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RESUM

La Quercetina (Q) és un flavonoide present en fruites i vegetals, aixi com en el te, café, cacau i
vi negre. La ingesta de Q en la dieta s'ha relacionat amb efectes beneficiosos en la salut com ara
la proteccié davant malalties cardiovasculars, menor incidéncia en I'aparicio de determinats tipus
de cancer, menor incidéncia d'asma i de malaltia pulmonar obstructiva cronica.

Les propietats beneficioses de la Q es relacionen estretament amb la seva estructura quimica, que
li confereix propietats antioxidants. Actua com a protector enfront de les especies reactives
d'oxigen, mitjancant la neutralitzacié de radicals lliures com anions superoxid, oxid nitric i
peroxinitrits entre d'altres. L'efecte antioxidant també podria ser degut a la seva capacitat per
inhibir enzims com la xantina oxidasa, lipooxigenasa i NADPH oxidasa, impedint la mort
cel-lular. A més pot incrementar la producci6 d'antioxidants endogens.

En aquest treball analitzarem i discutirem alguns estudis que s'han dut a terme sobre
I'administracio de la Q en la prevencié de la salut visual.

Stefek (2011) revisa el paper dels flavonoides en la prevencio de les cataractes diabétiques. Kalt
W. et al (2010) discuteixen el paper dels compostos polifendlics en la salut de I'ull. Recents
estudis in vitro demostren que les antocianines i altres flavonoides interactuen directament amb
la rodopsina i modulen la funcié d'aquest pigment visual. Altres estudis mostren que els
flavonoides protegeixen una varietat de cel-lules retinianes de la mort cel-lular induida per estrés
oxidatiu.

La Q disminueix la inflamacidé en cultius de teixit orbital sencer, es creu que actua com un
antioxidant que protegeix I'epiteli pigmentari de la retina (RPE) danyat per I'estres oxidatiu. S'ha
suggerit que els polifenols vegetals son farmacs prometedors per tractar el cancer i les malalties
de la retina.
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RESUMEN

La Quercetina (Q) es un flavonoide presente en frutas y vegetales, asi como en el té, café, cacao
y vino tinto. La ingesta de Q en la dieta se ha relacionado con efectos beneficiosos en la salud,
podemos nombrar entre una multitud, la proteccion frente a enfermedades cardiovasculares,
menor incidencia en la aparicion de determinados tipos de cancer, menor incidencia de asma y
de enfermedad pulmonar obstructiva cronica.

Las propiedades beneficiosas de la Q se relacionan estrechamente con su estructura quimica, que
le confiere propiedades antioxidantes. Actia como protector frente a las especies reactivas de
oxigeno mediante la neutralizacion de radicales libres. El efecto antioxidante también podria
deberse a su capacidad para inhibir enzimas como la xantina oxidasa, lipooxigenasa y NADPH
oxidasa, impidiendo la muerte celular. Ademas puede incrementar la produccion de antioxidantes
enddgenos (Vicente-Vicente et al 2013).

En este trabajo analizaremos y discutiremos algunos estudios que se han llevado a cabo sobre la
administracion de la Q en la prevencién de la salud visual.

Stefek (2011) revisa el papel de los flavonoides en la prevencion de las cataratas diabéticas. Kalt
W. et al (2010) discuten el papel de los compuestos polifendlicos en la salud del ojo. Recientes
estudios in vitro demuestran que las antocianinas y otros flavonoides interactan directamente
con la rodopsina y modulan la funcién de este pigmento visual. Otros estudios muestran que los
flavonoides protegen una variedad de células retinianas de la muerte celular inducida por estrés
oxidativo.

La Q disminuye la inflamacién en cultivos de tejido orbital entero, se cree que actia como un
antioxidante que protege el epitelio pigmentario de la retina (RPE) dafiado por el estrés oxidativo.
Se ha sugerido que los polifenoles vegetales son farmacos prometedores para tratar el cancer y
las enfermedades de la retina.
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ABSTRACT

Quercetin (Q) is a flavonoid present in fruits and vegetables, as well as tea, coffee, cocoa and red
wine. The ingestion of Q in the diet has been related to beneficial health effects such as protection
against cardiovascular diseases, lower incidence in the appearance of certain types of cancer,
lower incidence of asthma and chronic obstructive pulmonary disease.

The beneficial properties of Q are closely related to its chemical structure, which gives it
antioxidant properties. It acts as a protector against reactive oxygen species, through the
neutralization of free radicals such as superoxide anions, nitric oxide and peroxynitrites, among
others. The antioxidant effect could also be due to its ability to inhibit enzymes such as xanthine
oxidase, lipoxygenase and NADPH oxidase, preventing cell death. It can also increase the
production of endogenous antioxidants.

In this paper we will analyze and discuss some studies that have been carried out on the
administration of Q in the prevention of visual health.

Stefek (2011) reviews the role of flavonoids in the prevention of diabetic cataracts. Kalt W. et al
(2010) discuss the role of polyphenolic compounds in eye health. Recent in vitro studies show
that anthocyanins and other flavonoids interact directly with rhodopsin and modulate the function
of this visual pigment. Other studies show that flavonoids protect a variety of retinal cells from
cell death induced by oxidative stress.

Q decreases inflammation in whole orbital tissue cultures, and it is believed to act as an
antioxidant that protects the retinal pigment epithelium (RPE) damaged by oxidative stress. It
has been suggested that plant polyphenols are promising drugs to treat cancer and diseases of the
retina.
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SUMMARY

Flavonoids are a group of bioactive compounds that are widely found in foods of plant origin,
which are classified into subgroups according to their chemical structure: flavanones, flavones,
flavonols, flavan-3-ols, anthocyanins and isoflavones. Its actions at the molecular level include
antioxidants antioxidant capacity on cultured cells.

Studies indicate that flavonoids may play a beneficial role in disease prevention.

It has been suggested that plant polyphenols (bioflavonoids) represent promising drugs to treat
cancer and diseases of the retina. The researchers compared the effects of various bioflavonoids
(epigallocatechin-3-gallate [EGCG], luteolin, apigenin, myricetin, quercetin (Q), and cyanidin)
on the physiological properties and viability of pigmented epithelial cells of the cultured human
retina (RPE).

The structure of the quaternary protein depends on the adequate folding of the newly synthesized
polypeptides and the adequate protection against environmental and physiopathological stress. A
possible protective mechanism suggested is the response to thermal shock, which involves the
transcriptional activation of a small set of specific genes and a subsequent synthesis of the "heat
shock proteins™ (Hsps).

Recent in vitro studies show that anthocyanins and other flavonoids interact directly with
rhodopsin and modulate the function of the visual pigment. Additional in vitro studies show that
flavonoids protect a variety of retinal cell types from cell death induced by oxidative stress, an
important neuroprotective property because the retina has the highest metabolic rate of all tissues
and is particularly vulnerable to oxidative damage .

Oxidative stress is an initiating factor in the development of cataracts that start at maturity. Diet

has a significant impact on the development of cataracts, and the individual dietary components
responsible for the protective effect include flavonoids, of which Q is one of the most important.
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Q is a natural substance found in abundance in grapes, red wine and other food products.

The purpose of this study was to investigate the effects and behaviors of Q on visual health.
Among the different effects of Q we find:

1. ANTI-INFLAMMATORY EFFECT OF Q IN A COMPLETE ORBITAL TISSUE
CULTURE OF GRAVES ORBITOPATHY.

The authors previously reported that Q significantly inhibits interleukin (IL)-1p-induced
increases in proinflammatory cytokines in the cultured primary orbital fibroblasts of Graves'
orbitopathy (GO). This study investigated the inhibitory effect of Q on inflammation in the entire
orbital tissue cultured.

2. EFFECT OF Q ON THE FORMATION OF COROIDEA NEOVASCULARIZATION (VNC)
IN AGE-RELATED MACULAR DEGENERATION (AMD).

Age-related macular degeneration (AMD) as a pathological entity is "dry™ in the early stage and
is composed of two main components in the late stage: atrophic AMD and exudative AMD. Q
acts as an antioxidant to protect the retinal pigment epithelial cells (RPE) damaged by oxidative
stress. The aim of this study was to investigate the effect of Q on the formation of VNC in AMD.

3. EFFECTS OF VEGETABLE POLYPHENOLS, EPIGALLOCATEQUINE-3-GALLATE,
LUTEOLINE, APIGENIN, MYRICETIN, Q AND CYANIDINE IN PRIMARY CULTURES
OF RETINAL PIGMENT EPITHELIAL CELLS OF HUMAN RETINA.

It has been suggested that plant polyphenols (bioflavonoids) represent promising drugs to treat
cancer and diseases of the retina. We compared the effects of various bioflavonoids
(epigallocatechin-3-gallate [EGCG], luteolin, apigenin, myricetin, Q, and cyanidin) on the
physiological properties and viability of pigmented epithelial cells of the cultured human retina
(RPE).
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4. EXPRESSION OF HSP70 AND HSP27 IN EPITHELIAL LENS CELLS IN EYES AS A
RESPONSE TO Q.

The structure of the quaternary protein depends on the adequate folding of the newly synthesized
polypeptides and the adequate protection against environmental and physiopathological stress. A
possible protective mechanism suggested is the response to thermal shock, which involves the
transcriptional activation of a small set of specific genes and a subsequent synthesis of the "heat
shock proteins™ (Hsps).

