivado del plasma que se forma a una tasa de 2-3 puL / min en los procesos ciliares, y
circula a través de la pupila hacia el angulo de la cdmara anterior, donde drena a través del canal del
Schlemm hacia las venas epiesclerales (ver Figurai.i). Se estima que la tasa de recambio del humor
acuoso es del 1.0% al 1.5% del volumen de la cdmara anterior por minuto (Goel et al., 2010).Tiene
dos funciones fisioldgicas primordiales, la primera, es mantener la PIO (presidon intraocular)entre
10-20 mmHg, lo cual representa el equilibrio entre el flujo de entrada y el flujo de salida, y la
segunda, es proporcionar una fuente de metabolitos para los tejidos avasculares, lo que es
fundamental para el mantenimiento de las necesidades de la cdrnea (Dawson et al., 2011).

La composicidn del HAc difiere de la del plasma, ya que ademas de las sustancias que toma de él
durante su proceso de formacidon en el cuerpo ciliar, el liquido intraocular recibe sustancias
secretadas desde el endotelio corneal, el iris y el cristalino (39). En términos generales, el HAc se
compone principalmente de agua, electrolitos, carbohidratos, glutatidon, urea, aminoacidos y
proteinas, oxigeno y didxido de carbono (36). Pero también contiene esteroides, hormonas
sexuales, enzimas como la anhidrasa carbdnica y lizosima, factor activador del plasminégeno,
factores de crecimiento como el factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) y el factor de
crecimiento transformante B (TGF-B), transferrina, bajos niveles de catecolaminas (adrenalina,
noradrenalina y dopamina), prostaglandinas, y GAGs, particularmente, acido hialurdnico, el cual
desempena un papel relevante en la regulacién de la PIO (Forrester et al., 2016b).

La mayor diferencia entre la composicién del HAc y el plasma, esta en las concentraciones de acido
ascorbico (20 a 50 veces mayor), un antioxidante que ayuda en la proteccidn ante el dafio inducido
por la luz. El lactato también suele tener un exceso en el medio acuoso, probablemente como
resultado de la actividad glucolitica de la cdrnea y otras estructuras oculares; sin embargo, las
concentraciones de glucosa, urea y nitrégeno no proteico son ligeramente menores a las del plasma
y se regulan acorde a ellas (Gabelt & Paul L. Kaufman, s. f.). El HAc tiene una concentracion de
proteinas 200 veces menor que la del plasma, de las cuales la mayoria son glicoproteinas del vitreo.
En comun estd la albumina, aunque en concentraciones mucho menores en el HAc respecto al
plasma, e inmunoglobulinas, de las cuales predomina la IgG en comparacidn con los niveles de IgM
e IgA (Forrester et al., 2016b; Goel et al., 2010).

i.ii Fisiologia del endotelio corneal

Para que el endotelio corneal funcione adecuadamente, se requiere un nimero minimo de 700 a
1000 células/mm?, pero, contrario al epitelio, las células de esta capa tienen una escasa capacidad
proliferativa ya que tras el nacimiento permanecen quiescentes en la fase G1 del ciclo celular. Asi
pues, el reemplazo de células que se dafan o mueren, se hace habitualmente por migracién o
expansion de las células adyacentes, lo que produce cambios en la morfologia corneal que hace que
estas células se vuelvan mas grandes e irregulares (Joyce, 2003; Ljubimov & Saghizadeh, 2015). De
hecho, en corneas normales la densidad paracentral y periférica de la cdrnea es mayor a la de la
porcién central y, aunque no se conoce la razén por la cual ocurre este fendmeno en el patrén de
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distribucidn, se cree que puede ser secundario a un efecto de la dindmica de fluidos o a un proceso
particular de proliferacion no entendido hasta este momento (Eghrari et al., 2015; Wérner et al.,
2011).

Aunque la comprension de las funciones electrofisioldgicas y el control metabdlico del endotelio de
la cérnea ha aumentado mucho en la Ultima década, el papel que varios iones podrian desempefiar
en el transporte de agua y nutrientes, o en otros procesos fisiolégicos, no se han entendido por
completo. Se han descrito diferentes mecanismos de transporte pasivo y activo, tanto primario
como secundario, para cumplir las dos funciones principales del endotelio: (1) favorecer la absorcidn
de nutrientes y la eliminacion de residuos mediante difusidn facilitada y transporte activo
secundario (por ejemplo, el transportador de glucosa tipo 1 (GLUT1) y los co-transportadores
lactato/H* y lactato/Na*) y (2), generar la fuerza necesaria para que, a pesar de la presion de
imbibicidn en el estroma, exista un movimiento de agua neto hacia el humor acuoso, por accién de
mecanismos de transporte idnicos (Bonanno, 2003).

A excepcidn del oxigeno, todos los nutrientes para la cérnea provienen del HAc y llegan a las células
a través del endotelio, la glucosa es uno de ellos, y constituye una fuente energética fundamental
para los procesos metabdlicos de la cdrnea. El HAc tiene una concentracién de glucosa ligeramente
inferior a la del plasma (indice plasma/ humor acuoso en el humano 1.17), y éstas células tienen
GLUT1, tanto en las membranas apicales como en las basolaterales, que permiten el flujo
transcelular de este monosacarido hasta el estroma (Kumagai et al., 1994; Redbrake et al., 1999;
Reim et al., 1967). En condiciones normales, el 85% de la glucosa es metabolizada por glucdlisis
anaerdbica para producir lactato, y el 15% restante se metaboliza por el ciclo del acido citrico y otras
rutas oxidativas que pueden variar de acuerdo a la disponibilidad de oxigeno (Redbrake et al., 1999).
Todas estas vias son necesarias para regenerar ATP y también ADP y AMP, que se requieren para
diferentes funciones de la célula, y que, para el caso del endotelio, son claves para el bombeo que
favorece la generacién de gradientes electroquimicos que permiten mantener la claridad de la
cornea (53).

En el espesor de la cérnea se mantiene un gradiente de concentracion de glucosa que favorece su
paso hacia el estroma, ya que se obtiene de la cdmara anterior y los queratinocitos la consumen
rapidamente, determinando las condiciones que tienden a mantener la difusién. La mayoria de la
glucosa que entra a la cdrnea se convierte en acido lactico (Nguyen & Bonanno, 2012a; Riley et al.,
1997), por cada molécula de glucosa que ingresa se producen 1.70 moléculas de lactato, pero el
epitelio es impermeable a este compuesto, lo que facilita que se acumule en el tejido corneal en
concentraciones cercanas a 13 mM las cuales practicamente duplican las del humor acuoso
(aproximadamente 7 mM). Esto genera una gran diferencia de concentracién de lactato e
hidrogeniones entre la cérnea y la cdmara anterior, que favorece la salida de lactato de las CEC por
actividad del co-transportador lactato/H* apical y, en menor medida, por transportadores de acidos
monocarboxilicos (MCT), de los cuales se han encontrado en el endotelio corneal de conejo las
isoformas MCT1, MCT2 y MCT4, y las isoformas MCT2 y MCT4 han sido descritas en el endotelio de
bovinos, con diferente distribuciéon entre las membranas apical y basolateral (Bonanno, 2012;
Nguyen & Bonanno, 2012a).
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La generacion del gradiente idnico para favorecer el movimiento de liquido a través del endotelio
corneal requiere de mucha energia. De hecho, el endotelio consume dos veces mas oxigeno que el
epitelio corneal por unidad volumen, y la densidad de mitocondrias en el endotelio corneal es
superada solo por la de los fotoreceptores (Harvitt & Bonanno, 1998). Recientemente se demostrd
qgue la glutaminolisis es una fuente adicional de energia metabdlica en el endotelio que le
proporciona a la célula incluso mas energia que la oxidacién de glucosa, ya que una vez se incorpora
en forma de a-cetoglutarato al ciclo de Krebs, aumenta la produccién de ATP y potencia la funcién
fisiolégica de bombeo que cumple el endotelio (W. Zhang et al., 2017). La glutamina es el
aminodcido libre mds abundante en el plasma y uno de los mas concentrados en el HAc (0.6-0.8
mM) (Hu et al., 2012), las CEC la captan mediante co-transportadores y contra-transportadores
Na*/glutamina para luego metabolizarla con enzimas tales como las glutaminasas tipo 1y 2 (GLS1y
GLS2) y la y-glutamil transpeptidasa (GGT)(W. Zhang et al., 2017). El producto final del catabolismo
de la glutamina induce la produccion de amonio/amoniaco y este Gltimo, dada su baja lipofilicidad,
es eliminado a través de la proteina similar a los transportadores de bicarbonato tipo 11 (SLC4A11).
La acumulacién intracelular de amoniaco funciona como un regulador indirecto de la glutaminolisis,
al reducir la expresidn de enzimas involucradas en la via, pero su acumulacién podria ser tdxica para
las células del endotelio (W. Zhang et al., 2015, p. 4).

Como se ha mencionado, la funcién de bombeo del endotelio es la que permite la deshidratacién
constante del estroma, ya que este tiende a sobre-hidratarse de manera natural, y esta
predisposicidn aumenta en circunstancias como el cierre ocular durante la noche, el uso de lentes
de contacto, o por la exposicion a soluciones hipotdnicas durante el bafio (Bonanno, 2003).Para
ejercer esta funcion, el endotelio es altamente permeable al agua y a solutos hidrofilicos, condicién
que se da particularmente por la discontinuidad de las uniones intercelulares tipo ZO-1, con cierta
participacién de AQP1. Pero, ademas, las células estan dotadas de proteinas que funcionan como
bombas, como transportadores, o como canales idnicos, cuya actividad genera un potencial
electrosmético que dirige el agua hacia el interior del globo ocular. El estado ideal ocurre cuando la
actividad de las bombas endoteliales favorece el movimiento del agua hacia el humor acuoso, con
igual magnitud a la tendencia que tiene el agua de moverse hacia el estroma por la atraccion de los
proteoglicanos; a lo que se ha denominado equilibrio del mecanismo de "Bombeo-Fuga"(Bonanno,
2012).

Existen dos modelos que explican como la actividad electrofisiolégica endotelial dirige el agua hacia
el humor acuoso. El primero, denominado de secrecidén anidnica, en el que el cloro y el bicarbonato
son protagonistas, y el transporte de estos iones constituye el mecanismo principal de
deturgescencia corneal; y el segundo, el modelo de electro-6smosis, en el que el actor principal es
la recirculacion de Na* inducida por un estimulo eléctrico, y mediada por las bombas Na*/K*-ATPasa
baso-laterales y los canales de sodio apicales, que crean un gradiente osmdtico de sodio hacia el
humor acuoso, con el cual, ocurre un flujo de agua. Sin embargo, existe controversia en el
funcionamiento de los gradientes y su influencia en el mecanismo de deshidratacién en el que
participa el endotelio, por lo que han surgido otras teorias en paralelo como el agonismo hidrico y
el transporte facilitado de lactato (Bonanno, 2012).
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i.ii.i Modelo de secrecion anionica

Este modelo parte de la premisa de que el movimiento de liquido depende del flujo de iones (cloro
y bicarbonato) que se crea por mecanismos de transporte activo y produce gradientes osmoticos
locales.

En el endotelio corneal, aunque la permeabilidad de la membrana basolateral al bicarbonato es alta,
la de la membrana apical no lo es. La superficie basolateral estd dotada de dos transportadores de
bicarbonato: El cotransportador electrogénico 1Na*:2HCOs™ (SLC4A4/ NBCel) y el intercambiador de
aniones CI/HCO3" (SLC4A2/AE2); ademas, tiene un intercambiador de Na*/H* (SLC9A6/NHE1) cuya
actividad favorece la eliminacién de protones, e indirectamente estimula la formacién de H*y HCO3"
a partir de la disociacion del acido carbdnico (H,COs) formado a partir de la hidrataciéon de CO,,
reaccion que es catalizada por la anhidrasa carbdnica Il citoplasmatica. La entrada directa de HCO;
através de la actividad de SLC4A4 y la generacidn de un HCO3" a partir de acido carbdnico aumentan
la concentracién del bicarbonato intracelular, el cual es liberado parcialmente en la cara basolateral
de la célula mediante el intercambio por Cl a través de SLC4A2 (Bonanno, 2012).

La concentracidon del CI" intracelular también aumenta por la actividad del co-transportador
basolateral Na*/K*/2Cl" (NKCC1), el cual ayuda a aumentar la concentracién de cloruro a 40 mM, es
decir, por encima del equilibrio electroquimico (12 mM); esto, sumado al potencial de membrana
negativo (aproximadamente -55 mV) secundario a la actividad de la bomba Na*/K*/ATPasa
basolateral y la actividad de canales de potasio (Watsky & Rae, 1991), constituye un estimulo
eléctrico para el flujo de ClI" y HCO3" hacia el exterior de la célula (Bonanno, 2012). Las proteinas
presentes en la cara apical privilegian el transporte de CI" respecto al de HCO3" ya que alli se
encuentran el regulador de conductancia transmembrana de fibrosis quistica (CFTR) y el canal de
cloro activado por calcio (CaCC), y ambos son mas permeables al cloro que al bicarbonato en una
relacidon de 4:1. En este escenario, hay una ganancia neta de bicarbonato intracelular que debe
convertirse en acido carbdnico (H,COs), y luego en CO, y difundir a través de las membranas. El CO,
gue pase por la cara apical, en donde se expresa la enzima anhidrasa carbdnica IV, puede convertirse
nuevamente en HCO3" por la accidn catalitica de esta enzima, y es asi como el Cl- que ha salido,
puede atraer eléctricamente el Na* que sale de la célula por las bombas de Na*/K*ATPasa
basolaterales y, de esta forma en conjunto generar un gradiente osmético para el agua que es
entonces atraida hacia la membrana apical (Bonanno, 2012).

Este mecanismo se considera parte de un mecanismo mds complejo ya que el bloqueo de algunas
de las proteinas involucradas, particularmente el transportador NKCC1, no compromete en forma
importante el flujo de agua hacia la cdmara anterior (F. P. Diecke et al., 2005; Riley et al., 1997).
Incluso se ha sugerido que NKCC1 y CaCC, estan relacionados mas directamente con las respuestas
a cambios del volumen celular y éste ultimo en particular, ha surgido como una via de interés para
comprender las respuestas ante estimulos nocivos del endotelio (Srinivas et al., 1998).

i.ii.ii Modelo de electro-6smosis
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Este modelo surgié en un intento por comprender mejor los vacios que dejaba el modelo anteriory
considera tanto diferencias de carga eléctrica como osméticas. Adicionalmente, el flujo de agua se
realiza de modo transcelular a través de acuaporinas asi como de manera paracelular a través de las
uniones del endotelio(Fischbarg, 2010).

En este proceso, la elevada concentracion de aniones (HCO3"y Cl') en la cara apical de las CEC genera
un potencial negativo (-0.5 mV) en este lado de la célula con respecto a la cara basal, lo que favorece
la recirculaciéon del Na*, liberado al espacio paracelular por las bombas de Na*/K*ATPasa, a través de
canales apicales de Na* (ENaC). La movilidad de iones secundaria a los cambios eléctricos genera
gradientes osmaticos que impulsan flujos acuosos a través de las uniones intercelulares gracias a su
baja resistencia (20-25 Qcm?2). Este mecanismo es potenciado aproximadamente en un 20% por el
flujo de agua a través de las acuaporinas AQP1, en respuesta a fluctuaciones de la presién osmética
(Bonanno, 2012; Fischbarg, 2010).

El movimiento de fluidos a través de la membrana esta relacionado con la direccién y la magnitud
de las corrientes eléctricas, y con la integridad endotelial, ya que si desaparece el gradiente eléctrico
o no hay continuidad del endotelio, el flujo cesa, e incluso puede revertirse si las cargas se invierten
(Fischbarg, 2010; Sanchez et al., 2002). Una vez se genera el gradiente eléctrico que permite el
acople electro-osmético, y el flujo paracelular de agua, la recirculaciéon de sodio ademds permite
ajustar la osmolaridad permitiendo que el fluido transportado sea isoténico. Si el acumulo apical de
aniones no ocurre, el flujo se reduce aproximadamente un 70%, y el transporte de fluido restante
se reducird a cero solo si adicionalmente se inhiben los canales ENaC (F. P. J. Diecke et al., 2007)., lo
gue demuestra la importancia de estos dos componentes en el modelo de deshidratacién de Ila
cérnea. Sin embargo, se sabe por experimentos en los que se bloquean simultdneamente los ENaCs
y la bomba Na*/K* ATPasa, que esta no es la Unica via para el movimiento de Na*, ya que la
concentracion intracelular aumenta a pesar de este doble bloqueo. La entrada de sodio a través de
ENaCs constituye aproximadamente el 70% del influjo de este ion, y se cree que el 30% restante
entra por co-transportadores que utilizan el gradiente para impulsar otras sustancias, que pueden
ser nutrientes o productos metabdlicos, pero cabe la posibilidad de un influjo a través de canales de
sodio diferentes a los ENaCs (Kuang et al., 2004).

En 1991 se describieron en el endotelio corneal de conejo canales sensibles a la neurotoxina del pez
globo japonés, la tetrodotoxina (TTX), que ademas podian ser bloqueados con quininas, un
descubrimiento interesante, ya que por lo general estos canales no se encuentran en células no
excitables (Watsky & Rae, 1991). Como estos canales usualmente estdn inactivos por debajo de -
60mV, se planted la posibilidad de una pequefia ventana en la que al llegar a valores menos
negativos, los canales permitan la entrada de sodio e influyan en las propiedades electrofisioldgicas
intrinsecas de las células, o generen un gradiente transendotelial que favorezca la deshidratacion
del estroma (Mergler & Pleyer, 2007; Rae & Watsky, 1996), situacién que puede corresponder a la
descrita en cultivos de endotelio bovino, en las que un canal de Na* apical dependiente del voltaje
influye sobre la actividad de la bomba Na*/K* ATPasa y el flujo de Na* asociado a ella (Kuang et al.,
2004). Sin embargo, no esta claro si este canal es el mismo canal de Na* sensible a TTX descrito por
Watsky et al. en 1991.
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En general, se ha sugerido que la regulacién de la funciéon endotelial depende de sustancias
presentes en el humor acuoso, o que se producen en las células del endotelio en respuesta a
cambios morfolégicos y fisioldgicos. Dentro de los mecanismos que estimulan el flujo a través del
endotelio se encuentran aquellos que aumentan el nimero o la actividad de los canales ENaC, y/o
la concentracion de AMP ciclico (cCAMP) o de ATP, asi como algunos eventos metabdlicos normales
del endotelio.

La quinasa sérica estimulada por glucocorticoides (SGK1) aumenta la densidad de los canales ENaC
en la membrana apical, y estimula la actividad de la bomba Na+/K+-ATPasa basolateral del endotelio
corneal de ratones y humanos (Hatou et al., 2009; Rauz et al., 2003). EI cAMP, por su parte, ademas
de activar vias antiapoptéticas en células endoteliales de la cornea tratadas con estaurosporina, un
fuerte inhibidor de protein-cinasas e inductor de apoptosis, fosforila y estimula la actividad del canal
CFTR apical, lo que aumenta el flujo de CI"y HCO3" (S. Li et al., 2011; Sun et al., 2003). Los receptores
purinérgicos P2X también funcionan como agonistas de la actividad electrosmdtica endotelial ya
que responden al ATP extracelular abriendo canales idnicos que aumentan el calcio intracelular, y
secundariamente incrementan la salida de Cl- a través de CaCC, ademads el aumento de ATP, puede
estimular el flujo por los mecanismos descritos para el cAMP, ya que las células endoteliales pueden
descomponerlo, en adenosin-di-fosfato (ADP) y un fosfato de alta energia, por la presencia de ecto-
ATPasas. En este grupo de agonistas de la actividad de los mecanismos electrosméticos también se
encuentra la adenosina, la que a través de receptores tipo A2b asociados a proteina Gs aumenta el
AMPc e induce la concentracidn apical de aniones por los mecanismos ya descritos (Bonanno, 2012;
Sun et al., 2003).

Los gradientes de concentracién de glucosa y lactato también estimulan el flujo a través del
endotelio (Chhabra et al., 2009). Cualquier proceso que facilite el flujo de lactato desde la cornea
hacia el humor acuoso, ayudara a mantener la deshidratacion del estroma y, por el contrario,
cualquier interferencia con el flujo de salida de lactato tiende a edematizar la cdrnea. Dentro de los
facilitadores del eflujo de lactato a través del endotelio, se encuentran el HCO3", la actividad de la
anhidrasa carbdnica, el SLC4A4 y el NHE1. El tamponamiento del hidrogenién es importante para la
deturgescencia de la cérnea, y puede mantenerse en ausencia de HCO3" solo si hay una
concentraciéon alta de otros amortiguadores (S. Li et al., 2016), esto facilita el flujo de lactato v,
ademas, esta directamente relacionado con la salida de agua, lo que indica que es un componente
importante de la funcidon de bomba del endotelio corneal; incluso recientemente se ha sugerido que
es el lactato, y no el HCO3, el principal componente de la bomba anidnica descrita
previamente(Nguyen & Bonanno, 2012b).

Ademas de la importancia de las bombas y canales descritos en el mecanismo electrosmético que
favorece la deshidratacién del estroma de la cérnea. Los canales son fundamentales para otras
funciones del endotelio corneal. La mayoria de ellos pertenecen a la familia de canales activados
por voltaje o ligando, o a la familia de receptores de potencial transitorio (TRPs). Los primeros, son
proteinas transmembrana permeables a un ion particular (sodio, potasio, cloruro o calcio) que se
abren en respuesta a cambios en el voltaje transmembrana o por la unién de una sustancia. Los
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segundos, incluyen canales de calcio o canales inespecificos para cationes, que funcionan como
sensores a nivel endotelial (Mergler & Pleyer, 2007).

Los canales para iones de potasio representan la familia mas diversa de proteinas de membranay
son unos de los mds conservados evolutivamente. Dependiendo del principio de funcionamiento y
la estructura primaria, estas proteinas se subdividen en canales con dos poros (K2P), canales
activados por Ca?* (KCa), canales rectificadores internos (Kir), y canales activados por voltaje (Kv); y
de ellos, se han descrito en las CEC, unicamente canales clasificados dentro de los dos ultimos
grupos (Grizel et al., 2014; Rae & Watsky, 1996; Yang et al., 2003). Sin embargo, en una tincidn
realizada en el articulo de Anumanthan y colaboradores con el fin de evaluar las propiedades
fibréticas en el estroma mediadas por el canal KCa3.1, es posible observar la marcacién del canal
también en el endotelio corneal (Anumanthan et al., 2018).

Los canales Kir tienen un rol particular en el mantenimiento de los potenciales de reposo, en la
duracién del potencial de accidn y en el control de la excitabilidad celular (Kew & Davies, 2010). Los
Kir2.1, unos de los rectificadores mas fuertes, fueron descritos en CEC de bovinos como un
componente importante de la conductancia al K+ en estas células, en las que parece tener una
funcién relevante para el establecimiento del potencial de la membrana, ademas de ser mediador
del volumen celular (Yang et al., 2003). Este mismo grupo de investigadores ademas demostré que
la quinidina, un potente bloqueador de Kir2.1, pero también de los Kv, favorece el edema corneal
de forma similar a como lo hace el inhibidor de la ATPasa (ouabaina), lo que sugiere que uno, o
quizds ambos tipos de canales de K*, desempeifian un papel importante en relacién con los procesos
de transporte activo que subyacen a la funcion de bomba en el endotelio corneal (Watsky et al.,
1992; Yang et al., 2003). La explicacién para este efecto puede ser abordada de dos formas; en
primera instancia, en el endotelio corneal, al igual que en otras células, la actividad Na*/K* ATPasa
depende criticamente de la presencia de una via que le permita reciclar K*, y es probable que los
canales Kir2.1 funcionen en este sentido. La otra explicacion se basa en su efecto sobre las fuerzas
de conduccidn electroquimicas que influyen sobre el transporte de CI"y HCO3, ya que los canales
Kir2.1 contribuyen al potencial de membrana, y su activacidn en estados de hiperpolarizaciéon puede
promover la salida de aniones en la membrana apical (Watsky & Rae, 1991; Yang et al., 2003).

En el afio de 1996, se encontraron en células del endotelio corneal de conejo, corrientes de K+
similares a las corrientes A registradas en las células excitables. Eran corrientes de inactivacion
rapida que se presentan por debajo del umbral de excitacién, por lo que se sugirié que hacen parte
de los mecanismos que mantienen el estado estable de las CEC entre -50 y -60 mV, y participan en
la funcion de deshidratacion corneal (Mergler & Pleyer, 2007; Rae & Watsky, 1996). Estas corrientes,
en investigaciones posteriores, se asociaron funcionalmente con canales Kv3.3 encontrados en
células endoteliales corneales de conejo; sin embargo, dado que los experimentos se hicieron
mediante la expresion del canal en otros tejidos y usando constructos que variaban en la region 5'
del primer coddn, los patrones de activacion e inactivacidon fueron inconstantes (Rae & Shepard,
2000).
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Los canales KCa tienen una estructura general equivalente a la de los canales Kv, ya que estdn
formados por una estructura tetramérica de subunidades a, y cada una de ellas esta constituida a
su vez por seis segmentos transmembrana (para los canales de conductancia baja (SK) e intermedia
(IK)) o 7 en el caso de los KCa de conductancia alta (BK). Estos ultimos, ademas de la subunidad o
principal, tienen subunidades reguladoras adicionales B o y. Hay cuatro subunidades B (codificadas
por KCNMB1-4) que modulan la cinética de inactivacion del canal, asi como su rectificacion interna,
la sensibilidad al Ca*y la unién a toxinas. La subunidad B4, es la que predomina en sistema nervioso
central y permite que la activacién del canal BK por Ca?* sea mas sensible (Ha etal., 2004), en
cambio, la presencia de subunidades B2 y B3 favorecen la inactivacidn rdpida de las corrientes BK
(Guéguinou et al., 2014). Las subunidades y, consisten en proteinas con una repeticidon rica en
leucina (LRRC) cuya actividad determina cambios sustanciales en la funcidn del canal asociados a
cambios en el voltaje (Dong et al., 2016; Guéguinou et al., 2014).

Los canales BK se activan por cambios en el potencial de membrana (despolarizacion) y por
aumentos en la concentracién de Ca? intracelular, mientras que los SK e IK no dependen del voltaje,
y responden particularmente a cambios en las concentraciones de Ca?* intracelular gracias al acople
de calmodulina en su extremo C terminal. Los KCa estdn ampliamente expresados en diversos
tejidos, incluidos epitelios, musculo liso, neuronas y endotelio vascular. La activacidon de SK e IK,
particularmente en células no excitables, estd asociada al aumento del Ca? intracelular y participa
en restaurar la concentracidn intracelular de este ion, proteger frente a ambientes ricos en radicales
libres y se han vinculado a la regulacién de la migraciéon celular (Guéguinou et al., 2014).

Las toxinas son herramientas farmacoldgicas Utiles para discriminar la actividad de los canales de la
familia KCa. BK es bloqueado por la iberotoxina pero no por la apamina, que bloquea
especificamente los canales de SK (a concentraciones de 60—200 pM). El BK también es bloqueado
por Tetra-etil-amonio (TEA) a bajas concentraciones (0.14 mM), y se activa por NS1608 y NS1619
(Wei et al., 2005). Los canales IK, no son sensibles a la apamina ni a la iberootoxina, pero son
bloqueados por la caribdotoxina (5 nM) o por un inhibidor selectivo, el TRAM-34 (Wei et al., 2005).
También se activan por la concentracién de Ca2+ intracelular, con participacion de la calmodulina
(CaM) unida al extremo C-terminal, y se han visto relacionados con el ingreso de calcio direccionado
por los niveles de las reservas intracelulares de este idn (Chandy et al., 2004).

El canal IK (KCa3.1, también conocido como SK4, IK, IKCal) recientemente se encontré expresado
en las CEC, pero su funcidén en estas células no se ha descrito. Este canal desempefia un papel
importante en la regulacién de la hiperpolarizacién de la membrana y la homeostasis del Ca%
intracelular en otras células, lo que de forma secundaria modifica la progresion en el ciclo celulary
por tanto la proliferacién celular y la apoptosis. Ademas, se ha relacionado con cambios en los
patrones de migracién de varios tipos celulares, y en particular, se ha visto regulado a la alta
simultdneamente con genes pro-fibréticos (Anumanthan et al., 2018; Begenisich et al., 2004; Dong
et al., 2016; Wulff et al., 2009). La pérdida de la expresion del gen de KCa3.1 en ratones-knock out
o el bloqueo con TRAM-34, disminuye la expresién de genes que codifican para diferentes tipos de

colageno y factor de crecimiento transformante f1 (TGFB1) (Anumanthan et al., 2018).
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En el epitelio corneal, la hiperpolarizacidon de la membrana por los KCa da como resultado una mayor
afluencia de Ca?* (Gees etal., 2010). Las corrientes de calcio, moduladoras de las respuestas
mediadas por los KCa, pueden estar asociadas a canales calcio activados por voltaje (Cav) o a canales
operados por almacenamiento (SOC), estos ultimos estan regulados por el contenido de Ca? en las
reservas intracelulares y se activan cuando estas se reducen. Experimentos en corneas usando
antagonistas de los Cav tipo L del grupo de las fenilalquilaminas (verapamilo) o de las
dihidropiridinas (nifedipino y nisoldipina), o iones divalentes como el cadmio (Cd?*), sugieren que la
modulacién del Ca?* intracelular tiene efectos marcados en la funcién del endotelio corneal. A
excepcion del verapamilo, todas las respuestas inducidas por farmacos son bifasicas, es decir, que
ademas de una respuesta inicial, ocurren cambios secundarios en las concentraciones intracelulares
de Ca?* En la actualidad, se considera que las corrientes de calcio que fluyen a través de canales tipo
L intervienen en el potencial de reposo de las CEC, participan en el aumento del calcio intracelular
que sigue al incremento de los radicales libres de oxigeno (ROS), y contribuyen al papel protector
mediado por factores de crecimiento como el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF). EI EGF, gracias a su secrecién autocrina, estimula la migracion de
las CEC y la reparacion de la monocapa, al regular a la alta vias dependientes de protein-quinasa-C
(PKC) que favorecen la extensidon de filopodios (Meeting, 1997; Mergler et al., 2005). EL FGF,
fundamentalmente el bFGF, actiia como un modulador directo del endotelio corneal induciendo su
migracion proliferacion y diferenciacién, probablemente, a través del receptor tipo 1 (FGFR1), el
cual interactua con los canales de tipo L (Mergler et al., 2003).

Algunos péptidos, como la endotelina 1(ET-1), también han mostrado respuestas que involucran
gradientes de calcio en las CEC. La ET-1, se ha encontrado en el humor acuoso, y favorece el aumento
de la concentracién de calcio intracelular y fosfoinositoles, la acumulacién intracelular de cGMP y
cAMP, la sintesis de fibronectina y la proliferacién celular. Se cree que media su efecto a través de
su receptor de alta afinidad tipo 1 presente en las CEC y, aunque el mecanismo por el cual la ET-1
induce el aumento del Ca?* en estas células no estd completamente descrito, es claro que ocurre de
una manera dosis-dependiente, en la que participa un influjo de calcio a través de Cav,
probablemente canales tipo L, y la liberacién de Ca?* desde las reservas intracelulares (Hong et al.,
2003).

