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RESUMEN

La vasopermeabilidad (VP) es una propiedad intrinseca del endotelio vascular que permite
el transporte, la regulacion e intercambio de nutrientes, agua y gases entre los tejidos y la
sangre. El endotelio vascular tiene la funcion de barrera semipermeable que controla la salida
de proteinas al intersticio celular, mientras que la fuga anormal de proteinas y fluido
plasmatico caracteriza a diversas patologias como aquellas que comprometen la vision'y que
incluyen a la retinopatia diabética y el edema macular diabético. El factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) es uno de los principales promotores del incremento-de la VP en
la retina. La VP de la retina comunmente se evalia por colorimetria a través de la
extravasacion de albimina unida al colorante azul de ‘Evans administrado
intravascularmente. En este trabajo, investigamos un método alternativo que se basa en
determinar la concentracion de albumina en la retina mediante Western blot. Ratas macho de
la cepa Wistar se inyectaron de manera intravitrea con VEGF (300-600ng/3ul/ojo) o vehiculo
(PBS) y 24 horas después se realizd el ensayo azul de Evans o el andlisis por Western blot
de extractos de retinas en combinacion o no de un paso previo de inmunoprecipitacion (IP).
El método de azul de Evans registr6 un aumento en la VP 2.54 veces mayor en las retinas
tratadas con VEGF que en las no tratadas. El anélisis por IP-Western blot y Western blot
directo mostraron aumentos de 1.83 y 2.46 veces de la VP por efecto del VEGF,
respectivamente. Nuestros resultados indican que el analisis por Western blot de los niveles
de albumina es efectivo para determinar la VP retiniana. Esta técnica, a diferencia del azul
de Evans, requiere menos tiempo y permite utilizar las mismas muestras para la

determinacion de otros parametros.
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SUMMARY

Vascular permeability (VP) is an intrinsic property of the capillary wall that enables the
transport, regulation, and exchange of gases and nutrients between tissues and blood. The
endothelium is a semipermeable barrier that regulates the outflow of proteins to the cellular
interstitium, whereas the abnormal leakage of proteins and plasma fluid characterizes
pathologies such as diabetic retinopathy and diabetic macular edema that compromise vision.
Vascular endothelial growth factor (VEGF) is one of the main molecules that increase the
VP in the retina. The VP of the retina has been conventionally evaluated by the levels of
albumin linked to Evans blue dye intravascular injection. In this work we investigated an
alternative method based on the Western-blot evaluation of albumin in retinal extracts. Male
rats of the Wistar strain were injected intravitreally with VEGF (300-600ng/ 3ul/eye) or
vehicle (PBS) and 24 hours later the Evans blue test was performed, or the retinas were
evaluated by Western blot with or without a previous immunoprecitation (IP) step. The Evans
blue method showed a 2.54-fold increase in VP.in retinas treated with VEGF vs. PBS. IP-
Western blot and Western blot revealed fold-increments of 1.83 and 2.46, respectively. Our
findings indicate that the Western blot evaluation of albumin levels is an efficient method for
measuring retinal VP. This technique, relative to the Evans blue method, consumes less time

and allows the use of the same samples for evaluation of other parameters.

Key words: Vasopermeability, retina, albumin, VEGF, Western blot.
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1. INTRODUCCION

La vasopermeabilidad (VP) es una propiedad intrinseca del sistema vascular que hace posible
el transporte, la regulacion e intercambio de nutrientes y de agua entre los tejidos y la sangre
(Bates, 2010). El sistema vascular comprende una amplia red de vasos sanguineos
organizados en venas, arterias y capilares conformados por células endoteliales (Nidavani et
al., 2014). Estas células estan en contacto con la sangre y realizan una funcion de barrera que
permite contener al plasma sanguineo dentro de la luz vascular, a la vez que permite el
intercambio de agua, gases y el transporte de nutrientes y desechos celulares. Las propiedades
del endotelio cambian de acuerdo a los requerimientos del tejido u 6rgano y su permeabilidad
estd determinada en gran medida por el tipo de sus uniones celulares (Bharadwaj et al., 2013)
y factores vasoactivos o estimuladores de la VP que incluyen hormonas, factores de

crecimiento, citocinas y 6xido nitrico (NO) (Claesson, 2015).

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es uno de los principales estimuladores
de la VP a través de promover la apertura. de las uniones entre las células endoteliales
(Claesson, 2015). La sobreproduccion de VEGF promueve el aumento de la VP el cual
caracteriza a diversas patologias entre las que destacan las retinopatias debidas a la diabetes
como el edema macular diabético y la retinopatia diabética (Gardner & Antonetti, 2008). El
estudio experimental de estas patologias se basa en el establecimiento de métodos confiables

y eficientes para valorar los cambios en la VP de la retina.

Uno de los métodos convencionales para evaluar la VP es el ensayo in vivo del azul de Evans,
un colorante que al ser administrado de manera sistémica se une irreversiblemente a las
proteinas del plasma, entre las que sobresale la albtimina por ser la mas abundante. La
deteccion del colorante en el tejido es un indicador de la extravasacion de albiimina y, por
ende, del incremento de la VP (Saunders et al., 2015). Sin embargo, el procedimiento de
extraccion de la albimina unida al colorante, impide evaluar otros pardmetros capaces de
influir sobre la VP en las mismas muestras (por ejemplo, la transcripcion y traduccion de
proteinas involucradas). Para resolver esta limitante, se ha propuesto la cuantificacion de la
albumina extravasada en los tejidos como marcador de la VP, mediante los inmunoensayos

ELISA o inmunoprecipitacion-Western blot (Trichonas et al., 2010) o Western blot sin el
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paso previo de inmunoprecipitacion (Lin et al., 2011; Liu et al., 2012). Sin embargo, existen
discordancias acerca de la necesidad de perfundir o no al animal antes de obtener los tejidos.
Aunque se ha reportado que se debe perfundir al animal previamente (Lin et al., 2011) con
la finalidad de eliminar el exceso de albumina sérica presente en los vasos y poder discernir

de la proteina extravasada, otros estudios no utilizan este procedimiento (Liu et al., 2012).