5. Q INHIBITS COROIDAL AND RETINAL ANGIOGENESIS IN VITRO.

Q is a natural substance found in abundance in grapes, red wine and other food products. In this
study, the effect of Q on choroidal and retinal angiogenesis in vitro, using the rhesus choroid-
retinal endothelial cell line (RF / 6A), was studied.

6. Q PROTECTS THE RETINA BY REDUCING APOPTOSIS DUE TO ISCHEMIA-
REPERFUSION INJURY IN A RAT MODEL

The objective of this study was to investigate the effect of Q on apoptotic cell death induced by
ischemia-reperfusion injury (I / R) in the rat retina.

7. RECENT INVESTIGATIONS ON POLYPHENOLS IN VISION AND EYE HEALTH

A long-standing but controversial bioactivity attributed to polyphenols is its beneficial effect on
vision. While reports of anecdotal cases and in vitro research studies provide evidence of the
visual benefits of berries rich in anthocyanins. Recent in vitro studies show that anthocyanins
and other flavonoids interact directly with rhodopsin and modulate the function of the visual
pigment. Additional in vitro studies show that flavonoids protect a variety of retinal cell types
from cell death induced by oxidative stress, an important neuroprotective property because the
retina has the highest metabolic rate of all tissues and is particularly vulnerable to oxidative
damage .
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8. RESPONSES OF THE EPITHELIAL CELLS FROM THE HUMAN LENS TO Q AND
DMSO.

Oxidative stress is an initiating factor in the development of cataracts that start at maturity. Diet
has a significant impact on the development of cataracts, and the individual dietary components
responsible for the protective effect include flavonoids, of which Q is one of the most important.
The purpose of this study was to investigate the protective effect of quercetin and its toxicity to
human lens epithelial cells (HLEC).

9. Q ATENUES THE PRODUCTION OF LACTATE AND THE SECRETION OF
EXTRACELLULAR MATRIX IN THE KERATOCONUS

Keratoconus (KC) is an ecstatic corneal disease that leads to a thinning of the cornea and the
formation of a cornea similar to a cone. Elevated lactate levels, increased oxidative stress and the
formation of myofibroblasts have been previously reported. In the present study, we evaluated
the role of quercetin in the secretion of collagen and the formation of myofibroblasts in KC in
vitro.

The reported data showed that Q significantly downregulates the differentiation of myofibroblast
markers and fibrotic markers, such as smooth muscle actin a (a-SMA) and collagen I11 (Col I11),
both in HCFs and in HKC.

10. Q MAY MODULATE THE METABOLISM OF KERATOCONUS IN VITRO

In a published study, evidence was presented that Q is a strong candidate to regulate the metabolic
activity of both human corneal fibroblasts (HCF) and human keratoconus (HKC) in vitro. The
metabolomics based on directed mass spectrometry performed in HCF and HKC with and
without treatment with Q allowed to identify variations in the flow of metabolites. In general,
this study revealed a new therapeutic potential application of Q on the metabolism of corneal
stromal cells in healthy and diseased states.

11. Q ATENUES THE PRODUCTION OF LACTATE AND THE SECRETION OF
EXTRACELLULAR MATRIX IN THE KERATOCONUS.

The purpose of this study was to evaluate the effect of Q on human keratoconus (HKC) using a
3D model in vitro. In addition, the effects of Q on cell metabolism and fibrosis was examined
using a variety of techniques to confirm the findings.
Pagina
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The results showed that Q significantly reduces the secretion of collagen and the expression of
pro-fibrotic molecules through the signaling pathway of TGF-p. In general, Q is proposed as a
novel therapeutic potential to reduce scarring and attenuate the regulatory signals of oxidative
stress involved in the pathophysiology of KC.

12. PROTECTIVE EFFECT OF Q AND CHLOROGENIC ACID, TWO POLIFENOLS
PRESENT IN VARIETIES OF EDIBLE PLANTS, ON THE DEGENERATION OF THE
RETINA INDUCED BY VISIBLE LIGHT IN VIVO.

Q and chlorogenic acid effectively suppressed levels of oxidative stress markers increased by
exposure to light and significantly increased levels of heme-oxygenase-1 in the retina. Q
significantly inhibited the expression of nuclear factor kappa B. In addition, changes induced by
photooxidative stress in the expression levels of apoptotic proteins and angiogenesis factors were
regulated by Q and chlorogenic acid. Histological analysis revealed that the thickness of the outer
nuclear layer was maintained by Q, but not by chlorogenic acid. The results suggest that Q and
chlorogenic acid play an important role in relieving the degeneration of the retina induced by
light.

13. Q POTENTIAL FOR DRY EYE DISEASES
The elucidation of the association between the antioxidant effects of Q and the secretion of tears
is crucial to prevent and/or treat dry eye disease, as it is assumed to be increasingly frequent, as

well as lifestyle diseases.

14. THE EFFECTS ON THE DIABETIC CATARACT OF Q ARE MEASURED BY THE
INHIBITION OF OXIDATIVE STRESS AND THE ROUTE OF THE POLYPHENOL.

The mechanism that dictates this interesting dexterity of Q could be attributed to its inhibitory

strength of aldose reductase (AR), its potential for anti-lipid peroxidation and its anti-activity
advanced glycosylation (anti-AGE).
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AGE Glicosilacion avanzada

AR Aldosa reductasa

CA Clorogénico

DC Catarata diabética

DMAE Degeneracién macular relacionada con la edad

ERO Especies reactivas del oxigeno

FA Angiografia con fluoresceina

GbE Ginkgo biloba

GO Grasa orbital

GSH Glutation reducido
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HKC Células del Queratocono Humano
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MEC Matriz Extracelular
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Rho Rodopsina

RP Retinitis Pigmentosa

RPE Epitelio pigmentario retinal

SB Base de Schiff

STZ Inducida por estreptozotocina
TNFa Factor de necrosis tumoral alfa

VNC Neovascularizacion coroidea
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1. INTRODUCCION

Flavonoide (del latin flavus, "amarillo™) es el término genérico con que se identifica a una serie
de metabolitos secundarios de las plantas. La estructura base, un esqueleto C6-C3-C6, puede
sufrir posteriormente muchas modificaciones y adiciones de grupos funcionales, por lo que los
flavonoides son una familia muy diversa de compuestos, aunque todos los productos finales se
caracterizan por ser polifendlicos y solubles en agua. Los flavonoides que conservan su esqueleto
pueden clasificarse, segun las isomerizaciones y los grupos funcionales que les son adicionados,
en 6 clases principales: las chalconas, las flavonas, los flavonoles, los flavandioles,
las antocianinas, y los taninos condensados.? mas una séptima clase, las auronas, tenidas en
cuenta por algunos autores por estar presentes en una cantidad considerable de plantas. También
el esqueleto puede sufrir modificaciones, convirtiéndose entonces en el esqueleto de
los isoflavonoides o el de los neoflavonoides, que por lo tanto también son derivados de los
flavonoides.

Los flavonoides se biosintetizan en todas las "plantas terrestres" o embriofitas, y también en
algunas algas Charophyta, y aunque todas las especies comparten la via biosintética central,
poseen una gran variabilidad en la composicion quimica de sus productos finales y en los
mecanismos de regulacion de su biosintesis, por lo que la composicidén y concentraciéon de
flavonoides es muy variable entre especies y en respuesta al ambiente. Los flavonoides son
sintetizados en el citoplasmay luego migran hacia su destino final en las vacuolas celulares.
Cumplen funciones metabdlicas importantes en las plantas, algunas funciones son comunes a
todas las plantas y otras son especificas de algunos taxones.

Flavonoide

Figura 1. Estructura basica de los flavonoides y sistema de numeracion. (Fuente: Pérez
Trueba, Gilberto. (2003))
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Tabla 1. Clasificacion general de los compuestos polifenolicos (Fuente:Mercado-Mercado,
Gilberto (2013)).

Los flavonoides poseen propiedades muy apreciadas en medicina, bloquean la progresion de las
cataratas y la degeneracion macular, y tienen grandes actividades farmacologicas en modelos “in
vitro” tales como: antiinflamatorias, antimicrobianos, antialérgicas, antibioticas, antidiarreicas,
antioxidantes, anticancerigenos.

La extraccion de los flavonoides se realiza con solventes organicos de alta polaridad como el
etanol (el acetato de etilo se usa con bastante precaucion ya que por calentamiento puede
reaccionar con ciertos compuestos). Posteriormente, se realizan extracciones sucesivas con
solventes de polaridad creciente como: Hexano / Cloroformo (para flavonoides de baja
polaridad).Acetato de etilo (para flavonoides de mediana polaridad). Butanol (para flavonoides
de alta polaridad y, por lo general, los de mayor uso farmacoldgico gracias a la presencia de
grupos funcionales de tipo hidroxilo y carbonilo)

La quercetina (Q), seria un ejemplo de flavonol que se encuentra presente generalmente como O
- glicosidos en altas concentraciones tanto en frutas como en verduras. Es el flavonoide mas
abundante y habitual en la dieta humana. Alimentos con niveles elevados de Q son las manzanas,
las uvas, el brocoli, la cebolla, o el té. Inhibe enzimas virales pudiendo tener accion antivirica, y
también inhibe la produccion de prostaglandinas ejerciendo efectos antiinflamatorios. Se han
realizado distintos experimentos in vitro sobre las propiedades bioldgicas de esta sustancia.