Los SOC dado que no dependen del voltaje, pueden funcionar a potenciales de membrana en los
que los Cav estdn inactivos, lo que aumenta sus posibilidades de modulacién funcional (Prakriya &
Lewis, 2015). Estas caracteristicas de las corrientes condujeron a la asociacidn con la superfamilia
de canales de cationes receptores de potencial transitorio (TRP), reconocida por su diversidad en
los mecanismos de activacidn y selectividad, su participacion en la fisiologia sensorial y en la
deteccion, por parte de las células, de los cambios en su entorno local (Venkatachalam & Montell,
2007). A nivel ocular, la modulacién de la actividad de los canales TRP se ha relacionado
fisiolégicamente con la regulacién del crecimiento celular, la secrecion de proteinas, la
diferenciacion y la proliferaciéon secundarias a cambios en los niveles de Ca®" intracelular vy,
patoldgicamente, con la induccidn de muerte celular (Reinach et al., 2015). Especificamente en el
endotelio corneal, los cambios en la actividad de los canales TRP afectan su capacidad para
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mantener la transparencia corneal (Mergler & Pleyer, 2007) e inducen apoptosis por aumento
excesivo del calcio intracelular (Q. J. Li et al., 2001; Mergler et al., 2003). Rae y Watsky describieron
en el endotelio corneal una corriente termosensible rectificadora externa junto con una corriente
selectiva de K+ (Rae & Watsky, 1996), con la caracterizacidn posterior de los canales TRPV1-4 en
células endoteliales corneales humanas, se considerd que eventualmente el componente
termosensible podia ser atribuible a ellas (Mergler et al., 2010). Los canales TRPV4, ademas de su
capacidad de termo activacién, han sido descritos como parte del mecanismo de respuesta ante el
edema hipotdénico probablemente en asociacion con las AQP1 (Mergler, Valtink, et al., 2011).
También se ha demostrado experimentalmente, en células de endotelio corneal humano, la
expresién funcional del canal TRPMS8 activado por mentol o icilina, o por temperaturas por debajo
de los 23-28°C, cuya actividad se relaciona con un aumento reversible de los niveles de Ca?
intracelular secundarios a una reduccién del potencial de membrana, o a cambios osmolares
determinados por el nivel de hidratacidon de la cérnea (Mergler, Garreis, et al., 2011; Mergler,
Valtink, et al., 2011; Robbins et al., 2012). Otra caracteristica de los TRP es que son capaces de
modular las condiciones que median la entrada de Ca%, especialmente en células no excitables, a
través de la despolarizacién, o la hiperpolarizacién, secundarias a la activacién de otros canales
idnicos dependiente de Ca?, como los canales de K*, logrando un ajuste muy fino de las

concentraciones de calcio intracelular y las respuestas mediadas por este (Gees et al., 2010).
i.iii Fisiopatologia de la cérnea.

Un amplio espectro de condiciones patolégicas puede alterar la estructura de la cérnea e interferir
con su funcidon normal. El problema radica en la respuesta limitada de esta estructura a la lesién, ya
que ademds de la reduccién celular esperada con la edad la densidad celular puede reducirse a tasas
mas altas en los pacientes que cursan con enfermedades en las que un aumento de la apoptosis de
las células del endotelio determina una pérdida adicional de células (Cho et al., 1999; Q. J. Li et al.,
2001). Cuando la densidad llega a valores tan bajos como 500 cel/mm?, su capacidad de deshidratar
el estroma se ve muy comprometida y el agua que se retiene produce el desalineamiento de las
fibras, generando una opacidad suficiente para limitar de forma significativa la visién (Murphy et al.,
1984).

Las lesiones agudas del endotelio suelen ser causadas por accidentes o durante procedimientos
quirdrgicos, y las crdnicas, ocurren por distrofias o se asocian a ciertas patologias. En cualquier caso,
el endotelio se repara en primera instancia por migracidn e hipertrofia de las células v,
eventualmente, por proliferacidn celular estimulada por la lesién. Este ultimo mecanismo es mas
eficiente en nifios y en adultos jévenes, pero su intervencién es minima en el proceso de reparacion
en personas mayores, puesto que la inhibicion del ciclo celular es mayor a medida en que la edad
aumenta (Murano et al., 2008). La variacion en el tamafio y la forma de las células se considera un
reflejo de la severidad de la lesion, ya que, en condiciones normales, el 50-90% de las células
endoteliales es hexagonal, pero esta proporcién disminuye cuando hay reparaciéon gracias al
aumento de tamafio de las células adyacentes para cubrir el defecto (Mannis & Holland, 2016).
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Se ha descrito modulaciéon de la migracién mediada por dos factores. En primera instancia, para que
ocurra la migracidon de las células del endotelio, es preferible, pero no indispensable, que la
membrana de Descemet esté intacta, ya que esto acelera la cobertura del area lesionada. En
segundo lugar se ha identificado la participacidén de la via RhoA, especificamente de la proteina
quinasa asociada a Rho (ROCK), una serina / treonina quinasa que participa en la regulaciéon de la
morfologia celular, la motilidad y la polaridad gracias a la reorganizacién del citoesqueleto de
actomiosina, el aumento de las uniones célula-célula, y el aumento de las interacciones de la célula
con la matriz extracelular celular, y cuya inhibicién, mediada por Y-27632 o por H1152, ha
demostrado que podria mejorar la migracion endotelial (Cui et al., 2018; Shenoy et al., 2009).

IM

Aunque la reduccidn del recuento endotelial ocurre de manera “natural”, puede verse acelerada
por aumento en la presién intraocular (Gagnon etal., 1997); por aumento de radicales libres
secundario a trauma, siendo el mas comun la cirugia intraocular, particularmente el proceso de
facoemulsificacidn, el impacto directo con lentes intraoculares, las burbujas de aire y las lesiones
por calor (Nita & Grzybowski, 2016); por reacciones inflamatorias (Sagoo etal., 2004); por
enfermedades sistémicas, entre las que se ha considerado la diabetes mellitus (Calvo-Maroto et al.,
2015) y enfermedades respiratorias crénicas(Margo et al., 2017); por distrofias endoteliales, como
la distrofia endotelial de Fuchs, la enfermedad genética que causa el tipo mas prematuro de lesion
y pérdida endotelial por dafio oxidativo y apoptosis (Jurkunas et al., 2010; Q. J. Li etal., 2001).
Cualquier condicién que reduzca la densidad celular a niveles cercanos a 700 células/mm?, permitira
la sobre-hidratacidn del estroma, con la consiguiente pérdida de la estructura laminar, el aumento
del espesor de la cérnea y las alteraciones de la superficie, lo cual es reversible si se recupera el
estado de des-hidratacion ideal (Dawson et al., 2011). Sin embargo, si el edema se vuelve crdnico,
se favorece la cicatrizacion, los infiltrados inflamatorios y la neovascularizacién, lo que altera
permanente la claridad de la cérnea por la opacidad que provocan los vasos, no solo por su
presencia, sino porque permiten el depdsito de lipidos y favorecen la migracién de melanocitos
desde el limbo. En este punto, no queda otra alternativa que practicar un trasplante para mejorar
la visién (Dawson et al., 2011).

En consideracion a que la cérnea se expone toda la vida al oxigeno atmosférico y a la radiacion
ultravioleta, de manera natural ha desarrollado mecanismos de defensa antioxidantes de bajo y alto
peso molecular, cuya funcidn es controlar el nivel de ROS. Entre estos se incluyen las vitaminas Cy
E, el B-caroteno, el glutation reducido (GSH), la ferritina, y varias enzimas, como la catalasa, la
superoéxido dismutasa, la glutation peroxidasa y la glutation reductasa (Senoo & Joyce, 2000). Pero
algunas condiciones como una produccion excesiva de ROS, la disfuncidon mitocondrial, el deterioro
del sistema antioxidante, o una combinacidn de estos factores, genera un desequilibrio entre los
factores pro-oxidantes y los antioxidantes, que conduce a la acumulacién de ROS y al estrés
oxidativo (Lou & Chen, 2006). En el endotelio corneal, esta condicion se produce con el
envejecimiento, ya que con la edad, los mecanismos antioxidantes se vuelven ineficientes, y el poco
control oxidativo favorece la reduccién del recuento de células endoteliales por apoptosis, pero
ademas, induce una forma de senescencia prematura independiente de la longitud de los telémeros
(Joyce et al., 2009).
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Existe una amplia evidencia experimental de que el dafio oxidativo afecta los lipidos de las
membranas celulares, las proteinas y el ADN. La 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG) es un
marcador de dafio oxidativo al ADN y predomina en lesiones inducidas por radicales libres. La
evaluacion de sus niveles en CEC ha permitido evidenciar que, aunque su distribucion es similar en
toda la cornea, en la periferia el dafio oxidativo es mayor en el ADN mitocondrial (ADNmt) que en
el ADN nuclear, y lo contrario ocurre para el area central, especialmente en personas de mayor edad
(C. Zhu & Joyce, 2004). Ademas, la intensidad relativa de la lesidn por oxidacidn parece variar de
una célula a otra, lo que sugiere que la extension del dano en el ADN difiere en las células de manera
individual. Lo anterior, puede reflejar diferencias intrinsecas en la actividad metabdlica general, la
actividad antioxidante y la capacidad de reparacién del ADN (Joyce et al., 2009). La respuesta al dafo
del ADN parece mantenerse activa en las células senescentes, lo que sugiere que las sefiales de
lesidn persisten y la inhibicion del ciclo celular se mantiene mientras el ADN no se haya reparado
adecuadamente; esto indica, que la baja capacidad proliferativa de las células endoteliales puede
deberse, al menos en parte, al dafio oxidativo del ADN nuclear (Joyce et al., 2009).

Un hallazgo importante en experimentos con concentraciones crecientes de peréxido de hidrégeno
(H20,), es la similitud encontrada en el patron de dafio oxidativo en CEC humanas ex vivo y en
cultivo, ya que apoya el uso de CEC cultivadas como un modelo experimental confiable para estudiar
el efecto del estrés oxidativo (Joyce et al., 2009). Adicionalmente, es importante destacar que las
curvas de crecimiento resultantes en células tratadas con H,0, de donantes jévenes se parecen
mucho a las curvas de crecimiento obtenidas en otros estudios utilizando CEC de donantes mas
viejos en un modelo de herida corneal ex vivo (Schmedt et al., 2012) y en cultivo (Vedana et al.,
2016) lo que evidencia la utilidad de este método in vitro para los estudios de proliferacién y
migracion.

Dentro de las lesiones endoteliales se consideran las endoteliopatias primarias, en las que ocurre
una degeneracion intrinseca del endotelio, y las endoteliopatias secundarias en las que el deterioro
del endotelio obedece a una respuesta local frente a una injuria sistémica. En las primeras, ocurre
una degeneracién enddgena, lenta y progresiva del endotelio de la cdrnea, y que se deben, al menos
en parte, a cierta predisposicién genética (Jurkunas etal., 2008). En el grupo de distrofias
endoteliales primarias se encuentran tres patologias que no se asocian a inflamacién ocular o
enfermedades sistémicas: la distrofia endotelial de Fuch, la distrofia endotelial congénita
hereditaria y la distrofia polimorfa posterior. Todas cursan con tres alteraciones caracteristicas: el
engrosamiento de la membrana de Descemet por el depdsito de coldgeno, la disrupcién del patrén
normal en mosaico del endotelio y la disfuncidn de las bombas endoteliales(Baratz et al., 2010).

La distrofia endotelial de Fuchs (FECD) es la mds comun, con una prevalencia aproximada del 7%,
afecta personas entre la 5° y la 6° década de la vida, predominantemente mujeres. Los pacientes
pierden la visién por el compromiso de la transparencia corneal asociado a la irregularidad de las
capas corneales, en la enfermedad temprana, y el edema de la cérnea en la enfermedad avanzada
(Hopfer et al., 2005). Estas alteraciones de la visidon corresponden con la pérdida progresiva de las
células endoteliales, principalmente por apoptosis, lo que reduce la densidad celular del endotelio
y favorece el desarrollo de pleomorfismo, polimegatismo y una transicién de las células hacia un
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fenotipo activado fibroblastico o epitelial (Hopfer et al., 2005). Esta ultima caracteristica contribuye
al engrosamiento e irregularidad de la membrana basal que se evidencia en una alteracién
denominada “guttae”, la cual constituye su principal caracteristica clinica (Okumura et al., 2015).

El estrés oxidativo se ha identificado en la FECD como uno de los inductores mas importantes de
apoptosis. La regulacion a la baja de enzimas con funciones antioxidantes tales como las
peroxiredoxinas, que convierten el H;0, en agua; la superdxido dismutasa tipo 2 (SOD2)
mitocondrial; la metaloneina tipo 3 (MT3) involucrada en la eliminacion de radicales libres de
oxigeno, y la tiorredoxina 1 (TXNRD1) involucrada en restaurar los equivalentes reducidos para la
actividad enzimatica de las peroxiredoxinas, favorece un ambiente pro-oxidativo que dana el ADN
(Jurkunas et al., 2008). EI ADN mitocondrial es el mas comprometido, y se ha identificado una
reduccion en el nUmero de mitocondrias y de la actividad de la citocromo-oxidasa, que se consideran
secundarios a la pérdida del potencial de la membrana mitocondrial interna (Jurkunas et al., 2010).
Otra alteracién a nivel celular encontrada en los pacientes con FECD, es el aumento del nimero de
bombas idnicas en los estadios tempranos y su reduccidon posterior con la progresion de la
enfermedad, y aunque la pérdida de células endoteliales compromete la permeabilidad de la
barrera, la evidencia sugiere que la disminucién progresiva de las bombas es mds importante en el
deterioro funcional del endotelio (Vedana et al., 2016). Por ultimo, se han descrito cambios en la
funcién celular que favorecen el depdsito de matriz extracelular (Baratz et al., 2010; Okumura et al.,
2015), la reaccidn inflamatoria modulada por NF-kB, células presentadoras de antigenos y
linfocitos(Cui et al., 2018), y la apoptosis (Q. J. Li et al., 2001), y se han identificado reducciones en
la expresién de proteinas claves en las uniones intercelulares, como la claudinal0, que reducen el
flujo de iones a través de las uniones estrechas favoreciendo el edema corneal (Cui et al., 2018).

El Dr. Kinoshita, publicé en el 2012, una opcidon mediante transferencias de cDNA en células
endoteliales de pacientes con endoteliopatia de Fuch para inducir proliferacién o modular la
apoptosis (Kampik et al., 2012) pero a la fecha no ha sido llevada a la clinica como una opcidn
terapéutica de rutina y no existen tratamientos que frenen de manera significativa la progresién de
la enfermedad.

En la fisiopatologia de las distrofias secundarias, entre las que se encuentran las asociadas a
enfermedades sistémicas, los casi 500 millones de personas afectadas por DM (que tendrian en un
70% de los casos un compromiso de la cdrnea) y sus médicos tratantes, tienen aun informacién un
tanto general para abordar la salud visual desde el componente de la cérnea y particularmente el
endotelio que limita las oportunidades de prevencidon y promocién, manejo y seguimiento. Este
trabajo parte del interés en aportar al conocimiento disponible no solo en cuanto al compromiso
clinicamente evidenciado en los pacientes diabéticos, tratando de dilucidar si existen diferencias en
el compromiso de los pacientes con DM tipo 1y los que cursan con el tipo 2, sino también ahondar
en cémo se comportan estas diferencias con el paso del tiempo en relaciéon con la enfermedad y la
discriminaciéon de los eventos asociados con el envejecimiento en estas células. Desde una
perspectiva fisioldgica, se pretende hacer un aporte a la comprensidn de las repuestas proliferativas,
migratorias y de muerte celular por apoptosis en estas células y su modificacién en entornos
hiperglicidos, esto con la intencién de identificar nuevos mecanismos electrofisioldgicos
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relacionados con ellos y la participacidn de estos en las diferencias encontradas en la cérnea
diabética. Al reconocer y entender mejor los factores que afectan en mayor grado la capacidad de
proliferacién y migracién, asi como los que favorecen la pérdida de células, sera posible identificar
blancos de injerencia clinica y terapéutica durante la formacidn del ojo y la proliferaciéon posnatal,
por ejemplo, entender y manejar mejor el posoperatorio del paciente diabético reduciendo el
retraso en el proceso de recuperacidon post quirdrgica de las personas afectadas por esta
enfermedad. Por ultimo, teniendo en cuenta que no tenemos en la actualidad mecanismos
disponibles para inducir la proliferacidon controlada del tejido y que es necesario abordar el dano
critico del mismo con trasplantes, hacer el seguimiento y la prevencién del impacto de la DM sobre
el endotelio permite prolongar al maximo el periodo de calidad visual de los millones de pacientes
que la padecen.
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L. OBJETIVOS Y METODOLOGIA

ii.i Objetivo general:

Evaluar la presencia y participacion de los canales de potasio activados por calcio (KCa) de
conductancia intermedia (KCa3.1) en la proliferaciéon, migracion y apoptosis del endotelio corneal
en condiciones basales y en un modelo experimental de hiperglicemia.

ii.ii Objetivos especificos:

1. Identificar el compromiso clinico del endotelio de la cérnea en la diabetes mellitus como
principal causa de hiperglicemia en el ser humano, discriminandolo de los cambios propios
del envejecimiento corneal.

2. Determinar la expresidn de canales idnicos de potasio activados por calcio en un modelo de
endotelio corneal.

3. Determinar el efecto del tratamiento con altas concentraciones de glucosa en los procesos
de migracién, proliferacion y apoptosis del endotelio corneal.

4. Determinar el rol de los canales KCa3.1 en la proliferacién, la migracién y la apoptosis de las
células de endotelio corneal en condiciones basales y en un modelo experimental de
hiperglicemia.

ii.iii.i Estudio in silico del impacto de la hiperglicemia sobre el endotelio corneal.

El primer paso fue hacer una revisidn sistematica y con los datos recolectados en los estudios,
evaluar el compromiso del endotelio utilizando una meta-regresién en la que se considera una
medida morfolégica, la densidad del endotelio corneal, y un pardmetro funcional, la medida del
espesor corneal (paquimetria). Estos datos se analizaron de manera independiente en cada tipo de
diabetes, y se separd el compromiso por edad y por enfermedad.

La meta-regresion se hizo con base en la metodologia propuesta por Konstantopoulos
(Konstantopoulos, 2011) implementandola en el paquete metafor (Viechtbauer, 2010) para el
software R version 4.0.4 (R Core Team (2020), s. f.).

Se utilizd la media como tamano del efecto obteniendo una media para casos y otra para controles.
Esto permite incluir la media de la edad como variable moderadora para explicar la heterogeneidad
en el tamafio del efecto observado tanto en el interior como entre los estudios.

Se usé un modelo de efecto mixto, con un efecto aleatorio asociado a las medias para casos y
controles de cada estudio. Los efectos fijos se especificaron mediante un modelo de regresion lineal
donde se incluyeron el estado del caso y el control, asi como la edad.

Se plantea, a modo de explicacién un ejemplo del modelo para DEC:
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E (DEC ij| Estado = xij, Edad = zij) = B0 + B1 xij + B2 zij + B3 (xijzij)

Donde E (CCTij| Estado = xij, Edad = zij) representa el valor esperado de DEC para el estudio i y el
grupo j, con las caracteristicas correspondientes xij (caso de estado: xij = 1 y control xij = 0) y edad
media zij. En la practica, el grupo j es cualquier caso o control y estd completamente determinado
por la variable Estado

Este modelo se basa en dos regresiones lineales (de Edad vs DEC) una para casos y otra para
controles. El parametro B1 son las diferencias en el intercepto y B3 es la diferencia en pendientes
entre casos y controles respectivamente.

Si B3 no es significativamente diferente de 0, implicaria que el efecto de la edad en la DEC es el
mismo para los casos y los controles. Si el pardmetro Bl no es significativo, entonces el valor
esperado de DEC para una edad media no es diferente entre casos y controles. Finalmente, si los
parametros B2 y B3 no difieren significativamente, eso implica que la edad no tiene un efecto
importante en la DEC.

ii.iii.ii Andlisis in vitro en un modelo experimental de hiperglicemia sobre el endotelio corneal.

Una vez evaluado el componente clinico, se procedio a utilizar un modelo in vitro para la evaluaciéon
del impacto de la hiperglicemia sobre una linea celular de endotelio humano. Esta linea celular
corresponde a un modelo morfolégico y funcional de endotelio utilizado en multiples estudios desde
1999 cuando fue descrito por Griffin y colaboradores (Griffith et al., 1999). Fue desarrollada a partir
de endotelio corneal humano aislado e inmortalizado tras la infeccion con un retrovirus
recombinante que contiene los genes E6 y E7 del virus del papiloma humano tipo 16 (HPV 16). La
cual fue obtenida gracias a la generosa donacién del Dr Mitchell Watsky PhD.

ii.iii.ii.i Determinacion de la concentracién de glucosa para los medios considerados como
hiperglucidos.

Los cultivos definidos como basales o control de cada experimento tenian el medio descrito los
investigadores (DMEM / F12 + FBS (20%) + 1 mg/ml de insulina, 0.55 mg/ml de transferrina y 0.067
mg/ml de selenio +40 pg / ml de gentamicina) y los cultivos que asemejaron las condiciones de
hiperglicemia tenian este medio con una adicién de glucosa para una concentracidn final de 55mM.
Para definir esta concentracidon se tomaron en consideracién los experimentos de Deardorff y
colaboradores publicados en el 2018, quienes hicieron cultivos con insertos de epitelio y estroma
de la cérnea por un mes en un medio, con una concentracidn basal de glucosa 5mM, y determinaron
que las condiciones experimentales dptimas para la evaluacién de cambios por hiperglicemia
correspondian a tratamientos suplementados con glucosa con una diferencia de 40 mM respecto al
basal (45 mM) (Deardorff et al., 2018) lo que para las células del modelo experimental usado en este
trabajo corresponderia a 57,7 mM. Adicionalmente, se tomé en consideracién la diferencia de
concentraciéon de glucosa en sangre en una persona diagnosticada como diabética, de acuerdo con
un modelo matematico que se basa en el seguimiento a pacientes diabéticos tipo 1y tipo 2 por un
mes con tres registros de glucosa al dia, que considera en el paciente no controlado, una medida de
variabilidad calculada de acuerdo con el promedio diario como un aumento aproximado de 1.8
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veces por encima del valor de los controles (Kovatchev et al., 2006), es decir, lo que corresponderia
a 49 mM ((17,5mM del basal*1.8)+17.5mM) para las células de la linea celular usada en estos
experimentos. Tomando en consideracién los dos estudios se definié un valor intermedio de 55 mM
para el modelo experimental.

Con este modelo in vitro se realizaron experimentos comparando los cambios en células expuestas
al medio basal en comparacion con células expuestas al medio definido como hiperglucido, esto con
el fin de identificar cambios significativos en la proliferacidn, la migracidn y la magnitud de células
que entran en apoptosis bajo las diferentes condiciones.

ii.iii.ii.ii Ensayos de proliferacién.

Los experimentos de proliferacion se basaron en la reduccién de MTT por la succinato-
deshidrogenasa de las células viables y la solubilizacién secundaria de las sales de formazdn que
formaron, con estos medios cuya intensidad del color dependia de la cantidad de células
metabdlicamente activas, espectrofotométricamente se leyé la absorbancia a 590 nm y 650 nm en
el equipo Cytation 3 (BioTek Instruments). Finalmente, se corrigid el valor de absorbancia restando
para cada muestra el valor medido a 650 nm del valor obtenido con 590 nm.

ii.iii.ii.iii Ensayos de migracién.

Los experimentos de migracion se realizaron utilizando el método “In vitro scratch assay” descrito
por Liang y colaboradores en el afio 2007 (Liang et al., 2007) utilizando medios reducidos en
estimulantes de la proliferacién. Tras realizar cultivos con suero fetal bovino (SFB) al 20%, 15%, 10%
y 5% e Insulina-transferrina-Selenio (ITS) al 1%, 0,7%, 0,5% y 0,3% se utiliza como control el medio
con SFB al 10% e ITS 0,5% (DMEM / F12 + FBS (10%) + 0,5 mg/ml de insulina, 0.275 mg/ml de
transferrina y 0.067 mg/ml de selenio +40 pg / ml de gentamicina) por ser las minimas
concentraciones de suplementos a las cuales la monocapa permanecié morfolégicamente estable,
redujo su tasa proliferativa respecto al medio basal y el cultivo mantuvo una viabilidad superior al
95% determinada utilizando ensayos con azul tripdn en el equipo Countess Il (Thermo Fisher
Scientific). Los cultivos se realizaron a 37 ° C, en una atmésfera humidificada que contiene 5% de
CO,, y una vez el cultivo llegd a una confluencia del 80% se realizé una disrupcién de la monocapa
con una punta para micropipeta p200 pul y se hizo seguimiento imagenoldgico cada 24 horas hasta
el cierre del defecto. En cada momento se tomaron 3 fotografias por microscopia del mismo campo
visual para cada pozo, y se analizd la tasa de cierre haciendo seguimiento del area del defecto
determinada mediate el software Imagel. Para cada imagen se promediaron las 3 areas calculadas
para cada pozo por dia y los promedios se usaron para definir los porcentajes de cierre entre dias
consecutivos.

ii.iii.ii.iv Ensayos de apoptosis

La identificacién de apoptosis se realizé utilizando el kit Cell Death Detection ELISA PLUS (Roche)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Este kit se basa en una técnica de inmunoensayo
enzimatico en el que los cambios de coloracién medidos por fotometria permiten hacer un andlisis
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cuantitativo del nivel de apoptosis. La magnitud del color varia de acuerdo con la determinacion de
fragmentos de ADN asociados a histonas citoplasmaticas (mono y oligonucleosomas).

ii.iii.iii Identificacion de la familia de canales de potasio activados por calcio en el endotelio
corneal.

ii.iii.iii.i Analisis in silico

La identificacién en el endotelio humano de la familia de canales de potasio activados por calcio, a
la cual pertenece KCa3.1, como paso inicial para identificar si el mecanismo electrofisioldgico en que
participa este canal en la lesion renal del paciente diabético podria presentarse en el endotelio de
la cérnea. Se realizd una aproximacion inicial por bioinformdtica con datos obtenidos a partir de
endotelio corneal humano. Se utilizd principalmente GEO OMNIBUS (http: //
www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) como repositorio de microarreglos para buscar conjuntos de datos de
expresion génica obtenidos con tecnologias de ultima generacion, haciendo la consulta a través de
NCBI E-utilities. La razén de usar solo las bases secuenciadas con métodos de nueva generacién
radica en la posibilidad de identificar los niveles de expresidn de cada gen. Se realizé una gréafica de
componentes multidimensionales que evidencia la relacion natural de acuerdo con los
componentes de mayor variabilidad dentro de los datos de forma no supervisada, con el fin de
evidenciar la correcta segregacion de las muestras por sus componentes bioldgicos. Con el fin de

combinar en el andlisis los conjuntos de datos primero se normalizaron y luego se identificaron los
cambios de expresidn tomando como base un cambio de expresién de 1.5 veces al alta o a la baja
entre las diferentes condiciones. Con los genes diferencialmente expresados se hizo un analisis de
sobre-representacién de vias moleculares, con énfasis particular en aquellas en las que estuviera
anotado KCNN4, el gen que codifica para el canal de potasio activado por calcio de conductancia
intermedia KCa3.1 y se hizo un andlisis exploratorio de las condiciones fisioldgicas y fisiopatoldgicas
en las que participaba en esas vias mediante la construccién de una red de proteinas con los genes

gue estuvieran diferencialmente expresados y anotados con KCNN4 en cada una de ellas.

ii.iii.iii.ii Analisis in vitro y ex vivo.

Se procedié a identificar en tejido corneal humano la expresién de los genes que codifican para los
canales de la familia de canales de potasio activados por calcio identificados en el anélisis
bioinformatico. Para esto se obtuvieron muestras de endotelio corneal humano durante
procedimientos quirdrgicos de reemplazo corneal por causas diferentes al compromiso del
endotelio, siguiendo todos los protocolos de ética definidos por el comité institucional (CEI-ABN026-
000138).

ii.iii.iii.ii.i Extraccidn de material genético y RT-PCR convencional.

Una vez que las células de los cultivos de la linea celular alcanzaron una confluencia del 70%, se
utilizoé TRIzol y un kit comercial (RNeasy (Qiagen)) para extraer el RNA. Para recolectar las células, se
afiadié 1 mL de TRIzol (Invitrogen) al cultivo y se incubo durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se pasé a un eppendorf, se afiadieron 270 pl de cloroformo, y la muestra se mezcld
vigorosamente durante 15 segundos. La muestra se centrifugd durante 5 mina 12.000g,a 4 °C. La
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fase acuosa fue recolectada cuidadosamente y se mezclé en una proporcidn de 1: 1 con etanol al
70%. Posteriormente, se realizé una centrifugacién adicional durante 30 segundos a 12.000 ga 4 °
C para pasarlo a través de una columna del kit RNeasy (Qiagen) puesta sobre un tubo recolector.
Esto fue seguido por un paso de centrifugacién durante 30s,a12.000 g, a4 ° C con 700 pl de tampdn
RW1 vy dos etapas de centrifugacidon durante 30 s y 1 min, respectivamente, a 12.000 g, a4 ° C, con
500 pl de tampdn RPE. Después de la ultima centrifugacion por 1 minuto a 12.000 g con 30 ul de
agua libre de RNAasas se eluyd el RNA, y la concentracién total y la pureza se determind
espectrofotométricamente a relaciones de absorbancia 260/280 nm y 260/230 nm usando
NanoDrop. Una proporcién cercana a 2,0 en las relaciones de absorbancia se consideré adecuada.

Para obtener RNA de endotelio corneal humano no cultivado, siete muestras de endotelio de siete
donantes se almacenaron en TRIzol a -80 ° y tras la pulverizacion del tejido se siguid el mismo
protocolo de extraccién de RNA descrito para la linea celular.

El RNA obtenido de la linea celular o de los tejidos de los donantes, se tratd con DNasa | (Invitrogen)
para eliminar posibles contaminaciones con DNA gendmico y se transcribié de forma inversa a cDNA
utilizando el Kit de transcriptasa inversa Invitrogen ™ SuperScript ™ Ill (Invitrogen) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

La reaccion de RT-PCR convencional se realizd en el termociclador Thermo Fisher Scientific (Arktik
Thermal Cycler) iniciando con la pre-desnaturalizacién a 95 ° C durante 5 min, seguida de 40 ciclos
a 95 °Ccadaunode 40s, y luego uno con la temperatura dptima de anillamiento para cada iniciador
durante 40 s, seguido de 72 ° C durante 45 segundos y para finalizar una reduccién de temperatura
hasta 4 ° C. Todos los productos amplificados fueron enviados a secuenciacidn externa con el
objetivo de comprobar por un mecanismo diferente su coincidencia con los canales de interés.

ii.iii.iii.ii.ii Western Blot

Después de la extracciéon de ARN de la linea celular o del endotelio corneal ex vivo, la fase orgdnica
se mezcld con isopropanol para precipitar proteinas, y el sedimento se disolvié en tampdn
optimizado. Las muestras de proteinas se trataron con inhibidores de proteasas y fosfatasas, y la
concentracion de proteina se determiné usando el ensayo de proteina de Bradford. Las muestras se
diluyeron con 2X tampdn de Laemmli y se separaron en gel de acrilamida al 7,5% durante 50 min a
140 mV y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad). La eficacia de la transferencia se
comprobé con colorante Rojo Ponceau. Las membranas se bloquearon con Blocker ™ BSA en TBS
(Thermo Scientific) durante 1 h a temperatura ambiente (TA), luego la membrana se incubd durante
4 h TA con el anticuerpo primario a una dilucién 1: 500. Después de la incubacién, las membranas
se lavaron tres veces con TBS-T, seguido de una incubacién de 1 h con anticuerpos secundarios a
TA. El inmunocomplejo se detectd utilizando Novex® ECL del Kit de reactivos de sustrato
quimioluminiscente (INVITROGEN / NOVEX).

ii.iii.iii.ii.iii Inmunofluorescencia

A los cultivos de la linea celular y a los cultivos primarios se les retird el medio de cultivo y se fijaron
las células con Paraformaldehido al 4% durante 20 min a temperatura ambiente. Después de la
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fijacién, las células se lavaron con PBS y se permeabilizaron usando Triton X 100 al 0,2% en PBS y
luego se enjuagaron e incubaron con tampoén de bloqueo (1% albumina de suero bovino en PBS)
durante 1 h para evitar la unidn inespecifica. La incubacién con anticuerpos primarios se realizd
durante la noche a 4 ° C. Al dia siguiente, las células fueron incubadas en la oscuridad con los
anticuerpos secundarios unidos a los fluoréforos durante 1 h a temperatura ambiente. Después de
lavar con PBS, las muestras se tifieron con DAPI para visualizar el ADN nuclear. Las imagenes se
obtuvieron utilizando Cytation 3. La especificidad de los anticuerpos se validé mediante un ensayo
de pre-absorcidn con un control negativo (péptido inmunizante) proporcionado por el fabricante o
probando la tincién de células para las que se ha informado previamente en la literatura que carecen
de la expresion canal en estudio.

ii.iii.iv Estudios funcionales del canal KCa3.1 mediante el uso de moduladores quimicos.