Este trabajo de tesis compara la eficacia de la determinacion de albumina extravasada en la
retina por los métodos de azul de Evans y Western blot. Ademads, evalua el posible beneficio
de utilizar o no la inmunoprecipitacion de la albimina como paso previo al Western blot. Los
hallazgos apoyan el analisis por Western blot, sin necesidad de inmunoprecipitacion previa,
de los niveles de albumina como indice de VP en la retina y, por ende, lo apoyan como
método eficaz para el estudio de posibles factores regulatorios de dicha VP en las mismas

muestras.
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2. ANTECEDENTES
2.1 Caracteristicas de la vasculatura y la vasopermeabilidad

El sistema vascular es el encargado del transporte de nutrientes, intercambio de gases
(oxigenacion) y la eliminacion de productos de desecho celular y metabolico de los tejidos
para mantener la homeostasis del organismo (Alkadhim et al., 2015; Pugsley & Tabrizchi,
2000). Esto es posible gracias a una extensa red de vasos sanguineos que se organizan en
arterias, venas y capilares (Nidavani et al., 2014). Las arterias transportan sangre oxigenada
desde el corazdn hasta los tejidos, mientras que las venas llevan sangre poco oxigenada en
direccion del corazon. Los capilares son los vasos sanguineos mas delgados donde tiene lugar
el intercambio de oxigeno, nutrientes y desechos entre los tejidos y la sangre, por lo que se

les considera el lecho vascular mas importante del sistema vascular (Hayreh, 2015).

La estructura de los vasos sanguineos es importante para su funcion, ya que constituyen tubos
flexibles y adaptables a los requerimientos fisioldgicos de cada tejido (Aird, 2012). Los vasos
sanguineos estdn constituidos por tres capas o paredes llamadas tinica intima, media y
externa. La tnica intima corresponde a una capa de células endoteliales que reviste
directamente la luz o lumen del vaso donde circula la sangre. La tiinica media se compone
principalmente por células del musculo liso asi como por laminas de elastina que
dependiendo de las necesidades fisioldgicas, ayudan a controlar la dindmica circulatoria
mediante la vasoconstriccion o la vasodilatacion. Por su parte la tunica externa esta formada
por fibras de colageno, fibras nerviosas, vasos linfaticos y venas que se enargan de nutrir los
tejidos circuandantes. Los capilares carecen de las tiinicas media y externa y so6lo estan
conformados poruna capa de células endoteliales, una membrana basal, y células contractiles

denominadas pericitos (Figura 1) (Blaisdell & Anthony, 1969)

Las células endoteliales se unen formando una monocapa sobre la membrana basal y exponen
su lado apical hacia el flujo sanguineo, por lo que son las encargadas de formar una barrera
dindmica, semipermeable y altamente selectiva entre los tejidos y la sangre (Claesson, 2015).
El endotelio regula la permeabilidad vascular (Laurent, 2002) que es fundamental para la
homeostasis de los tejidos (Pugsley & Tabrizchi, 2000). No obstante, para la correcta

circulacion sistémica, los vasos estan sometidos a propiedades hemodindmicas como el flujo,
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la presion y la resistencia (Nidavani et al., 2014) y se adaptan a través de cambios en la
vasoconstriccion (disminucion del didmetro de la luz) y la vasodilatacion (aumento del

didmetro de la luz) que afectan la vasopermeabilidad (Bharadwaj et al., 2013).

La vasopermeabilidad también depende de la morfologia de los capilares, estos se clasifican
en continuos, fenestrados y sinusoidales (Figura 2). Los continuos (caracteristicos de las
barreras hematorretiniana y hematoencefélica) forman paredes unidas por uniones celulares
estrechas o apretadas (“tight junctions”) que evitan el transito libre de moléculas pequeiias al
intersticio (Blaisdell & Anthony, 1969). Por el contrario, los capilares sinusoidales
(abundantes en higado, médula 6sea y bazo) son escasos en uniones estrechas lo que permite
la salida de moléculas de gran tamafio y de células de la sangre al tejido. El endotelio de los
capilares fenestrados (frecuentes en glandulas enddcrinas), tiene poros pequefios pero
altamente permeables a fluidos y moléculas pequefias (Blaisdell & Anthony, 1969; Pugsley
& Tabrizchi, 2000).

13
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Figura 1. Esquema que muestra la estructura de los vasos sanguineos (arterias, venas y capilares). Se
muestran las 3 capas: Tunica intima, tinica media y tunica externa que rodean el lumen de venas y
arterias. Mientras que los capilares s6lo cuentan con un recubrimiento de células endoteliales y la

membrana basal (modificada de Blaisdell & Anthony, (1969)).
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Figura 2. Esquema representativo de la morfologia de los capilares a) continuos, b) fenestrados y ¢)

no fenestrados (modificada de Blaisdell & Anthony, (1969)).

La permeabilidad vascular ocurre de manera basal por difusion, un tipo de transporte pasivo

que permite el facil intercambio de solutos y moléculas menores a 40 kDa entre la sangre y
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el liquido intersticial (Claesson, 2015). Los solutos y proteinas del plasma de alto peso
molecular como la albimina y las globulinas, requieren un transporte activo transendotelial
(a través de endocitosis vesicular) o a través de interrupcion de las uniones entre las células

endoteliales (Laurent, 2002).

El transporte activo transendotelial o transcitosis ocurre a través de la formacion de canales
transendoteliales a partir de vesiculas o vacuolas (organelo vesiculo vacuolar; VVO), las
vesiculas atraviesan a la célula endotelial y se fusionan con la membrana plasmatica del lado
opuesto de la célula para descargar las macromoléculas al intersticio (Aird, 2012; Dvorak
et al., 1996). El mecanismo a través de las uniones entre células endoteliales involucra su
rompimiento transitorio para permitir la extravasacion de los solutos o proteinas (Aird, 2012).
Hay tres tipos de uniones células-célula: las uniones estrechas o apretadas (“tight junctions”),
las uniones adherentes (“adherens junctions™) y las uniones comunicantes (“gap”). Las
principales proteinas que conforman las uniones estrechas son las claudinas, las ocludinas y
las moléculas de adhesion JAMs (“Junctional Adhesion Molecules™). Las uniones adherentes
vasculares se conforman por una proteina transmembranal llamada cadherina vascular
(Figura 3) (Chistiakov et al., 2015). Por su parte las conexinas son las proteinas que se
encuentran mediando la union célula-célula en las uniones comunicantes. (Bazzoni &

Dejana, 2004)

La permeabilidad mediada por las uniones estrechas y uniones adherentes, puede ser afectada
por estimulos como el incremento en el flujo y presion sanguineas que conduce a la
vasodilatacion generando una distencion endotelial que favorece la desintegracion de dichas
uniones y que ocurre en respuesta a factores vasoactivos como son el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), la histamina y la bradicinina (Claesson, 2015). Sin embargo, el
incremento en la permeabilidad via la interrupcion de las uniones estrechas es transitoria bajo
condiciones fisioldgicas y después del intercambio de las macromoléculas, las uniones se
cierran nuevamente (Van Itallie & Anderson, 2004). En situaciones donde es necesaria la
remodelacion de la vasculatura y el crecimiento de los tejidos como durante el ciclo
reproductor femenino (en el crecimiento del endometrio durante la fase folicular del ciclo) o
en el desarrollo embrionario y fetal, las uniones entre las células endoteliales permanecen

abiertas y resultan en un incremento crénico de la permeabilidad vascular. (Bates, 2010;
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Claesson, 2015). También diversas patologias se caracterizan por una permeabilidad vascular
excesiva e incluyen los infartos al miocardio, la artritis, el edema macular diabético y la

retinopatia diabética (Nidavani et al., 2014).