Estudios anteriores aportan datos de la aplicabilidad terapéutica de la Q en la fibromialgia por
sus acciones antiinflamatorias. Como se ha demostrado, la conjuncion de la accion de la Q con
la de los cannabinoides podria ser una fuente de sinergia. Asi mismo, la Q es una inhibidora de
la enzima Mono Amino Oxidasa (MAO) que esta implicada en el metabolismo de
neurotransmisores y farmacos; esto es de tener en cuenta por posibles interacciones con algunos
farmacos especificos.
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2. ANTECEDENTES

Como hemos indicado en la introduccion la busqueda bibliografica la realizaremos sobre las
aplicaciones del flavonoide Q en la prevencién y/o tratamiento de enfermedades oculares.
Dividiremos los estudios en aquellos que utilizan metodologias in vitro y los que realizan
experimentos in vivo.

2.1. Estudios in vitro.

- La Q modula el metabolismo del queratocono in vitro. Tina B McKay (2015).

Las cicatrices corneales, resultado de enfermedades, infeccién o lesiones, causan una pérdida
significativa de vision o incluso ceguera. Hasta la fecha, el tratamiento méas exitoso es el
trasplante de cornea, pero no esté exento de efectos secundarios. Una de las distrofias corneales
que se correlacionan con la cicatrizacion corneal es el queratocono (KC). El desencadenante de
la enfermedad aun se desconoce; sin embargo, el metabolismo celular alterado se ha relacionado
con la promocion del fenotipo fibrotico y por lo tanto la cicatrizacion.

McKay T. et al (2015) presentan pruebas de que la Q regula la actividad metabolica tanto de los
fibroblastos corneales humanos normales (HCF) como de los células del queratocono humano
(HKC) in vitro y, por lo tanto, seria un posible agente terapéutico para atacar el metabolismo
celular alterado caracteristico de los HKC.

En su estudio determinaron el conjunto de metabolitos de las muestras para identificar
variaciones de flujo. Se utilizd la espectrometria de masas dirigida. Las muestras se
resuspendieron en 20 pL de agua graduada para HPLC para espectrometria de masas tandem
dirigida (LC-MS/MS) y se inyectaron 5 pL y se analizaron utilizando un espectrometro de masas
de cuadrupolo triple hibrido 5500 QTRAP (AB / SCIEX) acoplado a un UFLC de Prominence
Sistema (Shimadzu) usando una columna Amide HILIC (Waters) y analizado con monitoreo de
reaccion seleccionado (SRM) con cambio de polaridad positivo / negativo.

Se realiz6 en HCF y HKC con y sin tratamiento con Q. En general, el estudio revela una nueva
diana terapéutica de la Q sobre las células estromales de la cdrnea en estado sano y enfermo. La
investigacion se adhirié a los principios de la Declaraciéon de Helsinki. Se cultivaron HCFs y
HKCs; se recogieron HCF de pacientes normales y los HKCs se obtuvieron después del
aislamiento de las cdrneas KC obtenidas. Se eliminaron el epitelio y el endotelio, y el tejido
estromal fue cortado en trozos pequefios e incubado con suero bovino fetal al 10%. Después de
2 semanas de incubacion, las células se pasaron a una placa de cultivo celular de 100 mm vy se
cultivaron hasta confluencia antes de la siembra en seis placas de transwell. Fueron cultivados
en un 10% de medio FBS EMEM y estimulados con un derivado estable de vitamina C (0,5 acido
mM 2-O-a-D-glucopiranosil-L-ascorbico), durante 4 semanas con cambios de medios 3x por
semana. Las construcciones 3D que contienen HCFs y HKCs fueron tratados con vehiculo
(dimetilsulféxido, DMSOQ) o quercetina 10 uM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) para el periodo
completo de 4 semanas. Al final de de las 4 semanas las construcciones (Células + ECM
autoensamblado) se aislaron y se enviaron para la extraccion de metabolitos. Los metabolitos se
aislaron y almacenaron a -80 ° C, hasta su uso posterior.
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-La Q atenua la produccion de lactato y la secrecidon de matriz extracelular en el
queratocono.

El queratocono (KC) es una enfermedad corneal que conduce a un adelgazamiento de la cornea
y la formacion de una cornea similar a un cono. Previamente se detectan niveles elevados de
lactato, aumento del estrés oxidativo y formacion de miofibroblastos.

En el presente estudio (T. B. McKay 2015), los autores evaluan el papel de la Q en la secrecion
de colageno y la formacion de miofibroblastos en KC in vitro.

Los fibroblastos corneales humanos (HCF) y las células de queratocono humano (HKC) se
trataron con un derivado estable de vitamina C y se cultivaron durante 4 semanas, estimulando
la formacion de una matriz extracelular autoensamblada.

Todas las muestras se analizaron mediante transferencias de Western y espectrometria de masas
en tandem dirigida. Segun los autores los datos mostraron que la Q regula significativamente a
la baja la diferenciacion de marcadores de miofibroblastos y los marcadores fibroticos, como la
actina del musculo liso a (a-SMA) y el colageno 111 (Col Il1), tanto en los HCF como en los
HKC. La secrecién de colageno Il se redujo en un 80% tanto en los HCF como en los HKC
después del tratamiento con Q. Ademas, la Q redujo la produccion de lactato por HKCs a niveles
normales de HCF. La Q disminuyo la expresion de TGF-BR2 y TGF-f2 en HKCs, lo que sugiere
un vinculo significativo con la via de TGF-p.

Los autores concluyen que la Q es un regulador clave de los marcadores fibréticos y el
ensamblaje de la ECM mediante la modulacion del metabolismo celular y la sefializacion de
TGF-B por lo que sugieren que la Q es un posible agente terapéutico para el tratamiento de las
distrofias corneales, como el KC.

-Investigaciones sobre los polifenoles en la vision y la salud ocular.

Una bioactividad controvertida atribuida a los polifenoles es su efecto beneficioso en la vision.
Si bien los informes de casos anecdéticos y los estudios de investigacion in vitro proporcionan
evidencia de los beneficios visuales de las bayas ricas en antocianinas, todavia faltan pruebas
clinicas rigurosas de sus beneficios.

Kalt W. et al (2010) en un estudio in vitro demuestran que las antocianinas y otros flavonoides
interacttan directamente con la rodopsina y modulan la funcién del pigmento visual. Estudios
adicionales in vitro muestran que los flavonoides protegen una variedad de tipos de células
retinianas de la muerte celular inducida por estrés oxidativo, una propiedad neuroprotectora
importante porque la retina tiene la tasa metabdlica mas alta de todos los tejidos y es
particularmente vulnerable a las lesiones oxidativas.

-Modulacién alostérica de la rodopsina visual mutada asociada con retinitis pigmentosa
mediante flavonoides.

Los flavonoides dietéticos exhiben muchas funciones biol6gicamente relevantes y pueden tener
efectos beneficiosos en el tratamiento de afecciones patologicas. A pesar de sus conocidas
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propiedades antioxidantes, existe escasa informacion estructural sobre la interacciéon de los
flavonoides con los receptores de membrana.

Herrera-Hernandez M. G., et al (2017) analizan el efecto de la Q sobre la conformacion,
estabilidad y funcion de la rodopsina, y el GO0V, mutante asociado a la retinitis pigmentosa, una
enfermedad degenerativa de la retina.

Mediante el uso de una combinacion de métodos experimentales y computacionales, los autores
concluyen que la Q puede actuar como un modulador alostérico de la opsina regenerada con 9-
cis retinal, dicha union tiene un efecto positivo sobre la estabilidad y las propiedades
conformacionales del mutante GO0V asociado con retinitis pigmentosa.

Los autores también sugieren que sus resultados abren nuevas posibilidades para usar Q y otros
flavonoides, en combinacidn con retinoides especificos como 9-cis-retinal, para el tratamiento
de la degeneracion de la retina asociada con retinitis pigmentosa. Ademas, proponen que el uso
de flavonoides como moduladores alostéricos también puede ser aplicable a otros miembros de
la superfamilia de receptores acoplados a proteina G.

La superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (GPCR), responden a un amplio espectro
de entidades quimicas, que van desde protones e iones de calcio a pequefias moléculas organicas
(incluidos los odorantes y neurotransmisores), péptidos y glicoproteinas. Se activan como
resultado de la union de los ligandos extracelulares especificos del receptor a sus dominios
transmembrana y transmitir las sefiales extracelulares resultante, estos receptores son
ampliamente estudiados debido a su uso potencial como dianas farmacoldgicas en el desarrollo
de farmacos.

El progreso en la cristalografia de rayos X ha aumentado el nimero de estructuras GPCR
resueltas y reveladas, instantaneas precisas de las interacciones ligando-receptor. Algunos
receptores se han cristalizado en diferentes estados funcionales en complejos con antagonistas,
agonistas parciales, agonistas completos, agonistas sesgados y moduladores alostéricos
proporcionando informacién adicional sobre los mecanismos de activacion de GPCR inducida
por ligando.

Los sitios de union de GPCR han mostrado ser valiosos para cumplir con los requisitos mas
refinados para el disefio de medicamentos. EXiste un creciente interés por los ligandos que se
unen a sitios alostéricos putativos que pueden proporcionar una mayor selectividad para los
subtipos de GPCR, reduciendo asi los efectos secundarios no deseados.