Tras la identificacidn genética y morfoldgica de KCa3.1 se utilizaron moduladores quimicos, 1-EBIO
(50uM, 100uM y 200uM) como estimulador y TRAM-34 (1uM, 2uM, 4uM y 8uM) como inhibidor,
para evaluar el efecto de estos cambios en la proliferacion, migracién y apoptosis de las células del
endotelio utilizando el modelo experimental de la linea celular y los experimentos de reduccion de
MTT, “scratch assay” y el kit comercial de apoptosis descritos previamente. Los experimentos se
repitieron después incluyendo pozos en condiciones hipergliucidas utilizando el modelo
experimental ya descrito. Esto se realizd con el objetivo de determinar el impacto de las diferencias
funcionales dadas por la modulacidn del canal tanto en condiciones fisiolégicas como en condiciones
patoldgicas similares a las que tendria el endotelio de un paciente diabético in vivo.
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CAPiTULO 1

Caracterizacion de la influencia de la Diabetes Mellitus sobre el endotelio de la cérnea.

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénica que afecta a las personas que la sufren de
acuerdo con la magnitud de la desregulacién metabdlica y la hiperglucemia secundaria, ya que se
ha determinado un papel clave de estos componentes en la dimensién del compromiso en los
tejidos y por lo tanto, en el grado de disfuncién tisular y sistémica(International Diabetes Federation,
2019).

La diabetes tipo 1 (DMT1) afecta al 5-10% de las personas diabéticas en todo el mundo. Es causada
por una reaccién autoinmune que afecta a las células  del pancreasy, en consecuencia, se produce
poca o ninguna insulina. Esta enfermedad podria afectar a personas de cualquier edad, pero es mas
prevalente en nifios, en quienes la combinacidn de susceptibilidad genética y un desencadenante
ambiental (por ejemplo, virus, toxinas, factores dietéticos) inician la reaccién autoinmune (Powers
et al., 2018). No existen medidas preventivas para esta enfermedad y una vez que se produce, el
paciente requiere la aplicacién de una dosis diaria de insulina para mantener la homeostasis
metabdlica. Incluso en paises con cobertura sanitaria universal, el diagnéstico de DMT1 puede
retrasarse y los factores econémicos pueden afectar la continuidad del tratamiento (Fang et al.,
2020; Lindner et al., 2018). Mantener o no los valores de glucosa plasmatica en limites fisioldgicos
esta estrechamente relacionada con la incidencia de problemas de salud graves, discapacidad y
muerte prematura (Federacidn Internacional de Diabetes, 2019).

La diabetes tipo 2 (DMT2) afecta a alrededor del 90% de las personas diabéticas en todo el mundo
(International Diabetes Federation, 2019). En estos pacientes, la hiperglucemia es el resultado de la
incapacidad de las células del cuerpo para responder adecuadamente a la sefializacién de la insulina.
La eficacia hormonal reducida provoca un aumento en la produccién de insulina y, con el tiempo,
conduce a una falla de las células B pancreaticas una vez que se agotan al tratar de mantener la alta
demanda (Cernea & Dobreanu, 2013). La DMT2 afecta a personas de cualquier edad, pero
actualmente es mas comun en personas mas jovenes debido al aumento de los niveles de obesidad,
inactividad fisica y una dieta inadecuada. Dado que la diabetes tipo 2 tiene una presentacion
silenciosa, a menudo el periodo de prediagnodstico es largo, y se considera que entre el 30% y el 50%
de las personas con diabetes tipo 2 en la poblacién mundial pueden no haber sido diagnosticadas
(International Diabetes Federation, 2019). El tratamiento se inicia con la prescripcién de un estilo
de vida mas saludable y metformina mientras sea posible mantener los objetivos en los niveles de
glucemia; pasado este punto, serd necesario combinar tratamientos con sulfonilureas, inhibidores
del cotransportador sodio-glucosa 2 (SGLT2), inhibidores de la dipeptidil peptidasa 4 (DPP4) o
implementar el uso de péptidos similares al glucagén tipo 1 (GLP-1) segun las caracteristicas del
paciente (American Diabetes Association, 2020). A veces, debido a la naturaleza progresiva de la
diabetes tipo 2, a pesar de la terapia oral, la hiperglucemia es severa y es necesario comenzar
tratamiento con insulina. En pacientes con DMT2, el control glucémico también es crucial para evitar
complicaciones (International Diabetes Federation, 2019).
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Si bien, la retinopatia diabética es la complicacién ocular mas descrita en los pacientes diabéticos y
se reconoce como una causa importante de discapacidad visual y ceguera, no es la Unica
complicacién ocular asociada a esta enfermedad. En estos pacientes se han descrito anomalias de
la cornea que particularmente se asocian al compromiso del epitelio y predisponen a los pacientes
a erosiones corneales recurrentes y perdida de la sensibilidad corneal asociada a la neuropatia
diabética (Jeganathan et al., 2008). Adicionalmente, se ha reportado un aumento en el tiempo de
resolucion y la magnitud del edema corneal post quirurgico (Tang et al., 2017). Sin embargo, las
alteraciones en el endotelio corneal han sido menos estudiadas y los resultados clinicos han descrito
resultados que no son consistentes al comparar el endotelio de las cérneas diabéticas con controles
no diabéticos.

La evaluaciéon del endotelio se basa en el analisis de sus caracteristicas morfoldgicas vy
funcionales(Dawson et al., 2011). Las primeras consideran la densidad, que normalmente en el
adulto alcanza un promedio 2,000 a 3,000 células/mm? tras la pérdida de aproximadamente 1.92
células/mm? por afio a partir de los 20 afios, y la caracteristica distribucion en mosaico de la
monocapa, en la que se espera que 70-80% de las células tengan una forma hexagonal, ya que este
tipo de morfologia permite construir una cubierta en la que se garantiza una mayor cobertura con
la menor cantidad de espacios entre las células (Eghrari et al., 2015).

Gracias a la posibilidad de evaluar el endotelio in vivo utilizando microscopia, clinicamente se
utilizan parametros morfométricos tales como la densidad celular del endotelio corneal (CED)
(células / mm2), el drea celular (u2), el coeficiente de variacion e indicadores funcionales como el
espesor corneal central (CCT). Cuando se presenta una densidad anormal de células endoteliales
junto con un aumento del grosor corneal se considera que se presenta una disfuncién endotelial
gue compromete la transparencia corneal en algun grado(Eghrari et al., 2015). Por esta razédn, la
relacion entre una CED especifica y el compromiso reversible o irreversible de la transparencia
corneal son factores prondsticos para la vision, especialmente porque los estresores aceleran la
pérdida esperada por la edad y, una vez que la cdrnea se vuelve opaca, la Unica opcion terapéutica
involucra un trasplante de cérnea (Goldstein et al., 2020).

Varios autores han realizado estudios en diferentes poblaciones para evaluar el impacto de la
diabetes sobre el endotelio corneal utilizando parametros morfométricos y en ocasiones
funcionales y han reportados resultados contradictorios. Algunos de estos estudios no encontraron
disparidades entre la DEC de pacientes con DM en comparacién con los controles no-diabéticos
(Larsson etal., 1996; Storr-Paulsen etal.,, 2014) mientras que otros si hallaron diferencias
estadisticamente significativas (Sudhir etal.,, 2012). En algunas investigaciones en las que
compararon por separado a los pacientes con DMT1 o DMT2, con grupos controles pareados por
edad, encontraron diferencias con un tipo de diabetes, pero no en el otro (Mddis et al., 2010;
Roszkowska et al., 1999). Adicionalmente, se ha sugerido que algunos de los resultados pueden
estar influenciados por el proceso de envejecimiento normal tomando en consideracién el inicio
mas tardio de la DMT2 respecto a la DMT1 (Goldstein et al., 2020).
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Con el fin de estudiar el efecto de la DM discriminando el impacto de |la edad y separando la DMT1
de la DMT2, se realizé una revision sistematica y, se construyeron dos modelos de meta-regresion,
uno para la densidad celular y el segundo, para la paquimetria (CCT). En estos modelos se incluyen
la edad y el tipo de diabetes como moderadores puesto que se ha descrito que un aumento del
grosor corneal podria ser uno de los primeros marcadores de disminucién de la funcion de las CEC
(Busted et al., 1981).

Este capitulo esta asociado al primer objetivo especifico de la tesis de identificar el compromiso
clinico del endotelio de la cdrnea en la diabetes mellitus como principal causa de hiperglicemia en
el ser humano, discrimindndolo de los cambios propios del envejecimiento corneal.

1.1 Métodos
1.1.1 Estrategia de busqueda

En PubMed, Proquest EMBASE y el Registro Central Cochrane de Ensayos Controlados (CENTRAL) se
realizd una busqueda bibliogréafica utilizando el “Medical Subject Heading” (MeSH), “Corneal
Endotelium” o “cornea” Y “Diabetes mellitus”. Se utilizaron los descriptores de ciencias de la salud
(DeCS) “endotelio corneal” Y “diabetes mellitus” para la busqueda en espafiol en la base de datos
BVS-Lilacs. En ambos casos, la busqueda se limitd a estudios realizados en humanos. No se
consideraron limites en cuanto a idioma, tipo de publicacién o periodo de publicacién hasta el 26
de junio de 2020 cuando se realizé la busqueda.

1.1.2 Seleccion de estudios

Primero, se evaluaron los titulos y resimenes para seleccionar los estudios que cumplian los
siguientes criterios de inclusion:

v" Los casos incluyen pacientes claramente definidos como pacientes DMT1 o DMT2 vy el
estudio incluye controles no diabéticos emparejados.

v" Se informa la densidad de células endoteliales corneales (células / mm2) y la paquimetria
(CCT) en micras.

Se excluyeron estudios con estos criterios:

% Los casos incluyeron individuos con diabetes mellitus tipo 1 y 2 sin que sea posible
discriminar los resultados para cada tipo de diabetes.

% Los controles no fueron pareados por edad.
% No hay un control no diabético como fuente de comparacion.

x  Los pacientes o controles han tenido, o tienen, enfermedades oculares o han sido sometidos
a cirugias oculares.

x  Los pacientes o controles tienen enfermedades diferentes a la diabetes.

1.1.3 Extraccidn de datos y evaluacién de la calidad
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Se aplicé un formato de datos estandarizado para recopilar la informacidn de los estudios elegibles:
autor y afio de publicacién, diseiio del estudio, nUmero de participantes y sus caracteristicas como
pais de origen, edad, tipo y duracion de la diabetes, niveles de hemoglobina glicada, equipo utilizado
para la evaluacién corneal , pardmetros del endotelio corneal tales como DEC, coeficiente de
variacion (CV), porcentaje de hexagonalidad celular (HEX) y la medida de CCT como medida de
paguimetria e indicador indirecto de la funcidn del endotelio corneal.

Tomando en consideracidon que los estudios elegidos eran observacionales, se evalué la calidad
interna de cada estudio con la Escala de Newcastle-Ottawa (NOS) (Ottawa Hospital Research
Institute, s. f.). La NOS asigna hasta un maximo de nueve puntos, lo que corresponde al menor
riesgo de sesgo en tres dominios: 1) seleccion de grupos de estudio (cuatro puntos); 2)
comparabilidad de grupos (dos puntos); y 3) determinacidn de la exposicidn y los resultados (tres
puntos). La asignacion de puntos depende de una encuesta que permite evaluar
independientemente cada dominio por medio de preguntas que corresponden a la forma en que la
que fue llevado a cabo y reportado cada estudio. Dado que los estudios encontrados elegibles eran
de casos y controles, se realizé la evaluacidn con la encuesta disefiada para este tipo de estudios.

1.1.4 Meta-regresion

Los datos obtenidos para la revisién sistematica se analizaron utilizando el modelo de meta-
regresion descrito en el capitulo de “objetivos y metodologia” en el que se prueba el impacto de
cada tipo de diabetes por separado para la DEC como variable morfolégica, y el CCT como indicador
funcional. Ademads, considerando que la reduccién progresiva de la DEC con la edad estd bien
documentada, también se considerd en el modelo la edad de los individuos.

Para la evaluacién del modelo ajustado se utilizaron los siguientes indices:

e Tau: medida de heterogeneidad entre estudios

e rho: la correlacién intra-estudio

e |2 el estadistico de heterogeneidad y

e RZ el coeficiente de determinacién generalizado para modelos mixtos.
1.2 Resultados

Utilizando la estrategia de busqueda se encontraron 752 registros de los cuales 664 se descartaron
después de la verificacion de duplicacién. La seleccién por titulo y resumen permitié identificar 29
articulos como estudios potencialmente elegibles. Dos estudios fueron excluidos por no tener texto
completo y no poder conseguir acceso a ellos a pesar de escribir a los autores y solicitar busqueda
por convenio bibliotecario. Otros dos por ser pacientes que tenian otra enfermedad ocular. En este
punto los articulos seleccionados fueron usados para una revision cualitativa y tras la revisién de los
textos completos, aquellos que no cumplian completamente con los criterios de inclusién y
exclusién preespecificados fueron retirados y 17 estudios fueron utilizados para la meta-regresion.
Ocho estudios presentados en siete publicaciones fueron usados para el analisis de DMT1 con un
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total de 367 pacientes; y 14 estudios reportados en 13 publicaciones fueron incluidos en el andlisis
de DMT2 con un total de 2136 pacientes.

1.2.1 Caracteristicas de los andlisis incluidos en la meta-regresion.

Los estudios que examinan la asociacidn entre la DMT1 y las caracteristicas de la cérnea se muestran
en la tabla 1.1. Incluye tres estudios realizados en Europa (Hungria, Italia y Polonia), dos en los EE.
UU., uno en Africa (Egipto) y uno en Asia (India). Los estudios seleccionados para DMT2 se muestran
en la tabla 1.2. Corresponde a seis estudios realizados en Europa (Hungria, Italia, Espafia, Lituaniay
Dinamarca), uno en los EE. UU. y seis en Asia (Turquia, Malasia, Arabia Saudita, Japdn e India). Los
reportados por Anbar et al. (Anbar et al., 2016) toman medidas independientes de cada ojo.

La evaluacidn de calidad utilizando la escala NOS (Ottawa Hospital Research Institute, s. f.) evidencid
un buen grado de calidad (G) para los estudios con excepcidn de uno de ellos que se calificé con
calidad limite (F=fair) porque en el componente de seleccién no se especifica una validacién
independiente de la condicién diabética de los pacientes y no se describe para la eleccidn de los
casos incluidos en el estudio una selecciéon consecutiva (Mddis et al., 2010). La ausencia de estas
estrellas en el componente de seleccién corresponde a una calidad F incluso si obtuvieron todas las
estrellas para los componentes de comparabilidad y exposicién.
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Pacientes Controles
Estudio (afio) | NOS | Lugar Estrate- | Estrate- Participan | Edad Duracién | HbAlc | Densidad Hexagonali | Paquime- | Participan | Edad HbAlc | Densidad Hexagonali | Paquime-
Pais gia para | gia usada | tes (M/F) | (afios) Enferme | (%) celular dad (%) tria tes (M/F) | (afios) (%) celular dad (%) tria
(Conti- medir para la MediaS | dad (afio) | Mediat | (células/mm | MediazSD | (um) MediatS | Mediat | (células/mm | MediazSD | (um)
nente) DEC paquime D MediatS | SD 2 MediazSD D SD 2) MediazSD
tria D MediazSD MediazSD
Anbar et al. G Egypt Topcon | Topcon 81 8,22+3,1 | 3,51%2,2 | 8,33+2, | 3142,13+41 | 49,6746,87 | 539,91+30 | 40 7,83+2,4 | 4,33+0, | 3315,25+10 | 55,14+10,2 | 501,63%15
2016 (Ol) (Africa) | SP-1P. | SP-1P (32/48) 2 4 32 6,74 ,49 (14/26) |9 83 0,16 7 77
(Anbar etal.,
2016)
Anbar et al. G Egypt Topcon | Topcon 80 8,22+#3,1 | 3,51+2,2 | 8,33+2, | 3149,84+34 | 48,735,43 | 537+33,41 | 40 7,83+2,4 | 4,33+0, | 3308,78+99, | 56,4619,64 | 504,7+23,
2016 (OD) (Africa) | SP-1P | SP-1P (32/48) 3 3 31 3,75 (14/26) |9 83 33 99
Fernandes et | G India Topcon | Topcon 50 12,16+2, | 3,91+1,6 | 10,942, | 3039,64+29 | NS 525,16%+33 | 50 12,2843, | NS 2495 +191 NS 513,44 =
al. (Asia) SP-1P | SP-1P (24/26) 63 5 3 2,84 14 (28/22) | 00 29,46
2019(Fernan
des & Nagpal,
2019)
Keoleianetal. | G USA microsc | microsco | 14 33+12 22+11 10+1,4 | 2883+280 6818 560+20 14 33+10 NS 3131483 7418 560140
1992(KeGolei (Amé- opio pio (NS/NS) (NS/NS)
an etal., rica) especul | especula
1992) ar r
Larssonetal. | G USA Micros- | microsco | 49 36112 20+11 10,442, | 27224313 59+8 580+50 20 36112 NS 2805368 6417 550+30
1996(Larsson (Amé copio pio (NS/NS) 1 (NS/NS)
,1996) rica) especul | especula
ar r
Madis et al. F Hungary | Tomey | Tomey 21(13/9) | 40,9715 | 10,88+8, | 8,55+1, | 2428+219 NS 570+40 22 40,45+15 | NS 2495+191 NS 504,7
2010(Médis (Europe) | EM- EM-1000 46 06 83 (12/9) ,16 23,99
etal,, 2010) 1000
Roszkowska G Italy Konan Konan 30 29,76%3, | 15,3%1,2 | NS 2141,44+78, | NS 580420 30 29,5¢3,1 | NS 2405,5+116, | NS 540+30
etal. (Europe) | 580 580 (NS/NS) | 43 01 (NS/NS) | 1 49
1999(Roszko Keeler Keeler
wska etal,
1999)
Urban et al. G Poland Topcon | Topcon 123 15,343, | 8,0243,9 | 8,0243, | 2435,55+44 | NS 550430 124 14,5842, | NS 2970,75+20 | NS 530+33
2013(Urban (Europe) | SP- SP-2000P | (60/63) | 06 9 3,43 (66/58) | 01 7,1
etal, 2013) 2000P

Tabla 1.1 Estudios incluidos en la meta-regresion para el analisis de pacientes con DMT1 versus controles. NS = No esta especificado. OD = ojo
derecho. Ol = ojo izquierdo.
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Estudio N Lugar
(afio) O | Pais

S (Contin

ente)

Calvo- G Spain
Maroto (Europ
2014 a)
(CP)(Calvo
-Maroto
et al.,
2015)
Calvo- G Spain
Maroto (Europ
2014 (LP) e)
Cankurtar | G Turkey
a et al Asia)
2018(Cank
urtaran &
Tekin,
2019)
Chooetal. | G Malays
2010(Cho ia
o et al., (Asia)
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Durukan G | Turkey
et al. (Asia)
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ukan,
2020)
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3000P
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(16/21)
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153
(76/77)

100
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)
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(67/53)

Edad
(afios

Medi
axSD

45,5+
2,5

52,2+
1,8

54,9+

6,6

NS

59,5+
8,1

Duraci
on
Enfer
medad
(afio)
Media
+SD
0,380
,12

10,2+0

11,5+6
3

NS

11,56
,2

Pacientes
HbAl1 | Densida
c (%) d
Medi  celular
axSD (células
/mm?
Mediat
SD
7,66t  2581+1
0,78 75
7,78+ | 2205%1
0,66 94
8,7+t1 2482,7+
,8 325,9
NS 2541,6+
516,4
9,2+1  2295%3
,5 11

Hexago
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MediaS
D

NS

NS

54,2+10

45,2420,
6
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2
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34,2
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(71/75)

101
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)
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(60/52)

Edad
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57,3%
7,2

Controles

HbA1
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axSD

NS

NS

5,240
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5%0,3
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2530,2+
275,5
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7
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Tabla 1.2. Estudios incluidos en la meta-regresién para pacientes con DMT2. NS = No esta especificado. CP = diabetes a corto plazo. LP = diabetes

a largo plazo (10 afios).
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1.2.2 Meta-regresion para pacientes con DMT1 frente a controles

La Tabla 1.3 muestra los resultados de la meta-regresion para la DEC utilizando el estado de DMT1
y la edad media como moderadores. A los 22,82 afios (la edad media combinada de los estudios en
la meta-regresion), la DEC estimada es de 2900 células/mm? (IC95% 2712,11-3089,01) para los
pacientes con DMT1. Tomando como referencia la misma edad, hay una reduccién de 193,29
células/mm? respecto a los controles (IC 95%: -254,54, -132,05; p <0,00001). El modelo calcula que
los pacientes con DMT1 pierden en promedio 16, 33 células/mm? (IC 95%: -32,34, -0,31; p = 0,046)
mas por afio que la poblacién no diabética; sin embargo, la tasa de pérdida celular esperada por la
edad es similar entre los pacientes con DMT1 y los controles (p = 0,253) (tabla 1.3 y figura 1.1).

Valor estimado | ClI95%. LI Cl95%.LS Valor de p
Intercepto 2900,56 2712,11 3089,01
Efecto neto de la -193,30 -254,54 -132,05 <0,00001
enfermedad
Cambio anual porla -16,33 -32,34 -0,31 0,0457
enfermedad
Cambio anual porla 2,75 -1,96909 7,465788 0,2535
edad
Tau 267,32 174,772 481,2666
Rho 0,97 0,845631 0,995472
12 98,99
R? 0,44

Tabla 1.3. Pardametros de meta-regresion definidos por el modelo para CED incluyendo DMT1 vy
edad. Cl.LI= Limite inferior del intervalo de confianza. CI.LS = Limite superior del intervalo de
confianza.

La heterogeneidad entre los estudios es alta (12 = 98,99). Todos los estudios incluidos en el andlisis
son estudios transversales excepto el estudio de Choo et al., que es un estudio de casos y controles.
Este modelo que incluye DMT1 vy la edad de los participantes explica el 44% de la varianza en la DEC
reportada en los estudios.
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Figura 1.1. El grafico de dispersion de la meta-regresion muestra la correlacidn entre la densidad de
células endoteliales (células / mm?) y la edad (afios) entre los pacientes con DMT1 de cada estudio
(rojo) y sus controles (azul). Cada circulo representa la DEC para la edad promedio de cada grupo.
El tamafio del circulo es proporcional a la ponderacién del estudio. Las lineas continuas representan
las regresiones ajustadas por el modelo. Las lineas discontinuas muestran el intervalo de confianza
(IC) del 95% alrededor de las lineas de regresion.

La Tabla 1.4 muestra los resultados de la meta-regresidon para la CCT como medida de paquimetria,
utilizando el estado de DMT1 y la edad promedio como moderadores.

Valor estimado = CI95%. LI Cl95%.LS Valor de p
Intercepto 531,21 524,92 537,49
Efecto neto de la 24,11 15,37 32,84 <0,00001
enfermedad
Cambio anual por la 1,56 1,06 2,07 <0,00001
enfermedad
Cambio anual por la | -0,21 -0,92 0,50 0,563
edad
Tau 58,82 16,97 147,55
Rho 7,67 4,12 12,15
12 81,30
R2 0,88

Tabla 1.4. Resultados de la meta-regresidn para la paquimetria utilizando el estado de DMT1 y la
edad promedio como moderadores.
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A los 22,82 afos (la edad media combinada de los estudios) en la meta-regresidn se estima que la
cérnea mide en promedio 531,21 um (IC del 95%: 524,92, 537,49) y debido a la enfermedad, se
calcula que en los pacientes la cérnea es aproximadamente 24,11 um mas gruesa que en los
controles (IC del 95%: 15,37, 32,84; p <0,00001). La DMT1 explica un aumento anual de 1,56 um (IC
del 95%: 1,06, 2,07; p <0,00001) en quienes la padecen respecto con sus controles no diabéticos, ya
que este el cambio en la paquimetria esperado por edad fue similar entre DMT1 y controles para
los diferentes grupos analizados (p = 0,563) y se evidencia en la figura 1.1 por el paralelismo de las

lineas de regresion.

Al igual que para el modelo de evaluacién de la DEC, los moderadores fueron la enfermedad y la
edad, y se evidencié una alta heterogeneidad entre los estudios. A pesar de ello, es interesante que
el modelo explica el 88% de la varianza en la CCT reportada en los estudios (Tabla 1.4).
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Figura 1.2. El grafico de dispersidon de la meta-regresion muestra la correlacidn entre la paquimetria
(um) y la edad (afios) entre los pacientes con DMT1 de cada estudio (rojo) y sus controles (azul).
Cada circulo representa la CCT para la edad promedio de cada grupo. El tamafo del circulo es
proporcional a la ponderacién del estudio. Las lineas continuas representan las regresiones
ajustadas por el modelo. Las lineas discontinuas muestran el intervalo de confianza (IC) del 95%
alrededor de las lineas de regresion.

1.2.3 Meta-regresidon para pacientes con DMT2 frente a controles

La meta-regresion para la DEC que involucra el estado de DMT2 y la edad media como moderadores
estima una reduccién de -151,14 células / mm? para los pacientes con DM2 respecto a los controles
(IC 95%: -229,92, -72,36; p = 0,0002). Se determiné que la inclusién de la edad promedio en el
analisis del impacto debido a la enfermedad no era significativo en este caso (p = 0,357), a pesar de
encontrar en los pacientes diabéticos tipo 2 una perdida con la edad significativamente mayor
respecto a los controles (p = 0,048). Los parametros se muestran en la Tabla 1.5.
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La heterogeneidad entre los estudios incluidos en la meta-regresién que comparan DMT2 vy
controles es alta (12 = 99,35). La varianza en la DEC se explica en un 14% por el modelo que incluye
la enfermedad de DM2 y la edad. Lastimosamente, los estudios no aportan de en todos los casos
datos como la duracion, el grado de control glucémico, los tratamientos u otras variables que
pudieran haberse incluido en el modelo para mejorar el porcentaje de explicacion de la varianza y
reducir la heterogeneidad, solo pueden considerarse como posibles factores de confusion

residuales.
Valor Cl95%. LI  CI95%.LS Valor
estimado dep
Intercepto 2554,46 2445,32 2663,60
Efecto neto de la enfermedad -151,14 -229,92 -72,36 0,0002
Cambio anual por la enfermedad -4,58 -14,33 5,17 0,357
Cambio anual por la edad 7,20 0,038 14,36 0,048
Tau 200,86 147,80 305,70
Rho 0,82 0,48 0,95
12 99,35
R2 0,14

Tabla 1.5 Resultados de la meta-regresion para la DEC utilizando el estado de DMT2 y la edad
promedio como moderadores.

Dado que varios articulos habian reportado diferentes conclusiones a favor o en contra de una
asociacién entre los cambios de DMT2 y la DEC, y los resultados de la meta-regresidn evidenciaron
que los cambios de la enfermedad asociados con la edad no tienen un efecto significativo en el
modelo para explicar la diferencia, se condiciond el uso de un diagrama de bosque para mostrar las
diferentes poblaciones para la condicion de enfermedad en un solo conjunto de ejes (figura 1.3). El
resultado de la figura evidencia graficamente la reduccidn de la DEC en personas con DMT2 versus
controles.

La meta-regresion para la paquimetria que involucra el estado de DMT2 y la edad promedio como
moderadores, evidencié que si bien hay una diferencia entre pacientes con DMT2 y los controles
determinada por una ganancia 12,85 um en el espesor de la cérnea de los primeros respecto a los
segundos (IC 95%: 6,62, 19,08; p <0,0001), los cambios por la edad no son una variable significativa
para explicar esta diferencia (valor de p relacionado con los parametros de edad: p = 0,742y p =
0,093). Los parametros de la meta-regresidén se muestran en la Tabla 1.6, y la figura 1.4 evidencia
graficamente el aumento de la paquimetria en personas con DMT2 (539 um CI95%: 532, 547) versus
controles (552 um CI95%: 544, 559).
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Author Status N mean CD Weight(%e) mean C.l. 95%
Sanchis—Gimeno 2016 Citr 48 2505 - 4% 2505 [2454, 2558]
Calvo-Maroto 2014 Ctr 38 2603 L] 453 2603 [2554, 2R57
uskas 2016 Cir 120 29673 - 4% 20T [2928, 3007]
Roszkowska 1989 Cir 62 2032 55 4% 2033 2012, 2053
El-Agamy 2017 Ctr 45 262968 —- 4% 2630 4, 2715
Sudhir India 2012 Cir 121 2634 44 rs 2% 2634 [2589, 2680
Calvo-Marote 2014 Ctr 43 2 il 4% 2554 [2478, 2630
Cankurtaran 2018 Cir 146 25302 - 4% 2530 2486, 2575
Durukan 2019 Cr 112 2501 - 4% 2501 [2445 2557]
Larsson 1996 Cir 20 2604 e 3% 2604 (2435 2773
Modis 2010 Ctr B0 2354 - 4% 2354 [2307 2401
Inoue 2002 Ctr a7 2589 il 4% 2509 [2544, 2654
Stor-Paulsen 2014 Ctr 2605 ] 4% 2597, 2613
Sanchis-Gimeno 2016 DN a5 2101 4% 2101 f2040, 2162
Galgauskas 2016 Dl 123 27218 - 49, 2722 [2675, 2768
Calvo ~Marote 2014 DaAll 37 2581 e 4% 2 525, 2637]
Roszkowska 1999 Dkl o 191547 4% 1915§1901, 1830
Calvo —Maroto 2014 Dkl a0 2205 g3 45% 145, 2265
gudlgir India 2231182 Dl 1191 2550 . 3% %5:;'2 2?;? gggﬁ
ankurtaran DAl 153 2482 7 A 4 f
El-Aganyy 2017 W Y] 57 2491 .98 il 4% 2492 [2424 2560
Durukan 2019 Dl 120 2295 i 4% 2205 [2239, 2351
Larsson 1996 DM 80 2457 B 3% 2457 2384 2550
Modis 2010 DaAll 59 2330 £ 4% 2330 [2266, 2394
Inoue 2002 DAl 89 2493 vl 4% 2493 [2428, 2558
Storr—Paulsen 2014 W ] 214 2578 ] 4. 2578 [25688, 2588]
ctr —— 2552 [2442, 2663
DAl - 2408 [2297, 251

Figura 1.3. Diagrama de bosque de la DEC en DMT2 y controles. La media de la densidad endotelial

corneal se muestra para los pacientes con DMT2 (DMII) y para los controles (Ctr) usando la medida

promedio para cada estudio. Los diamantes representan la media para cada grupo.

La heterogeneidad entre los estudios incluidos en la meta-regresidn que comparan la paquimetria

en pacientes con DMT2 y controles es alta (12 = 96,95) y el modelo que incluye el estado de DMT2 y

la edad solo explica en un 15% de la varianza.

Intercepto

Efecto neto de la enfermedad
Cambio anual por la enfermedad
Cambio anual por la edad

Tau

Rho

12

R2

Valor Cl95%. LI = Cl195%.LS
estimado

539,19 531,71 546,68
12,85 6,62 19,08
0,11 -0,56 0,78
-0,47 -1,01 0,08
13,36 9,67 20,52
0,77 0,27 0,94
96,95

0,15

Valor
dep

0,0001
0,742
0,093

Tabla 1.6 Resultados de la meta-regresidn para la paquimetria utilizando el estado de DMT2 y Ia

edad promedio como moderadores.
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Figura 1.4. Diagrama de bosque de la paquimetria en DMT2 y controles. La media de la paquimetria
se muestra para los pacientes con DMT2 (DMII) y para los controles (Ctr) usando la medida promedio
para cada estudio. Los diamantes representan la media para cada grupo.