' @ 52n9re @ -
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\ o L »
< fngCIto - ///

—_—

Figura 3. Esquema de las moléculas que intervienen en la interaccion célula-célula en el endotelio

vascular (modificada de Diaz-Coranguez et al. (2017)).

2.2 Vasopermeabilidad retiniana

El ojo es el drgano principal del sistema visual, con una anatomia y fisiologia particulares
que hacen posible la entrada de estimulos luminicos que dan como resultado la percepcion
visual del entorno. Sin embargo, para que la vision sea posible, los estimulos luminicos deben
atravesar de forma sucesiva la cornea, el cristalino o lente y el vitreo hasta llegar a la retina.
Estas estructuras deben mantenerse transparentes para maximizar la transmision y la
refraccion de la luz. La retina es un tejido translticido localizado en la parte posterior (interna)
del ojo, que contiene a los fotorreceptores (conos y bastones) responsables de transducir los
estimulos luminosos en impulsos nerviosos (Li et al., 2004). La retina es parte del sistema

nervioso central y es el comienzo de la via visual, ya que la luz o sefales luminicas que
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recibe, son transformadas en potenciales eléctricos que viajan por el nervio Optico hacia el

cerebro (Li et al., 2004).

La retina se encuentra anclada al epitelio pigmentado y a la coroides en la parte trasera del
0jo y se mantiene en contacto con el segmento anterior ocular a través del vitreo, un gel
avascular que contribuye a mantener la presion ocular, evita que el globo ocular colapse,
absorbe impactos y mantiene a la retina en su posicion (Sebag, 2014). Anatomicamente la
retina se compone de nueve capas celulares que a partir del limite con el vitreo comprenden:
una capa de fibras nerviosas que se integran para conformar el nervio Optico; la capa de
neuronas ganglionares, la capa plexiforme interna que contiene neuronas denominadas
bipolares y amdcrinas; la capa nuclear interna constituida por los nucleos de las neuronas
bipolares, amacrinas, horizontales y de las células gliales de Miiller; la capa plexiforme
externa formada por fibras nerviosas que provienen de los fotorreceptores y la capa nuclear
externa conformada por los segmentos internos y externos de los conos y bastones.
Finalmente, se encuentra el epitelio pigmentado (EP) que contiene el pigmento necesario
para capturar y concentrar los estimulos de luz y que estd en contacto con la coroides, una
capa altamente vascularizada que nutre'y oxigena a la capa de los fotorreceptores que es

avascular (Figura 4) (Li et al., 2004).
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Figura 4. Esquema de la estructura ocular y de las capas que conforman a la retina: CFN, capa de
fibras nerviosas; CG, cé€lulas ganglionares; MNIL, membrana nuclear interna; CNE capa nuclear
externa; SI/SE, segmento interno y externo de los fotorreceptores; EP, epitelio pigmentado y coroides

( modificada de Sun & Smith (2018)).

La retina es un tejido metabdlicamente muy activo que demanda una gran cantidad de
nutrientes y oxigeno pero que requiere de una distribucion y densidad vascular que no
obstaculice la funcion éptica (Bharadwaj et al., 2013). Para cubrir estos requerimientos, la
retina recibe’ el suministro sanguineo a través de dos vias: los capilares de la coroides
(coriocapilares)-que aportan oxigeno y nutrientes a los fotorreceptores por difusion a través
del epitelio-pigmentario y los capilares derivados de la arteria central oftdlmica asociada al
nervio Optico que irrigan las capas interiores de la retina (membrana nuclear interna, la capa

plexiforme interna y la capa de células ganglionares) (Sun & Smith, 2018).

Los capilares retinianos estdn formados por una membrana basal y una pared endotelial que
se distingue por la falta de fenestros y complejas uniones estrechas que ejercen un alto grado
de control sobre la permeabilidad de los fluidos y solutos (Kaur, Foulds, & Ling, 2008). El

rompimiento de estas uniones estrechas da como resultado el incremento de la permeabilidad
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que conduce a una variedad de patologias retinianas caracterizadas por la fuga y acumulacion
de liquido plasmatico en el tejido neural de la retina; afectando la calidad visual e incluso,

pueden causar ceguera irreversible (Sun & Smith, 2018).

En particular el edema macular diabético y la retinopatia diabética no proliferativa, se
caracterizan por una VP excesiva que produce oclusion vascular disminuyendo el flujo
sanguineo y generando zonas de hipoxia. La hipoxia estimula la produccién de moléculas
como el VEGF que ademas de promover el incremento de la vasopermeabilidad, estimula la
proliferacion vascular (angiogénesis) en estados avanzados de la patologia, lo.que puede
conducir a la ceguera debido al desprendimiento de la retina por traccion (Bates, 2010; Frank,
2015; Gardner & Antonetti, 2008). Por lo que es clara la importancia de contar con métodos

adecuados para estudiar los cambios en la regulacion de la VP de la retina.

2.3 Factor de crecimiento endotelial vascular o VEGF

La vasopermeabilidad endotelial participa en la regulacion de multiples procesos entre los
que destacan la coagulacion y la inflamacion (Laurent, 2002). EI VEGF es un importante
factor trofico paracrino y endocrino de las células endoteliales y es el principal factor
promotor de la vasopermeabilidad: (Alon et al., 1995). Se produce bajo condiciones de
hipoxia e inflamacion en respuesta al factor inducible por hipoxia (HIF-1) (Nidavani et al.,
2014) y la accioén de citocinas proinflamatorias como la interleucina 13 (IL-1 B), el factor de

necrosis tumoral a (TNF a) (Bates, 2010; Claesson, 2015).

El VEGF fue descubierto a comienzos de 1980 y se denomind factor de la permeabilidad
vascular (VPF) debido a que incrementaba la extravasacion de proteinas plasmaticas (Senger
et al., 1983). Posteriormente se identificd su estructura y su funcidn tanto como estimulador

de la VP (Keck et al., 1989) como de la angiogénesis (Leung,et al.,1989).