La Rodopsina (Rho), miembro prototipico de la superfamilia de los GPCR y el primero para el
que se resolvio la estructura cristalina, es la proteina principal que se encuentra en las membranas
del disco del segmento externo de los bastones de las Células fotorreceptoras de la retina. Media
la vision de luz tenue al convertir los fotones en sefiales quimicas que pueden desencadenar los
procesos bioldgicos que permiten al cerebro sentir el estimulo luminoso. Las mutaciones en Rho
se asocian con retinitis pigmentosa (RP), un grupo de enfermedades visuales hereditarias que
causan la degeneracion de la retina. Estas mutaciones pueden provocar unplegamiento incorrecto
de proteinas que conduce a una pérdida progresiva de células de bastones y conos, lo que resulta
en pérdida de vision. Se han llevado a cabo estudios experimentales con mutantes de RP para
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descifrar los mecanismos moleculares de la enfermedad como paso necesario para el desarrollo
de nuevos tratamientos.

Algunas estrategias propuestas para combatir esta afeccion se basan en el rescate farmacoldgico,
en el que pequefias moléculas conocidas como chaperonas farmacoldgicas se unen y estabilizan
opsinas plegadas en exceso. Se han estudiado diferentes compuestos para contrarrestar los efectos
de las mutaciones de Rho. Para la caracterizacion espectroscopica de muestras de Rho los autores
utilizaron un espectrofotometro Varian, (Cary 100 Bio, Australia). La temperatura se control6
por un accesorio peltier equipado, con un soporte para cubetas con camisa de agua conectado a
un bafio de agua en circulacion. Todos los espectros se registraron en el Rango de 250 nm a 650
nm.

La estabilidad térmica de la Rho se estudi6 a 48 ° C determinando los espectros UV-VIS de las
muestras y evaluando la disminucién de la banda de absorbancia méxima en funcion del tiempo.
Los espectros se registraron cada 5 minutos y los tiempos de vida media se determinaron
mediante ajuste de los datos experimentales a curvas exponenciales Unicas.

Referente a la estabilidad quimica se afiadié una solucion de clorhidrato de hidroxilamina 1 M
(ajustado a pH 7) para muestras adaptadas a la oscuridad en una cubeta espectroscépica
(concentracion final de 50 mM), y los espectros sucesivos se registraron cada 5 minutos para
controlar la disminucion de la Absorbancia a la Amax y la formacion de la oxima del retinal. Las
reacciones se llevaron a cabo en la oscuridad a 20 ° C. La hidroxilamina es un compuesto que se
utiliza en los estudios de Rho para determinar si una mutacion puede afectar la compactacion
estructural alrededor del entorno SB. Este reactivo puede entrar en la union retiniana, sitio de
Rho fotoactivado e hidrolizar el enlace (SB)

Para los experimentos de regeneracion del croméforo, se adicion6 un exceso molar de 2,5 veces
de 11CR o 9CR (solucién madre) a muestras adaptadas a la oscuridad en la cubeta
espectroscopica y se mezclé completamente. Inmediatamente después, la muestra se ilumind con
un filtro de corte amarillo (> 495 nm) para evitar el blanqueo de la rodopsina libre, y los espectros
sucesivos se registraron cada 10 min en el caso de WT y cada minuto en el caso del mutante
G90V. Los experimentos se realizaron a 20 ° C en la oscuridad hasta que no se observo un
aumento adicional en Amax, en la region visible.

Los estudios de modelizacion molecular, se llevaron a cabo para identificar posibles sitios de
unién de Q en opsina y Rho con 11CR o 9CR enlazados. Para este propdsito, las estructuras
cristalogréficas de opsina (entrada 3CAP), Rho-11CR (entrada 1GZM) 49, Rho-9CR (entrada
2PED) 50, y Metall (entrada 3PXO051) se recuperaron de la proteina. Las estructuras fueron
preparadas para estudios de acoplamiento (optimizacion de enlaces de hidrdgeno, estados de
protonacion), utilizando la herramienta del asistente de preparacion de proteinas del software
Schrddinger. Antes de los estudios de acoplamiento molecular, los tres receptores se examinaron
para identificar regiones energéticamente favorables para la union prospectiva de ligandos. Se
utilizo el software de reconocimiento de sitios Schrodinger, SiteMap, que identifica los sitios de
enlace, adecuado para ser ocupado por grupos hidrofobos o por ligandos, donantes de enlaces de
hidrogeno, aceptores 0 union a metales. La estructura de Q que se utilizd en el estudio se
descargo del sitio web de PubChem y se prepar6 para estudios de acoplamiento utilizando la
herramienta LigPrep, también de Schrodinger.
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-Efectos de los polifenoles vegetales, epigalocatequina-3-galato, luteolina, apigenina,
miricetina, Q y cianidina en cultivos primarios de células epiteliales de pigmento de la
retina humana.

Rui Chen (2014) ha sugerido que los polifenoles vegetales (bioflavonoides) son farmacos
prometedores para tratar el cancer y las enfermedades de la retina. Compara los efectos de varios
bioflavonoides (epigallocatechin-3-gallate [EGCG], luteolin, apigenin, myricetin, Q, y cyanidin)
sobre las propiedades fisiologicas y la viabilidad de las células epiteliales pigmentadas de la
retina humana (RPE).

Las células humanas de RPE se obtuvieron de varios donantes. Las células RPE se recolectaron
mecénicamente, se separaron por digestion con tripsinay EDTA, y se lavaron dos veces con PBS
a pH 7.2. Las células se suspendieron en medio Ham F-10 completo que contenia suero bovino
fetal , GlutaMAX Il 'y penicilina/ estreptomicina, y se cultivaron en matraces de cultivo de tejidos
en aire. La naturaleza epitelial de las células RPE se identific6 de manera rutinaria con la
inmunocitoquimica utilizando anticuerpos monoclonales AE1 (que reconocen la mayoria de las
Q acidas de tipo 1) y AE3 (que reconocen la mayoria de las queratinas basicas de tipo Il). Para
probar las sustancias, los cultivos que alcanzaron aproximadamente el 90% de confluencia se
detuvieron en el crecimiento en medio sin suero. Posteriormente, se agregaron medios que
contenian suero con y sin sustancias de prueba.

La tasa de proliferacion de células RPE se determind midiendo la incorporacion de
bromodeoxiuridina (BrdU) en el ADN genomico. Las células se sembraron en placas de
microtitulacion y se dejaron unir. Después de eso, se detuvo las células el crecimiento en medio
sin suero, y posteriormente, se afiadié medio que contenia suero con y sin sustancias de ensayo.
La incorporacion de BrdU se determind utilizando el kit de BrdU del ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzimas de proliferacion celular (ELISA). Se afiadié BrdU al medio de cultivo.

La quimiotaxis se determind con un ensayo de camara de Boyden modificado. Se sembraron
suspensiones de células RPE en filtros de poli (tereftalato de etileno), recubiertos con fibronectina
gelatina, las células se unieron al filtro y formaron una monocapa semiconfluyente. Las células
se trataron previamente con sustancias blogueadoras y, posteriormente, el medio se cambié a
medio sin aditivos. Después de la incubacion, las inserciones se lavaron con solucién salina
tamponada, se fijaron con reactivo de Karnofsky y se tifieron con hematoxilina. Las células no
migradas se eliminaron de los filtros frotando suavemente con un algodoén. Las células migradas
se contaron y los resultados se expresaron en relacion con la tasa de migracion celular en ausencia
de las sustancias de prueba.

La viabilidad celular se determin6 mediante exclusion con Trypan Blue. Después de la
tripsinizacion, las células se tifieron con azul de tripano y el numero de células viables (no
teflidas) y muertas (tefiidas) se determiné utilizando un hemocitémetro.

El ELISA de fragmentacion de ADN celular (Roche) se utiliz para determinar si las células se
someten a apoptosis 0 necrosis en ausencia y presencia de sustancias de prueba. La necrosis se
determind mediante el analisis de los fragmentos de ADN marcados con BrdU en los
sobrenadantes de cultivos libres de células, y la apoptosis se determind mediante el uso de lisados
citoplasmicos de las células.
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El ARN total se extrajo de las células cultivadas mediante el RNeasy Mini Kit. La calidad del
ARN se analizé con electroforesis en gel de agarosa.

Después del tratamiento con ADNasa | (Roche), se sintetizo6 ADNc a partir de ARN utilizando
el kit de sintesis de ADNc de primera hebra de RevertAid H Minus. Transcripcion inversa (RT)
semicuantitativa en tiempo real: la PCR se realizo con el sistema de deteccion de PCR en tiempo
real de un solo color. Se usaron las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial y activacion
de la enzima; desnaturalizacion, amplificacion y cuantificacion. Esto fue seguido por un analisis
de la curva de fusion para determinar la especificidad del producto donde la temperatura se
incremento gradualmente.

Las muestras amplificadas se analizaron con electroforesis. La expresion de ARNm se normalizd
al nivel de expresion de ACTB.

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas, las células se cultivaron, posteriormente, se cambi6
el medio de cultivo y se estimularon las células con sustancias de prueba. Los sobrenadantes se
recogieron, y el nivel de VEGF-A165 en el medio de cultivo se determind con ELISA de acuerdo
con las recomendaciones del fabricante.