1.3 Discusion de los resultados

Un endotelio sano debe tener una densidad de 3200 a 3500 células/mm?2en un adulto joven, y
presentar una morfologia relativamente homogénea predominando al menos en un 60% de las
células (McCarey et al., 2008). Este valor de densidad celular corresponde al esperado tras la pérdida
de células en el periodo posnatal, la cual ocurre a mayor velocidad hasta los 25 afios (1% al afio
aproximadamente), para luego estabilizarse en un valor cercano 0,5% al afio (Niederer et al., 2007,
Tuft & Coster, 1990), lo que corresponde en promedio a 10,92 células/mm? por afio (Gambato et al.,
2015), a menos que por alguna condicion particular, enfermedad o trauma se acelere la pérdida
(Eghrari et al., 2015).

Los meta-analisis realizados por Zhang et al. (K. Zhang et al., 2021) y por Tang et al. (Tang et al.,
2017) sugieren que la DM puede ser una de las causas de reduccién acelerada de la DEC. Estos
estudios incluyen pacientes diabéticos de cualquier tipo, por lo que no es posible ver el impacto de
cada clase de diabetes por separado, una individualizacién seria util considerando las variaciones en
la fisiopatologia, la diferencia en la edad de inicio de la enfermedad y el alto y rdpido compromiso
metabdlico en la DMT1 en comparacion con el curso progresivo de la DMT2. Ademads, Tang et al,
examinaron pacientes con cataratas y encontraron deterioro en el endotelio corneal, resultado que
incluye las posibles alteraciones asociadas a la patologia ocular, adicionales a las determinadas por
la condicidon diabética en si misma. El analisis de cada tipo de diabetes por separado brinda
informacién adicional para comprender mejor el impacto de los diferentes tipos de DM en la DEC; y
lainclusién de la edad en el modelo, permite discriminar los cambios propios del envejecimiento de
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los causados por la enfermedad. Asi pues, este estudio afiade al conocimiento disponible la
estimacion independiente de la DEC y la paquimetria para cada tipo de diabetes (es decir, tipo 1y
tipo 2). Esto ayuda a comprender el impacto de la enfermedad discriminandola de la reduccidn de
la DEC esperada con el proceso natural de envejecimiento asi como el aumento de la paquimetria
con la edad (Abib & Barreto Junior, 2001; Costantini et al., 2009).

La meta-regresién para DMT1 se realizd con siete estudios transversales e incluyé 448 casos y 340
controles de Europa, EE. UU., Africa y Asia. El modelo mostré para la DEC una reduccién significativa
de 193,30 células / mm?2 en los pacientes respecto a los controles. La diferencia en la DEC es causada
por la enfermedad dado que la pérdida por el proceso natural de envejecimiento es similar en
ambos grupos. La meta-regresién para DMT2 incluyd 1064 casos y 1026 controles de Europa, Asia 'y
EE. UU. El modelo estimé una reduccidn significativa de 151,14 células / mm? para los pacientes con
DMT2 con respecto a los controles, lo que evidencia un impacto menor al identificado en el grupo
de DMT1. En DMT2 la reduccion de la DEC por edad también es similar entre diabéticos y no
diabéticos, y se evidencia que las personas incluidas en estos estudios (con una edad promedio de
54,6 afios) tienen una tasa de pérdida celular anual en el endotelio menor a la de las personas las
mas jovenes.

La reduccién de la DEC encontrada en ambos grupos, al no implicar un descenso del recuento celular
por debajo del limite funcional de las 700 células/mm? (Dawson et al., 2011), no representa un
problema fisiolégico en si mismo, sin embargo, pone a los pacientes diabéticos en una situaciéon
desfavorable, especialmente a los pacientes con DMT1 que presentan la mayor reduccion. El
descenso del recuento celular asociado a la condicién diabética en ambos grupos podria coexistir y
sumarse con otras condiciones que también afectan a la DEC. Habitos asociados con el estilo de vida
como fumar (Cankurtaran & Tekin, 2019) o usar lentes de contacto continuamente (Magdum et al.,
2013), enfermedades sistémicas como la enfermedad pulmonar crénica (Margo etal., 2017) o
enfermedades oculares como el ojo seco(Kheirkhah et al., 2015) e incluso tratamientos no oculares
como la ventilacién mecanica (Margo et al., 2017)también pueden provocar pérdida endotelial.

En condiciones normales, el endotelio corneal mantiene la deshidratacién relativa del estroma
mediante un gradiente electro-osmadtico que contrarresta la fuerza de imbibicién generada por los
proteoglicanos en el estroma (Eghrari et al., 2015). La actividad coordinada de las bombas y canales
de iones induce una fuga de liquido a la camara anterior que debe mantenerse para conservar el
grosor y la transparencia corneal (Bonanno, 2012). Se ha descrito que la DM también puede
determinar alteraciones funcionales en el endotelio, como la disfuncién mitocondrial (Aldrich et al.,
2017) y la reduccién de la funcidon de bomba de Na*/K * -ATPasa (Hatou et al., 2010; Whikehart,
1995) lo que podria favorecer el edema. Dada la disparidad en la DEC entre cada tipo de diabetes,
evaluar la CCT para cada una permite determinar si esas diferencias se reflejan en este parametro
de manera similar segun el tipo de diabetes y la edad. Esto serd importante para la evaluacién clinica
debido al impacto de la CCT en la presidn intraocular (Doughty & Zaman, 2000) y la asociacion
descrita para la diabetes mellitus con un aumento de la presién intraocular (PIO) y un mayor riesgo
relativo de glaucoma primario de angulo abierto en comparacion con los pacientes no diabéticos (D.
Zhao et al., 2015).
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La meta-regresidon de la paquimetria considerando el estado de diabetes y la edad promedio,
evidencia un aumento significativo de 24,11 um en los pacientes con DMT1 respecto a los controles,
y el modelo estadistico explica el 88% de esta diferencia. Para la DMT2 se estima un aumento
significativo de 12,85 um en los pacientes con DMT2 respecto a los controles. Diferencias que
corresponden a una ganancia en el espesor por el estado diabético ya que el aumento de
paquimetria por edad en ambos casos fue similar. Estudios previos realizados por Tang vy
colaboradores habian evaluado el CCT sin encontrar una diferencia significativa entre pacientes
diabéticos y no diabéticos(Tang et al., 2017). Sin embargo, ese estudio revel6 una CCT ligeramente
mayor en pacientes con DM a pesar del escaso numero de estudios disponibles en ese momento.
Adicionalmente, Lee y colaboradores habian sugerido una fuerte correlacidon entre la CCT y la
duracion de la enfermedad diabética (Lee et al., 2006).

La pérdida acelerada de células en los pacientes diabéticos y el aumento de la paquimetria
encontrado particularmente en los pacientes con DMT1 respecto al tipo 2 y de estos a la vez con los
controles, se considera secundaria al entorno de alto indice glucémico y la cantidad reducida o nula
de insulina. Las células como las del endotelio corneal, en las que la entrada de glucosa no depende
de la hormona insulina sino de un gradiente de concentracién, se vuelven particularmente
propensas a complicaciones ante un exceso de glucosa (Forbes & Cooper, 2013). La carga oxidativa
gue induce la glicolisis exagerada somete a las células a un estado de estrés metabdlico que reduce
la actividad de la enzima gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y favorece el aumento
de todos los metabolitos intermedios de la glucélisis que estan corriente arriba del gliceraldehido-3
fosfato. El metabolismo de estos por vias no convencionales como la via del poliol, la via de la
hexosamina y la consecuente modificacidon de proteinas por N-acetilglucosamina, la formacion de
productos finales de glicacion avanzada (AGE) y la activacién de protein-quinasa C (PKC), favorece
el acumulo de productos que se han identificado como promotores de dafio en multiples tejidos.
Entretanto, el déficit de insulina reduce la actividad de Na* / K* - ATPasa del endotelio corneal, la
cual tiene un rol critico en la generacién de gradientes electro-osmoticos para la deshidratacion
(Hatou et al., 2010). En conjunto, todas las condiciones fisiopatoldgicas descritas contribuyen al
deterioro estructural, funcional y bioquimico del endotelio corneal.

Dado que todos los pacientes diabéticos estan expuestos a estos inductores de dafio, se plantea la
hipétesis de que las diferencias entre DMT1 y DMT2 estdn relacionadas con el impacto de la
enfermedad en diferentes etapas de la vida en cada una de las poblaciones diabéticas o con aspectos
directamente relacionados con la fisiopatologia de los diferentes tipos de DM. La lesién mediada
por las condiciones diabéticas podria tener un mayor impacto en la DMT1 porque se inicia en el
momento de la vida donde la pérdida de células es mayor y podria potenciarla, ademas, el trastorno
metabdlico agudo y extremo al que se exponen las células dada la ausencia rapida de insulina propia
la enfermedad podria causar un dafio mayor que el deterioro progresivo de la DMT2. Desde el punto
de vista fisiopatoldgico, adicionalmente, la DMT1 tiene antecedentes inmunolégicos que podrian
afectar el nivel de pérdida a lo largo del tiempo. Los andlisis genéticos de DMT1 han relacionado el
complejo HLA con la susceptibilidad a desarrollar DMT1 en al menos el 50% de los pacientes (lwata
et al., 1992; Morran et al., 2015). Los HLA de clase | (HLA-A, -B y -C) se expresan constitutivamente
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en el endotelio corneal (Treseler et al., 1984) y los HLA de clase Il (-D) se pueden expresar en el
endotelio corneal cuando se expone a un desencadenante inflamatorio (Donnelly et al., 1985; Iwata
et al.,, 1992), como infecciones o alteraciones inflamatorias, condiciones que se han identificado
como desencadenantes de la reaccidn autoinmune determinante de la enfermedad diabética tipo 1
(Powers et al., 2018). Esto es posible considerando que la discordancia del HLA-DR se ha descrito
como un inductor potencial del rechazo del aloinjerto corneal, lo que sugiere que podria determinar
alguin grado de susceptibilidad en las células endoteliales de la cérnea de pacientes con DMT1.

Aunque no encontramos diferencias estadisticas entre la tasa de pérdida celular por edad en los
pacientes con respecto a los controles, el andlisis mostré que, para cualquier edad, la densidad
celular es siempre menor en DMT1 que en los controles, y que en ellos la enfermedad determina
una pérdida anual mayor. Teniendo en cuenta que la persistencia de autoanticuerpos puede
caracterizar cambios de larga data en la diabetes, pensamos que también podrian afectar a otros
tejidos como la cdrnea. La descarboxilasa del acido glutdmico es una enzima altamente expresada
en las células del endotelio corneal (Crotti & Selmi, 2014) y los anticuerpos contra ella se reconocen
en el 65% de los pacientes con DMTL1. La importancia de la alteracion de esta enzima para el
endotelio, se evidencia en que las mutaciones en el gen que la codifica estan relacionadas con el
desarrollo y progreso de la distrofia corneal mas prevalente en todo el mundo, la distrofia endotelial
de Fuchs (J. Zhang et al., 2019; W. Zhang et al., 2017).

La reduccién del nimero de células y cualquier condicidn que afecte su capacidad funcional, reduce
la efectividad del endotelio corneal en el control de la sobrehidratacidn del estroma y aumenta la
paquimetria. En este estudio la CCT es mayor en la poblacién DMT1, la misma en la que encontramos
el mayor impacto en la CED. Esto los pone en mayor riesgo de dafio porque ademas de la reduccidn
celular, la hidratacidon excesiva promueve el plegamiento de la membrana de Descemet lo que
aumenta aun mas el grosor del estroma reduciendo en consecuencia la transparencia. Ademas, la
persistencia de estas condiciones también predispone a la vascularizacién, infeccién y cicatrizacién
corneal (Feizi, 2018).

La proporcién de la varianza para la DEC y la paquimetria que se explica por la meta-regresion con
el modelo que incluye las variables tipo de DM y edad promedio, es mayor para DMT1 (CED-R2 =
44% y CCT-R2 = 88%) que para DMT2 (CED-R2 = 14% y CCT-R2 = 15%). Esto indica que para la DMT1
la condiciéon de enfermedad diabética y edad son modificadores importantes para explicar las
diferencias encontradas respecto a los controles. Seria interesante evaluar los cambios en la DECy
la paquimetria, en primer lugar, en poblaciones mas jovenes a las incluidas en los estudios
disponibles para esta regresién con el fin ampliar el conocimiento acerca del momento en el que se
produce el mayor grado de pérdida; en segundo lugar, estudios en poblaciones en la séptima u
octava década de vida serian de utilidad con el fin de evaluar el efecto a largo plazo de la mayor
pérdida anual calculada para los pacientes con DMT1 respecto a los controles. Indiscutiblemente,
en el grupo DMT?2 existen otros factores involucrados en la reduccién de células o el aumento de la
CCT que seria ideal identificar y evaluar para mejorar asi las intervenciones respecto a las
condiciones que tengan un impacto mayor.
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La elevada heterogeneidad (12) encontrada en todos los casos puede explicarse en parte porque los
estudios utilizados para el andlisis fueron estudios transversales y de casos y controles. Estos dan
informacién de diferentes poblaciones en un momento especifico de la vida de los pacientes y del
curso de la enfermedad que no es consistente entre los estudios y aumenta la variabilidad una vez
que estos se agrupan para el analisis. Las diferentes poblaciones en los que se realizan, tanto desde
el punto de vista geografico como por la edad de los participantes, podrian incrementar la
variabilidad. Se ha descrito que el promedio de la DEC para una edad especifica no es el mismo en
todas las dreas geograficas y la tasa de cambio es diferente a lo largo del tiempo, incluso en la misma
poblacién (Abib & Barreto Junior, 2001; Islam et al., 2017). Los estudios incluidos para el analisis de
pacientes con DMT1, en donde la heterogeneidad es menor, presentan una diferencia de
aproximadamente 20 afios entre la poblacién mads joven y la de mayor edad, mientras que para los
estudios de DMT2 el rango se acerca a los 40 afios.

Este analisis evidencia que la DMT 1y la DMT2 se asocian con una reduccion de la DECy un aumento
de la paquimetria. Estas diferencias son mayores en pacientes con DMT1 que con DMT2
independientemente de la reduccién de la densidad endotelial y el aumento de la paquimetria
esperado por el proceso natural del envejecimiento, lo que confirma que, ademds de los
mecanismos fisiopatoldgicos que comparten, existen otros en cada tipo de diabetes mellitus que
contribuyen de una manera diferente al compromiso del endotelio corneal.
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CAPITULO 2

Efecto de las concentraciones elevadas de glucosa sobre la proliferacion, la migraciény la
apoptosis del endotelio de la cérnea.

En todos los pacientes diabéticos la hiperglicemia es una condiciéon altamente frecuente,
particularmente en quienes no se ha establecido una terapéutica adecuada. Tras la demostracion
de una afectacién del endotelio en estos pacientes con la meta-regresidn presentada en el capitulo
1, se hace relevante estudiar el efecto de la exposicion a concentraciones elevadas de glucosa sobre
los principales mecanismos para la formacién, reparacion e induccién de muerte celular en las
células del endotelio de la cérnea.

La literatura dirigida a estudiar los cambios en las células del endotelio corneal cuando se exponen
a condiciones asociadas a la DM es escasa y puede ser abordada desde dos perspectivas, primero el
impacto de los cambios en la insulina y segundo, la hiperglicemia que se produce secundariamente.
Los factores de crecimiento similar a la insulina (IGF) tipo 1 (IGF-1) y 2 (IGF-2) y la insulina activan
con diferente afinidad el receptor del IGF tipo 1 (IGF-1R), el receptor del IGF tipo 2 (IGF-2) y el
receptor para la insulina (INSR). En el endotelio corneal se ha descrito la presencia de los tres
receptores. La insulina a través de su receptor y la activacion de PKC aumenta la actividad de la
bomba de Na* / K * ATPasa favoreciendo de forma transitoria la actividad funcional del endotelio y,
particularmente en el endotelio de modelos animales, el IGF-1R se expresa aproximadamente 25
veces mas que el INSR y una vez es estimulado promueve la sintesis de ADN. Estos efectos podrian
inhibirse por la presencia de proteinas extracelulares que clivan los factores estimulantes
impidiendo que cumplan su funcidn. Las proteinas de unidn a IGF (IGFBP) han sido encontradas a
nivel ocular, y se han descrito que se elevan en las l[dgrimas de pacientes diabéticos y que su sintesis
es estimulada por la hiperglucemia. La IGFBP-2 ha sido identificada en el endotelio aunque aun no
se ha identificado claramente su funcion (Stuard et al., 2020); sin embargo, IGFBP3 reduce la
sefializacion del IGF en el epitelio de la cornea y favorece la apoptosis y el dafio oxidativo (Wu et al.,
2012), probablemente la IGFBP-2 en el endotelio esté involucrado en la reduccion de la
proliferacién, teniendo en cuenta que esa es la principal funcién descrita para IGF-1 en esta capa.

En cuanto a la glucosa, el endotelio normalmente esta expuesto a las concentraciones del humor
acuoso, las cuales son ligeramente inferiores a las del plasma (indice plasma/ humor acuoso en el
humano 1.17), y dado que éstas células tienen transportadores de glucosa (GLUT) tipo 1, tanto en
las membranas apicales como en las basolaterales, la glucosa no necesita de insulina para ingresar,
por lo tanto, hay un flujo transcelular de este monosacdrido hasta el estroma siguiendo un gradiente
de concentracidon (Kumagai et al., 1994; Reim et al., 1967). Al parecer, las células del endotelio
tienen mecanismos que les permiten reducir la captacidén de glucosa cuando la cantidad extracelular
aumenta. Un estudio realizado con células endoteliales humanas expuestas a diferentes
concentraciones de glucosa evidencié que la captacién de este azucar se redujo gradualmente a
medida que la concentracion de glucosa aumentaba en el medio de cultivo, por una via dependiente
de cAMP, y que el efecto era independiente de la presencia de insulina(H. Z. Wang et al., 1997).
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Adicionalmente, estudios en corneas humanas y modelos murinos diabéticos han determinado que
los GLUT-1 no se sobre expresan en condiciones diabéticas (Kumagai et al., 1994; Takahashi et al.,
2000).

A pesar de estos factores protectores, los estudios publicados en relacidn con los efectos de la
hiperglicemia en el endotelio han permitido identificar en estas células cierto grado de disfuncién
metabdlica y estructural. En particular, se ha descrito una reduccién en la reserva respiratoria
mitocondrial tanto in vivo como in vitro (Aldrich et al., 2017), una menor actividad de las bombas
Na* K* ATPasa tras la exposicion a polioles (Whikehart, 1995) y un desarreglo de la N-cadherina que
involucra al complejo de unidn apical y reduce secundariamente la continuidad en las uniones
estrechas (Vassilev et al., 2012). Los productos terminales de glicacién avanzada (AGE) (por sus siglas
del inglés advanced glycation end products) asociados a la lesidn tisular en DM, se han identificado
en el endotelio de la cdérnea en condiciones diferentes a la diabetes, como el queratocono
(Dawczynski et al., 2002) y el envejecimiento (Amano etal., 2010; Kaji etal., 2003), siempre
asociados al deterioro del endotelio, ya que pueden causar dafio directamente al depositarse en la
células, o indirectamente cuando se unen al receptor especifico para AGE (RAGE) y modifican la
sintesis y la funcionalidad de las proteinas o la capacidad de la célula para degradarlas
eficientemente. Esta resistencia a la autofagia favorece un desbalance metabdlico que induce la
alteracién mitocondrial y deriva en estrés oxidativo, dafio del DNA y apoptosis (Kase et al., 2011).
La alteracion en la sintesis, el depésito y la resorcidn de proteinas por parte de las células del
endotelio, también compromete la membrana de Descemet reduciendo su resistencia frente a la
tensidn y favoreciendo la inestabilidad de la monocapa (H. Zhao et al., 2019).

La pérdida de un trasplante de cdrnea secundaria al colapso del endotelio es casi dos veces mas
probable en los pacientes diabéticos respecto a los que no lo son (Price et al., 2003; A. L. Yu et al.,
2014), y aquellos pacientes diabéticos a quienes se les realiza queratoplastia endotelial de
membrana de Descemet (DMEK) (por sus siglas del inglés descemet membrane endothelial
keratoplasty) suelen requerir mayores inyecciones de aire para lograr la adherencia adecuada del
injerto (Price etal., 2017). Adicionalmente, en procedimientos diferentes al trasplante, como la
facoemulsificacién, se han identificado diferencias significativas en la densidad de las células
endoteliales y en las condiciones morfolégicas de las mismas en los pacientes con DM respecto a los
pacientes no diabéticos, incluso desde el primer dia del posoperatorio (Tang et al., 2017).

Todo lo anteriormente descrito sugiere que las cérneas de las personas diabéticas son mas
vulnerables al estrés y a los traumatismos, pero faltan estudios para establecer los mecanismos no
inflamatorios que directamente afectan al endotelio y favorecen esta diferencia. Por esta razén se
evalla la respuesta proliferativa, la capacidad de migracidn y la tendencia a la apoptosis de las
células del endotelio corneal en medios expuestos a concentraciones elevadas de glucosa, como se
propuso en el tercer mecanismo especifico de la tesis.

3.1 Métodos

El medio de cultivo basal considerado como control (a menos que se indique lo contrario)
corresponde a Medio de Eagle Dulbecco modificado (DMEM) / F12 (Gibco) suplementado con suero
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fetal bovino (FBS) (20%), insulina-transferrina-selenio (ITS) al 1% (BD Biosciences, Bedford, MA) que
corresponde a una concentracion de 1 mg/ml de insulina, 0.55 mg/ml de transferrina y 0.00067
mg/ml de selenio; y 40 pug / ml de gentamicina (Gibco). La concentracién de glucosa del medio
DMEM/F12 es 17,5 mM y el suplemento de ITS, aporta con el selenio una reduccion de los niveles
de radicales de oxigeno y peréxido (Tinggi, 2008), y con la transferrina, proteccién antioxidante
adicional al ser un cofactor para la peroxidasa de glutatidon (Bresgen & Eckl, 2015; Olaniyan &
Babatunde, 2016). Los medios altos en glucosa corresponden a medio de cultivo basal
suplementado para una concentracion final de glucosa de 55 mM.

2.1.1 Experimentos de proliferacién.

Se sembraron células de la linea de endotelio corneal humano a una densidad de 6250 células/cm?
(2000 células/pozo) en placas de cultivo de 96 pozos para realizar comparaciones de la proliferacién
en condiciones basales y en condiciones de alta glucosa. Se sembraron seis platos de cultivo con tres
pozos para cada una de las condiciones de experimentacidn y se incubaron a 37 ° Cen una atmésfera
humidificada que contiene 5% de CO,. Cada 24 horas, a un plato de cultivo sembrado en el momento
cero del experimento se le retiro el medio, se lavé con PBS y se incubd con reactivo MTT [bromuro
de 3- (4, 5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio] a una concentracion de 1mg/ml en DMEM
durante 1h, al cabo de este tiempo se retird el medio, se lava con PBS 1X y se solubilizan los cristales.
Se realizaron cinco experimentos independientes, cada uno con tres replicas bioldgicas.

La proliferacién celular se controlé desde las 24 horas hasta las 96 horas. El cambio en el nimero de
células metabdlicamente activas en las diferentes condiciones se correlaciond con la intensidad de
cambio por ensayo colorimétrico. Las células metabdlicamente activas gracias a la succinato-
deshidrogenasa convierten la sal de tetrazolio en sales de formazan (violeta) que al solubilizarse con
el isopropanol generan un medio coloreado, cuya intensidad de color es proporcional a la
concentracion de sales de formazan. Se midié espectrofotométricamente la absorbancia a 590 nm
y 650 nm utilizando el equipo Cytation 3 (BioTek Instruments).

Para la interpretacidon de los resultados se corrigié el valor de absorbancia restando para cada
muestra el valor medido a 650 nm del valor obtenido con 590 nm. Y luego se utilizé la siguiente
féormula para calcular la diferencia de la muestra respecto al control:

Absorbancia corregida de la muestra

Numero de células (% del control) = Absorbancia corregida del control x100

2.1.2 In vitro ensayo de rasgufio (scratch assay)

Se utilizé el método “In vitro scratch assay” descrito por Liang y colaboradores en el afio 2007 (Liang
et al., 2007). Se sembraron células de la linea de endotelio corneal humano a una densidad de 5000
células/cm? (20000 células/pozo) en placas de cultivo de 12 pozos para realizar comparaciones de
la tasa de cierre tras realizar un defecto con una punta para micropipeta p200 ul, en una monocapa
al 80% de confluencia. Las condiciones para el control de referencia se compararon con células
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expuestas a un medio con una concentracidn de glucosa 55 mM. Tras realizar cultivos con diferentes
concentraciones de SFB (20%-15%-10%-5%) e ITS (tabla 2.7) (1%, 0,7%, 0,5%, 0,3%) se utiliza como
control el medio con la minima concentracién de suplementos para mantener una monocapa
morfoldgicamente normal con una viabilidad superior al 95% determinada utilizando ensayos con
azul tripan en el equipo Countess Il (Thermo Fisher Scientific) (resultado no mostrado)

Concentracion Concentracion Concentracion Concentracion

de ITS de insulina de de selenio

probada (mg/ml) transferrina (mg/ml)
(mg/ml)

1% 1 0.55 0.0067

0,7% 0.7 0.385 0.00469

0.5% 0.5 0.275 0.00335

0.3% 0.3 0.165 0.00201

Tabla 2.7 Suplemento en el medio de insulina transferrina y selenio de acuerdo con la concentracién
de ITS utilizada en los experimentos. Se resaltan en rojo los valores escogidos para el medio de
referencia (control).

Tras estos analisis, el medio de cultivo utilizado en las células control correspondié a Medio de Eagle
Dulbecco modificado (DMEM) / F12 (Gibco) suplementado con suero fetal bovino (FBS) (10%),
insulina-transferrina-selenio (ITS) al 0.5% (BD Biosciences, Bedford, MA) y 40 ug / ml de gentamicina
(Gibco) a 37 ° C, en una atmdsfera humidificada que contiene 5% de CO;. Las pruebas in vitro
evidenciaron una tasa de proliferacién menor a la del cultivo con suplementaciéon completa (SFB
20% e ITS 1%) lo que reduce el efecto negativo de la proliferacion sobre el ensayo de migracion.

Una vez realizado el rasgufio (scratch), las células se lavaron con PBS 1X para eliminar todos los
detritos generados durante el procedimiento y se llené el pozo con 1.5 ml de medio de acuerdo con
las condiciones de ensayo. Este era el punto cero del experimento y se obtuvieron 3 imdgenes de
cada pozo con magnificacion 10X como punto de partida de cada condicidon. Los dias subsecuentes
se adquirieron tres imagenes de cada pozo utilizando el microscopio invertido Axio Vert.Al (Zeiss
Microscopy), con una camara adaptada de 12 megapixeles (f/1.8) DLSR. Para obtener el mismo
campo visual en cada imagen se usaron las coordenadas de la placa del microscopio y como doble
factor de referencia se crearon sefiales con un marcador de punta ultrafina en la caja. Los platos se
monitorearon cada 24 horas hasta que ocurrié el cierre de la herida en los pozos control de cada
plato. Para cada registro, los platos se sacaron de la incubadora, se examinaron, y luego se volvieron
a colocar en ella para reanudar la incubacién. Se realizaron seis experimentos independientes con
cuatro replicas bioldgicas en cada uno.

La comparacién de las imagenes obtenidas para cada muestra se analizé cuantitativamente
utilizando el software Imagel (ImageJ, s.f.). La imagen primero se convirtid a escala de grises
(Image->type—>8-bit), luego se identificaron los bordes del defecto (process—=>find edges) y se
afinaron para darles continuidad (process—> smooth x37), lo que permitio la identificacidn del area
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de la herida (Image->adjust->autothreshold) y finalmente, se calculé el area del defecto
(analyze->analyze particles—> 10.000-infinity).

Por ultimo, se obtuvo el porcentaje de cierre normalizando el area de cada imagen en los diferentes
lapsos de tiempo (Area actual) con el drea de referencia (tiempo 0 (t0)).

(Area t0 — Area actual)

1009
Area t0 x %

Magnitud de cambio del area del defecto =

La magnitud de cambio corresponde al porcentaje del area del rasgufio inicial (t0) que se ha cubierto
en cada momento de registro.

2.1.3 Apoptosis

Se sembraron células de la linea de endotelio corneal humano a una densidad de 2 x 10°
células/pozo en placas de cultivo de 6 pozos. Todos los pozos se incubaron por 24 horas con medio
basal (Medio de Eagle Dulbecco modificado (DMEM) / F12 (Gibco) suplementado con suero fetal
bovino (FBS) (20%), insulina-transferrina-selenio (ITS) al 1% (BD Biosciences, Bedford, MA) y 40 pg /
ml de gentamicina (Gibco) a 37 ° C), en una atmdsfera humidificada que contiene 5% de CO,. Al
siguiente dia, se cambié el medio, y las muestras que corresponden a exposicidn elevada a la glucosa
se incubaron con medio con una concentracion alta de glucosa (55 mM). En estas condiciones las
células permanecen 24 h, al cabo de las cuales, se recoge el medio, se lavan con PBS 1X y se dejan
2-4 horas con (DMEM) / F12 (Gibco) sin suplementar, a 37 ° C, en una atmdsfera humidificada que
contiene 5% de CO,. El medio reservado se centrifugay el pellet se expone a las mismas condiciones,
con el finde tomar en cuenta las células que se desprenden. Pasado este tiempo todas las células se
incuban con el buffer de lisis del kit Cell Death Detection ELISA PLUS (Roche) siguiendo las
recomendaciones del fabricante.

Para quitar los efectos de fondo (EF) sobre la lectura de las muestras se obtuvo el valor de
absorbancia de la mezcla de buffer de incubacidn + solucion ABTS + solucidn para parar la reaccién
de ABTS en proporciones iguales a las empleadas en las muestras. La muestra definida como basal,
es decir, aquella sin el tratamiento que se quiere evaluar como inductor de muerte celular, causa
cierta absorbancia que se usd en todos los ensayos como control. El control positivo de cada
experimento fue el complejo de ADN-histona incluido en el kit. Se realizaron cinco experimentos
independientes con tres replicas bioldgicas en cada uno.

Para obtener los valores de enriquecimiento de mono y oligonucleosomas liberados al citoplasma
de las células en cada condicidn, es decir la diferencia en la magnitud de apoptosis respecto al
control, se promediaron los valores de absorbancia de cada una de las condiciones, se les resto el
valor de absorbancia medido para EF y se calculé el enriquecimiento especifico de mono vy
oligonucleosomas con la siguiente formula:

mU de la muestra en estudio

Factor de enriquecimiento =
1 mU del control (sintratamiento)

mU = absorbancia [107]
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2.1.4 Andlisis grafico y estadistico.

Los valores obtenidos en cada experimento se importaron al software GraphPad Prism versién 9.1.0
para su analisis. Se utiliz6 ANOVA para comparar tres o mas grupos de datos utilizando un valor de
p <0,05 para definir significancia estadistica. Si los datos satisfacian las pruebas de normalidad e
igualdad de varianza, se realizé una prueba t para comparar la media de dos grupos. Si los datos no
pasaban la prueba de normalidad, entonces se usaron pruebas no paramétricas usando un valor p
mas pequeio para definir la significancia (p <0.01).

2.2 Resultados
2.2.1 Ensayo de proliferacion.
El potencial proliferativo de las células de la linea de endotelio corneal cultivadas en medio normal

y con un aumento de la glucosa se evaluaron con un ensayo con MTT.
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Figura 2.1. Ensayo MTT en condiciones basales y en concentraciones altas de glucosa. Los datos se
normalizaron con respecto al control. Simbolo de punto o cuadrado representa la media y las barras
la desviacidn estandar.