El VEGF comprende una familia de proteinas de 40 kDa de masa molecular que son producto
de 5 genes independientes: el VEGF-A (o VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y el factor
de crecimiento placentario (PIGF) (Bates, 2010). E1 VEGF-A se considera el principal
regulador de la angiogénesis y la vasopermeabilidad. Induce fenestros en el endotelio,

extravasacion mediante la formacion de organelos vesiculo-vacuolares y modificacion de las
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proteinas que forman las uniones estrechas (VE-cadherinas y occludinas) (Takahashi &

Shibuya, 2005).

En la retina el VEGF es producido y secretado por 5 tipos celulares diferentes: las células del
epitelio pigmentado, los astrocitos, las células de Miiller y las células ganglionares. En cuanto
a su receptor (VEGFR) se han encontrado 2 isoformas VEGFR-1 y VEGFR-2 expresadas

por neuronas, células gliales y endotelio en la retina humana (Penn et al., 2008).

El VEGF actia por medio de la unién a sus receptores VEGFR-1 y VEGFR-2 (ambos
expresados en las uniones endoteliales vasculares), dicha unién conduce-a la dimerizacién
del receptor y lleva a la iniciacion de cascadas de senalizacién que derivan en la movilizacion
intracelular de calcio, en la activacion de las cinasas activadas por mitogeno (MAPK), del
sistema PI3K/ AKT y de la produccion de 6xido nitrico endotelial. La movilizacion de calcio
intracelular en respuesta al VEGF resulta de la activacion de la fosfolipasa C (PLC), que
promueve la produccidn de inositol trifosfato (IP3) que conduce a la liberacion de calcio de
sus reservorios intracelulares (reticulo endopldsmico) (Takahashi & Shibuya, 2005). La
consecuente acumulacion de calcio, tiene como resultado el incremento de la 6xido nitrico
sintasa endotelial y de los niveles de GMP ciclico (Li et al., 2004). Por otro lado, el VEGF
induce la fosforilacion de las VE-cadherinas del endotelio vascular y de proteinas que se
encargan de la regulacion del citoesqueleto como la proteina paxillina que media la motilidad

celular (Claesson & Welsh, 2013; Schaller, 2001).

Actualmente, el VEGF es usado ampliamente en modelos in vitro e in vivo para estudiar
cambios en la vasopermeabilidad. En la mayoria de los estudios in vitro, el VEGF se
administra en cultivo celular de endotelio y se ha reportado que induce una disminucién en
la resistencia transendotelial que refleja un aumento en la permeabilidad una hora después
del tratamiento (Clauss et al., 2001). En estudios in vivo los efectos del VEGF sobre la
funcion de la barrera vascular, se han realizado mediante la medicién de la permeabilidad a
solutos como la albumina. El ensayo mdas empleado utiliza la inyecciéon subcutanea,
intravenosa o intraocular con VEGF de acuerdo con el lecho vascular que se estudie, seguida
de una inyeccion sistémica de colorantes como el azul de Evans que se une irreversiblemente

a la albiimina circulante. En estos modelos, el incremento de la vasopermeabilidad se inicia
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a partir de los 2-3 minutos posteriores a la administracion del VEGF, alcanza niveles

maximos a la hora y se sostiene por tiempos prolongados (dias) (Bates, 2010).

2.4 Métodos utilizados para la evaluacion de la vasopermeabilidad
2.4.1 Ensayo in vivo azul de Evans

El colorante azul de Evans, tambien definido como T-1824, fue usado por primera vez en
1914 por Herbert McLean Evans y colaboradores, con el objetivo de medir el volumen del
plasma sanguineo. Este colorante ha sido utilizado en ensayos para determinar la
permeabilidad y la integridad de la barrera hematoencefalica, debido a que se puede unir (in
vivo e in vitro) a la albimina, proteina que comprende el 65% del total de las proteinas
presentes en el plasma, en una relacion de 10 moléculas de azul de Evans por molécula de
albumina (Bohinski, 2000; Yao et al., 2018). Este colorante tiene un peso molecular de 961
Da, es altamente soluble en agua, su excrecion es lenta y se mantiene estable en circulacion
durante varios minutos, por lo que puede ser de gran utilidad para evaluaciones de
permeabilidad (Saunders et al., 2015; Yao et al., 2018). Se ha utilizado para determinar el
gasto cardiaco y para la identificacion de la red vascular de tumores (Yao et al., 2018), asi
como para evaluar y cuantificar la permeabilidad de la retina (Diaz-Lezama et al., 2016;
Qaum et al., 2001). El ensayo in vivo de azul de Evans continua siendo una técnica tradicional
para evaluar la permeabilidad vascular ya que tiene como ventaja que puede ser cuantificado
a través de espectrofotometria, ademas de permitir la visualizacion de la fuga de proteinas
plasmaticas mediante técnicas histoldgicas (Nidavani et al., 2014; Yao et al., 2018). Sin
embargo, las limitantes de este ensayo incluyen la incapacidad de discernir entre la cantidad
libre del colorante de la que se encuentra unida a la albumina, la falta de especificidad ya que
puede unirse en. menor medida a globulinas y otras proteinas presentes en el tejido, asi como
su posible toxicidad in vivo (Saunders et al., 2015). Ademas, este ensayo no permite utilizar
los tejidos para otra evaluacion posterior al ensayo ya que todo el tejido queda marcado con

el colorante.

2.4.2 Fluoroangiografia

El uso de macromoléculas fluorescentes ha sido una alternativa para estimar la permeabilidad

de la vasculatura. Una de las mas utilizadas es el polisacérido isotiocianato de fluoresceina
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(FITC) acoplada a dextranos, este marcador se ha empleado con el mismo fundamento que
el método azul de Evans, cuantificando la extravasacion del FITC-dextran mediante
espectofotometria (Ishida etal., 2003). Esta molécula fluorescente permite evaluar la
integridad de la microvasculatura de la retina mediante montajes planos y microscopia de
fluorescencia y cuantificacion de la fluorescencia (Ramirez et al., 2011). Sin embargo, a
pesar de los beneficios de este método, el uso de los marcadores fluorescentes puede estar

limitado por la propia autofluorescencia del tejido retiniano (Trichonas et al., 2010).