Extraccion de proteinas y western blot. Se realiz6 un analisis de transferencia Western tanto de
los medios de cultivo como de las células sembradas. La extraccion de proteinas de los medios
después de la estimulacién con lactato y / 0 Q se combiné semanalmente recolectando el
sobrenadante de cada pocillo. La cuantificacion de bandas se realiz6 con densitometria.

-La Q inhibe la angiogénesis coroidea y retiniana in vitro.

En este estudio (Yi Chen 2008), examina el efecto de la Q en la angiogénesis coroidea y retiniana
in vitro utilizando la linea celular endotelial rhesus coroides-retina (RF / 6A).

Las células RF / 6A se cultivaron en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) que
contenia un 10% de suero bovino fetal. Luego, las células se trataron con diferentes
concentraciones (de 0 a 100 uM) de Q. La proliferacion celular se evalud utilizando un colorante
de bromuro de metiltiazol tetrazolio (MTT) coromogénico después de 24, 48 y 72 horas.

La migracion celular después de 24 horas de incubacion con Q se investigd mediante el ensayo
de la herida. Tras la exposicidon a las diversas concentraciones de Q durante 24 horas, también se
analizd la formacion de tubos en matrigel por células endoteliales.

La apoptosis se midido mediante citometria de flujo utilizando anexina V-FITC y tincion con
yoduro de propidio.
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2.2. Estudios in vivo.

YongWang and LiangZhao (2017), estudiaron el efecto protector de la Quercetina (Q) y el &cido
clorogénico (CA) (dos polifenoles ampliamente presentes en las variedades de plantas
comestibles) sobre la degeneracion de la retina de conejos inducida por luz visible in vivo.

La Q y el CA suprimieron de manera efectiva los niveles de marcadores de estrés oxidativo
aumentados por la exposicion a la luz y aumentaron significativamente los niveles de
hemooxigenasa-1 en la retina (p <0.05). Los niveles de citoquinas inflamatorias, incluida la
proteina quimiotactica de monocitos 1, interleucina (IL) -8, IL-1 B, factor de necrosis tumoral
alfa, ciclooxigenasa 2 y dxido nitrico sintasa inducible en los tejidos de la retina, se redujeron
significativamente mediante Q y CA.

Los resultados sugieren que la Q y la CA juegan un papel importante en el alivio de la
degeneracion de la retina.

-Los flavonoides: antioxidantes o prooxidantes.

Pérez Trueba G. (2003) aporta evidencias sobre el doble papel que desempefian los flavonoides
como antioxidantes y como prooxidantes y también acerca de la contribucién de la estructura a
tales actividades.

Segun el autor, si bien una dieta rica en flavonoides puede ser beneficiosa para la salud, consumos
elevados de estos metabolitos pueden tener efectos nocivos debido a las diversas propiedades
farmacoldgicas. El estudio de los radicales libres (RL) y de los antioxidantes ha cobrado un gran
auge particularmente en el dltimo decenio. Un namero creciente de articulos que abordan
aspectos clinicos y nutricionales ha puesto de manifiesto la importancia que esta adquiriendo el
empleo de antioxidantes en la dieta contenidos por ejemplo en tomate, espinacas, naranja, entre
otros muchos, teniendo en cuenta que a menudo las combinaciones vitaminicas, cominmente
recomendadas en el mundo entero, no ejercen los efectos esperados o por el contrario, estos
resultan dafiinos. En este contexto los compuestos polifendlicos, y dentro de estos los
flavonoides, ocupan un lugar destacado. Los mecanismos a través de los cuales ejercen su accion
antioxidante resultan de una combinacién de sus propiedades quelantes de metales de transicion
y secuestradoras de RL, asi como de la inhibicion de oxidasas y accién sobre otras enzimas. Por
otro lado, también estos compuestos pueden actuar como agentes prooxidantes, rasgo
probablemente responsable de los efectos mutagénicos y genotdxicos también encontrados para
algunos de estos metabolitos en diversos sistemas experimentales. Algunos de los mecanismos a
través de los cuales ejercen sus acciones prooxidantes incluyen la reduccién temporal de Cu(ll)
a Cu(l), la generacion de especies reactivas del oxigeno (ERO), asi como la afectacion de las
funciones de los componentes del sistema de defensa antioxidante nuclear: glutation y glutation-
S transferasa.

Existe un consenso de que la actividad antioxidante de los flavonoides resulta de una
combinacion de sus propiedades quelatantes de hierro y secuestradoras de radicales libres (RL).
Otros autores se refieren ademas a la inhibicion de oxidasas, como la lipoxigenasa (LO), la
ciclooxigenasa (CO), la mieloperoxidasa (MPQO), la NADPH oxidasa y la xantina oxidasa (XO);
evitando la generacion de especies reactivas del oxigeno (ERO) in vivo, asi como de
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hidroperdxidos organicos. Por otra parte, se ha podido conocer que también inhiben enzimas
involucradas indirectamente en los procesos oxidativos, como la fosfolipasa A2 (FLA2),12 al
mismo tiempo que estimulan otras con reconocidas propiedades antioxidantes, la catalasa (CAT)
y la superdxido dismutasa (SOD). De esta forma los flavonoides interfieren en las reacciones de
propagacion de RL y en la formacion del radical en si.

La inhibicion sobre determinadas oxidasas representa otro de los mecanismos a través de los
cuales los flavonoides ejercen sus actividades antioxidantes. Existen evidencias de que laQ y la
rutina inhiben la NADPH del sistema de la citocromo P-450 en microsomas hepaticos. Este
efecto pudiera impedir el metabolismo de una gran diversidad de xenobidticos que emplean esta
via para generar RL. Otros estudios sugieren que la Q, lamorinay la catequina, a concentraciones
de 0,125; 0,25 y 0,5 mM respectivamente, protegen las células endoteliales de la aorta porcina
frente al dafio inducido por oxirradicales generados por el sistema XO/hipoxantina. La inhibicion
de la XO ejercida por la morina y por la Q fue significativamente mayor (p< 0,01) con respecto
ala catequina. Las oxidasas CO y LO, involucradas en la cascada del acido araquidonico, resultan
inhibidas por los flavonoides en multiples ensayos experimentales. La eficacia de la inhibicion
varia enormemente; asi, un Unico flavonoide puede inhibir una enzima a bajas concentraciones,
pero puede necesitar de concentraciones 100 veces superiores para inhibir otra. Por ejemplo, la
silibina inhibe fuertemente la 5-LO de granulocitos humanos y de las células de kuffer humanas
y de ratas, con valores de CI50 de alrededor de 15 mM determinados por la formacion de los
leucotrienos. Sin embargo, se necesitan concentraciones de hasta 3 y 4 veces mas altas que esta
para lograr la mitad de la inhibicién méaxima en la via de la CO en las células endoteliales y en
los granulocitos humanos. Otro ensayo efectuado con 11 flavonoides mostré gue estos inhibieron
tanto la CO como la LO, pero que algunos como el cirsiliol, la gossypetina, la hypoletina y sus
glicosidos, fueron mas efectivos inhibiendo la LO. Algunos estudios también hacen referencia a
la inhibicion de la enzima MPO por parte de los flavonoides, neutralizando asi los efectos nocivos
del HOCL.

Algunos estudios indican la mutagenicidad y genotoxicidad de los flavonoides, tanto en sistemas
experimentales bacterianos como de mamiferos. Debido a sus caracteristicas estructurales estos
metabolitos poseen bajos potenciales que les permiten reducir el Fe3* y el Cu?* para sufrir una
autooxidacion o incluso involucrarse en un proceso de ciclaje redox, actuando de esta manera
como agentes prooxidantes. Algunos de los mecanismos a través de los cuales los flavonoides
ejercen sus acciones prooxidantes incluyen la reduccion temporal de Cu(ll) a Cu(l), la generacion
de ERO, asi como la afectacion de las funciones de los componentes del sistema de defensa
antioxidante nuclear: glutation y glutation-S transferasa. Aunque con menos efectividad que los
que contienen un nucleo pirogaldlico, los flavonoides con un grupo catecélico generan H>Oz en
disolucién amortiguadora acetato pH 7,4, al donar un atomo de hidrégeno de su estructura al
oxigeno (O, segun lo dicho anteriormente los compuestos evaluados se comportaron en el orden
siguiente: miricetina, baicaleina, Q, epicatequina, catequina y fisetina. Por otra parte, la
naringenina, la naringina, la hesperitina y la apigenina, por medio de susrespectivos radicales
fenoxilos prooxidantes, oxidaron al NADH en el sistema peroxidasa H.O». Los radicales NAD
originados generaron H>O> en el medio. La baicalina, la Q, la morina y la miricetina,
incrementaron la generacion de OH- a través de la reaccion de Fenton, en un ensayo basado en
la determinacion de acido metanesulfonico producido por la reaccion entre el DMSO vy este
radical. Los flavonoides Q, rutina, galangina, apigenina, fisetina, miricetina y baicaleina,
causaron ruptura del ADN de timo de carnero en presencia de Cu y oxigeno molecular. La Q,
junto con la miricetina y la baicaleina, dieron lugar a la 8-OH-2'-desoxiguanosina, lesién
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oxidativa del ADN de mayor potencial mutagénico. Un estudio méas detallado, basado en un
andlisis de los fragmentos obtenidos del gen supresor de tumores, puso de manifiesto que el dafio
oxidativo al ADN inducido por la Q en presencia de Cu, transcurre a través del ataque de
losresiduos de timina y citosina, y que la luteolina y el kaempferol también inducen dafios al
ADN en presencia de este metal. Teniendo en cuenta que estos dafios fueron revertidos por la
batocupreina, agente quelatante de Cu, no asi por los secuestradores de radicales. OH libres, ha
sido sugeridon que el dafio al ADN es mas bien inducido por el complejo oxigeno-Cu-ADN, més
que por OH. Al parecer, la sustitucion orto 3'-4'- dihidroxi en el anillo B resulta esencial para la
formacion de quelatos Cu y el OH de la posicion 3 aumenta la oxidacion de los flavonoides como
la Q y el kaempferol en presencia de este, cosa que no ocurre con otros como la luteolina y la
rutina, que carecen de este grupo. Por ultimo, la conjugacion entre los anillos A y B resulta
importante también para la accion prooxidante de un flavonoide iniciada por Cu, mientras que la
O-metilacion de las sustituciones hidroxilicas inactiva dicha accion.