La tasa de proliferacion aumentd significativamente en las primeras 24 y 48 horas en las células
expuestas a altas concentraciones de glucosa respecto a las cultivadas en medio basal. A partir de
este momento disminuyd en los siguientes dias hasta alcanzar a las 96 horas la capacidad
proliferativa media del grupo control (Figura 2.1). Las pruebas se analizaron utilizando una prueba
de comparaciones multiples vs condiciones basales (a las 24h, p<0,0001; a las 48h, p<0,0001, a las
72 horas p=0,4710y a las 96 horas p= 0,9088).
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2.2.2 Ensayo de migracién.
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Figura 2.2 Ensayo de migracion (scratch assay) para células en medio normal y con altas
concentraciones de glucosa. (A) Microfotografias representativas de la evolucién del ensayo de
rasgufio a las 24, 48, 72 y 96 horas después de realizado el defecto en la monocapa. En la linea
superior células expuestas a medio normal (concentracion de glucosa 17.5 mM), en la linea inferior
células en medio con alta concentracion de glucosa (concentracion de glucosa 55 mM).
Maghnificacion 10X (B) Andlisis cuantitativo de la tasa de cobertura del defecto. El analisis de
multiples comparaciones determina una diferencia no significativa (ns) entre las condiciones a las
24h (p=0,9830) y 48 horas (p=0,0670) de iniciar el cierre y diferencias significativas a las 72 h
(p=0,0008), 96 h (p=0,0003), 120 h (p<0,0001) y 144 h (p=0,0002).

2.2.3. Ensayo de apoptosis

Este experimento detectd los nucleosomas, complejos formados por ADN vy las histonas H2A, H2B,
H3 y H4, que se generaron durante la escisién del ADN por la endonucleasa enddgena en el evento
de una apoptosis. El enriquecimiento de mono y oligonucleosomas citoplasmaticos en las células
expuestas a altas concentraciones de glucosa es significativamente mayor (p< 0.0001) respecto a las
células en medio basal (figura 2.3).
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Figura 2.3. Deteccién de apoptosis en células de endotelio humano expuestas a concentraciones
elevadas de glucosa.

2.3 Discusion de los resultados

A nivel corporal todas las células tienen la misma maquinaria del ciclo celular; sin embargo, de
acuerdo con los factores de crecimiento a los que se expongan, las respuestas pueden ser diferentes
para cada tipo de célula. A nivel renal, por ejemplo, la hiperglicemia estimula la proliferacién
persistente de los fibroblastos tubulointersticiales, sin embargo, otras células renales, como las
células mesangiales, presentan un modelo de proliferacion temprana autolimitada. Este efecto se
considera secundario a la inhibicién de las quinasas dependientes de ciclina (CDK) inducida por el
aumento de la glucosa. El resultado es que al faltar la actividad de las quinasas la proteina del gen
del retinoblastoma no se fosforila y falla la progresion del ciclo de la fase G1 a la S (Wolf, 2000).

El ambiente diabético se ha identificado como un entorno en general favorable para el desarrollo
de cancer por varios mecanismos que coexisten. Por un lado, el estado hiperinsulinémico previo a
la insuficiencia de las células B pancreaticas y la regulacidn al alta de receptores para el factor de
crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF1R), favorecen la proliferacidon en células normales y
tumorales. Los estudios realizados por Lopez y colaboradores en células de la mama, por ejemplo,
mostraron una activacion de la via de senalizacion de IGF-1 particularmente alta a las 24 horas, lo
que se asemeja al patrén visto en los experimentos realizados en este trabajo (Lopez et al., 2013).

En ambientes con alta disponibilidad de glucosa, la proliferacién puede aumentar por el estimulo
metabdlico secundario a la generacidn de grandes cantidades de ATP y los productos intermedios
del metabolismo de carbohidratos que terminan influyendo en la sintesis del ADN. La sintesis de
ADN vy la glucdlisis estan vinculadas genéticamente por mecanismos que involucran las enzimas
polimerasa, primasa y helicasa, y la actividad de los compuestos de tres carbonos de la via de la
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glucdlisis, y estos mecanismos parecen estar ubicuamente distribuidos en las células, y les permite
adaptarse a la energia proporcionada por el medio ambiente (Janniere et al., 2007). La ribosa-5-
fosfato, necesaria para la sintesis de nucleétidos y NADPH, es generada por la via de las pentosas,
siendo la enzima limitante la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Durante el ciclo celular, la mayor
actividad de la via de las pentosas ocurre durante la fase S y contribuye a la progresién del ciclo. La
via de las pentosas también juega un rol importante en el efecto Warburg, un cambio del
metabolismo de la glucosa aerdbico al anaerdbico, incluso en presencia de oxigeno, que puede
presentarse en las células normales en la fase G1 cuando entran en proliferacion. Es decir que el
exceso de glucosa intracelular al desviarse por otras vias metabdlicas, como la de la pentosa fosfato
puede contribuir al inicio del efecto Warburg y afectar la proliferacidn celular (da Veiga Moreira
et al., 2015).

Aunque estos efectos proliferativos que ocurren en respuesta a la disponibilidad de glucosa parecen
benéficos, coinciden con un aumento del estrés oxidativo que resulta deletéreo para ella. El exceso
de glucosa intracelular y el aumento de la actividad del ciclo de Krebs sobrecargan las mitocondrias
con cofactores reducidos (NADH, FADH,) y generan un cambio en el potencial de la membrana
mitocondrial que bloquea la transferencia de electrones a través de la cadena de transporte de
electrones, entonces, los electrones se utilizan para generar radicales de oxigeno (ROS) que
peroxidan los lipidos, los acidos nucleicos y las proteinas generando alteraciones celulares. En
consecuencia, el aumento de ROS y el estrés oxidativo favorecen el dafio celular, la apoptosis o la
detenciodn del ciclo celular, y esto ocurrird en mayor o menor medida de acuerdo con el nivel de la
hiperglicemia y la capacidad de los antioxidantes para proteger a la célula (Brownlee, 2005).

Las células endoteliales de la cérnea son susceptibles al estrés oxidativo y se ha descrito como uno
de los principales mecanismos fisiopatolégicos de la reduccidon celular asociada al
envejecimiento(Joyce et al., 2009), asi como de las enfermedades que afectan a estas células
(Jurkunas et al., 2010). Los resultados experimentales presentados, sugieren que las células del
endotelio corneal podrian ser bastante sensibles a la descompensacidn entre oxidantes y anti-
oxidantes secundaria al incremento de la glucosa en el medio extracelular. En este contexto es
relevante el efecto inhibidor de los ROS sobre la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) y el aumento secundario de los intermediarios metabdlicos que se generan corriente arriba
y la activacidn de vias metabdlicas alternas ante la necesidad de metabolizar estos productos
intermediarios. Uno de estos mecanismos es el aumento de la sintesis de sorbitol por la reduccién
de la glucosa gracias a la actividad de la enzima aldosa reductasa. Este proceso consume NADPH,
que funciona como cofactor de la enzima y, aunque parte de él se remplaza por la via de las
pentosas, la sobreproduccién de sorbitol hace que el NADPH se agote, lo que a su vez favorece el
estrés oxidativo, ya que este cofactor es necesario para el mantenimiento del glutation en estado
reducido. El sorbitol también puede potenciar este efecto al glicar proteinas o producir AGE y activar
la seializacidon de RAGE, productos que han demostrado aumentar el estrés oxidativo y la apoptosis
en células de endotelio corneal bovino (Kaji et al., 2003). Todos estos mecanismos potencian la
activacion de la via de sefializacién de p38MAPK que participa como enlace molecular entre la
glucosa, la apoptosis y la detencidn del ciclo celular. Otra via metabdlica alterna es la via de las
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hexosaminas. La fructosa-6-P acumulada al metabolizarse por la enzima glutamina-fructosa-6-
fosfato amidotransferasa produce uridina difosfato N-acetilglucosamina (UDP-GIcNAc), la cual
induce modificaciones postraduccionales en las proteinas. Esta hexosamina participa en la
glicosilacion (N-acetilglucosamina unida a los aminoacidos) de varias proteinas reguladoras del ciclo
celular tales como la ciclina D1, la quinasa dependiente de ciclina 4 (CDK4) y la ciclina B1. Esta
modificacién post-traduccional inhibe su funcién limitando la progresion del ciclo celular (Nagy
et al., 2019) y favoreciendo la disrupcidn del contenido nuclear (Slawson et al., 2005). Sin embargo,
en el endotelio de la cdrnea, experimentos que lo exponen a tert-butil hidroperéxido (tBHP) con el
fin de aumentar el estrés oxidativo, evidenciaron que el aumento de O-GlcNAc mejora la viabilidad
celular al reducir la sobrecarga de calcio intracelular y los ROS, y favorecer la estabilidad eléctrica
de la membrana mitocondrial (Yoon et al., 2020), asi que su efecto en ambientes hiperglicidos seria
un objetivo de investigacion interesante.

En cuanto a la migracion, estudios en varios tejidos presentan resultados similares a los nuestros en
condiciones de hiperglicemia. En el 2004, Akhtar y Chaouchi presentaron en la reunién anual de la
Asociacion para la Investigacion Visual y en Oftalmologia (ARVO), datos que mostraban que las
concentraciones altas de glucosa (> 25 mM) reducian la capacidad de migracion y proliferacién de
células epiteliales de la cérnea de conejos, efectos que podrian deberse a una disminucién de la
expresion de la fosfolipasa C1 (PLCy1) (Akhtar & Chaouchi, 2004). Kruse y colaboradores en el 2016,
evidenciaron que las concentraciones de glucosa elevadas inhiben la migracién de los queratinocitos
y los fibroblastos de una manera dependiente de la concentracién, y demostraron que este efecto
es independiente de la produccién del factor de crecimiento o de la presidon osmatica (Kruse et al.,
2016). Pahwa y colaboradores en el 2020, mostraron que a elevadas concentraciones de glucosa se
reduce la biogénesis mitocondrial, el potencial migratorio y la quimiotaxis de las células
preosteoblasticas (Pahwa et al., 2020). Aunque esta es la primera vez que se reportan los efectos
de la concentracién elevada de glucosa sobre la capacidad migratoria de las células del endotelio de
la cérnea, estudios previos permiten sugerir que la via de Rho-quinasa (ROCK) podria estar
involucrada en este resultado. La hiperglucemia estimula la actividad de la via ROCK a través de las
vias dependientes de la PKC y del estrés oxidativo (Rikitake & Liao, 2005), e inhibidores de ROCK,
como Y-27632 y H-1152, inducen la migracién de células del endotelio de la cérnea in vitro e in vivo
en modelos animales (Meekins et al., 2016; Okumura et al., 2009). Estos inhibidores adicionalmente
favorecen la proliferacién, asi que en conjunto, estos efectos han llevado a sugerirlos como
farmacos utiles para mejorar la cicatrizacién de las heridas del endotelio corneal (Koizumi et al.,
2013).

En conclusién, la exposicidn de células del endotelio corneal a medios con elevadas concentraciones
de glucosa, generan un aumento de la proliferacidn en las primeras horas de exposicién que luego
se ve reducida de manera progresiva. La caida en la proliferacidn coincide con el aumento de la
apoptosis que afecta de manera significativa a las células incluso a partir de 24 horas post
exposicién. La exposicion de estas células a medios hiperglicidos, también impacta negativamente
la migracién, particularmente a partir del tercer dia post exposicién. De acuerdo con la literatura
disponible, se sugiere que los resultados experimentales pueden estar determinados por el
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desequilibrio entre los factores antioxidantes y oxidantes, asi como la generacion de productos
secundarios a la activacion las vias metabdlicas alternas no convencionales cuyos derivados afectan
las proteinas celulares de manera directa o por modificaciones post-transduccionales generando
eventos relevantes en la fisiopatologia de las lesiones endoteliales.
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CAPITULO 3.
Identificacidn de los canales activados por cationes en el endotelio corneal.

Dentro de los mecanismos fisiopatoldgicos relacionados con la lesidn tisular en DM, recientemente
se ha dado importancia al compromiso electrofisiolégico particularmente asociado a la familia de
canales de potasio activados por calcio (KCa); sin embargo, poco se conoce acerca del mismo.

La familia de KCa estd constituida por dos grupos principales de canales que se resumen en la tabla
3.1

Tipo de Proteina Nombre Gen que
conductancia alternativo lo
codifica

Alta KCal.l BK o MaxiK KCNNA1
KCa5.1 SLO3 KCNU1
KCa4.1 0 Slack KCNT1
KNal.1
KCad.2 o  Slick KCNT2
KNal.1l

Intermedia KCa3.1 IK, SK4 KCNN4

Baja KCa2.1 SK1 KCNN1
KCa2.2 SK2 KCNN2
KCa2.3 SK3 KCNN3

Tabla 3.1 Clasificacién general por conductancia de los canales de potasio activados por calcio.

El primer grupo corresponde a los canales de alta conductancia KCal, entre los que se incluyen los
KCal.1, también conocidos como canales “BK” (Big K* conductance) o MaxiK, que se activan tanto
por el aumento del calcio intracelular como por cambios de voltaje de las células, los KCa5,
especificamente el KCa5.1, activado por calcio y alcalinizacién, y los KCa4, que se activan por el
aumento del sodio intracelular y por cambios de voltaje de las células. En el segundo grupo, se
encuentran los canales KCa2, también conocidos como canales “SK” (Small K+ conductance), y los
KCa3, también llamados “IK” (intermediate K+ conductance), ambos son activados principalmente
por cambios en las concentraciones de calcio intracelular y no por cambios de voltaje
trasnsmembrana (Guéguinou et al., 2014; Hage & Salkoff, 2012).Los KCa se han visto modificados
en estados diabéticos y se involucran en general con mayores complicaciones secundarias a la
reduccion de la capacidad de relajacidn vascular, inestabilidad eléctrica cardiaca, mayor lesion renal
y cambios en la respuesta de la glia a nivel del sistema nervioso central (Glaser et al., 2017; Y. Wang
et al., 2010; Yi et al., 2015; L.-M. Zhao et al., 2014).

La actividad de los BK se ha visto reducida en el musculo liso de arterias cerebrales de pacientes con
DMT2 en respuesta a la regulacién negativa de las subunidades moduladoras B1. Esto causa un
aumento del tono vascular y la presion arterial, y contribuye de este modo a las complicaciones
cerebro-vasculares (Y. Wang et al., 2010). En arterias mesentéricas de ratas se ha evidenciado una
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respuesta similar, pero en este caso la regulacién a la baja de los canales IK y SK3, secundarias al
aumento del estrés oxidativo y el acumulo de AGEs, fue el mecanismo electrofisiolégico descrito (L.-
M. Zhao et al., 2014).

La regulacion a la baja no transcripcional de SK3, en asociacion con la de SK2, pero no de SK1,
también se ha visto asociada a la prolongacidn del potencial de accién atrial en el corazén de
modelos murinos diabéticos. En este estudio también se sugiere que estos cambios se deben a
inestabilidad de las proteinas y disfuncion de los canales mediados por el estrés oxidativo (Yi et al.,
2015).

En cuanto a IK, se ha encontrado una mayor expresién en los riflones de pacientes y modelos
animales con nefropatia diabética, y se ha demostrado, que la inhibicién de KCa3.1 suprime las
respuestas inflamatorias y fibréticas tanto en estudios in vitro de células tubulares proximales
humanas como en modelos de ratones diabéticos. Parte de esta respuesta nefropdtica estd
relacionada con el papel clave de células inflamatorias como los leucocitos y los macréfagos, que al
exponerse a niveles altos de glucosa y AGEs se activan, lo que aumenta su nivel de reclutamiento y
los estimula a producir ROS, citocinas y proteasas, que conducen a lesién tisular y finalmente a
fibrosis(Huang et al., 2014b). En esta respuesta inflamatoria, IK también contribuye estimulando la
migracion, la activacion y la proliferacion de células inmunoldgicamente activas, incluso, se ha
propuesto como un objetivo para reducir la infiltracién de células T y macréfagos en las primeras
etapas de rechazo crénico del trasplante renal (Huang et al., 2014b).

Adicionalmente, parece que la activacidon de las células mediada por IK también involucra a la
neuroglia en la que la inhibicién de la actividad de KCa3.1 con TRAM-34, en ratas con cetoacidosis
diabética, disminuye la activacién microglial y reduce la astrogliosis reactiva, lo que mejora la
sobrevida neuronal (Glaser et al., 2017).

Todos estos estudios apuntan a que los canales de la familia KCa participan en los mecanismos
fisiopatoldgicos de lesidn tisular en condiciones diabéticas, particularmente en respuesta a la
acumulacién de AGEs vy el estrés oxidativo propio de la enfermedad, y sugieren que los cambios
estdn asociados a isoformas particulares para los diferentes tejidos.

3.1 Métodos

Para la identificacion en el endotelio de la cérnea de genes relacionados con la familia de canales
KCa se realizd una busqueda siguiendo el proceso mostrado en el flujograma de la figura 3.1, en
donde se consolidan los pasos para la seleccién de datos obtenidos a partir de endotelio corneal
humano. Se utilizé principalmente GEO OMNIBUS (http: // www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) como
repositorio de microarreglos para buscar conjuntos de datos de expresion génica obtenidos con
tecnologias de ultima generacién, haciendo la consulta a través de NCBI E-utilities. Se utilizaron las
palabras clave "corneal endothelial cells" y la sub-seleccion por organismo Homo sapiens. También
se usd la base de datos PubMed para identificar estudios relevantes con bases de datos de
secuenciacién asociadas utilizando con los mismos pardmetros, y una busqueda adicional con las
palabras clave “corneal endothelial dystrophies” y la sub-seleccidn por organismo Homo sapiens.
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Posteriormente se hizo una revision con el fin de encontrar entre los articulos aquellos que tuvieran
datos de secuenciacién con al menos dos réplicas bioldgicas por grupo experimental, que
provinieran de tejidos humanos (no cultivos) y que no hubieran sido sometidos a transformacion,
tratamiento, ni induccién alguna.

Parametros de busqueda en GEO y Pubmed: Parametros de busqueda en PubMed:
Palabras clave: corneal endothelial cells Palabras clave: corneal endothelial dystrophies
Organismo: Homo sapiens Filtro por organismo: Homo sapiens

139 resultados 1 resultado

Se combina el resultado de ambas busquedas y
se eliminan los duplicados
133 resultados

A

A\ 4

Revision y exclusion manual:

1. Cultivos celulares
2. Células transfectadas o tratadas
3. Lastecnologias diferentes a RNAseq

2 resultados

A 4

3 resultados
GSE41616
GSE90489
GSE101872

Figura 3.1. Flujograma para la seleccién de las bases de datos con genes expresados en el endotelio
corneal humano.

Se incluyeron las bases con muestras obtenidas de tejido patoldgico por dos razones, la primera,
gue dado el objetivo primario de identificar la presencia de los canales en el endotelio corneal, estas
bases de datos aportan controles que son Utiles para este propdsito; y segundo, tener bases de
datos de expresidon a partir de tejido patolégico, también permite evaluar variaciones en la
expresidn de las proteinas de interés y eventualmente identificar vias de sefializacidon que puedan
estar relacionadas con ellas.

Para el estudio in silico, los datos se descargaron directamente del sitio web de GEO OMNUBUS (dos
casos) o se obtuvieron mediante comunicacidon con los autores de los estudios originales (un caso).
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Segun la informacidon proporcionada por los autores en los articulos (Chen et al., 2013; Chung et al.,
2017; Du et al., 2015), las muestras de endotelio corneal se obtuvieron a través de bancos de ojos
0 como muestras frescas durante un procedimiento quirdrgico. Chen y colaboradores obtuvieron
los datos de secuenciacidn a partir de endotelios de la cdrnea de tres adultos normales (31, 56 y 64
afios) que donaron sus cérneas al banco de ojos del Jules Stein Eye Institute de UCLA.; las muestras
de endotelio fetal las obtuvieron a partir de ojos de fetos de 16 y 18 semanas de gestacion,
proporcionadas por el Departamento de Patologia y Laboratorio de UCLA. Chung y colaboradores
publicaron datos obtenidos a partir del endotelio de dos pacientes, de 5 y 15 afios, que tras ser
examinados con lampara de hendidura tenian un diagndstico de distrofia corneal polimérfica
posterior (PPCD) y fueron llevados a queratoplastia, la muestra se tomo durante el procedimiento
quirdrgico y se procesd inmediatamente. Como grupo control usaron el tejido de dos donantes
pareados por edad (6 y 17 afios) que adquirieron comercialmente a partir de bancos de ojos.
Finalmente, Du y colaboradores obtuvieron los datos usando el endotelio de la cérnea de cinco
pacientes llevados a queratoplastia con diagndstico de distrofia endotelial de Fuchs calificada en
alto grado utilizando la escala de Krachmer modificada (grado O (sin guttae) a grado 6 (guttae
confluente con edema corneal). Los datos de cérneas humanas normales los obtuvieron de botones
corneo-esclerales del bando de ojos Minnesota Lions Eye Bank o como muestras frescas de
enucleacidon quirurgica para patologia que no involucraba el segmento anterior del ojo.

Los tres estudios seleccionados correspondian a las bases GSE41616 (Chen et al., 2013), GSE90489
(Chung et al., 2017) y GSE101872 (Du et al., 2015). En total sumaban 16 muestras secuenciadas en
la plataforma Illumina HiSeq discriminadas asi: nueve de muestras sanas (dos fetales y siete adultos),
y siete de muestras con patologias (cinco con endoteliopatia de Fuch y dos de distrofia corneal
polimorfa posterior).

De los tres conjuntos de datos seleccionados, dos estaban en GEO OMNIBUS normalizados como
RPKM (del inglés Reads Per Kilobase of transcript and Million mapped reads), y la otra base de datos
tenia el recuento de genes, asi que se normalizé a RPKM con el fin de homogenizar las medidas de
expresion génica para hacerlas comparables entre si. Con este fin, inicialmente se sumé el total de
lecturas en una muestra, este valor de dividié por un millén y posteriormente se normalizd para la
profundidad de secuenciacién. Después los recuentos de lectura se dividieron por el factor de escala
y, finalmente, los valores se dividieron por la longitud (kilobases) del gen dado.

Usando los archivos de anotacidon de genoma con la versién hgl9 y el software SAMMate se calculé
la abundancia de expresion génica utilizando los datos de RNA-seq de los intervalos gendmicos de
interés. Con estos datos y el modelo de sobre-dispersion de Poisson EdgeR (Empirical Analysis of
Digital Gene Expression Data in R), para controlar la variabilidad técnica y evidenciar la variabilidad
bioldgica, se construyeron graficos de escala multidimensional (MDS). Usando el comando
heatmap.2 de gplots del paquete R, se construyeron los mapas de agrupacion para los genes de
interés y las muestras basandose en la distancia euclidiana entre ellos.

Cada conjunto de datos se analizé6 de forma independiente para comparar mediante un analisis
estadistico los minimos niveles de réplicas bioldgicas y la expresidn diferencial entre las muestras,

80



entre fetales y adultos para la base GSE41616, y en los demds, entre controles sanos y muestras de
pacientes con distrofia corneal polimorfa posterior (PPCD) (GSE90489) o endoteliopatia de Fuch
(GSE101872). Se considerd que un gen esta diferencialmente expresado(DEG) en una muestra
respecto a otra utilizando el modelo de analisis no paramétrico NOISeqBIO (Tarazona et al., 2015),
debido a que en todos los conjuntos de datos analizados, al menos un grupo experimental tenia sélo
dos réplicas bioldgicas. Los métodos implementados en NOISeq son adaptables a los datos, por lo
gue los supuestos distributivos para el andlisis de expresion diferencial no son necesarios. NOISeq
calcula la probabilidad de expresién diferencial para cada comparacién. Se supuso que un gen
estaba diferencialmente expresado si la probabilidad era igual o superior a 0,95 y la magnitud de
cambio era superior a 1,5 o inferior a -1,5, considerando un cambio en la expresién con una relacion
logaritmica en base 2 (log 2 FC).

Con los genes diferencialmente expresados, a la alta y a la baja, se construyeron vias de sefializacién
utilizando La base de datos para anotaciones, Visualizacion y descubrimiento integrado (DAVID) (del
inglés Database for Annotation, Visualization and Integrated Discover) (DAVID Functional
Annotation Bijoinformatics Microarray Analysis, s.f.). El objetivo era identificar de una manera
imparcial las funciones o vias moleculares enriquecidas a partir de los grupos de genes relacionados
(cluster). Las rutas con valores de p inferiores a 0,05 se seleccionaron como enriquecidas y entre
ellas se identificaron las que incluian uno o mas de los genes de interés. Estas vias se representaron
usando la enciclopedia de genes y genomas Kyoto (KEGG) con el fin de explorar las redes de
interaccion en términos de los grupos ortolégicos en los que podrian estar funcionalmente
relacionados los canales en estudio, de modo que la evidencia experimental, ademas de la literatura,
permita identificar la funcidn probable de las proteinas a partir de la informacién gendmica
analizada. Teniendo en cuenta los genes involucrados en las vias sobre-representadas en las que se
encontraron los KCa se construyeron redes de asociacién funcional de proteinas utilizando el
programa STRING (STRING: functional protein association networks, s.f.) con el objetivo de
identificar aquellas que estuvieran directamente involucradas con los genes de interés y la
participacién de los mismos en vias de sefializacién particulares.

Para validar la concordancia de los resultados in silico en relacién con la expresién de los genes para
los canales de interés, una vez se tuvieron los iniciadores a utilizar y estandarizadas las condiciones,
se realizdé PCR convencional utilizando la linea celular inmortalizada de endotelio corneal humano
descrita por Griffith y colaboradores en 1999 (Griffith et al., 1999) y donada para la realizacién de
este trabajo por el Dr Mitchell A. Watsky, asi como endotelio humano obtenido durante
queratoplastias por patologias que no comprometen directamente el endotelio.

Para realizar el cultivo de la linea celular, un vial mantenido a -80°C de descongeld y cultivd a 37 ° C,
en frascos de cultivo estandar con Medio de Eagle Dulbecco modificado (DMEM) / F12 (Gibco)
suplementado con suero fetal bovino (FBS) (20%), insulina-transferrina-selenio (ITS) al 1% (BD
Biosciences, Bedford, MA) y 40 ug / ml de gentamicina (Gibco) en una atmdsfera humidificada que
contiene 5% de CO,. El medio de cultivo se cambié dos veces por semana.
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Para los cultivos primarios, las cdrneas de donantes humanos se obtuvieron durante procedimientos
quirdrgicos de pacientes con endotelio sano, en las que el endotelio se disecé de la membrana de
Descemet y se incubé en DMEM suplementado con FBS al 8%, factor de crecimiento basico de
fibroblastos (bFGF) 20 ng / ml y penicilina / estreptomicina por 18 horas. A continuacion, los
explantes se incubaron con una solucién de EDTA al 0,02% a 37 ° C durante 1 h para separar las
células y luego se sembraron en superficies de cultivo pretratadas con coldgeno tipo IV (Becton-
Falcon) y se incubaron a 37 ° C en una atmésfera humidificada con CO; al 5%.

Las secuencias de los iniciadores, la temperatura de anillamiento y el tamafio del producto esperado
para cada uno, se especifican en la tabla 3.1. Los iniciadores usados, tanto los directos como los
inversos, reconocen secuencias presentes en diferentes exones, con excepcion de los
correspondientes al gen KCNN2. Los iniciadores para los genes KCNN1-3 habian sido previamente
descritos por Yu y colaboradores (T. Yu etal., 2012), el iniciador para KCNN4 por Hayashi y
colaboradores (Hayashi et al., 2012) y finalmente los iniciadores para KCNT1 y 2 se modificaron a
partir de la secuencia publicada por Bonito y colaboradores (Bonito et al., 2016).

Los productos PCR se secuenciaron en un laboratorio externo y se alinearon utilizando BLAST para
confirmar la concordancia entre el producto PCR y la proteina de interés tras la identificacidn y
alineamiento de la secuencia de bases.

Nombre del Secuencias de los iniciadores Tm de Tamaiio del
gen reaccion*® amplicon (pb)
KCNMA1-F AGCAATATCCACGCGAACCAT 55 191
KCNMA1-R AAAGCCCACCACATGCGTT

KCNMB1-F AAGGTCAGAGCCAAATTCCAAG 55 80

KCNMB1-R AATAGGACGCTGGTTTCGTTC

KCNMB2-F GACCAACATTCTCTAAGATGTT 55 729
KCNMB2-R GCATTTATCTATTGATCCGTTGGA

KCNMB3-F GGTTTGCCATGATGGGCTTCTC ND 696
KCNMB3-R ACAGACATCTGAAGGCCAGCAC

KCNMB4-F GTTCGAGTGCACCTTCACCT 60 245
KCNMB4-R TAAATGGCTGGGAACCAATC

KCNN1-F CAGCATCTCCTCCTGGATCAT 57 88

KCNN1-R GCTGGTCACTTCCTGCTTGTC

KCNN2-F TGAGGCTCAGATGGAGAGCTAC 60 102

KCNN2-R GTTGGTGGTGCTGTGGAAGA

KCNN3-F GCCAACACTCTGGTGGACCT 59 141

KCNN3-R GTTGAAGCTGGCGGTGAGAT

KCNN4-F CGCCAGGTGCGGCTGAAAC 55 91

KCNN4-R GCAGGTCATACAGGATCAT
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KCNU1-F CTCGAACTCCCTAAAATCTTACAGAT ND 157

KCNU1-R TTCCGTTGAGCCAGGGGTCACCAGAATT

KCNT1-F GACAAGGGCTGCAAGCACAA 57 209
KCNT1-R CAGATGGCTTCCAGGAAGTGGT

KCNT2-F GGCAGATGCCAAAACCATTG 60 336
KCNT2-R CAAAGAAACCCAGATCCTGGTG

Tabla 3.2 Secuencias de los iniciadores directo e inverso para cada KCa y tamafios de productos de
PCR esperados para los genes analizados por RT-PCR convencional. Las temperaturas no descritas
corresponden a genes que fue no fue posible amplificar. ND=no disponible.

Los productos amplificados y un marcador de peso molecular para ADN de 1 Kb se separaron en un
gel de agarosa al 1,2% con bromuro de etidio para la visualizacidon de bandas. Reacciones que se
sometieron a todo el protocolo PCR en las que se reemplazé el cDNA por agua se utilizaron como
controles negativos y GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) y actina fueron los genes de
referencia.

Después de la extraccién de RNA de la linea celular o de los tejidos de donantes, la fase orgdanica se
mezcld con isopropanol para precipitar proteinas, y el sedimento se disolvié en tampdn optimizado
(Kopec etal.,, 2017). Las muestras de proteinas diluidas y separadas por electroforesis se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad) y se bloquearon. Finalmente, se incubaron
durante 4 h con los anticuerpos primarios anti-KCNN2 policlonal primario de conejo (dilucién 1: 500;
Alomone) o anti-KCNN3 policlonal de conejo (dilucidn 1: 500; Alomone). Después de la incubacion,
las membranas se lavaron tres veces con TBS-T, seguido de una incubacién de 1 h con anticuerpos
secundarios de cabra-anti-conejo (dilucién 1: 10000). El inmunocomplejo se detectd utilizando
Novex® ECL y el kit de reactivos de sustrato quimioluminiscente (INVITROGEN / NOVEX). Como
control positivo se utilizé una muestra de cerebelo obtenida comercialmente.

Finalmente, para verificar la expresidn de los canales en células de endotelio de cultivos primarios
y en la linea celular, cuando los cultivos alcanzaron una confluencia del 70%, se retiré el medio de
cultivo y se fijaron, se permeabilizaron e incubaron con tampdn de bloqueo. Durante la noche a 4
°C realizé la incubacidn de células primarias con un anticuerpo anti KCNT2 policlonal de ratdn
(dilucién 1: 200) (Thermo Scientific), anti-KCNN2 policlonal de conejo primario (dilucién 1: 500;
Alomone) o anti-KCNN3 policlonal de conejo (Dilucién 1:500; Alomone). Al dia siguiente, se
incubaron en la oscuridad con anticuerpo secundario Alexa 546 cabra- Anti-ratéon (1: 500) o Alexa
488 cabra- Anti-conejo (1:500) durante 1 h a temperatura ambiente. Después se tifieron con DAPI
para visualizar el nicleo u se obtuvieron las imagenes.