2.4.3 Isotopos radioactivos

La vasopermeabilidad ha sido evaluada también mediante el marcaje de albumina con yodo
radioactivo ('>°I- BSA), la cual ha demostrado tener una alta sensibilidad (Nagy et al., 2006).
Un ejemplo del empleo de esta técnica es la propuesta por Tilton y colaboradores en 1997,
donde utilizan dos is6topos de yodo distintos (1T y 3LI-BSA)con el proposito de realizar un
doble marcaje, utilizando '*°I- BSA como marcador de la vasopermeabilidad y '*!'I-BSA para
estimar el volumen de plasma dentro de la vasculatura 10 minutos después de haberlo
inyectado de manera sistémica (Tilton et al., 1997). Sin embargo, a pesar de la sensibilidad,
esta técnica es poco usual debido a la necesidad de contar con las medidas de seguridad
adecuadas para el uso de radioactividad, asi como las licencias necesarias que autoricen el

manejo de estos compuestos (Trichonas et al., 2010).

2.4.4 Inmunoprecipitacion (IP)-Western blot de albumina exdgena marcada con
biotina

Debido a la necesidad de contar con una metodologia lo suficientemente sensible y que no
implique grandes riesgos de bioseguridad, se propuso la inmunoprecipitaciéon de albumina
exogena marcada con biotina (bBSA) por Trichonas y colaboradores en el 2010. La IP es una
técnica que se basa en el reconocimiento de una proteina de interés con un anticuerpo
especifico unido a una matriz sedimentable (agarosa o sefarosa) (en este caso bBSA),
formando un complejo proteina-anticuerpo-bBSA, que facilita la separacion de la proteina
de interés de la muestra total (Williams, 2000). Con la IP de la bBSA, Trichonas y
colaboradores, estimaron el incremento de la vasopermeabilidad retiniana inducida por la

condicion diabética y el VEGF en la rata (Trichonas et al., 2010).

23



3 JUSTIFICACION

La vasopermeabilidad (VP) es una propiedad del sistema vascular que estd involucrada en
mantener la homeostasis del organismo (Pugsley & Tabrizchi, 2000). El incremento de la VP
conduce a patologias como la retinopatia diabética y el edema macular diabético que
comprometen la vision e incluso, conducen a la ceguera (Nidavani et al., 2014). Por'lo que
contar con metodologias eficientes que permitan el estudio de la VP, es relevante. Este
trabajo de tesis propone la determinacion de la albimina enddgena extravasada en el tejido
retiniano, por Western blot y compara su eficiencia con metodologias convencionales como
el azul de Evans y de la inmunoprecipitacion de la albumina como paso. previo al Western

blot.

4 HIPOTESIS

La deteccion por Western blot de alblimina en la retina es un método comparable al
método de azul de Evans para medir el aumento enla VP retiniana debido a la administracion

intravitrea de VEGF.

S OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Corroborar el aumento en la vasopermeabilidad retiniana inducido por la inyeccidén
intravitrea de VEGF mediante el ensayo de azul de Evans, la inmunoprecipitacion (IP-

Western blot) o el Western blot de la albimina retiniana.

5.2 Objetivos particulares
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1. Comprobar que la administracion intravitrea de VEGF (300-600 ng/3ul por o0jo) induce
un incremento de la vasopermeabilidad retiniana mediante la evaluacién microscopica

de la vasculatura retiniana de animales sometidos o no a fluoroangiografia.

2. Evaluar el incremento de la vasopermeabilidad retiniana inducido por VEGF mediante

el ensayo in vivo azul de Evans.

3. Evaluar el incremento de la vasopermeabilidad retiniana inducido por VEGF mediante
[P-Western blot o Western blot directo de lisados de retina revelados con anticuerpos

dirigidos contra la albumina.

6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Animales

Se emplearon ratas macho de cepa Wistar de 250 a 300 gramos de peso corporal. Las ratas
se mantuvieron bajo condiciones convencionales (12:12 horas luz: oscuridad; a 22°C y con
agua y alimento ad libitum). Los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité
de Bioética del Instituto de Neurobiologia de la UNAM siguiendo las normas de la
Declaracion para el Uso de Animales en la Investigacion Oftalmoldgica y de la Vision de la

Asociacion para la Investigacion en Vision y Oftalmologia (ARVO) de EUA.

6.2 Administracion intravitrea de VEGF

Los animales fueron anestesiados mediante la inyeccion intraperitoneal (i.p.) de una solucion
de ketamina 70% y xilacina 30% (1 ul/g de peso corporal). En cada ojo se aplico una gota de
Tropicamida + Fenilefrina (8 mg/50 mg/mL) para inducir midriasis (dilatacion pupilar) y
bajo el microscopio de diseccion se traspasd el limbo esclero-corneal con una aguja
hipodérmica calibre 27G a 2 mm del limbo esclero-corneal. En esta incision se introdujo la
aguja de una microjeringa Hamilton con la cual se administraron entre 300 a 600 ng/3 ul de
VEGF recombinante humano (thVEGF) en un ojo y en el contralateral se administrd vehiculo

(PBS pH 7.5). Las ratas fueron sacrificadas 24 horas después de la inyeccion intravitrea.
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6.3 Evaluacion del incremento de la vasopermeabilidad mediante fluorangiografia

Se realizd una inyeccion intravenosa (yugular) con 100 mg/kg de dextran marcado con
isotiocianato de fluoresceina (50 mg/mL, FITC-dextran;MW 2x106 Da; Sigma-Aldrich Co.),
con los animales previamente anestesiados con ketamina (70%) y xilacina (30%) (1 ul/g de
peso corporal/i.p.). El compuesto fluorescente se dejé circular de manera sistémica por una
hora, posteriormente las ratas fueron anestesiadas bajo un ambiente saturado de CO2 y
sacrificadas. Ambos ojos se enuclearon, las retinas se disectaron y se colocaron en
paraformaldehido al 4% por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las retinas
se montaron en portaobjetos de tal manera que se pudiera observar el tejido en su totalidad
(montajes planos de retina) y se incluyeron en un medio de montaje que permitio preservar
la fluorescencia (Vectashield; Vector Laboratories, Burlingame, CA). Las retinas se
observaron bajo el microscopio Olympus BX60 con DP70 a 4X y se tomaron al menos 10
fotografias de cada retina (Olympus camera) que fueron integradas en una sola imagen
utilizando el software de disefio Photoshop (Adobe Photoshop®). La fluorescencia del FITC-

dextran fue visualizada a 490 nm.

6.4 Ensayo in vivo azul de Evans

A los animales previamente anestesiados con ketamina 70% y xilacina 30% (1 ul/g de peso
corporal/i.p.), se les inyecté de manera sistémica (intravenosa) 45 mg/kg del colorante azul
de Evans. El colorante se dejo en circulacion durante dos horas, luego los animales fueron
sacrificados uno_por uno, bajo un ambiente saturado de CO>. Los animales fueron
perfundidos de manera intracardiaca a través del ventriculo izquierdo con un volumen
aproximado de 125 ml de buffer de fosfatos (PBS 1X, pH 3.5) por minuto, durante 2 minutos
(250 ml en total por rata) a una temperatura de 37°C drenando el fluido a través de la seccion

de ambas auriculas.