-Efecto antiinflamatorio de la quercetina en un cultivo de tejido orbital completo de la
orbitopatia de Graves

SookYoon et al (2012), investigaron el efecto inhibitorio de la Q sobre la inflamacion en el tejido
orbital entero cultivado. Los autores encontraron previamente que la Q inhibe significativamente
los aumentos de las citocinas proinflamatorias en los fibroblastos orbitarios primarios cultivados
de la orbitopatia de Graves (GO) inducidos por interleucina (IL) -1p.

Los tejidos de grasa orbital (GO) y las muestras normales se cultivaron con o sin concentraciones
no toxicas de Q. La liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH) se usé para identificar
concentraciones no toxicas de Q. Las proteinas IL-6, IL-8, IL-1a, IL-1B y el factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa) se midieron en sobrenadantes de cultivos tisulares mediante ELISA, y los
niveles de transcripcion del gen se determinaron mediante PCR cuantitativa.

-Efecto de la Q sobre la formacién de Neovascularizacion Coroidea (VNC) en la
Degeneracion Macular relacionada con la edad (DMAE)

El desarrollo de la CNV inducida por laser se detectd6 mediante angiografia con fluoresceina
(FA). Se utilizo la técnica de microesferas de color para determinar el flujo de sangre coroidea
en ojos hipertensos de conejo. En estudios in vitro, las HUVEC se trataron con NalOs, H20z y
NaN3 para inducir células oxidativas. El efecto de la Q en diversas lesiones inducidas por
oxidacion en HUVEC se midié mediante el ensayo MTT. La migracion de HUVEC se evaluo
utilizando un ensayo de cicatrizacién de heridas.

(Pei Zhuang, 2011) investigan el efecto de la Q en la formacién de neovascularizacion coroidea
(VNC) en la degeneracion macular relacionada con la edad (DMAE).

La (DMAE) como entidad patoldgica es "seca” en la etapa temprana y estd compuesta por dos
componentes principales en la etapa tardia: la DMAE atrofica y la DMAE exudativa. La Q actla
como un antioxidante para proteger las células del (RPE) dafiadas por el estrés oxidativo, pero
su efecto sobre la formacién de neovascularizacion coroidea (CNV) en la DMAE no esté claro.
El objetivo de este estudio fue demostrar como la Q se convirtio en una candidata para el
tratamiento de la DMAE, ya que inhibié la formacion de la VNC tanto in vivo como in vitro y
aumento el flujo sanguineo coroideo.
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-Expresion de hsp70 y hsp27 en células epiteliales de lente en 0jo contuso de rata, modulada
por termotolerancia o quercetina.

Ke Yao (2006), investiga la expresion dinamica de la proteina de choque térmico (Hsp) 70 y
Hsp27 en células epiteliales de lentes (LEC) de ojos contundidos de rata y los efectos del choque
térmico y la Q.

Los ojos se dividieron aleatoriamente en tres grupos: con contusion, tratados con choque térmico
y tratados con Q. Se indujeron contusiones en los ojos dejando caer una bola de acero de 20 g
desde una altura de 20 cm por 100 veces. El choque térmico se indujo elevando la temperatura
corporal central a 40.5-41.5 ° C durante 8 min, 2-3 h antes de la contusion del ojo. La Q, un
inhibidor de la expresion de Hsp, se administrd por sonda (100 mg / kg) 2-3 h antes de la
contusion del ojo. Los ojos experimentales se enuclearon a las 0, 1, 3, 6 y 24 h después de cada
tratamiento de grupo para la deteccién de la expresion de Hsp70 y Hsp27 en LEC utilizando RT-
PCR. Las secciones de lentes se examinaron mediante inmunohistoquimica con anticuerpos
contra Hsp70.

-La Q protege la retina al reducir la apoptosis debida a la lesion por isquemia-reperfusion
en ratas.

Sedat Arikan (2018), investigan el efecto de la Q sobre la muerte celular apoptética inducida por
la lesion por isquemia-reperfusion (I / R) en la retina de rata.

Veinticuatro ratas se dividieron en cuatro grupos iguales: control, isquémico, con disolvente y Q.
La lesion por 1/ R se logro elevando la presion intraocular por encima de la presion de perfusion.
Las inyecciones intraperitoneales de 20 mg / kg de Q y dimetilsulféxido (DMSO) se realizaron
en los grupos de Q y disolvente, respectivamente, inmediatamente antes de la lesion |1 / R, y los
investigadores permitieron que las retinas se reperfundieran. Cuarenta y ocho horas después de
la lesion, se midieron los grosores de la capa de células ganglionares de la retina (RGCL), la capa
nuclear interna (INL), la capa plexiforme interna (IPL), la capa plexiforme externa (OPL) y la
capa nuclear externa (ONL) todos los grupos. Ademas, se evaluaron en todos los grupos los
nameros de células [TUNEL (+)] marcadas con nick-end de la desoxinucleotidil transferasa
terminal y células caspasa-3 (+) en INL y ONL.

-Respuestas de las células epiteliales de la lente humana a la Quercetina y al DMSO.

Xiao-Guang Cao; Xiao-Xin Li; Yong-Zhen Bao; Nian-Zeng Xing; Yi Chen , 2007 investigan el
efecto protector de la Q y su toxicidad para las células epiteliales de la lente humana (HLEC).

El estreés oxidativo es un factor iniciador en el desarrollo de cataratas en la madurez. La dieta
tiene un impacto significativo en el desarrollo de cataratas, y los componentes dietéticos
individuales responsables del efecto protector incluyen los flavonoides, de los cuales la Q es el
mas importante.

Los HLEC en cultivo se incubaron durante 48 horas con o sin (DMSO) al 1% (v/v) ycon Q a
concentraciones entre 0,1 y 100 uM. Las células no estimuladas sirvieron como cultivos de
control. La viabilidad de los HLEC se midio mediante el ensayo colorimétrico de bromuro de 3-
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(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil tetrazolio (MTT). La expresion génica se evalué con la
reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR).

La apoptosis celular se examin6 mediante inmunocitoquimica in situ utilizando un marcaje de
niquel dUTP mediado por desoxinucleotidil transferasa terminal (TUNEL) y mediante citometria
de flujo, utilizando la deteccidn de apoptosis con anexina V-FITC.

-El potencial de la Q para las enfermedades del ojo seco.

La prevencion de la disminucion de las funciones fisicas y mentales en la poblacion de mayor
edad se ha convertido en un importante problema de politica publica en el mundo. Los 6rganos
sensoriales son particularmente vulnerables al envejecimiento, por lo que muchas de las
enfermedades oculares estan estrechamente relacionadas con el envejecimiento.

En el curso de varios estudios, las propiedades antioxidantes de los polifenoles han estado
ganando atencion médica como un factor preventivo contra el envejecimiento y / o enfermedades
del estilo de vida. La Q es uno de los compuestos polifendlicos que se encuentran
abundantemente en las cebollas y las manzanas.

Existe mucha evidencia disponible sobre la Q como un factor alimentario funcional,
particularmente por su destacada actividad antioxidante entre los diversos compuestos
polifendlicos. Para aclarar la eficacia de la actividad antioxidante de la Q en la patologia
atenuante de la enfermedad del ojo seco.

Se realiz6 un estudio en el que se usaron ratones diabéticos como modelo de produccién de
lagrimas disminuidas. Los ratones de 6 semanas de edad se alimentaron ad libitum con una dieta
experimental con Q al 0,5% durante 3 meses. La ingesta total de alimentos, el peso corporal y el
volumen de lagrimas se midieron periédicamente. Las pruebas bioquimicas de sangre y el analisis
histopatoldgico se realizaron en la eutanasia después de 3 meses de alimentacion.

-Los efectos de la catarata antidiabética de la GbE, la rutina y la Q estan mediados por la
inhibicién del estrés oxidativo y la ruta del poliol.

Una de las primeras complicaciones secundarias criticas de la diabetes es la opacificacion de la
lente ocular, una condicidn estrictamente asociada con la catarata diabética. El estudio presentado
aqui fue disefiado para investigar el efecto del extracto de Ginkgo biloba (GbE), la rutinay la Q
en ratas con catarata diabética (DC) inducida por estreptozotocina (STZ).
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3. RESULTADOS

3.1. Lainfluencia de la Q en vias metabdlicas.
-Glucdlisis

Una via metabdlica clave para la produccion de energia y el metabolismo de la glucosa en las
celulas es la glucdlisis. Durante este proceso, la glucosa se convierte en piruvato, y la energia
libre liberado se utiliza para generar una ganancia neta de 2ATP y 2NADH. La Figura 2A muestra
una Representacion esquemética de esta via. ldentificamos varios metabolitos que fueron
regulados diferencialmente por Q en ambos HCFs y HKCs (Figura 2B). Tanto la glucosa-1-
fosfato y el glicolato tuvo un flujo metabolico similar después del tratamiento con Q en ambos
tipos de células sugiriendo que la Q se dirige selectivamente a enzimas especificas involucradas
en la glucdlisis, incluyendo hexocinasa, aldolasa y fosfoglicerato quinasa.