3. 2 Resultados
3.2.1. Seleccién de los datos para analisis bioinformatico.

Después de una busqueda de bases de datos que permitieran evaluar la expresidon génica global
(Figura 3.1), se seleccionaron GSE41616 (Chen et al.,, 2013), GSE90489 (Chung et al., 2017) y
GSE101872 (Du et al., 2015) por cumplir todos los criterios de inclusion.
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Base de Identificacion Controles Casos/Enfermos Plataforma

datos
GSE41616 A 3 adultos 2 fetos Illumina
HiSeq 2000
GSE90489 B 1 2 PPCD lumina
adulto/1 HiSeq 3000
nifio
GSE101872 C 2 adultos 5 FECD Ilumina
HiSeq 2000

Tabla 3.3 Descripcidn de las bases de datos incluidas en el andlisis de la expresiéon de genes del
endotelio corneal humano. Se analizaron tres conjuntos de datos en los que se incluyen muestras
normales y patoldgicas analizadas con la tecnologia lllumina HiSeq. Los estudios identifican de A -C
para referencia posterior. A, GSE41616; B, GSE90489; C, GSE101872.

En estos estudios, las muestras fueron secuenciadas utilizando la plataforma lllumina HiSeq (Tabla
3.3). En total 16 muestras se incluyeron en el andlisis y se clasificaron de la siguiente manera: nueve
muestras sanas (dos fetales, una pediatrica y seis adultos) y siete muestras con patologias (cinco
con endoteliopatia de Fuchs (FECD) y dos con muestras de distrofia corneal polimodrfica posterior
(PPCD)).

El analisis de estas muestras permitié identificar la expresion de cuatro de los seis canales de interés
en las células endoteliales corneales humanas y la confirmacién de la expresidn de IK previamente
informada por Anumanthan y colaboradores en 2018 (Anumanthan et al., 2018).

3. 2. 2. Andlisis bioinformatico y mapa de calor.

Los graficos de escala MDS y el analisis de estos mostré afinidad genética en los sub-grupos de cada
estudio para todos los grupos de datos, particularmente entre los controles (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Analisis MDS para los datos de los estudios A, GSE41616; B, GSES0489; y C, GSE101872.
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Las patologias pueden generar variabilidad biolégica determinada por el estadio, pero en general la
discriminacién para la agrupacidn entre casos y controles es evidente.

Se construyd un cluster bidireccional utilizando la expresién normalizada en RPKM de los genes de
interés en las muestras fetales, adultas, de control y patolégicas (Figura 3.3).
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Figura 3.3 Mapa de calor de dos vias para los genes de los canales de interés. (A) Genes que codifican
para el poro de BigK (KCNNA1) y unidades reguladoras B 1 a4 (KCNNB1, KCNNB2, KCNNB3, KCNNB4).
(B) Genes que codifican para los canales de conductancia intermedia (KCNN4), canales de baja
conductancia (KCNN1, KCNN2, y KCNN3), y canales de alta conductancia activados por sodio y calcio
(KCNT1, KCNT2, KCNU1). Los genes y las muestras se agruparon de forma no supervisada. Los genes
con RPKM inferior a 0,1 estan coloreados en azul. Los RPKM de 0, 1 a 23 estan coloreados de blanco
a rojo de acuerdo con los cddigos de color de cada figura. Los estudios se identificaron de A a C
como se menciond anteriormente en la Tabla 3.2. Todas las muestras de control se obtuvieron del
endotelio corneal de un adulto sano. FECD, distrofia corneal endotelial de Fuchs; PPCD, distrofia
corneal polimorfa posterior.

En la figura 3.3, el dendrograma a la izquierda, en el componente vertical, representa el
agrupamiento jerarquico basado en el nivel de expresién de cada gen, mientras que el dendrograma
horizontal superior representa el agrupamiento jerarquico de las muestras. El agrupamiento
evidencio grupos distintivos. Todas las muestras fetales analizadas se agruparon juntas en los dos
analisis, considerando el analisis para los KCa de conductancia baja e intermedia y los canales
activados por sodio, cuatro de las cinco muestras FECD se agruparon juntas; sin embargo, esta
distribucion no se mantiene con los genes que codifican BK. En ambas condiciones, todas las
muestras de pacientes con PPCD se agruparon con los controles adultos sanos.
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El analisis de los niveles de expresidon de KNCT2, el gen que codifica para el canal SLICK, mostré un
patrén de expresidn uUnico determinado para el nivel mas alto en todas las muestras analizadas y
entre ellos, un mayor nivel de expresion en el grupo de muestras de FECD. Los genes KCNN2 y
KCNMB4, que codifican el canal SK2 y la subunidad reguladora de BK B 4 respectivamente,
mostraron un mayor nivel de expresidn en muestras fetales en comparacién con las de los adultos
independiente del estado de salud. Los genes KCNMB1, KCNMB2, KCNN1, KCNN3 y KCNN4 que
codifican para las subunidades reguladoras de BK tipo B 1 y 2 y los canales SK1, SK3 e IK
respectivamente, mostraron un nivel de expresidén intermedio. Es notorio el nivel mas bajo de
expresion del gen KCNN4 que se observé en las muestras fetales en comparacion con las muestras
de adultos. Los genes KCNMA1 y KCNMB3 que codifican para el poro de BK y su subunidad
reguladora B 3 se expresan en niveles intermedios en muestras de pacientes con FECD, pero
practicamente no se expresan en muestras de personas sanas. El analisis de los genes provenientes
de pacientes con PPDC evidencia una menor expresiéon de KCNMB2, el gen que codifica para la
subunidad regulatoria B 2 en estos pacientes respecto a los controles y los pacientes con FECD. Los
genes KCNT1 y KCNU1 que codifican SLACK y los canales SLO3 respectivamente, mostraron un nivel
de expresidon menor a 0,1 en todas las muestras analizadas.

Los productos de amplificacién de los genes KCNMB3, KCNMB4, KCNN1, KCNN2, KCNN3, KCNN4,
KCNT2 en células endoteliales corneales humanas se confirmé mediante RT-PCR convencional.
KCNMB3 solo se encontrdé cuando se utilizan cultivos en los que la suplementacién de ITS se reduce
a la mitad (0.5mg/ml de insulina). La reduccidn del suplemento implica también un cambio en las
concentraciones de selenio (de 0.55 mg/ml a 0.275 mg/ml) y transferrina (0.00066 mg/ml a 0.00033
mg/ml) (figura 3.4). Se us6 GAPDH como gen constitutivo para el control positivo y agua como
control negativo. En estas mismas condiciones es posible ver cambios que sugieren algo de
amplificacion de KCNMA1, aunque no concluyente. Los genes KCNMB1 y KCNMB2, aunque
mostraban niveles intermedios de expresién en las pruebas in silico, no tuvieron productos de
amplificacidn visibles.

Los productos PCR para KCNN1, KCNN2, KCNN3, KCNN4 y KCNT2 se secuenciaron en un laboratorio
externo en ambas direcciones. Los resultados se visualizaron mediante FitchTV y las secuencias se
alinearon con el banco de datos de ADN utilizando ClustalX y BLAST. Los resultados de nuestros
productos de PCR mostraron una similitud del 100% de correspondencia para los genes KCNN3 y
KCNT2 y una similitud del 98% para el producto del gen KCNN2.
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Figura 3.4 Expresidn de los genes de canales de conductancia pequeiios y canales SLICK en células
de una linea de endotelio corneal humano. (A) Productos de amplificacion por PCR de los genes
KCCN1, KCNN2, KCNN3 (B) Productos de amplificacidon por PCR de los genes KCNT2 y GAPDH (C)
Productos de amplificacién por PCR de los genes KCNMA1, KCNMB1, KCNMB2, KCNMB3 y KCNMBA.

El producto de PCR del gen KCNN1 no fue visible de manera consistente en los geles de las réplicas
realizadas para el experimento y la secuenciacion del producto amplificado no fue concluyente
(coincidencia del 68%).

La RT-PCR utilizando material genético obtenido a partir de endotelio corneal humano ex vivo
permitié detectar los genes KCNN2, KCNN3 y KCNT2 (figura 3.5). Se usd el gen que codifica la
proteina actina como gen constitutivo para el control positivo y agua como control negativo.
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Figura 3.5 Expresién de los genes de canales de conductancia pequeiios y canales SLICK en células
de endotelio corneal humano ex vivo. Se presentan los productos de amplificacién por PCR de los
genes KCNN2, KCNN3, KCNT2 y el gen que codifica la actina

3.2.3 Expresion de proteinas

La expresion de los canales a nivel de proteina se confirmé en la linea celular y en muestras ex vivo.
Se utilizd Western Blot para la deteccidn de la expresidn de los canales SK2 y SK3 en la linea celular
y en tejido ex vivo (figura 3.6). Existe una ligera diferencia en la migracion de las muestras ex vivo
que podria deberse a modificaciones postraduccionales de la proteina. GAPDH fue la proteina de
control de carga, y se utilizé6 una muestra comercial de cerebelo como control positivo.

CONTROL Exvivo HCE
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5K2 .
B KDa
K3
GAPDH G KDa

Figura 3.6. Expresion de proteinas de los genes de los canales de conductancia pequefios en las
células endoteliales de la cérnea humana. Resultados del Western blot de los canales SK2 y SK3 en
la linea celular (HCE) y en células endoteliales corneales humanas ex vivo. Control positivo muestra
comercial de Cerebelo

La inmunofluorescencia permitié la ubicacién celular de los canales. La marcacién por
inmunofluorescencia del canal SLICK en células endoteliales corneales primarias lo detectd en la
membrana plasmdtica y en la regién perinuclear de las células. La marcacion por
inmunofluorescencia de los canales SK2 y SK3 en células de la linea celular identificé su presencia
en la membrana plasmatica, el nucleoplasma vy el citosol (figura 3.7).
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Figura 3.7 (A) Inmunofluorescencia del canal SLICK en un cultivo primario de células endoteliales de
la cdrnea. Anticuerpo secundario conjugado con Alexa 546. (B) Inmunofluorescencia de canales SK2
en células de la linea de endotelio corneal humano (C) Inmunofluorescencia de canales SK3 en
células de la linea celular. (B) y (C) Anticuerpo secundario conjugado con Alexa 488.

3.2.4 Identificacion de genes expresados diferencialmente.

La comparacién del transcriptoma completo de muestras fetales frente a adultas, y PPDC o FECD
frente a sus homélogos sanos permitié identificar los DEG (genes expresados diferencialmente)
tabla 3.4. De la lista de DEG, seleccionamos los genes que codifican para los canales idnicos de

interés.
Estudio Genes totales DEG
A 13914 2560
B 17646 592
B 23344 1612

Tabla 3.4. Genes expresados en cada estudio y DEG identificados. La expresién diferencial se
considera con una probabilidad de al menos 0,95 y una diferencia de cambio en log; superior a 1,5
o inferior a -1,5. Los estudios se renombran como se menciond anteriormente: A, GSE41616; B,
GSES0489; C, GSE101872.

El gen KCNN2 se regulaba positivamente en los tejidos fetales frente a los adultos, mientras que el
gen KCNN4 mostré la tendencia contraria (se regulaba negativamente en los tejidos fetales frente a
los adultos). El analisis del grupo de muestras relacionadas con patologias endoteliales mostré que
la expresion del gen KCNN4 estaba regulada al alza en las muestras de PPCD y FECD en comparacion
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con los controles. La expresién del gen KCNT2 se incrementd en las muestras FEDC en comparacion
con los controles sanos (Tabla 3.5).

Gen Estudio A Estudio B Estudio C

logFC Prob logFC Prob logFC Prob
KCNMA1 0.988 0.539 1.343 0.740 3.724 0,999
KCNMB1 2.694 1.000 -0.474 0,051 3.216 0,971
KCNMB2 2.380 0.999 -4.687 1 1.572 0,542
KCNMB3 0.000 0.000 2.886 0.857 0.246 0,059
KCNMB4 2.451 1 2.956 0.948 0.195 0,050
KCNN1 0.433 0.164 1.345 0.087 0.118 0.044
KCNN2 5.240 1.000 2.045 0.890 -0.133 0.037
KCNN3 1.741 0.690 -1.150 0.003 -0.63 0.3159
KCNN4 -5.481 1.000 5.182 0.999 3.71 0.998
KCNU1 0.00 0.000 -0.023 0.215 NE NE
KCNT1 0.00 0.000 -0.840 0.073 -0.567 0.000
KCNT2 1.029 0.821 0.209 0.369 1.927 0.974

Tabla 3.5. Identificacién de DEG. Las diferencias en la expresion génica estdn marcadas con letras
color rojo. Se consideré significancia de probabilidad p > 0,95 y magnitud de cambio log>> 1,5 o <-
1,5. NE, significa que el gen no se expresa. Los estudios se nombran como se menciond
anteriormente: GSE41616 (A), GSE90489 (B) y GSE101872 (C).

3.2. 5. Analisis de interacciones funcionales

Dado que los genes que codifican para KCCN1, KCNN2, KCNN3 y KCNT2, se describen por primera
vez en células endoteliales y se confirma la presencia de las proteinas de estos canales en estas
células y se confirma la expresion del gen KCNN4, es importante identificar las vias funcionales en
las que estos canales podrian estar involucrados. Para ello, se realizd un analisis de
sobrerrepresentacion usando los DEG en cada conjunto de datos. De la lista de procesos bioldgicos
desregulados, se analizaron en detalle los que involucran a los genes KCNN2, KCNN3 y KCNN4. No
se encontraron procesos desregulados relacionados con KCNT2.
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En todas las bases de datos seleccionadas, KCNN4 se relacioné con los procesos de digestion y
absorcién de proteinas asociado a BK 'y, en dos de ellas, las que incluian muestras de personas con
patologias endoteliales, se encontrd asociado a la secrecidn salivar acuosa (Tabla 3.6).

Base de Gen Categoria Término Recue Valorde FE Benjamini
datos nto P
A KCNN4  KEGG_PATH hsa04974: Protein 32 2,63E-6 24 0.00019
WAY digestion and
absorption
KCNN2  KEGG_PATH @ hsa04726: 27 0.015 1.6 0.095
WAY Serotonergic
synapse
KCNN2  KEGG_PATH hsa04911: Insulin 21 0.028 1.6 0.15
KCNN4  WAY secretion
B KCNN4  KEGG_PATH  hsa04974: Protein 23 0.0069 1.9 0.0375
WAY digestion and
absorption
KCNN4  KEGG_PATH hsa04970: Salivary 18 0.0619 1.6 0.2992
WAY secretion
o KCNN4  KEGG_PATH  hsa04974: Protein 22 9.5E-6 2.9 1.1E-4
WAY digestion and
absorption
KCNN4  KEGG_PATH hsa04970: Salivary 13 0.058 1.8 0.26
WAY secretion

Tabla 3.6. Procesos bioldgicos sobrerrepresentados en los que intervienen los canales SK e IK. El
recuento corresponde al nimero de DEG que participan en la via, el enriquecimiento (FE= por sus
siglas en inglés fold enrichement) es el nimero de veces que hay mas DEG en el proceso de lo
esperado por casualidad.

Con el fin de identificar funcionalmente los mecanismos especificos en los que participan los canales
en estudio se realizd la reconstruccidn de los grupos ortoldgicos en lo que se representaron los KCa
utilizando la enciclopedia de genes y genomas Kyoto (KEGG). En las figuras 3.7 y 3.8 se muestran las
vias sobre-representadas en al menos dos de los tres estudios analizados. En la via correspondiente
a la via de digestidon y absorcion de proteinas y en la via de secrecién salivar el canal involucrado es
KCNN4, y ambos casos se ubica en la membrana basolateral de las células. En la secrecién y
absorcién de proteinas, el canal parece estar funcionalmente acoplado a la modulacién del potencial
de membrana, ya que se ubica paralelo a la de bomba Na*/K* ATPasa y participa en un mecanismo
de recirculacién de potasio. Estos gradientes acoplan funcionalmente la actividad de la bomba
Na*/K* ATPasa con la de otros canales ya que, al estimular la actividad de la bomba, se reduce el
sodio intracelular y se generan gradientes electrosméticos que impulsan el movimiento de sodio y
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otros iones en la cara apical. Adicionalmente, los IK podrian estar relacionados indirectamente con
la modulacidn apical del recambio de péptidos, lo que especificamente para las células endoteliales
puede corresponder con los ciclos de remodelacidn de la membrana de Descemet o con el paso de
aminoacidos por vias aun no descritas.
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Figura 3.8. Analisis de la via de KEGG hsa04974: digestion y absorcion de proteinas sobre
representada en todas las bases de datos. Los genes desregulados que se detectaron mediante
analisis de enriquecimiento DAVID estan marcados con una estrella roja.

En la secrecidn salival, el canal aparece IK funcionalmente acoplado a los BK, y ambos participan en
la salida de potasio en respuesta al aumento de calcio intracelular liberado desde el reticulo sarco-
endopldsmico por vias que involucran el inositol-tri-fosfato (IP3) y el receptor de rianodina. Ese
acople con sefales mediadas por calcio los relaciona particularmente a cuatro respuestas, una
intracelular que integra sefiales mediadas por fosfolipasa C, calmodulina y dxido nitrico y tres
apicales: la traslocacién de acuaporinas, la secrecién de cloro mediada por calcio y la exocitosis de
proteinas.
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Figura 3.9. Analisis de la via de KEGG hsa04970: secrecion salival sobre representada en las muestras
de pacientes respecto a los controles. Los genes desregulados que se detectaron mediante analisis
de enriquecimiento DAVID estdn marcados con una estrella roja.

Tomando en consideracién el grupo de genes involucrados en las vias sobre-representadas que
incluyen los KCa, se realizé el analisis de interaccidn proteina-proteina utilizando la herramienta
STRING. Las redes resultantes en la via de digestion y absorcion de proteinas (figura 3.9A) y en la via
de secrecion salival (figura 3.9B) comprendian significativamente mas interacciones de las
esperadas para un conjunto aleatorio de tamafio similar extraido del genoma, lo que implica una
interseccion funcional significativa de las proteinas representadas. En la via de digestién y absorcién
de proteinas, el nimero esperado de interacciones fue 37 y el niumero real 362 (valor p de
enriquecimiento 1.0x107'%; puntuacidn de confianza: media, 0,4). En la via de secrecién salival para
una interaccion esperada, el nimero real de interacciones fue 10 (valor p de enriquecimiento
6.74x10°%%; puntuacidn de confianza: alta, 0,7).
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Figura 3.10: Analisis de interaccidn proteina-proteina (STRING). (A) Conectividad de red del grupo
de proteinas involucradas en la via de digestidn y absorcidn de proteinas. (B) Conectividad de red
del grupo de proteinas involucradas en la via de secrecién salival.

3.3 Discusioén de los resultados

Los canales idnicos son poros transmembrana Utiles para el movimiento de iones a través de la
bicapa lipidica. Una vez que los iones seleccionados pasan a través de estos poros, los eventos de
sefalizacion eléctrica juegan un papel importante en diferentes funciones biolégicas, incluida la
proliferacién, la migracién y la regulacién de la homeostasis de liquidos y electrolitos entre el
espacio extracelular y el intracelular. Especificamente, en el endotelio corneal, los canales idnicos
estan involucrados en el flujo de agua hacia la cdmara anterior (Mergler & Pleyer, 2007; Yang et al.,
2003) y también participan en otras funciones fisiolégicas como la respuesta al estrés
oxidativo(Mergler et al., 2005), la regulacion del volumen celular (Fischbarg, 2010), la deteccién de
temperatura, los cambios metabdlicos y las respuestas al estrés mecanico (Bourne, 2003). El nimero
de estudios que correlacionan los canales idnicos con enfermedades de la cérnea ha aumentado
con el tiempo (Bonanno, 2012; Jalimarada et al., 2013), y se reconocen como nuevos objetivos
potenciales para aplicaciones terapéuticas (Anumanthan et al., 2018).

En este estudio se identificd la expresidn de los genes KCNN2, KCNN3 y KCNT2 tanto in silico como
in vitro y en concordancia con el estudio publicado por Anumanthan y colaboradores (Anumanthan
et al., 2018), nuestros resultados in silico mostraron la expresidon del gen KCNN4 en el endotelio
corneal. Resulta particularmente interesante la evidencia in silico de la expresién diferencial de los
genes KCNN2 y KCNN4 entre muestras fetales y adultas, asi como la diferencia en la expresion génica
entre muestras de pacientes con distrofias y sus controles, particularmente la regulacién positiva
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del gen KCNN4 en ambas patologias y la regulacidn positiva del gen KCNT2 en muestras de pacientes
con distrofia de Fuchs.

Los canales SK2 y SK3 se han descrito principalmente en células excitables como neuronas (Deignhan
et al., 2012; Pedarzani & Stocker, 2008) o cardiomiocitos (Gu et al., 2018). En estas células participan
en la integracién de cambios de la concentracién de Ca?* intracelular con modificaciones en la
conductancia para el K* involucradas en la estabilizacién del potencial de membrana. Esta funcion
suele estar asociada con la actividad de los canales de calcio activados por voltaje, como los canales
de Ca?" tipo L, o canales intracelulares como el receptor de rianodina, y participan en el anclaje del
citoesqueleto y la reduccién de los niveles intracelulares de especies reactivas de oxigeno (Lu et al.,
2009; T. Yu et al., 2012). En la tabla 3.7 se describen distintas células en las que se han encontrado
SK1-3, IK y SLICK asi como el rol fisiolégico descrito en cada una de ellas.

Nombre del Proceso celular
canal (nombre Tipo celular Referencia
alternativo;
nombre del gen)
Kca2.1 Respuesta al esfuerzo ' Endotelio vascular. (Takai et al., 2013) (Takai
(SK1, SKCal; tangente. et al., 2013)
KCNN1)
Kca2.2 Neuro proteccién, = Neuronas corticales, (D’Arcangelo et al., 2019;
(SK2,1 SKCa2; proliferacion, melanoma y células del Dolga et al, 2013;
KCNN2) secrecion. epitelio biliar. Feranchak et al., 2004)
(D’Arcangelo etal., 2019;
Dolga et al., 2011;
Feranchak et al., 2004)
Kca2.3 Migracion celular y Células de cancer de (Chantome et al., 2009;
(SK3, hKCa3, disfuncién del mama humano, células Liebau et al., 2007; Potier
SKCa3; KCNN3)  endotelio vascular en | epiteliales de colon et al., 2010)(Chantome
diabetes. murino, células  etal.,, 2009; Liebau et al.,
progenitoras neurales y 2007, Potier et al., 2010)
endotelio vascular de
ratas diabéticas.
Kca3.1* Regulacion del = Células de eritroleucemia = (Anumanthan et al., 2018;
(SK4, IK1, volumen celular, | murina (MEL), linfocitos, Begenisich et al.,, 2004;
Gardos cannel, diferenciacion, células musculares lisas | Bonito et al., 2016;
Kca4, IKca1;  activacion, vasculares humanas, Kaushal et al.,, 2007;
KCNN4) proliferacion, células de Koegel et al., 2003; Lauf et
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cicatrizacion de
heridas,
neurotoxicidad,
migracion, secrecidn

de fluidos
Kcad.2 Regulacion del
(Slick, Slo2.1, volumen celular,
KCNT2, Knal.2; secrecion en las
KCNT2) células pancreaticas,

ajuste del potencial
de membrana
neuronal en reposo.

colangiocarcinoma
células

fibroblasto

corneal humano, células

intrahepatico,
gliomas,

epiteliales  bronquiales,
células de glioblastoma,
osteoclasto, microglia,
hepatocitos, células

humanas del cdncer de
colon, glandulas
submandibulares,
gueratinocitos,  células
madre mesenquimales,
células epiteliales de

lente, células epiteliales

intestinales
Células de conductos
pancreaticos murinos,

células epiteliales renales
y neuronas.

al., 2008; McFerrin et al.,
2012; Ouadid-Ahidouch
and Ahidouch, 2013;
Robles-Martinez et al,,
2017; Romanenko et al.,
2007; Sciaccaluga et al.,
2010; Song et al., 2017;
Steudel et al., 2017; Trinh
et al., 2008; Vandorpe et
al., 1998; Vigneault et al.,
2018)(Anumanthan et al.,
2018; Begenisich etal.,
2004; Bonito et al., 2016;
2004;
Kaushal etal, 2007,
Koegel etal., 2003; Lauf
2008; McFerrin
etal, 2012; Ouadid-
Ahidouch & Ahidouch,
2013;
etal., 2017; Romanenko

Feranchak etal.,

etal.,

Robles-Martinez

etal.,, 2007; Sciaccaluga
etal.,, 2010; Song etal,
2017; Steudel et al., 2017;
Trinh 2008;
Vandorpe etal, 1998;
Vigneault et al., 2018)

et al,,

al.,, 2012;
Kaczmarek, 2013; Paulais
et al., 2006; Tejada et al.,
2017, 2014)(Hayashi et al.,
2012; Kaczmarek, 2013;
Paulais et al., 2006; Tejada
et al., 2017)

(Hayashi et

Tabla 3.7. Células en las que se han encontrado SK1-3, IKy SLICK asi como y el rol fisioldgico descrito

en cada una de ellas.

Aunque el canal SK2 podria participar en la regulacién del flujo transendotelial en el endotelio

corneal, la diferencia de expresién génica entre muestras fetales y adultas centra la atencién en el

papel de este canal en la proliferacién y la neuroproteccién (D’Arcangelo et al., 2019; Dolga et al.,
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2011; Tajima etal.,, 2006). En entornos hipdxicos, la expresion del gen KCNN2 esta regulada
positivamente por factores inducibles por hipoxia (HIF), y esta sobreexpresién del canal se asocia
con una mayor capacidad proliferativa de las células (Tajima et al., 2006). El desarrollo prenatal
ocurre en un ambiente con presiones de oxigeno inferiores a las posnatales y en este contexto, los
HIF podrian regular al alza la expresién del gen KCNN2 induciendo el estado proliferativo de las
células del endotelio corneal. Después del nacimiento, cuando aumenta la presidn del oxigeno, las
células endoteliales corneales exhiben una capacidad proliferativa reducida en general en la que
podria participar la regulacién a la baja de KCNN2.

La expresion del gen KCNN4 es menor en las muestras fetales en comparacién con las de los adultos.
En humanos, el canal IK se ha correlacionado fisiolégicamente con tres funciones principales:
secreciéon de fluidos, control del volumen celular y proliferacion. En las células epiteliales, se ha
descrito como modulador de la magnitud de la secrecién (Romanenko et al., 2007) y también parece
participar en la regulacién del volumen celular (Lauf et al., 2008; J. Wang et al., 2003). En células no
epiteliales, el IK usualmente promueve la proliferacion (Koegel et al., 2003; Millership et al., 2010;
Vigneault et al., 2018), lo que ha permitido que se considere como una posible diana terapéutica
para el cancer (Steudel etal., 2017). Sin embargo en algunas células como los astrocitos, ha
mostrado un efecto bimodal dependiente de la fase en la que se encuentre la célula (Sundelacruz
et al., 2009).

En primer lugar, el canal IK podria participar en el movimiento de los fluidos en el endotelio corneal.
Segun la teoria electro-osmética, el movimiento de iones a través del endotelio corneal genera y
mantiene una diferencia de potencial transendotelial de ~0,5 mV y esto es importante para el
movimiento de iones de Na* y Cl"y el movimiento secundario del agua hacia la cdmara anterior (F.
P. J. Diecke et al., 2007). Para mantener la composicidn idnica intracelular, el flujo de salida de K*
debe estar acoplado al movimiento de otros iones como el Na*y el Cl, de este modo, los canales de
potasio desempefian un papel fundamental en la regulacién del transporte transendotelial
(Fischbarg, 2010). En el epitelio intestinal (Barrett & Keely, 2000) y en el epitelio de las vias
respiratorias (Bernard et al., 2003), la activacién de los canales KCa basolaterales desempefia un
papel importante en el control del potencial de membrana apical y por lo tanto en el flujo
hidroelectrolitico. La salida de K* hiperpolariza las membranas basolaterales; por lo tanto, se genera
un gradiente eléctrico que impulsa la secrecién de Cl™ (Bernard et al., 2003) de forma similar a como
se representd en las vias de secrecidn salival construidas con los DEG. La bomba de Na*K* ATPasa
mantiene una baja concentracién de sodio intracelular, y dado que intercambia tres cationes de Na*
(hacia afuera) por dos de K* (hacia adentro) hace que el interior de la célula sea electronegativo con
respecto al liquido extracelular, proporcionando la fuerza para impulsar la salida de cloruro (Barrett
& Keely, 2000) y en el caso del endotelio probablemente el flujo apical de sodio.

En segundo lugar, KCa podrian estar involucrados en la migraciéon y la proliferacion de las células del
endotelio de la cornea de manera similar a como se ha descrito que lo hacen en otros tejidos
oculares (Anumanthan et al., 2018) y extraoculares (Robles-Martinez et al., 2017; Vigneault et al.,
2018). Los tejidos epiteliales conectados por uniones estrechas actian como una barrera para
mantener estables el potencial transepitelial y la permeabilidad. Cuando se lesiona el epitelio se
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produce una disrupcién de la barrera y en el epitelio intacto circundante se generan campos
eléctricos y corrientes iénicas alrededor de la herida con el fin de estimular la migracién y
proliferacién de las células circundantes, lo que contribuye al cierre del defecto (Reid & Zhao, 2014).
Aunque el proceso de cicatrizacién de heridas en el endotelio corneal no se comprende
completamente, algunos experimentos con cérneas de bovino y conejo, respectivamente, han
mostrado campos eléctricos enddgenos favorecidos por oscilaciones de calcio y corrientes de iones
después de un trauma (Justet et al., 2019; Rae & Watsky, 1996). Las células lesionadas mostraron
una corriente catidnica alrededor de la herida y este cambio eléctrico desaparece progresivamente
en los siguientes dias en la medida en que el proceso de curacién se lleva a cabo (Watsky, 1995).
Esta corriente, podria coincidir con la onda eléctrica descrita por Justet y colaboradores en 2019 que
se inicia por un aumento del Ca% intracelular, mediado por IPs, y se propaga desde las células
ubicadas en el borde de la herida hacia el resto de la monocapa (Justet et al., 2019). Adicionalmente,
Vieira y sus colaboradores evidencian que después de herir la cérnea de una rata, la onda de calcio
es seguida por una gran salida de potasio (Vieira et al., 2011) lo que sugiere que este mecanismo de
respuesta podria estar mediado por KCa.

En epitelios como el intestinal, los canales IK estan involucrados en la migracién de las células
epiteliales y la disfuncién de la barrera epitelial. En el modelo celular propuesto por Zundler y
colaboradores, la inhibicién de IK promueve la cicatrizacién de heridas; sin embargo, en condiciones
inflamatorias inducidas por interferén y (IFN-y) la reparacién mediada por el canal se reduce y la
activacion del receptor de EGF al parecer puede activar la via de IP3K corriente abajo y recuperarla
(Zundler et al., 2016). En un trabajo reciente se encontrd una correlacién negativa entre la densidad
de las células endoteliales de la cérnea y los niveles de IFN-y en el humor acuoso de pacientes con
gueratopatias como FECD (Yagi-Yaguchi et al., 2017), adicionalmente, la secrecidén autocrina de EGF
también favorece la reparacion del endotelio al estimular la migracién (Mergler et al., 2005). Por lo
tanto, estos resultados podrian conducir a una posible relacién entre la sobreexpresién del canal IK
en condiciones inflamatorias como FECD y EGF podria funcionar como modulador de la lesidon en
células del endotelio. Adicionalmente, en el endotelio de la cérnea se ha identificado la expresion
factor del crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y su receptor tipo 1 también denominado Flt-
1, cuya expresidon aumenta particularmente en respuesta a lesiones inflamatorias generadas por
trauma o infecciones virales. Aunque el VEGF no es mitégeno para las células endoteliales de la
cdrnea, se supone que esta citocina puede estimular a través de su receptor Flt-1 la migracidn de
estas células, especialmente durante la cicatrizacidon de heridas(Philipp et al., 2000). Lo que podria
estar relacionado con la conectividad de la red del grupo de proteinas involucradas en la via de
digestion y absorcion de proteinas.