Las retinas se extrajeron bajo un microscopio estereoscopico, se secaron por centrifugacion
bajo vacio por 4 horas y se incubaron en formamida (Sigma- Aldrich, #SHBG9108V) por 18
h a 72°C y 350 rpm, para extraer la albiumina unida al colorante extravasado en la retina. Se

cuantifico el colorante por espectrofotometria a 620 nm en un volumen de 100 pl por
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duplicado de cada retina y los valores se estimaron de acuerdo a la curva de absorbancia del

colorante.

6.5 Inmunoprecipitacion (IP)-Western blot de albumina de lisados de retina

Posterior a la inyeccion intravitrea de VEGF los animales fueron sacrificados bajo un
ambiente saturado con CO: e inmediatamente perfundidos con solucién Ringer (NaCl
115mM, KCI1 74 mM, CaCj; 1.8 mM, CsHisN204S 238.3 mM) mezclada con heparina a un
pH de 7.0 de acuerdo con Trichonas et al. (2010). La perfusion empleé 260 ml por minuto
durante 6 minutos (1.560 L en total por rata) a una temperatura de 37° C. Una vez concluida
la perfusion, los ojos se colocaron en solucion de fosfatos (PBS, pH 7.4), las retinas se
disectaron y se homogenizaron de acuerdo con la metodologia reportada por Trichonas et al.
(2010), utilizando 500 pl de buffer de lisis (50 mM Tris pH 7.4, 0.5% Igepal, 100 mM NaCl,
1 pg/ul aprotinina, 0.5 mM PMSF) con inhibidores de proteasas por cada retina. La
homogenizacidn fue por sonicacion ( 5 pulsos durante 2 segundo a 30% ciclos de trabajo ),
los lisados se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 min, se colectd el sobrenadante para

cuantificar la proteina total mediante el método de Bradford (Bradford, 1976).

Con el propdsito de favorecer la recuperacion especifica de la albimina enddgena
extravasada, se inmunoprecipitd (IP) de 300 pg de proteina total de cada lisado de retina a
través de su incubacion en PBS (Phosphate buffered saline; Sigma Aldrich) junto con 35 ul
de proteina A (100 mg de proteina A en 1 ml de buffer de fosfato de sodio 0.1 M, pH 8.0) y
2 pl de anticuerpo anti-albimina de rata (Bethyl Laboratories), y se dejo en agitacion toda la
noche (O/N) a 4°C. Al dia siguiente se realizaron 3 ciclos de lavado. En cada ciclo, las
muestras se centrifugaron a 10,000 rpm por 6 minutos a 4° C, se desech¢ el sobrenadante
cuidando la integridad del precipitado y se agregaron 500 pl de PBS seguido de su incubacion
por 10 minutos a 4°C en agitacion. En el tercer lavado se desech6 el sobrenadante dejando
solamente 20 pl del mismo, se conservo el precipitado, se le agregaron 10 pl de Laemmli 2X
condiciones reductoras y se le calentdé a 95° C por 10 min a 350 rpm. Las muestras se
procesaron mediante la técnica de electroforesis (SDS-PAGE) en un gel de poliacrilamida
del 7.5%, con cantidades iguales de proteina total (300 pg); las proteinas migraron bajo una

intensidad de corriente de 80 volts durante 1.5 h Las proteinas fueron transferidas a
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membranas de nitrocelulosa (0.2 um) durante 1 hora a 23 volts; posteriormente las
membranas se incubaron en solucion de bloqueo (PBS pH 7.5+ Tween 0.05%+ leche 5%) y
puestas en el anticuerpo primario anti-albimina de rata (dilucion 1:1000) (Bethyl
Laboratories) en agitacion toda la noche a 4°C. Al siguiente dia las membranas fueron
incubadas con el anticuerpo secundario acoplado a fosfatasa alcalina y la presencia del

antigeno se reveld por una reaccion colorimétrica (kit Bio-Rad, Hercules, CA.).

6.6 Western blot de albumina de lisados de retina

A partir de los mismos lisados de las retinas obtenidos, arriba descrito, 15 pg de proteina total
se mezclaron con Laemmli (2X) y se incubaron a 95°C durante 10 min a 350 rpm; las
muestras se procesaron mediante el sistema de electroforesis (SDS- PAGE), en un gel de
poliacrilamida del 10% con el proposito de observartanto la banda inmunoreactiva a
albumina, como la proteina gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) empleada
como control de carga. Las proteinas presentes en el gel se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa con las mismas especificaciones descritas anteriormente y se incubaron con
anticuerpos primarios policlonales anti-albimina de rata (dilucion 1:1000) (Bethyl
Laboratories) y anti-GAPDH (dilucién 1:1000) (Abcam). Se dejaron en rotacion toda la
noche a 4°C y al dia siguiente las membranas fueron incubadas con los anticuerpos
secundarios respectivos acoplados a fosfatasa alcalina y la presencia de los antigenos

reveladas por una accion colorimétrica (Bio-Rad, Hercules, CA.).

6.7 Analisis estadistico

Se utiliz6 1a prueba estadistica paramétrica t de Student para comparacion de dos grupos. Se
considerd como valor minimo de significancia estadistica de p< 0.05. Para realizar el analisis

se utilizo el programa estadistico GraphPad Prism Version 6.0.
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Figura 5. Esquema del disefio experimental. Los animales fueron inyectados de manera intravitrea
con thVEGF (300-600 ng/3 ul/ ojo) o PBS, 24 h. después se evalud el incremento de la
vasopermeabilidad retiniana mediante el ensayo azul de Evans, o analisis por IP-Western blot de

lisados de retina o inicamente Western blot.