Glucose
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Figura 2. (A) Esquema que representa el papel de la quercetina en la modulacion del flujo
metabdlico en la glucolisis en HCFs y HKCs. (B) Cuantificacion de los cambios en veces en
glucosa-6-fosfato (G-6-P), gliceraldehido-3-fosfato (Glyc-3-P), fosfato de dihidroxiacetona
(DHAP), 3- Fosfoglicerato (3-P-Gly), glucosa-1-fosfato (G-1-P) y glicolato en HCF y HKC
Después del tratamiento con quercetina. Significacion estadistica denotada por * = p <0.05
determinada por una prueba t de Student no pareada. Q = quercetina. Los datos son
representativos de tres experimentos independientes, n = 3.[Fuente: McKay T (2015)].

Pagina




UNIVERSITAT POLITECHICA DE CATALUNYA
BARCELOMATECH

Facultat d'Optica | Optometria de Terrassa

-Via pentosa fosfato

En biogquimica, la ruta de la pentosa fosfato pentoso es una via metabdlica paralela a la Glucolisis,
que resulta en la generacién de grupos NADPH y pentosa de 5 carbonos. La ruta de la pentosa
fosfato desempefia un papel importante en el desarrollo de la cérnea. Con el fin de determinar el
efecto de la Q en la modulacion de la produccidn de energia, los autores midieron los cambios
en el flujo de metabolitos, dentro de la via de fosfato de pentosa, que es un consumidor secundario
de glucosa. La Figura 3A, muestra un esquema de la ruta, donde la Figura 3B muestra la
cuantificacion del metabolitos que fueron regulados significativamente durante el tratamiento
con Q, tanto en HCF como en HKCs. El aumento de la glucosa-6-fosfato en los HKC da como
resultado un aumento de los metabolitos glucoliticos, asi como el flujo de metabolitos en la via
de fosfato de pentosa, incluida una regulacion al alza de gliceraldehido-3-fosfato (65 veces) y
eritrosa-4-fosfato (6,5 veces, p <0,03). Los aumentos en el eritrose-4-fosfato observado en los
HKC contribuye al aumento de gliceraldehido-3-fosfato, un intermedio que se transporta en
glucdlisis para su conversion en 1,3-bisfosfato.

A Glucose-6-phosphate (1HKCs) B

m HCF+Q m HKC+Q

l glucose-6-phosphate dehydrogenase

6-Phosphogluconolactone
l gluconolactonase
6-Phosphogluconate

l 6-phosphogluconate dehydrogenase

Ribulose-5-phosphate

/ \

Ribose-5-phosphate Xylulose-5-phosphate

\ transketolase /

Fructose-6-phosphate Erythrose-4-phosphate (|HCFs ,1HKCs)

Fold Change with Quercetin Treatment

Glycolysis \l, transketolase
Glyceraldehyde-3-phosphate Fructose-6-phosphate
(tTHKCs) l
Glycolysis

Figura 3. (A) Esquema que representa el papel de la quercetina en la modulacion del flujo
metabdlico en la pentosa. Ruta del fosfato en HCFs y HKCs. (B) Cuantificacion de los cambios
de veces en glucosa-6. fosfato (G-6-P), gliceraldehido-3-fosfato, eritrosa-4-fosfato (Ery-4-P) y
gliceraldehido-3-fosfato (Gly-3-P) después del tratamiento con quercetina. Significancia
estadistica denotado por * = p <0.05 determinado por una prueba T de Student no pareada. Q
= quercetina. Los datos son Representante de tres experimentos independientes, n = 3.[Fuente:
McKay T (2015)]
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-Ciclo de la urea

El ciclo de la urea utiliza arginina para generar L-ornitina, que después de varias reacciones
finalmente se convierte en urea. Se sabe que el ciclo de la urea contribuye a la formacion de
cataratas dentro de la lente sin embargo, su papel dentro de la cornea es desconocido. En el
estudio se miden variaciones de intermedios clave importantes en el ciclo de la urea después del
tratamiento con Q. En la urea, el ciclo que se muestra en la Figura 4A, consiste en cinco
reacciones, de las cuales dos son mitocondriales y tres citosélicas. Se encuentran alteradas las
arginina 'y los carbamoilfosfato metabolito tras el tratamiento con Q, tanto en los HCF como en
los HKC. Otro metabolito no se alterd significativamente dentro del ciclo de la urea, a excepcion
de la arginina, un metabolito secundario que es sintetizado por citrulina a traves de 0xido nitrico
sintasa (NOS).

El tratamiento con Q en HKC llevo a una significativa regulacion positiva de la arginina en
comparacion con una regulacion por disminucion de HCF (Figura 4B). La arginina es un
conocido metabolito asociado con la biosintesis de prolina, un aminoécido clave en la estructura
del colageno. El aumento de la concentracion de arginina intracelular puede causar un aumento
significativo en el colageno secrecion sin promover un fenotipo miofibroblasto simplemente
proporcionando un precursor clave al ensamblaje de colageno.
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Figura 4. (A) Esquema del ciclo de la urea que muestra el efecto de la quercetina en la
modulacion. Concentraciones de metabolitos clave en HCFs y HKCs. (B) Cuantificacion de los
cambios en el pliegue en arginina (Arg), fosfato de carbamoilo (Carbamoil-P) y fumarato.
Significancia estadistica denotado por * = p <0.05 determinado por una prueba T de Student no
pareada. Q = quercetina. Los datos son Representante de tres experimentos independientes, n =
3. McKay T (2015).

-Caracterizacion espectroscopica UV-VIS.

Se observo que con 11CR, la relacion de absorbancia fue mas similar a la del WT, especialmente
en el caso de G90V 9CR-Q. El analisis de transferencia Western no indic6 cambios importantes
en el patron electroforético de WT y mutante GO0V expresado con y sin tratamiento con Q.
Durante la inmunopurificacion, un espectro UV-vis alterado de la tercera elucion de G90V 9CR-
Q podria ser observado. Asi, cuando el espectro de absorcion de la tercera elucion de G90V 9CR-
Q (se realiz6 a pH 6.0) se registrd, se observé un patron espectroscopico diferente y dos bandas
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de absorbancia adicionales pudieron ser detectado, una banda mas grande a 310 nm y un hombro
pequefio a 360 nm. Ademas, la banda a 280 nm representa la fraccion de proteina mostrd un
desplazamiento al rojo de 4 nm. Ademas, el Western blot de estas muestras fue se realizo y el
mutante G0V 9CR-Q, mostr6 una intensidad reducida en la banda a aproximadamente 27 KDa
atribuida a Proteina truncada. Se confirmé la presencia de Q en la muestra purificada, por medio
del andlisis HPLC-ESI-MS / MS.

- Fotoblanqueo y acidificacion.

Herrera-Herndndez (2017) estudia que la fotodecoloracion de Rho se puede seguir por el
desplazamiento de la banda de 500 nm a 380 nm. Este cambio se debe a la desprotonacion del
nitrégeno de la base de Schiff (SB), en el estado de Metarhodopsin 11 (Meta Il). Los espectros
UV-VIS de WT y G90V mutante fueron grabados en la oscuridad, después de la fotodecoloracién
durante 30 s y después de la acidificacion posterior. La acidificacion de estos receptores
fotoactivados resultaron en un comportamiento distinto, una banda con un maximo de
absorbancia a 440 nm correspondiente a la PSB se pudieron observar en todos los casos, excepto
en el caso de GO0V 9CR-Q, que mostraron una banda asimétrica con un maximo de absorbancia
a 415 nm después de la acidificacion. Este comportamiento pudo ser debido a la presencia de Q,
y no a la propia mutaciéon. La banda obtenida por desnaturalizacion acida de G90V 9CR-Q
iluminada, indicaron que el enlace SB habia sido sometido a hidrolisis parcial y esta banda
mostraria las contribuciones de ambos retina libre a 380 nm y especies ligadas a PSB que
absorben a aproximadamente 440 nm.