Los KCa podrian mediar, al menos en parte, la respuesta ante la lesidn de las células endoteliales.
En el aflo 2018, Yu y colaboradores demostraron que en astrocitos primarios y lisados cerebrales de
pacientes con enfermedad de Alzheimer, el canal IK estd notablemente asociado con la regulacién
del estrés del reticulo endoplasmico y la respuesta de proteinas desplegadas (UPR) (Por sus siglas
del inglés Unfolded Protein Response),(Z. Yu et al., 2018). En la FECD, el estrés oxidativo, el estrés
del reticulo endoplasmico y la UPR inducen apoptosis de las células endoteliales corneales lo cual
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es clave en la fisiopatologia de la enfermedad, por esta razdn, es posible que la sobreexpresién del
gen KCNN4 encontrada en las muestras de pacientes con distrofias corneales pueda estar
relacionada con estos mecanismos de respuesta al dafio. Existe evidencia epidemioldgica de que los
trastornos del endotelio corneal afectan preferencialmente a las mujeres. Después del nacimiento,
ambos sexos sufren una reduccion progresiva de la densidad celular secundaria al estrés oxidativo
que al parecer afecta preferencialmente a las mujeres(Aketa et al., 2021; Cardenas Diaz et al., 2013)
y al parecer parte de esta discrepancia esta mediada por estimulos hormonales, condicién que
podria estar asociada a KCa3.1 (C. Liu et al., 2020; Roy et al., 2010).

Los canales SLICK son activados por Na*, Cl" y niveles citoplasmicos bajos de ATP; sin embargo, se
han clasificado en la familia de genes Slo porque estan relacionados filogenéticamente con los
canales de potasio (Bhattacharjee etal., 2003; Kaczmarek, 2013). Se dispone de muy poca
informacién sobre el papel fisioldgico de estos canales. Dentro del sistema nervioso central, se ha
encontrado que las células con el nivel mas alto de expresiéon de SLICK juegan un papel en la
hiperpolarizacién post-excitadora y la estabilizacidn del potencial de reposo (Bhattacharjee et al.,
2005). También se ha descrito que participan en la deteccién de cambios en el volumen celular
(Tejada et al., 2014, 2017), la moderacion de la nocicepcién (Tomasello et al., 2017) y la regulacién
del metabolismo (Smith et al., 2018). La expresidon de estos canales en las células endoteliales podria
ser importante para la modulacidn de la repolarizacién y el potencial de reposo en consideracién a
la importancia de la recirculacidn de sodio para el gradiente electrosmdtico que favorece el flujo de
agua hacia el humor acuoso. Sin embargo, no se puede descartar que participe en otros mecanismos
de modulacién del volumen la migracion u otros cambios funcionales del endotelio.

Finalmente, BK se encuentra particularmente en neuronas y células musculares y participa en
mantener o restaurar el potencial de membrana en reposo. Su capacidad para restablecer el
potencial de membrana tras el aumento exagerado del calcio intracelular hace que sean
particularmente importantes en los mecanismos neuroprotectores de las neuronas ante
deficiencias metabdlicas o en estados post- traumaticos (Gribkoff et al., 2001). El rol de los BK en
otras patologias asociadas a células no excitables, como la obesidad y el cancer, y su amplia
distribucidn tisular y alto grado de conservacién funcional en humanos, evidencia la importancia de
su participacion en los mecanismos de proteccién y desarrollo de las enfermedades (Toro et al.,
2014) lo que hace posible su participacidon en eventos fisiopatoldgicos del endotelio corneal mas
gue en eventos fisioldgicos basales. Asi pues, aunque el analisis no paramétrico de los datos de
expresién génica identificd la expresiéon de BKNMA1, el gen que codifica para BKa, en las muestras
de FECD y algunas de sus subunidades reguladoras en otras muestras, la imposibilidad de demostrar
eficientemente la expresion del gen que codifica para el poro del canal en las muestras usadas hace
gue estos resultados deban ser tomados con cautela.
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CAPIiTULO 4

Efectos de la inhibicidon y la activacion de KCa3.1 sobre la proliferacion, la migracién y la
apoptosis del endotelio de la cérnea.

KCa3.1, también denominado KCNN4 o IK, es el KCa de conductancia intermedia. Su activacion no
depende de voltaje sino de la uniéon de calcio intracelular a la calmodulina asociada
constitutivamente con el extremo C-terminal del canal (Fanger et al., 1999). En los mamiferos, los
canales de KCa3.1 se expresan principalmente en células del sistema hematopoyético; tejidos
epiteliales en el tracto gastrointestinal, pulmdn y glandulas endocrinas y exocrinas y células del
endotelio, fibroblastos y musculo liso vascular(Wulff & Castle, 2010). En estas células, los canales
KCa3.1 regulan la entrada de calcio y secundariamente modulan los procesos de sefializacién
intracelular mediados por este ion. Cuando el calcio intracelular aumenta, el potencial de membrana
se hace positivo y afecta el funcionamiento de otros canales mediados por voltaje o el ingreso
adicional de calcio necesario para algunas funciones celulares, entonces, la activacién de KCa3.1
permite la salida de potasio y reduce el potencial transmembrana, lo que permite que mas calcio
pueda entrar o se activen otros mecanismos voltaje dependientes. Estos mecanismos de regulacién
son importantes para la proliferacion (Ghanshani et al.,, 2000; Grgic et al., 2005), la migracion
(Schilling et al., 2004; Su et al., 2013) y la apoptosis de ciertos tipos de células (Elliott & Higgins,
2003; Lang et al., 2003).

La identificacion del canal y su funcién en diferentes tejidos ha determinado el interés por modularlo
con objetivos terapéuticos fundamentalmente en enfermedades del sistema hematopoyético como
la anemia de células falciformes(Brugnara et al., 1996), las enfermedades con un componente
inmunomodulador importante como las enfermedades autoinmunes (Chandy et al., 2004), el
trasplante renal (Huang et al., 2014b) y patologias vasculares(Y.-R. Zhu et al., 2019).

La lesién renal y la ocular en el paciente diabético con frecuencia han mostrado una progresion
similar que incluso se ha identificado en el endotelio (Kanawa et al., 2021), y recientemente se ha
identificado un papel relevante del canal KCa3.1 en multiples mecanismos de lesién mediados por
la diabetes (Huang et al., 2014b; Su et al., 2013). Las células epiteliales tubulares, son las células mas
abundantes en el parénquima renal, y estdn cada vez mas implicadas en el proceso de la nefropatia
diabética. Constituyen un epitelio no vascular, con baja capacidad de proliferacién in vivo, y pueden
ser modificadas en hiperglicemia por acumulo de AGEs y ROS induciendo eventos de seiializacion
pro-inflamatoria y profibrética. Estos sucesos estan mediados fundamentalmente por citoquinas y
guimiocinas como el factor de crecimiento transformante (TGF)-B1, que conducen a dafo tubulo-
intersticial, inflamacién tisular y eventualmente insuficiencia renal (Huang et al., 2014b). KCa3.1 se
expresa tipicamente en la membrana basolateral de los tubulos y facilita la secrecién de Cl" apical y
el transporte de agua, similar a la funcién encontrada in silico para el canal en el endotelio de la
cérnea (capitulo 1). Se ha encontrado una sobre-expresidon de KCa3.1 en modelos animales con
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nefropatia diabética (Huang et al., 2014a, 2014b) que al exponerse a TGF-B1 llevan a la inhibicion
significativa de la produccidn de ATP mitocondrial, la mitofagia, el recambio mitocondrial vy
potencian la produccién de ROS; sin embargo, estos efectos se revierten tras el silenciamiento de
KCa3.1 (Huang et al., 2021).

En consideracion a que el endotelio de la cérnea se desarrolla embriolégicamente a partir de la
cresta neural, asi como la glia y las neuronas, es relevante anotar la participacién de KC3.1 en las
enfermedades cerebrales que implican la activacién de la microglia y la produccién de moléculas
neurotoéxicas que inducen la muerte neuronal. Los KCa3.1 participan en la regulacién al alza de la
enzima Oxido nitrico sintasa inducible, la produccidn de 6éxido nitrico y peroxinitrito, y a la
consiguiente activacion de la via de las caspasas en las neuronas diana. La activacion de la microglia
involucra también las vias de sefalizacion de la quinasa activada por mitégenos (MAPK) p38 y el
factor nuclear kappaB (NF-kB). En modelos in vitro e in vivo se ha evidenciado que estos eventos se
reducen notablemente cuando KCa3.1 es inhibido por TRAM-34, asi que su menor actividad se
asocia a neuro-proteccion en modelos de lesidn cerebral asociados a cetoacidosis diabética (Glaser
et al., 2017), y reduce la degeneracidn de las células ganglionares de la retina después de la seccidn
del nervio dptico, por esta razén, también se ha considerado como un objetivo terapéutico potencial
en terapias para la enfermedad de Alzheimer (Maezawa et al., 2012).

Una ventaja importante para el estudio funcional de KCa3.1 es que, contrario al resto de los KCa,
tiene modulares farmacolégicos altamente especificos. Algunos medicamentos, particularmente el
clotrimazol, tienen efectos inhibitorios demostrados, pero la imposibilidad de administrarlos
crénicamente por sus efectos sistémicos o sobre el sistema del citocromo (CYP) P450 limitan su uso,
y esto precisamente dio paso al interés de sintetizar moduladores especificos mas seguros. Wulff y
colaboradores en el afio 2000 identificaron a TRAM-34 (1-[(2-Clorofenil)difenilmetil]-1H-pirazol) ,
una molécula que no tiene los efectos sobre el sistema de CYP del clotrimazol, pero inhibe con una
alta especificidad a KCa3.1 gracias a la unidn con un residuo de treonina (Thr?*°) localizado en el
bucle de la proteina que constituye el poro del canal (Wulff etal.,, 2000). En cuanto a los
estimuladores, 1-EBIO (1-etilbenzimidazolinona) es el més usado, se une a la arginina (Arg3®?), un
residuo que esta en el centro de una red de enlaces de hidrégeno y estabiliza la molécula de KCa3.1
en su forma funcional sin modificar su sensibilidad al calcio (Chandy et al., 2004).

En consideracidn a la identificacion de KCa3.1 en el endotelio de la cérnea por métodos
bioinformaticos, su validacidon de expresion por RT-PCR en este trabajo y la evidencia de la proteina
en la inmunofluorescencia del estudio publicado por Anumanthan en el 2018 (Anumanthan et al.,
2018, p. 1), se realizaron experimentos con el fin de identificar su rol en los principales procesos que
se han identificado funcionalmente con él: |la proliferacidn, la migracion y la apoptosis.

4.1 Métodos

El medio de cultivo basal completo considerado como control corresponde a Medio de Eagle
Dulbecco modificado (DMEM) / F12 (Gibco) suplementado con suero fetal bovino (FBS) (20%),
insulina-transferrina-selenio (ITS) al 1% (BD Biosciences, Bedford, MA) que corresponde a una
concentracién de 1 mg/ml de insulina, 0.55 mg/ml de transferrina y 0.00067 mg/ml de selenio; y 40
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ug / ml de gentamicina (Gibco). La concentracion de glucosa del medio DMEM/F12 es 17,5 mM y el
suplemento de ITS, aporta con el selenio una reduccién de los niveles de radicales de oxigeno y
peréxido(Tinggi, 2008), y con la transferrina, proteccién antioxidante adicional al ser un cofactor
para la peroxidasa de glutation (Bresgen & Eckl, 2015; Olaniyan & Babatunde, 2016). Los medios
altos en glucosa corresponden al medio de referencia suplementado para una concentracién final
de glucosa de 55 mM. Para definir esta concentracién se tomaron en consideracion los
experimentos de Deardorff y colaboradores publicados en el 2018 (Deardorff et al., 2018) y la
prediccién de la proporcion de cambio en niveles de glicemia de diabéticos no controlados respecto
a controles no diabéticos, publicada por Kovatchev en el afio 2006(Kovatchev et al., 2006), y el
ajuste se hizo con las consideraciones expuestas en el capitulo 3.

Las células se expusieron a ambas condiciones en presencia y ausencia del estimulador del canal
KCa3.1 EBIO (1-Etil -2-benzimidazolinona, Alomone, Jerusalem) y en presencia y ausencia del
inhibidor del canal Tram-34 (1-[(2-Clorofenil)difenilmetil]-1H-pirazol) -, Alomone, Jerusalem).

4.1.1 Experimentos de proliferacion.

Se sembraron células de la linea de endotelio corneal humano a una densidad de 6250 células/cm?

(2000 células/pozo) en placas de cultivo de 96 pozos para realizar comparaciones de la proliferacién
en 16 condiciones experimentales:

1. Medio basal

2. Medio basal suplementado con EBIO 50 uM

3. Medio basal suplementado con EBIO 100 uM

4. Medio basal suplementado con EBIO 200 uM

5. Medio basal suplementado con TRAM-34 1 uM

6. Medio basal suplementado con TRAM-34 2 uM

7. Medio basal suplementado con TRAM-34 4 uM

8. Medio basal suplementado con TRAM-34 8 uM

9. Medio basal suplementado con glucosa 55 mM

10. Medio basal suplementado con glucosa 55 mM y con EBIO 50 uM
11. Medio basal suplementado con glucosa 55 mM y con EBIO 100 uM
12. Medio basal suplementado con glucosa 55 mM y con EBIO 200 uM
13. Medio basal suplementado con glucosa 55 mM y con TRAM-34 1 uM
14. Medio basal suplementado con glucosa 55 mM y con TRAM-34 2 uM

15. Medio basal suplementado con glucosa 55 mM y con TRAM-34 4 uM
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16. Medio basal suplementado con glucosa 55 mM y con TRAM-34 8 uM

El valor de las concentraciones para 1-EBIO se definié de acuerdo con la recomendacién del
fabricante para experimentos de exposicion continua (50 uM). Esta concentracién genera un
aumento aproximado de 6 veces en la corriente del canal KCa3.1. Las concentraciones adicionales
de 1-EBIO 100 uM y 1-EBIO 200 uM, se consideraron basadas en la literatura. En algunos estudios
la concentracion de 1-EBIO 100uM fue la mas baja para encontrar efecto vasodilatador en arteriolas
(Chadha etal., 2011) y mostraba efectos neuroprotectores que no se evidenciaban con
concentraciones menores (Maldonado et al., 2020), la concentracién de 1-EBIO 200 uM hace parte
de las concentraciones denominadas altas y es moduladora de excitabilidad neuronal (Spergel,
2007).

Para los experimentos con TRAM-34, el valor mas bajo de las concentraciones utilizado fue 1 uM,
que corresponde a la concentracion que recomienda el proveedor para uso sostenido y que se ha
descrito reduce la corriente de KCa3.1 en un 43% (Lin et al., 2012), las concentraciones adicionales
corresponden a valores intermedios (2 uM, 4 uM y 8 uM) que en experimentos in vitro utilizando
una linea de adenocarcinoma mamario, han demostrado efecto sobre la proliferacion (Roy et al.,
2010).

Se sembraron cuatro platos de cultivo con tres pozos para cada una de las condiciones de
experimentacion y se incubaron a 37 ° C en una atmdsfera humidificada que contiene 5% de CO..
Cada 24 horas, a un plato de cultivo sembrado en el momento cero del experimento se le retiro el
medio, se lavé con PBS y se incubd con reactivo MTT [bromuro de 3- (4, 5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazolio] a una concentracion de 1mg/ml en DMEM durante 1h, al cabo de este tiempo se
retird el medio, se lava con PBS 1X y se solubilizan los cristales de formazan con isopropanol. Se
realizaron cuatro experimentos independientes, cada uno con tres replicas bioldgicas por condicion.

La proliferacién celular se controlé desde las 24 horas hasta las 96 horas. El cambio en el nimero de
células metabdlicamente activas en las diferentes condiciones se correlaciond con la intensidad de
cambio por ensayo colorimétrico. Una vez disueltos los cristales de formazan, se midio
espectrofotométricamente la absorbancia a 590 nm y 650 nm utilizando el equipo Cytation 3 (BioTek
Instruments).

Para la interpretacion de los resultados se corrigio el valor de absorbancia (A590-A650) y se calculé
la diferencia de la muestra respecto al control con la siguiente férmula:

Absorbancia corregida de la muestra

Numero de células (% del control) = Absorbancia corregida del control x100

Los resultados normalizados se graficaron como porcentaje de cambio respecto al tiempo.
4.1.2 In vitro ensayo de rasgufio (scratch assay)

Se utilizé el método “In vitro scratch assay” descrito por Liang y colaboradores en el afio 2007 (Liang
et al., 2007). Se sembraron células de la linea de endotelio corneal humano a una densidad de 5000
células/cm? (20000 células/pozo) en placas de cultivo de 12 pozos para realizar comparaciones de
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la tasa de cierre tras realizar un defecto con una punta para micropipeta p200 ul, en una monocapa
al 80% de confluencia. Los tratamientos corresponden a las 16 condiciones relacionadas en el
apartado 4.1.1; sin embargo, el medio basal para el control de referencia corresponde a Medio de
Eagle Dulbecco modificado (DMEM) / F12 (Gibco) suplementado con suero fetal bovino (FBS) (10%),
insulina-transferrina-selenio (ITS) al 0,5% (BD Biosciences, Bedford, MA) que corresponde a una
concentracién de 0.5 mg/ml de insulina, 0.275 mg/ml de transferrina y 0.00335 mg/ml de selenio;
y 40 pg / ml de gentamicina (Gibco). La concentracion de glucosa de este medio es 17,5 mM y para
los experimentos altos en glucosa se incrementd a una concentracion de glucosa 55 mM. Para las
condiciones con 1-EBIO se probd la exposicidon a concentraciones 100 uM y 200 uM y para los
experimentos con TRAM-34 2 uM, 4 uM y 8 uM.

Una vez realizado el rasguiio (scratch), las células se lavaron con PBS 1X para eliminar todos los
detritos generados durante el procedimiento y se llené el pozo con 1.5 ml de medio de acuerdo con
las condiciones de ensayo. Este era el punto cero del experimento y se obtuvieron 3 imdgenes de
cada pozo con magnificacién 10X como punto de partida de cada condicién. Los dias subsecuentes
se adquirieron tres imagenes de cada pozo utilizando el microscopio invertido Axio Vert.Al (Zeiss
Microscopy), con la cdmara adaptada AXIOCam y el software del proveedor ZEN (edicion azul). Para
obtener el mismo campo visual en cada imagen se usaron las coordenadas de la placa del
microscopio y como doble factor de referencia se crearon sefiales con un marcador de punta
ultrafina en la caja. Los platos se monitorearon cada 24 horas hasta que ocurrio el cierre de la herida
en los pozos control de cada plato. Para cada registro, los platos se sacaron de la incubadora, se
examinaron, y luego se volvieron a colocar en ella para reanudar la incubacién. Se realizaron cuatro
experimentos independientes con cuatro replicas biolégicas en cada uno. Lo que corresponde a 48
imagenes analizadas por condicion.

La comparacién de las imagenes obtenidas para cada muestra se analizé cuantitativamente
utilizando el software Imagel (ImageJ, s.f.). La imagen primero se convirtié a escala de grises
(Image->type—>8-bit), luego se identificaron los bordes del defecto (process—=>find edges) y se
afinaron para darles continuidad (process-> smooth x37), lo que permitid la identificacidn del area
de la herida (Image->adjust->autothreshold) y finalmente, se calculé el area del defecto
(analyze>analyze particles—>10.000-infinity).

Por ultimo, se obtuvo el porcentaje de cierre normalizando el area de cada imagen en los diferentes
lapsos de tiempo (Area actual) con el drea de referencia (tiempo 0 (t0)).

(Area t0 — Area actual)

1009
Area t0 x %

Magnitud de cambio del area del defecto =

La magnitud de cambio corresponde al porcentaje del area del rasgufio inicial (t0) que se ha cubierto
en cada momento de registro.

4.1.3 Apoptosis
Se sembraron células de la linea de endotelio corneal humano a una densidad de 2 x 10°

células/pozo en placas de cultivo de 6 pozos. Todos los pozos se incubaron por 24 horas con medio
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basal (Medio de Eagle Dulbecco modificado (DMEM) / F12 (Gibco) suplementado con suero fetal
bovino (FBS) (20%), insulina-transferrina-selenio (ITS) al 1% (BD Biosciences, Bedford, MA) (1 mg/ml
de insulina, 0.55 mg/ml de transferrina y 0.00067 mg/ml de selenio) y 40 ug / ml de gentamicina
(Gibco)) a 37 ° C, en una atmédsfera humidificada que contiene 5% de CO,. Al siguiente dia, se
reemplazo el medio por el tratamiento y 24 h después se retird este medio y se reserva, se lavan las
células con PBS 1X y se dejan 2-4 horas con (DMEM) / F12 (Gibco) sin suplementar, a 37 ° C, en una
atmédsfera humidificada que contiene 5% de CO,. El medio reservado se centrifuga y el pellet se
expone a las mismas condiciones, con el fin de tomar en cuenta las células que se desprenden.
Pasado este tiempo todas las células se incuban con el buffer de lisis del kit Cell Death Detection
ELISA PLUS (Roche) siguiendo y se completa el experimento siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Este kit se basa en una técnica de inmunoensayo enzimatico en el que los cambios de
coloracion medidos por fotometria permiten hacer un analisis cuantitativo del nivel de apoptosis.
La magnitud del color varia de acuerdo con la determinacién de fragmentos de ADN asociados a
histonas citoplasmaticas (mono y oligonucleosomas).

Para quitar los efectos de fondo (EF) sobre la lectura de las muestras, en cada experimento, se
obtuvo el valor de absorbancia de la mezcla de buffer de incubacidn + solucidn ABTS + solucidn para
parar la reaccidén de ABTS en proporciones iguales a las empleadas en las muestras. La muestra
definida como basal, es decir, aquella sin el tratamiento que se quiere evaluar como inductor de
muerte celular, causa cierta absorbancia que se usé en todos los ensayos como control. El control
positivo de cada experimento fue el complejo de ADN-histona incluido en el kit. Se realizaron tres
experimentos independientes con tres replicas bioldgicas en cada uno.

Para obtener los valores de enriquecimiento de mono y oligonucleosomas liberados al citoplasma
de las células en cada condicidn, es decir la diferencia en la magnitud de apoptosis respecto al
control, se promediaron las absorbancias de cada una de las condiciones, se les resté el valor de
absorbancia medido para los EF y se calculé el enriquecimiento especifico de mono y
oligonucleosomas con la siguiente férmula:

mU de la muestra en estudio

Factor de enriquecimiento =
1 mU del control (sintratamiento)

mU = absorbancia [1073]
4.1.4 Andlisis grafico y estadistico.

Los valores obtenidos en cada experimento se importaron al software GraphPad Prism versién 9.1.0
para su analisis. Se utiliz6 ANOVA para comparar tres o mas grupos de datos utilizando un valor de
p <0,05 para definir significancia estadistica.

4.2 Resultados.
4.2.1 Proliferacion

4.2.1.1 Experimentos con la activacién del canal KCa3.1 mediada por 1-EBIO.
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1-EBIO induce una reduccion de la proliferacién dosis dependiente hasta las 72 horas (figura 4.1).
Respecto al basal, en todos los tiempos (24 h — 96 h), la diferencia en la proliferaciéon es
significativamente menor para las células expuestas a los tratamientos con el estimulador del canal.
A las 24, 72 y 96 horas de incubacion, la diferencia entre la condicién basal y todas las
concentraciones experimentales fue altamente significativa (1-EBIO 50 uM (p<0,0001), 1-EBIO
100uM (p<0,0001) y 1-EBIO 200uM (p<0,0001)); a las 48 horas, este nivel de significancia respecto
al basal se mantuvo alta para todas las concentraciones empleadas, pero varia ligeramente entre
ellas 1-EBIO 100uM (1-EBIO 50 uM (p<0,0001), 1-EBIO 100uM (p=0,0003) y 1-EBIO 200uM
(p<0,0001)).
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% 3 4 1-EBIO 100uM
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Figura 4.1 Efecto de la sobre-activacion de KCa3.1 con 1-EBIO sobre la proliferacién. Los datos se
normalizaron con respecto al control de cada dia durante los cuatro dias de seguimiento. Los
simbolos (punto, cuadrado o tridngulo) representan la media y las barras la desviacién estandar.

Si bien la diferencia entre los tratamientos y las condiciones basales se mantiene significativa a
través del tiempo, entre los tratamientos la diferencia tiende a homogenizarse. A las 24 horas, la
diferencia es significativa entre el tratamiento de 1-EBIO 200 uM vy las otras dos concentraciones (1-
EBIO 50uM y 1-EBIO 100uM), a las 48 y 72 horas la diferencia solo sigue siendo significativa con el
tratamiento 1- EBIO 50uM, y a las 96 horas ninguna de las concentraciones del estimulador del canal
empleadas es significativamente diferente entre ellas en relacién con el efecto que genera sobre la
proliferacién de las células de la linea de endotelio.

En los experimentos que incluyeron altas concentraciones de glucosa y 1-EBIO, el efecto de la
estimulacién funcional de KCa3.1 redujo en general los efectos proliferativos mediados por la
glucosa (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Efecto de la estimulacién de KCa3.1 en condiciones de alta glucosa (55mM). Los datos se
normalizaron con respecto al control de cada dia, durante los cuatro dias de seguimiento. Los
simbolos (punto, cuadrado, tridngulo o rombo) representan la media y las barras la desviacidn
estandar. En el punto en que la barra no es visible la desviacién es inferior al tamafo del simbolo.

Alas 24 horas, las células suplementadas adicionalmente con 1- EBIO en condiciones de alta glucosa
mostraron una reduccién significativa de la proliferacién, en comparacién con las condiciones de
alta glucosa por si solas, tanto asi que no se encontraron diferencias significativas respecto a las
condiciones basales (concentraciones de glucosa de 17,5 mM) (Basal vs. Alta glucosa + 1- EBIO 50uM
p=0,9996, Basal vs. Alta glucosa + 1- EBIO 100uM p=0,3311, Basal vs. Alta glucosa + 1- EBIO 200uM
p=0,4033). La administracion de 1-EBIO, y por tanto la estimulacion del flujo de K* hacia afuera de
las células a través de KCa3.1, redujo el aumento de la proliferacion mediado por las
concentraciones elevadas de glucosa, independientemente de la concentracién de 1-EBIO, al punto
de hacerlas significativamente diferentes a estas (Alta glucosa vs. Alta glucosa + 1-EBIO 50uM
p<0,0001, Alta glucosa vs. Alta glucosa + 1-EBIO 100uM p<0,0001, Alta glucosa vs. Alta glucosa + 1-
EBIO 200uM p<0,0001). A las 48 horas, la reduccién de la proliferacién con altas concentraciones de
1-EBIO (200uM) es tal que difiere significativamente de las condiciones basales (p=0,0001) y de las
condiciones altas en glucosa (p<0,0001). La condicion mas baja y la intermedia siguieron siendo
similares a las basales (Basal vs. Alta glucosa + 1- EBIO 50uM p=0,985, Basal vs. Alta glucosa + 1-
EBIO 100uM p=0,0631); sin embargo, en condiciones de alta glucosa, mientras las concentraciones
bajas no mostraron significancia (Alta glucosa vs. Alta glucosa + 1- EBIO 50uM p=0,2069) las
intermedias si (Alta glucosa vs. Alta glucosa + 1- EBIO 100uM p=<0,0001). A las 72 horas, todas las
condiciones son significativamente diferentes en relacién con las condiciones basales (Basal vs. Alta
glucosa + 1- EBIO 50uM p=0,0408, Basal vs. Alta glucosa + 1- EBIO 100uM p=0,0002, Basal vs. Alta
glucosa + 1- EBIO 200uM p=<0,0001); sin embargo, en relacién con las condiciones de alta glucosa
solo las concentraciones de 1-EBIO intermedias y altas producen un cambios significativo (Alta
glucosa vs. Alta glucosa + 1-EBIO 50uM p=0,2906; Alta glucosa vs. Alta glucosa + 1-EBIO 100uM
p=0,0011, Alta glucosa vs. Alta glucosa + 1-EBIO 200uM p<0,0001). Es importante notar que el efecto
reductor de la proliferacion que se habia identificado los dias previos con bajas concentraciones de
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1-EBIO en este punto cesa, y ahora las condiciones de Alta glucosa + 1-EBIO 50uM son
significativamente superiores a las basales y a las de alta glucosa para el mismo punto de tiempo. A
las 96 horas, solo las condiciones con altas concentraciones de 1-EBIO cursan con una proliferacién
significativamente menor a la de las condiciones de referencia basales y altas en glucosa (Basal vs.
Alta glucosa + 1- EBIO 50uM p=0,6404, Basal vs. Alta glucosa + 1- EBIO 100uM p=0,4123, Basal vs.
Alta glucosa + 1- EBIO 200uM p=<0,0001); (Alta glucosa vs. Alta glucosa + 1-EBIO 50uM p=0,5088,
Alta glucosa vs. Alta glucosa + 1-EBIO 100uM p=0,4954, Alta glucosa vs. Alta glucosa + 1-EBIO 200uM
p=0,0002).

4.2.1.2 Experimentos con la inhibicién del canal KCa3.1 mediada por TRAM-34.

La inhibicidn funcional de KCa3.1 estimula la proliferacion celular particularmente a las 48 horas de
exponer las células a concentraciones de TRAM-34 4uM y 8uM (figura 4.3).
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Figura 4.3 Efecto de la inhibicidn funcional de KCa3.1 con TRAM-34 sobre la proliferacion. Los datos
se normalizaron con respecto al control de cada dia durante los cuatro dias de seguimiento. Los
simbolos (punto, cuadrado, tridangulo o rombo) representan la media y las barras la desviacion
estandar.

A las 24 horas, todos los experimentos con diferentes concentraciones de TRAM-34 generan un
aumento en la proliferacidn; sin embargo, la diferencia respecto al cultivo con condiciones basales
solo es significativa para las células tratadas con concentraciones de TRAM-34 8uM (p<0,0001)
(Basal vs. TRAM-34- 1 uM p=0,3600; Basal vs. TRAM-34- 2 uM p=0,1557; Basal vs. TRAM-34- 4
KMM=0,7505). La diferencia en la proliferacién aumenta a las 48 horas para todas las condiciones y
se vuelve significativa en todos los casos (Basal vs. TRAM-34- 1 uM p=0,0147; Basal vs. TRAM-34- 2
MM p=0,0011; Basal vs. TRAM-34- 4 uM p=0,0011, Basal vs. TRAM-34- 8 uM=0,0012). Sin embargo,
este efecto es temporal y tiende a perderse en los siguientes dias. A las 72 horas, las células
expuestas a TRAM-34 1 uM se acercan a la magnitud de proliferacion del control para ese momento
(p=0,0835) y aunque las demds concentraciones siguen presentando una proliferacién
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significativamente mayor a la del control (Basal vs. TRAM-34- 2 uM p=0,0006), particularmente las
células expuestas a TRAM-34 4 uM (p<0,0001) y 8uM (p<0,0001), esa diferencia deja de ser
significativa a las 96 horas para las células en medio suplementado con TRAM-34 4 uM (p=0,6397)
y se mantiene significativamente alta solo para los cultivos con TRAM-34- 8 uM (p=0,0068). Incluso
la caida en la tasa de proliferacion es tal que las células expuestas a TRAM-34- 2 uM alcanzan niveles
de proliferacion significativamente menores (p=0,0426) respecto al control. Los cultivos expuestos
a menores concentraciones de TRAM-34 1 uM a las 96 horas se mantienen en condiciones cercanas
al control (p=0,9940) como venian haciéndolo desde las 72 h.