7 RESULTADOS

7.1 La inyeccion intravitrea de VEGF incremento la vasopermeabilidad retiniana

evaluada mediante microscopia de campo claro y fluorangiografia
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Para corroborar y visualizar el efecto del VEGF sobre la vasopermeabilidad retiniana, se
analiz6 la red vascular en montajes planos de retinas mediante microscopia en campo claro
y fluorescencia. La figura 6 muestra imdgenes de la misma retina bajo campo claro o
fluorescencia proveniente de animales inyectados intravitrealmente con PBS (control) o con
VEGF. En la condicion control, se puede observar la ausencia de hemorragias (Figura 6A) y
el compuesto fluorescente dentro de la red vascular (Figura 6C). Mientras que el tratamiento
con VEGF, la microscopia en campo claro mostrd zonas de hemorragia (Figura 6B) que, bajo
fluorescencia, coinciden con zonas opacas a la fluorescencia (Figura 6D). Estos hallazgos
ilustran el efecto del VEGF produciendo un dafio a la integridad de los capilares que se
traduce en una vasopermeabilidad incrementada. Resultados similares.reportaron Ramirez
etal (2011) quienes realizaron ambas evaluaciones para mostrar el efecto causado por la

administracion intravitrea de VEGF.
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Figura 6. Montajes planos de retina representativos obtenidos 24 h después de la inyeccion intravitrea
de PBS (control) o VEGF (600 ng/ul por ojo). Panel A y B corresponden a las retinas con PBS o
VEGF bajo microscopia en campo claro. Panel C y D corresponden a las mismas retinas, observadas
bajo microscopia de fluorescencia. Las zonas de hemorragia se perciben como actimulos de eritrocitos
extravasados en el tejido (flechas) bajo microscopia en campo claro (panel B), mismas que al
exponerse a fluorescencia (panel D) coinciden con zonas opacas a la fluorescencia (flechas) rodeadas

de amplias zonas difusas de fuga del dextran acoplado a fluoresceina (cabeza de flecha).
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7.2 El VEGF incremento significativamente la vasopermeabilidad retiniana

cuantificada mediante el ensayo azul de Evans

El incremento de la vasopermeabilidad causada por la inyeccion intravitrea de VEGF fue
cuantificado mediante el ensayo del azul de Evans. El colorante azul de Evans se cuantifico
como indice de la extravasacion de albumina en la retina por espectrometria y se interpolaron
los valores de absorbancia en una curva estandar elaborada con cantidades conocidas del
colorante. Se encontré que el VEGF indujo un incremento de la vasopermeabilidad 2.54
veces mayor al de las retinas que recibieron PBS (Figura 7). Esta diferencia fue
estadisticamente significativa (*p=0.0314) cuando se promediaron los valores de los ojos
evaluados. Es convencional que en oftalmologia los resultados se reporten por ojo y no por
animal, debido a que la condicién ocular de ambos ojos es independiente. El grado de
aumento coincide con el reportado en respuesta a la administracion intravitrea del VEGF (2.8
veces sobre el valor control) y en respuesta a la condicion diabética (1.8-2.6 veces el valor

basal) (Diaz-Lezama et al., 2016; Ramirez et al., 2011; Xu, Qaum, & Adamis, 2001)
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Figura 7. Evaluacion de la vasopermeabilidad retiniana mediante en el ensayo in vivo de azul de
Evans en la rata, 24 h posteriores a la inyeccion intravitrea con VEGF o PBS. El niimero dentro de

las barras indica la cantidad de retinas. (*p =0.0314).
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7.3 El analisis por IP-Western blot de albumina mostro el incremento de la

vasopermeabilidad retiniana debido al VEGF

Si bien el ensayo de azul de Evans es un método sensible y ampliamente utilizado para
cuantificar la vasopermeabilidad retiniana, no permite evaluar otros pardmetros en el mismo
tejido. Por lo que diversos autores han reportado a la inmunoprecipitacion (IP) como una
técnica idonea para concentrar a la albumina extravasada en la retina y facilitar su deteccion
mediante Western blot, como indice directo de un incremento de la vasopermeabilidad
(Trichonas et al., 2010). El analisis por IP-Western blot de extractos de retina .reveld una
banda inmunorreactiva para albimina del tamafo esperado (67 kDa) (Figura 8A). También
se observaron bandas reactivas de 50-55 kDa que corresponden a las cadenas pesadas de las
inmunoglobulinas (IgG) debido a que estan presentes en el control negativo (blanco) donde
el anticuerpo anti-albiimina se adicion6 al buffer de IP en ausencia de extracto de retina. La
IP-Western blot de lisados de retina mostr6 el aumento de la vasopermeabilidad en las retinas
que recibieron VEGF comparado con las retinas inyectadas con PBS (Figura 8A). Esta
diferencia fue significativa (**p=0.0041) cuando se evalud la densidad Optica de las bandas
inmunorreactivas para albimina de seis retinas independientes por grupo (Figura 8 B). Esta
cuantificacion revel6 que el VEGF increment6 la vasopermeabilidad retiniana 1.83 veces en
relacion con el control. Este aumento estd en el rango esperado para el efecto de la

administracion intravitrea del VEGF (Ramirez et al., 2011).

A IP-Lisados de retina B)
Blanco = PBS VEGF

‘.—Albumina
50 — | . — oG
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Figura 8. A) Blot representativo de IP- Western blot de los lisados de retinas de ojos inyectados
intravitrealmente con VEGF o PBS. En el primer carril se muestra el control negativo donde se

inmunoprecipito el buffer de incubacion en ausencia de extracto de retina (Blanco). En el carril 2 y 3
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se muestran las bandas inmnoreactivas a albumina y las inmunoglobulinas presentes en el anticuerpo
(IgG). Los numeros a la derecha indican los pesos moleculares en kDa de los marcadores de peso
molecular. B) Grafica correspondiente al analisis densitométrico de las bandas de albumina. Los

numeros dentro de las barras indican en nimero de retinas evaluadas. (**p=0.0041).

7.4 El analisis por Western blot sin IP mostro el incremento de la vasopermeabilidad

retiniana debido al VEGF

Para evaluar el beneficio de llevar a cabo el paso previo de IP en el analisis del efecto del
VEGF los lisados de retina se analizaron por Western blot sin ser sometidos a IP. El analisis
por Western blot directo mostro la presencia de una unica banda del tamafio esperado para la
albumina, cuya concentracion se corrigid a través de la valoracién inmunoreactiva de la
proteina constitutiva, (Gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa o GAPDH) (Figura 9).
Encontramos que el VEGF increment6 2.46 veces los niveles de la alblimina retiniana y que
este aumento fue estadisticamente significativo (*p=0.0470) cuando se valoraron siete retinas
independientes. El aumento fue similar al obtenido mediante en ensayo de azul de Evans
(2.54 veces de incremento) y aparentemente mayor al observado cuando se realiza el Western

blot con el paso previo de IP (1.8 veces).
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Figura 9. A) Western blot representativo de lisado de retinas revelado con anticuerpos anti-albumina
y anti-GAPDH de animales sometidos a la inyeccion intravitrea de VEGF o PBS. Analisis mediante

Western blot de extractos de retina sin previa IP. En el primer carril se muestran los marcadores de
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peso molecular (MPM). En los carriles 2 y 3 se procesaron los lisados de retina tratados con PBS y
VEGF, respectivamente. Los nimeros a la izquierda indican los pesos moleculares en kDa. En la
parte inferior se muestra la banda inmunoreactiva para la proteina GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa) utilizada como control de carga. B) Grafica correspondiente al analisis
densitométrico de las bandas de albumina normalizados contra la proteina GAPDH. Los numeros

dentro de las barras indican el nimero de retinas evaluadas. (*p=0.0470)

8 DISCUSION

La VP es un pardmetro que se ve comprometido en padecimientos como el edema macular y
la retinopatia diabética (Nidavani et al., 2014). En particular, el edema macular diabético es
la causa mas comun de la pérdida de vision en la diabetes, ya que involucra a la macula que
es el area central de la retina donde se concentra el mayor ntimero de fotorreceptores (conos)
responsables de la agudeza visual y de la vision en color (Li et al., 2004). Este padecimiento
se define como el engrosamiento de la retina en el centro de la macula (fovea) causado por
la acumulacion de fluido retiniano y. subretiniano que resulta del incremento de
permeabilidad de la vasculatura de la retina (Li et al., 2004). El edema macular diabético
puede ocurrir temprano en la diabetes (5 afios después de su diagnostico) y afecta alrededor
del 30% de los pacientes con diabetes y el 12% de los pacientes con retinopatia diabética
(Klaassen et al., 2013). Por lo que el estudio de factores involucrados en el incremento de la
VP es fundamental para intentar resolver este padecimiento. En este sentido, la evaluacion
de la VP y de los factores que pudieran alterarla en las mismas muestras biologicas se

presenta como una opcion metodologica importante.

Nuestro trabajo apoya el uso de la deteccion por Western blot de la albtimina en la retina
como una técnica para evaluar la VP de este tejido comparable en eficacia al método
convencional (ensayo de azul de Evans) pero que, a diferencia de este, permite cuantificar en
las mismas muestras el incremento de la vasopermeabilidad y la expresion de factores

involucrados en su regulacion.
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Utilizamos como modelo para inducir VP en la retina la administracion intravitrea de VEGF,
el principal promotor de la VP retiniana asociada al edema macular diabético y la retinopatia
diabética (Gardner & Antonetti, 2008; Klaassen et al., 2013). El aumento de la albumina
extravasada en la retina fue similar cuando se evalu6 por Western blot directo y por el método
de azul de Evans (2.46-veces vs. 2.54-veces mayor a la observada en ausencia de VEGF,
respectivamente). Sin embargo, llama la atencion que la valoracion de este efecto requirié de
menos retinas (6 vs. 18) que cuando la evaluacion se realizé mediante el método de azul de
Evans. No es claro a qué se debe esta diferencia, pero es posible que las condiciones de los
animales durante la administracion del colorante (anestesia durante dos horas) y el método
de extraccion del colorante introduzcan variaciones que requieren de un mayor nimero de
animales para observar diferencias significativas. La mayor variabilidad del ensayo de azul
de Evans asi como el mayor cuidado y tiempo de manejo de los animales con respecto al

Western blot representan ventajas adicionales de este ultimo método.

Ademas, nuestro estudio evidencia que no es necesario el paso previo de IP para lograr una
evaluacion confiable de la albumina extravasada en la retina y, consiguientemente de la VP.
El aumento en respuesta al VEGF fue comparable. Sin embargo, la significancia del efecto
fue mayor en presencia de IP para grupos de retinas equivalentes. Por otra parte, la cantidad
de albimina detectada en los extractos, a juzgar por la densidad de la banda inmunorreactiva,
fue similar entre el método que utilizo IP y el que no la utiliz6 (Figuras 8A vs. 9A). Esto no
es claro dado que en los Western blots se evalud la albumina inmunoprecipitada partir de 300
ug de proteina del extracto (Figura 8A) y la albimina sin inmunoprecipitar presente en tan
solo 15 pg de proteina del extracto. Posibles explicaciones consideran una baja eficacia del
proceso de inmunoprecipitaciéon y/o una mayor extraccion de la albumina del extracto sin
inmunoprecipitar gracias a las propiedades solubilizantes del buffer de Laemmli sobre el
extracto total. El andlisis de ambas posibilidades requiere de la evaluacion de la
inmunoprecipitacion y solubilizacion de un estdndar puro de albumina de rata con el que no

contamos hasta el momento (Trichonas et al., 2010).

También queda pendiente evaluar discrepancias sobre la necesidad o no de perfundir a los

animales antes de la evaluacion por Western blot. Se ha propuesto que este paso es necesario
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para eliminar el exceso de alblimina sérica presente en los vasos y asi poder identificar a la
proteina extravasada en el microambiente tisular (Lin et al., 2011; Trichonas et al., 2010).
Sin embargo, también se ha reportado que la perfusion no es necesaria (Liu et al., 2012).
Convencionalmente los animales se perfunden, sin embargo, en estudios futuros se evaluara
la necesidad de perfusion ya que su eliminacion simplificaria ain més el uso de esta
metodologia.

Un aspecto importante por considerar es que la deteccion por Western blot de una proteina
es en el mejor de los casos una técnica semicuantitativa y no cuantitativa, lo-que impide
detectar cambios menores, si bien reales, de variacion proteica. En este ensayo, los cambios
inducidos por el VEGF sobre la VP retiniana son grandes lo que permitié que se vieran
reflejados en cambios significativos en los niveles de albumina retiniana evaluados
semicuantitativamente por el Western blot. La magnitud “de los efectos del VEGF
administrado intravitrealmente quedaron de manifiesto cuando se evalu6 visualmente la red
capilar en montajes planos de retina por microscopia de luz y de fluorescencia acoplada a

una fluoroangiografia.

En conclusion, los resultados de esta tesis apoyan el uso del Western blot directo para evaluar
cambios importantes en la VP retiniana asociados a retinopatias como el edema macular
diabético y la retinopatia diabética y, por ende, en la valoracion experimental de futuros

tratamientos contra estos padecimientos.

9 CONCLUSIONES

La evaluacion de la albimina enddgena en lisados de retina mediante Western blot permite
evaluar el aumento de la vasopermeabilidad inducida por la inyeccién intravitrea de VEGF,

con una sensibilidad comparable a ensayos convencionales (azul de Evans)

37



La cuantificacion por densitometria de Western blot de la albimina endégena permitird
valorar el incremento de la permeabilidad retiniana de manera experimental en patologias de

la microvasculatura como la retinopatia diabética y edema macular
Implementar esta metodologia permitird reducir los costos necesarios para evaluar la

vasopermeabilidad y permitird el uso del mismo tejido y animal para evaluaciones

posteriores.
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