Los experimentos con alta glucosa evidenciaron un aumento sumatorio del estimulo proliferativo
mediado por TRAM-34 y las elevadas concentraciones de glucosa que persistid para algunos grupos
durante todo el tiempo del experimento (figura 4.4).
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Figura 4.4 Efecto de la inhibicidn de KCa3.1 en condiciones de alta glucosa (55mM). Los datos se
normalizaron con respecto al control de cada dia, durante los cuatro dias de seguimiento. Los
simbolos (punto, cuadrado, tridangulo o rombo) representan la media y las barras la desviacion
estandar.

A las 24 horas, se evidencia un aumento significativo de la proliferacién en todos los grupos con
tratamiento en relaciéon con las condiciones basales (Basal vs. Alta glucosa+TRAM-34- 1 uM
p=0,0167; Basal vs. Alta glucosa + TRAM-34- 2 uM p<0,0001; Basal vs. Alta glucosa TRAM-34- 4uM
p<0,0001, Basal vs. Alta glucosa + TRAM-34- 8 uM=0,0005). Sin embargo, como la exposicion a altas
concentraciones de glucosa produce un aumento de la proliferacién, una vez se comparan los
tratamientos a diferentes concentraciones de TRAM-34 con las condiciones generadas por los altos
niveles de glucosa per se, solamente el tratamiento de Alta glucosa +TRAM-34 2uM mostrd un
cambio significativo (Alta glucosa vs. Alta glucosa+TRAM-34- 1 uM p=0,01080; Alta glucosa vs. Alta
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glucosa + TRAM-34- 2 uM p=0,0085; Alta glucosa vs. Alta glucosa TRAM-34- 4uM p=5680, Alta
glucosa vs. Alta glucosa + TRAM-34- 8 uM=0,4579).

Alas 48 y 72 horas, los altos niveles de glucosa tienden a reducir su potencial proliferativo pero los
tratamientos con TRAM-34 mantienen la tendencia a la proliferacidn, por lo tanto, las diferencias
son significativas para todos los tratamientos respecto con las condiciones basales (48 horas: Basal
vs. Alta glucosa+TRAM-34- 1 uM p=0,0003; Basal vs. Alta glucosa + TRAM-34- 2 uM p<0,0001; Basal
vs. Alta glucosa TRAM-34- 4uM p=0,0013, Basal vs. Alta glucosa + TRAM-34- 8 uM=0,0003; 72 horas:
Basal vs. Alta glucosa+TRAM-34- 1 uM p<0,0001; Basal vs. Alta glucosa + TRAM-34- 2 uM p=0,0023;
Basal vs. Alta glucosa TRAM-34- 4uM p<0,0001, Basal vs. Alta glucosa + TRAM-34- 8 uM p<0,0001)
y en relacién con las condiciones de alta glucosa (48 h: Alta glucosa vs. Alta glucosa+TRAM-34- 1 uM
p=0,0056; Alta glucosa vs. Alta glucosa + TRAM-34- 2 uM p=0,0001; Alta glucosa vs. Alta glucosa
TRAM-34- 4uM p=0,0127, Alta glucosa vs. Alta glucosa + TRAM-34- 8 uM=0,0041; 72 h: Alta glucosa
vs. Alta glucosa+TRAM-34- 1 uM p<0,0001; Alta glucosa vs. Alta glucosa + TRAM-34- 2 uM p=0,0047;
Alta glucosa vs. Alta glucosa TRAM-34- 4uM p<0,0001, Alta glucosa vs. Alta glucosa + TRAM-34- 8
1M=0,0001).

Una situacion particularmente interesante es que, en todas las condiciones experimentales
presentadas previamente, con el tiempo tiende a ceder el efecto mediado por la condicién
experimental; sin embargo, en estos experimentos, a las 96 horas las muestras expuestas a los
tratamientos mantienen una proliferacién significativamente mayor tanto en relacién con las
condiciones basales como en las de alta glucosa (Basal vs. Alta glucosa+TRAM-34- 1 uM p=0,0134;
Basal vs. Alta glucosa + TRAM-34- 2 uM p=0,0258; Basal vs. Alta glucosa TRAM-34- 4uM p=0,0431,
Basal vs. Alta glucosa + TRAM-34- 8 uM=0,0012, Alta glucosa vs. Alta glucosa+TRAM-34- 1 uM
p=0,0070; Alta glucosa vs. Alta glucosa + TRAM-34- 2 uM p=0,0133; Alta glucosa vs. Alta glucosa
TRAM-34- 4uM p=0,0222, Alta glucosa vs. Alta glucosa + TRAM-34- 8 uM=0,0002). Esto significa que
el efecto de TRAM-34 es aumentar la proliferacion de las células del endotelio y puede mantenerla
a pesar de los efectos deletéreos mediados por la exposicidn a concentraciones elevadas de glucosa.

4.2.2 Ensayo de migracién.
4.2.2.1 Experimentos con la activacién del canal KCa3.1 mediada por 1-EBIO.

Al agregar 1-EBIO en el plato de cultivo las células redujeron su tamafio (figura 4.5) y las que se
encontraban en el borde de la lesidn se desprendieron y generaron un aumento del drea trazada
inicialmente (figura 4.6). Estos cambios fueron irreversibles a altas concentraciones de 1-EBIO (200
LM) y en la mayoria de los casos la linea de lesidn se perdid y no fue posible hacer el seguimiento,
adicionalmente, agregar 1- EBIO a altas concentraciones en el medio suplementado con 10% SFB, 1
mg/ml de insulina, 0.55 mg/ml de transferrina y 0.00067 mg/ml de selenio, y 40 pg / ml de
gentamicina indujo cambios morfoldgicos importantes en las células que sugieren una
desdiferenciacion fibroblastica (Figura 4.6).
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Medio basal completo Medio basal

Medio basal Medio basal + 1-EBIO 100 uM Medio basal + 1-EBIO 200 uM

Figura 4.5. Cambios morfoldgicos de las células tras la exposicién al medio de tratamiento. Las dos
imagenes de la linea superior estan registradas a 20X y las tres de la linea inferior a 10X. Medio basal
completo corresponde a DMEM / F12 suplementado con FBS al 20%, 1 mg/ml de insulina, 0.55
mg/ml de transferrina, 0.00067 mg/ml de selenio y 40 ug / ml de gentamicina. El indicado en la
figura como suero basal corresponde al medio utilizado como control en los experimentos de
migracién (DMEM / F12 suplementado con FBS al 10%, 0.5 mg/ml de insulina, 0.275 mg/ml de
transferrina y 0.00335 mg/ml de selenio y 40 pg / ml de gentamicina).
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24h

48h 72h

Medio basal + 1-EBIO 200 pM

Figura 4.6. Experimento de migracidn en cultivos con 1-EBIO 200 uM. Nétese los cambios de la forma
celular alas 72 horas.

Los experimentos con el tratamiento de medio basal + 1-EBIO 100 uM, pudieron ser seguidos. A las
24 h, buena parte de los valores eran mayores al del registro de partida probablemente por pérdida
de algunas de las células del borde. El analisis estadistico evidencié un retraso significativo en la
migracion de las células expuestas a 1-EBIO 100 uM a partir de las 72 horas.
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Figura 4.7 Ensayo de migracién para células en medio basal suplementado con 1-EBIO 100 uM. (A)
Microfotografias representativas de la evolucion del ensayo de rasguiio a las 24, 48, 72, 96 y 120
horas después de realizado el defecto en la monocapa. Magnificacion 10X (B) Analisis cuantitativo
de la tasa de cobertura del defecto. El analisis de multiples comparaciones determina que no hay
diferencias significativas (ns) entre las condiciones basales y la suplementacién con 1-EBIO 100 uM
a las 24h (p=0,1489) y 48 horas (p=0,0637) de iniciar el cierre, posteriormente las células basales
cierran el defecto significativamente mas rapido que las células tratadas con el estimulador del canal
(72 h (p=0,0489), 96 h (p=0,0005) y 120 h (p<0,0001)).

El mismo modelo experimental seguido con condiciones de alta glucosa, evidencid que la exposicion
a altas concentraciones de glucosa simultdneamente con la estimulacién del canal no solo aumenta
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el tamafio del defecto, sino que limita significativamente la posibilidad de cerrarlo (figura 4.8). El
analisis cuantitativo de la tasa de cobertura del defecto evidencia que a las 24 horas el retraso de la
migracion secundario al tratamiento con alta glucosa y 1-EBIO 100 uM vya es significativo respecto
al que puede ocurrir por tratamientos con alta glucosa (p=0,0066) o con 1-EBIO 100 uM (p=0,0160)
de forma independiente. Estas diferencias siguen siendo significativas hasta las 96 horas ((48, 72 y
96 horas: Alta glucosa vs. Alta glucosa+1-EBIO 100 uM p<0,0001; 1-EBIO 100 puM vs. Alta glucosa y
1-EBIO 100 uM a las 48 y 96 horas p=0,0001 vy a las 72 h p=,0018). Los experimentos a las 120 horas
mostraron que las diferencias entre los tratamientos ya no son estadisticamente significativas (Alta
glucosa vs. Alta glucosa+1-EBIO 100 uM p=0,5155; 1-EBIO 100 uM vs. Alta glucosa + 1-EBIO 100 uM
p=5043). Las células expuestas a altas concentraciones de glucosa y 1-EBIO 100 pM
simultdneamente siempre cierran el defecto significativamente mas lento que los controles con
medio basal (Basal vs. Alta glucosa+1-EBIO 100 uM a las 24 h p=0,0046, a las 48, 72 y 96 horas
p<0,0001 y a las 120 h p=0.0004).

O Basal

O 1-EBIO 100 uM

O Alta glucosa

O Alta glucosa-1-EBIO 100 uM

1
-
|

Migracion celular
(% de cierre)

1
N
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Horas

Figura 4.8. Ensayo de migracion (scratch assay) para células con altas concentraciones de glucosa y
1-EBIO 100 uM. Se incluyen los cambios en la migracién de células expuestas a medio basal, alta
glucosa y medio basal con 1-EBIO 100 uM como referencia.

Es interesante que si bien las elevadas concentraciones de glucosa y 1-EBIO 100 uM reducen
independientemente la capacidad de migracion y cierre del defecto, ambos lo hacen en una
proporcién similar (24 h Alta glucosa vs. 1-EBIO 100 uM p=0,7560, 48 h p=0,9976, 72 h p=0,8804,
96h p=0,9998 y 120 h p=0,9999).

4.2.2.2 Experimentos con la inhibicidn del canal KCa3.1 mediada por TRAM-34.

Con TRAM-34, no hay cambios evidentes en el tamafio celular como los descritos en los
experimentos con 1-EBIO; sin embargo, se generan ciertos depdsitos intracelulares. Los
tratamientos con TRAM-34- a una concentracién de 2 uM y 8 uM de TRAM-34 indujeron un cierre
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temprano de la herida sin embargo el tratamiento con 4 uM de TRAM-34 generd un proceso de

cierre mas lento que el control.
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Figura 4.9 Ensayo de migracién para células en medio basal suplementado con-2 uM, 4 uM y 8 uM
de TRAM-34. (A) Microfotografias representativas de la evolucion del ensayo de rasguiio a las 24,
48, 72 y 96 en cultivos expuestos a TRAM-34 a una concentracidon de2 uM (B) Microfotografias
representativas de la evolucidon del ensayo de rasgufio a las 24, 48, 72, 96 y 120 h en cultivos
expuestos a TRAM-34 a una concentracion de 4 uM (C) Microfotografias representativas de la
evolucién del ensayo de rasguiio a las 24, 48, 72, 96 y 120 h en cultivos expuestos a TRAM-34 a una
concentracidon de8 uM. Las imagenes de los 3 experimentos se tomaron con magnificacién 10X (B)
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Analisis cuantitativo de la tasa de cobertura del defecto en experimentos con medio basal y
suplementado con TRAM-34 a concentraciones de 2, 4 y 8 uM (figura 4.9).

El andlisis de multiples comparaciones determina que no hay diferencias significativas entre las
condiciones basales y la suplementaciéon con el inhibidor a las 24 horas una vez las células se
exponen a medio con concentraciones de 2 uM (p=0,6440), 4 uM (p=0,6376) y 8 uM (p=0,1739) de
TRAM-34. A las 48 horas los tratamientos con 2 uM (p=0,0131) y 8 uM (p=0,0007) mostraron un
cierre significativamente mds rapido respecto al control. El tratamiento con TRAM-34 a una
concentracién de4 uM no mostro diferencias significativas (p=0,9991). Sin embargo, a partir de ese
momento, las células expuestas a TRAM-34 4 uM mostraron un patrén de cierre significativamente
mas lento que las células expuestas a medio basal (72 horas p=0,0002, 96 h p= 0,0062 y 120 h
p<0,0001), las células en tratamiento con TRAM-34 8 UM también mostraron un cierre mas lento,
sin embargo, la diferencia con el control solo fue significativamente menor a las 120 h de iniciar el
cierre (p=0,0269) (72 horas p=0,9815 y 96 h p= 0,2904). Las células expuestas a TRAM-34 2 uM
mostraron un patrén de cierre sostenido que hizo que se mantuvieran cerca del control a las 72
horas (p=0,8273) sin embargo, a las 96 horas, mas células en tratamiento con TRAM-34 2 uM habia
cerrado el defecto respecto al grupo expuesto con medio basal lo que hizo que fueran
significativamente mas rapidas (p=0,0003). Posteriormente, las células basales cierran el defecto y
a las 120 horas ya no existe una diferencia estadisticamente significativa(p=0,5277).

Para el experimento con altas concentraciones de glucosa se escogié TRAM-34 a una concentracion
de 2 UM por haber mostrado tasas de proliferacién significativamente mas rapidas en los
experimentos con medio basal y TRAM-34 a una concentracién de4 uM como referencia del efecto
de enlentecimiento del cierre en experimentos con medio basal (figura 4.10).
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Figura 4.10 (A) Imagenes representativas de la migracion de las células expuestas a altas
concentraciones de glucosa y TRAM-34 2 y 4 uM (B) Imagenes representativas de la migracion de
las células expuestas a altas concentraciones de glucosa y TRAM-34 4 uM. Magnificacién de las
imagenes 10X. (C) Analisis cuantitativo de la cobertura del defecto en experimentos con medio basal
(17,5 mM) , suplementado con alta glucosa (55 mM) y suplementado con altas concentraciones de
glucosa con adicion deTRAM-34 a concentraciones de 2, 4y 8 uM.

A las 24 horas, se evidencid una diferencia significativa entre las células expuestas a alta glucosa y
las que ademas se suplementaban con TRAM-34- 4 uM (p=0,0015), ya que estas Ultimas empezaban
a cerrar el defecto mas rapido. Sin embargo, esta tendencia no se mantuvo durante todo el
experimento. A las 48, 72 y 96 horas, la tasa de cierre en ambas condiciones fue similar (48h
p=0,1875,72h=0,8109 y 96h p=>0,999); y solo volvid a ser significativa a las 120 h (p=0,0148). Las
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células en condiciones de alta glucosa y TRAM-34 a una concentracién de 2 uM, a las 48 horas
empezaron a cerrar el defecto significativamente mas rapido en relacion con las células expuestas
Unicamente a altas concentraciones de glucosa (p=0,0102) y se mantuvo una diferencia significativa
por el tiempo que durd el experimento (72 h p=0,0004 y 96 h y 120 h p<0,0001). Los valores de
migracion alcanzados por las células bajo el tratamiento de alta glucosa y TRAM-34- 2 uM se
acercaron a la tasa de cierre de las células en condiciones basales, por lo que, respecto a ellas la
diferencia no fue significativa en ninglin punto del experimento (24h p=0,02871, 48 h p>0,999, 72h
p=0,7853, 96h p=0,9919y 120 h p=0,09277), lo que implica que el tratamiento con TRAM-34- 2 uM
mejora la tasa de migracion de las células expuestas a Altas concentraciones de glucosa y las acerca
a los patrones de migraciéon normales. Respecto al cierre de las células en condiciones basales, las
células expuestas a condiciones de alta glucosa y TRAM-34- 4 uM migraron mas despacio, pero la
diferencia solo fue significativa a las 72 (p =0,0013) y 96 horas (p=0,0003).

4.2.3. Ensayo de apoptosis.

Este experimento detectd los nucleosomas generados en el evento de una apoptosis. El
enriquecimiento de mono y oligonucleosomas citoplasmaticos en las células expuestas a altas
concentraciones de glucosa es significativamente mayor (p< 0.0001) respecto a las células en medio
basal (figura 4.11).

B EEEE
ns —‘
A ’—‘ &
ns o
6 - i 8 ns |
o
E_
5.1 ! g
E £
=3 T
= 2 =
I ]
0- L3
> & &
& & F F
& F @ O
& & Ll AP
& & &
b -"\QL o oﬁc*‘b
\a?q -@"%
Lol )

Figura 4.11. A. Deteccidn de apoptosis en células de endotelio humano expuestas a concentraciones
de 1-EBIO 100 uM o TRAM-34 a una concentracion de 4 uM. B Deteccidén de apoptosis en células
de endotelio humano expuestas a 1-EBIO 100 uM o TRAM-34 4 uM asociados a elevadas de
concentraciones de glucosa (55 mM).
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La exposicidn de células del endotelio humano a las concentraciones de 1-EBIO 100 uM (p=0,4876)
y TRAM-34 4 uM (p=0,0525) en medio basal no indujo apoptosis diferente a la del cultivo expuesto
solo al medio control. Sin embargo, al exponer a las células la misma concentracién de 1-EBIO y
TRAM-34 pero disueltos en medio con altas concentraciones de glucosa (55 mM), el cultivo celular
en el medio con TRAM-34 4 uM generd un nivel de apoptosis significativamente superior al que
generaban elevadas concentraciones de glucosa por si mismas (p=0,0098), lo cual no sucedié en el
medio con 1-EBIO 100 uM (p= 0,1167). Esto sugiere que la inhibicién del canal KCa3.1 con TRAM-34
a las concentraciones usadas podria potenciar el efecto apoptdtico de la diabetes.

4.3 Discusion de los resultados.

KCa3.1 ha sido descrito principalmente como un inductor de la proliferacidon y en escenarios menos
habituales como agente inhibidor de la mitosis. Los experimentos realizados hacen pensar que el
endotelio de la cérnea hace parte de esos tejidos menos frecuentes ya que los resultados
evidenciaron un efecto anti-proliferativo al estimular el canal en las células de la linea celular de
endotelio de la cérnea con 1-EBIO. La reduccién en la proliferacién se mantiene en el tiempo de
exposicién a concentraciones de 1-EBIO 50 uM, 100 uM y 200 uM y muestran una tendencia dosis
dependiente. Adicionalmente, a altas concentraciones tiende a generar desdiferenciacién celular.
La inhibicidn funcional de KCa3.1 con TRAM-34 tuvo el efecto contrario sobre la proliferacién,
particularmente a concentraciones de 2 uM, 4 uM y 8 uM; sin embargo, en este caso el efecto no
era persistente en el tiempo y se acercaba al control al cuarto dia de tratamiento
independientemente de la concentracién usada. En esto parece intervenir una condiciéon que va
mas alld del aumento exclusivo en el flujo de iones y que involucra patrones de regulacién
particulares como se evidencid en los experimentos realizados por Koegel y colaboradores en la
linea de queratinocitos HaCaT, una linea celular de piel humana adulta. En estos experimentos, a las
72 horas de exposicion a EBIO ocurrié una pérdida casi total de la actividad mitogénica asociada a
la caida de los niveles de la proteina del canal y el ARNm, al punto que las corrientes medidas en los
experimentos de electrofisiologia practicamente desaparecian(Koegel et al., 2003). Sin embargo, si
esto sucede en las células del endotelio corneal, es probable que las células puedan ser estimuladas
simultdneamente por otros factores que asumirian el control de la proliferacién ya que KCa3.1 se
encuentra significativamente reducido en corneas fetales, es decir en el momento de la vida en el
que la proliferacién es maxima, en relacién con las corneas de adultos (analisis presentado en el
capitulo 1 a partir de las bases de expresion asociadas al estudio de Chen y colaboradores(Chen
et al,, 2013).

El primer mecanismo sugerido como posible modulador de la baja proliferacion ante el estimulo con
EBIO es la co-regulacidon con KCNN2 el cual, en las muestras fetales, se encuentra sobre-expresado
en una proporcidn similar a la magnitud con la que KCNN4 es regulado a la baja. En entornos con
bajas presiones de oxigeno, como el microambiente prenatal, la expresion del gen KCNN2 estd
regulada fuertemente al alta por factores inducibles por hipoxia (HIF), y esta sobreexpresién del
canal se asocia con una mayor capacidad proliferativa de las células (Tajima et al., 2006), aunque
estas mismas condiciones pueden estimular la expresion de KCNN4, lo hacen en una proporcién
mucho menor, pero probablemente suficiente para inducir su regulacién a la baja. Asi pues, seria
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interesante evaluar el comportamiento de la expresién de estos dos canales en el modelo
experimental usado.

El otro mecanismo que podria participar en la regulacién positiva de la proliferacion en las células
del endotelio ante la reduccion de KCNN4 por contra-regulacién funcional, son los factores de
crecimiento, especificamente el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y el factor de
crecimiento epidérmico (EGF), ya que son producidos por las células del endotelio y la union a sus
receptores tirosina quinasa induce la activacién de canales permeables a Ca* con un efecto
proliferativo (Gospodarowicz et al., 1977; Mergler et al., 2003), proceso que puede favorecerse por
la hiperpolarizacién mediada por KC3.1. Adicionalmente, la nifedipina que es inhibidor de los
canales de calcio, pero también de KCa3.1 (Wulff etal.,, 2000), reduce significativamente la
magnitud de este efecto.

Otro factor de crecimiento que podria estar asociado con la respuesta vista en los experimentos en
el endotelio ante el estimulo por 1-EBIO y la inhibicion por TRAM-34 es el factor de crecimiento
plaquetario (PDGF). En células de musculo liso de las arterias coronarias induce un aumento en la
expresion del ARNm de KCa3.1 que puede ser inhibida por 1-EBIO (300 uM) (Bi et al., 2013). Aunque
PDGF no se ha determinado que lo produzcan las células del endotelio, si es producido por las células
epiteliales de la cdrnea (Cuadrado Escamilla, 2009), lo que sugiere que podria también expresarse
alli pero para lo cual son necesarios estudios adicionales.

En los experimentos de migracién, la exposicion a altas concentraciones de EBIO indujo
desdiferenciacion celular y desprendimiento de las células. TRAM-34 por su parte mostré un efecto
bimodal, ya que a bajas concentraciones (2 uM) mejord el cierre del defecto mientras que a
concentraciones intermedias (4 uM y 8 uM) redujo la migracion.

Para que una célula migre se requiere que sea estimulada por factores quimicos (como los factores
de crecimiento o ligandos) o por factores mecdnicos, y que se generen en su interior ondas de calcio
que favorezcan la polimerizacién de la actina y la activacion de la miosina. Una vez esto sucede,
ocurre un movimiento de la parte celular mas cercana al defecto por una ganancia de volumen local,
y un re-organizacién del citoesqueleto de la parte mds distal al defecto acompafiada de una pérdida
de agua secundaria al flujo de cloro y potasio y, en conjunto, estos cambios permiten el movimiento
(Catacuzzeno & Franciolini, 2018). Los cambios de volumen celular asociados a la protrusion frontal
y la retraccién posterior son secundarios a flujos de iones que deben regularse de manera precisa
sin desestabilizar la osmolaridad intracelular (Catacuzzeno et al., 2011; Cuddapah et al., 2012). En
este control osmolar la participacién de KCa3.1. es muy importante, puesto que la entrada de calcio
para mediar los movimientos del citoesqueleto lleva a una despolarizacién en la membrana que
terminaria por reducir la entrada de calcio y frenaria el proceso, entonces, para que esto no ocurra,
la salida de iones K + a través de los canales KCa3.1 es una solucién, ya que reduce el numero de
cargas idnicas al interior de la célula y facilita la entrada de calcio, permitiendo que se generen
sefiales mas amplias (Gao etal.,, 2010), lo que ademds favorece la salida de agua y el
desprendimiento posterior para avanzar. Después de la aplicacién de TRAM-34 las corrientes de
calcio se reducen significativamente (Fioretti et al., 2009) y la migracion baja en la mayoria de los
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casos (Bonito et al., 2016; Jakakul et al., 2021; Y. Liu et al., 2015) asi como ocurrié en nuestros
experimentos con las concentraciones de 4 uM y 8 uM. Ademas, esto explica al menos en parte, los
mecanismos por los que la activacidon de KCa3.1 con 1-EBIO indujo una reduccién del volumen
celular y un desprendimiento de las células.

Si bien Ilama la atencién que en los experimentos de proliferacién 1-EBIO y TRAM-34 generaran
efectos opuestos mientras que en migracién parecieran con algunas dosis tener efectos similares,
es importante anotar que TRAM-34 es modulado por condiciones metabdlicas. Los niveles mas
elevados de suero fetal bovino e insulina del medio usado en los experimentos de proliferacion
generan un ambiente mitogénico que no es el mismo en los experimentos de migracién tras la
reduccion del suplemento en el medio, y eso podria mediar esa diferencia ademas de aportar una
explicacion adicional a las posibles causas de la respuesta proliferativa de TRAM-34 en ambientes
con alta suplementaciéon. Cuando TRAM-34 es usado en ambientes altamente mitogénicos esto
reduce notablemente el efecto anti-proliferativo que puede tener en ambientes menos
estimulantes (Petho etal., 2016) y esta condicidon podria mediar también en los procesos de
migracion.

KCa3.1 podria participar en la apoptosis por mecanismos moduladores del volumen celular, cuya
reduccion hace parte de los eventos iniciales de la misma (McFerrin et al., 2012). KCa3.1 afecta la
muerte celular programada, de una manera especifica de acuerdo con el tipo de célula a través de
los procesos de diferenciacién celular. En algunas lineas de cadncer la inhibicion del canal con TRAM-
34 no provoca apoptosis pero sucede cuando se acompafa de algunos factores que pueden
inducirla mediante la translocacién del citocromo c en la mitocondria y la activacion secundaria de
la via de las caspasas(De Marchi et al., 2009). Un efecto que parece ser mediado por un aumento de
la sensibilidad celular para que un estimulo determinado induzca la apoptosis, lo que hipotetizamos
podria suceder en los experimentos en que la inhibicion de KCa3.1 favorece la apoptosis cuando
sucede simultdaneamente con la exposicidn a altas concentraciones de glucosa.

En conclusién, los efectos moduladores de KCa3.1 en la proliferacion, la migracién y la apoptosis
dependen de la dosis y las condiciones asociadas. Las concentraciones moderadas y altas de EBIO
muestran efectos inhibitorios en la proliferacién sostenidos en el tiempo en condiciones basales y
de alta glucosa, también reducen el volumen celular y tienden afectar la estabilidad de las células
en el borde de la lesién lo que dificulta el seguimiento in vitro particularmente en condiciones de
alta glucosa. Las vias involucradas y los reguladores de estos eventos requieren estudios adicionales
ya que de acuerdo con nuestros resultados al parecer no estan mediadas por apoptosis. El
tratamiento con TRAM-34 en las células del endotelio tiene efectos inductores de la proliferacion
en medios altamente mitogénicos. Experimentos con medios con menor cantidad de suplementos
evidencian que TRAM-34 podria promover la migraciéon a bajas dosis, pero a concentraciones
intermedias, la reduce. Si bien el tratamiento con TRAM-34 no induce apoptosis a las dosis
utilizadas, si la genera cuando se utiliza en conjunto con concentraciones altas de glucosa lo que
sugiere un efecto de sensibilizacién ante la inhibicion funcional de KCa3.1.
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CONCLUSIONES

La tasa de reduccion de la CED en las poblaciones mas jovenes sin patologias oculares o
sistémicas es mayor (calculada en 16 células / mm? por afio) a la de los grupos de mayor
edad (5 células / mm? por afio).

La hiperglicemia realmente tiene un impacto negativo sobre el endotelio de la cdrnea, pero
no todos los tipos de diabetes lo afectan por igual. La DM T1 genera una reduccién de 193,30
células / mm? anual en promedio y un aumento de la paquimetria de 24,11 um en relacién
con los controles de la misma edad. Estos cambios son estadisticamente significativos entre
los pacientes y controles independientemente de la duracién de la enfermedad. La DM T2
se asocia con una reduccién de la DEC de 151,14 células / mm? en promedio al afio y un
aumento en la paquimetria de 12,85 um respecto a los controles pareados por edad; sin
embargo, la diferencia solo es estadisticamente significativa en pacientes que llevan mas de
11 afios con DM T2. Estos modelos revelan la importancia del seguimiento de las
condiciones del endotelio en pacientes diabéticos, el cual debe hacerse tempranamente, en
particular, en los pacientes con DM T1.

En experimentos realizados en una linea inmortalizada de endotelio humano, la exposicion
a altas concentraciones de glucosa promueve tempranamente la proliferacién de las células
del endotelio, pero luego el nimero de células viables tiende a reducirse, lo que se explica
al menos parcialmente por la induccién de apoptosis asociada a la exposicion a medios
hiperglicidos. Adicionalmente, los medios con elevadas concentraciones de glucosa
retrasan la migracion de las células, lo que podria tener un impacto en la capacidad de
recuperacion del endotelio in vivo y quizas se relacione con el edema persistente en el
posoperatorio de los pacientes diabéticos, por lo que se sugiere hacer un seguimiento
estricto de la glucemia en estos pacientes tanto pre como post quirurgico.

Las células del endotelio de la cdrnea expresan canales de potasio activados por cationes
(calcio y sodio) SK2, SK3, IK y SLICK. Los canales BK parecen expresarse en condiciones
particulares asociados a las subunidades regulatorias B3 y B4.

KCNN4, el gen que codifica IK, estd regulado a la baja en el periodo prenatal cuando sucede
fisioldgicamente la proliferacién de las células del endotelio corneal; mientras que en el
periodo posnatal se sobre-expresa solo en condiciones patolégicas. KCNN2, gen que codifica
para SK2, esta sobre-expresado en el periodo prenatal.

La sobreestimulacion de IK reduce la proliferacion, a bajas dosis (2uM) favorece la migracion
y no induce significativamente la apoptosis aln a dosis moderadas (4uM). El rol de IK sobre
la proliferacién podria estar mediado por TGF-3 cdmo se ha descrito en células del epitelio
renal. Adicionalmente, IK modula el volumen de las células del endotelio, su estimulacion
reduce el tamafio y la inhibicién lo aumenta, lo que sugiere que podria participar en la
funcidén de deshidratacion por lo que podria estudiarse el rol en la permeabilidad de barrera.
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En condiciones hiperglucidas, la sobreestimulacién de IK reduce el efecto proliferativo
inducido por el aumento de concentraciones de glucosa y retrasa de la migracién. La
inhibicién funcional de IK aumenta la proliferaciéon y potencia la proliferaciéon asociada a
medios hiperglucidos. Si se inhibe funcionalmente IK con TRAM-34 aumenta la migraciény
a 2 UM la acerca a las condiciones basales. Tanto la inhibicidon del canal con 4 uM, como la
estimulacién del canal con 100 uM 1-EBIO favorecen la apoptosis.

En medios hiperglicidos, la inhibicién del canal KCa 3.1 con TRAM-34 a 2 uM al favorecer
la migracion, se propone como un objetivo farmacolégico de estudio para modular la
migracion en pacientes diabéticos.

El modelo basado en la linea celular inmortalizada de endotelio corneal humano descrita
por Griffith y colaboradores en 1999 (Griffith et al., 1999) y las condiciones descritas en este
trabajo corresponde a un nuevo modelo experimental para la evaluacion de la respuesta
del endotelio corneal en condiciones hiperglicidas que asemejan las presentes en los
pacientes diabéticos abriendo una posibilidad a la generacién de nuevo conocimiento.
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