-Regeneracion del Croméforo y la estabilidad Térmica y Quimica

Se ha demostrado que Rho puede ser activada en la oscuridad aumentando la temperatura que
forzaria la isomerizacion del croméforo. El efecto estabilizador potencial de Q en el mutante
G90V-9CR, seria dificil detectar debido al hecho de que la isomerizacion retiniana inducida por
la temperatura y la hidr6lisis del SB desprotonado es muy rapido debido a la inestabilidad térmica
intrinseca del mutante GO0V. Para el WT 9CR, la presencia de Q produce una ligera disminucion
de la hidroxilamina accesibilidad al sitio de union de la retina e hidrolisis del enlace SB. Por el
contrario, G90V 11CR mostrd una cinética no lineal y una disminucién dramaética debido a la
estructura menos compacta en el entorno de enlace SB, como se observd anteriormente. Q
aumento ligeramente la estabilidad quimica de G90V 11CR-Q. En cuanto a G90V, el analogo
9CR aument6 la estabilidad de este mutante y también mostr6 una cinética no lineal. El
tratamiento con Q en este receptor mutante aument6 ain mas la sustancia quimica, estabilidad
del receptor, que es indicativo de una estructura mas compacta de la proteina, al menos en la
proximidad del enlace SB del cromdéforo. Ademas, este comportamiento cinético fue mas lineal.
En casos especificos donde la opsina no se une con el cromoforo para dar Rho regenerada, la
activacion persistente de la proteina G por la opsina desestabiliza y eventualmente dafia las
células de los bastones conduciendo a la degeneracion de la retina. EIl WT 11CR presento la tasa
de regeneracion mas baja que no se vio afectada por el tratamiento con Q. El reemplazo del
cromoforo natural con analogo 9CR mostrd un aumento significativo de la velocidad inicial de
regeneracion en comparacién con WT 11CR. Esta tasa se incrementd en un 50% como resultado
del tratamiento con Q. Respecto a GO0V mutante, la presencia de Q aumento significativamente
la velocidad inicial de regeneracion tanto en G90V 11CR como en G90V 9CR, que tiene un
mayor efecto sobre el mutante regenerado con 9CR.
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3.2. Efectos de la Q sobre células oculares.
-Activacion de la transducina.

Los resultados son consistentes con la union de Q a Rho en las muestras purificadas porque los
pardmetros analizados solo varian en las muestras de proteinas purificadas que provienen de
células tratadas con Q. Es plausible que Q se une durante el proceso de plegamiento e insercion
de membrana de la proteina, en el cultivo celular no se pudo detectar ningun efecto de Q cuando
el compuesto se agregd a la muestra de proteina después de la purificacion.

-Antiinflamatorio.

Los niveles de proteina IL-1B, IL-6 y TNFa corregidos para el peso del tejido fueron
significativamente mas altos en los sobrenadantes de las muestras GO que los controles normales
(p <0.05). La Q redujo la produccién de proteinas de IL-6, IL-8 y TNFa en sobrenadantes de
todas las muestras GO (n = 4) de una manera dependiente de la dosis; sin embargo, solo la
reduccion en IL-6 fue estadisticamente significativa (p <0.05). La Q tuvo una supresion
significativa de la expresion del ARNm de los tejidos IL-6, IL-8, IL-1B y TNFa en tejidos
orbitarios cultivados de tres muestras de GO en relacion con el tejido de control no tratado (p
<0,05).

-Formacidn de neovascularizacién coroidea (VNC).

La Q inhibio significativamente la formacién de CNV inducida por laser. El flujo sanguineo
coroideo en los ojos de conejo aumentd significativamente después de la instilacién con Q. Los
resultados in vitro mostraron que la Q mejord diversas lesiones inducidas por oxidacién en
HUVEC e inhibié la migracién de HUVEC durante la cicatrizacién de heridas.

-Inhibicion de la angiogénesis coroidea y retiniana in vitro.

La Q inhibe la proliferacion de células endoteliales de una manera dependiente de la dosis;
10.1%, 42.6% y 65.2% de inhibiciéon en el tratamiento con 10, 50 y 100 pM de Q
respectivamente. La migracion y la formacion de tubos de las células RA / 6A también fueron
inhibidas significativamente por la Q de una manera dependiente de la dosis. El analisis de
citometria de flujo mostré que los porcentajes de células apoptdticas aumentaron ligeramente
solo en las células tratadas con Q 100 uM.

-Proteccion de la retina.

Se encontro que la administracion de Q reduce el adelgazamiento de todas las capas retinianas.
El grosor medio de INL en la Q y los grupos isquémicos fue de 21 + 5,6 ym y 16 + 6,4 um,
respectivamente (P <0,05). De manera similar, el grosor medio de la ONL en la Q y en los grupos
isquémicos fue de 50 + 12.8 um y 40 £ 8.7 um, respectivamente (P <0.05). El efecto
antiapoptatico de la Q en términos de reduccion del numero de células TUNEL (+) y de caspasa-
3 (+) fue significativo en INL. ElI nimero medio de células TUNEL (+) en INL en los grupos
isquémico y Q fue 476.8 £ 45.6 / mm2 y 238.72 + 251 / mm2, respectivamente (P 0.005). El
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numero medio de células caspasa-3 (+) en INL de los grupos isquémicos y Q fue 633.6 £ 38.7 /
mm2y 342.4 £ 36.1 / mm2, respectivamente (P <0.001).

- Efectos antifibroticos.

Como identificaron que la Q inhibia la secrecion de Col 111, McKay T (2015), buscaron investigar
si la expresion de Col 111 se inhibia independientemente de la secrecion y reflejaba la inhibicion
general de la diferenciacion de miofibroblastos. Midieron la expresion de Col III y a-SMA en
presencia y ausencia de Q. La Figura 5 muestra que el tratamiento con Q inhibio
significativamente la expresion de Col 11l (Figura 5A; p <0.05) y a-SMA (Figura 5B; p <0.05)
en presencia y ausencia de lactato en HCF y HKC. La reduccion en la expresion de Col Il y a-
SMA después del tratamiento con Q sugiere que la Q es un potencial antifibrético que puede ser
util en el tratamiento de enfermedades fibréticas. Se cuantificaronlas transferencias Western de
lisados celulares de HCF y HKC después de un tratamiento de cuatro semanas con 0 sin
tratamiento con Q y / o lactato.

HCF (10% FBS) HKC (10% FBS)

Col 1l

a-SMA
GAPDH

Lactate (mM)
Quercetin (uM)

@R HCF Collll @8 HKC Col Il @l HCF «-SMA Bl HKC «-SMA

B L iT
: - Bl B

A Control 10 pM Quercetin Lactate Lactate+Quercetin Control 10pM Quavcetln Lactate chtamQua rcetin

Relative Expression
( % Control)
Relative Expression
( % Control)

Figura 5. McKay T (2015).Cuantificaciéon de transferencias Western de lisados celulares de
HCF y HKC después de un tratamiento de cuatro semanas con o sin tratamiento con quercetina
y / 0 lactato.

-Atenuacion de la sefalizacién pro-fibrética.

Estudios previos, han indicado un vinculo entre la fisiopatologia KC y la via TGF-f. Con el fin
de determinar si la Q inhibié la diferenciacion de miofibroblastos terminales de una manera
dependiente de TGF-p, los autores investigaron los cambios en la ruta de TGF-f. Los niveles de
TGF-B2 y TGF-B receptor II (TGF-BRII) fueron altamente modulados. En los HCF,
identificamos un aumento sustancial en la expresion de TGF-BRII (Figura 6A; 4 veces; p <0.05)
después del tratamiento con lactato 10 mM, pero no hubo cambios en TGF-B2 (Figura 6B). Por
otro lado, los HKC no mostraron cambios significativos en la expresion de TGF-BRII (Figura
6A), pero si aumentaron significativamente el TGF-B2 regulado (Figura 6B; p <0.05).
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De acuerdo con nuestros hallazgos descritos anteriormente, la Q disminuyo significativamente
la expresion de TGF-B2 y TGF-BRII en HCF y HKC incluso en presencia de exceso de lactato
(Figura 6A y 6B). En general, estos datos indicaron un vinculo plausible entre la activacion de
TGF-pB clevada y la expresion aumentada de Col III y a-SMA. Estos resultados sugieren un
posible papel de la sefializacion aberrante de TGF-f en el ensamblaje de ECM alterado por HKCs
y el uso potencial de Q para atenuar la sefializacion pro-fibrética.

HCF (10% FBS) HKC (10% FBS)

TGFB2

GAPDH

Figura 6. Cuantificacion de transferencias
Western de lisados celulares de HCF y
hill i A HKC después de un tratamiento de cuatro

= semanas con o sin tratamiento con Q y /o
lactat. Fuente: McKay T (2015).

Lactic acid (mM) - - 10 10
Quercetin (uM) - 10 - 10 - 10 - 10

Relative Expression
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0 0
A Control  10yM Quercetin  Lactate Lactate+Quercetin B Control ~ 10yM Quercetin  Lactate Lactate+Quercetin

-Efecto protector de la Q y el acido clorogénico.

La Q y la CA suprimieron de manera efectiva los niveles de marcadores de estrés oxidativo
aumentados por la exposicién a la luz y aumentaron significativamente los niveles de
hemooxigenasa-1 en la retina (p <0.05).

Los niveles de citoquinas inflamatorias, incluida la proteina quimiotactica de monocitos 1,
interleucina (IL) -8, IL-1 B, factor de necrosis tumoral alfa, ciclooxigenasa 2 y 6xido nitrico
sintasa inducible en los tejidos de la retina, se redujeron significativamente mediante Q y CA,;
Ademas, la Q inhibi6 significativamente la expresion del factor nuclear kappa B (p <0.05).
Ademas, los cambios inducidos por estrés fotooxidativo en los niveles de expresion de las
proteinas apoptoticas y los factores de angiogénesis fueron regulados por Q y CA. El andlisis
histoldgico revel6 que el espesor de la capa nuclear externa se mantenia mediante Q, pero no por
CA. Los resultados sugieren que la Q y la CA juegan un papel importante en el alivio de la
degeneracion de la retina.

- Los efectos de la Q en la catarata antidiabética de la GbE.

La administracion de GbE, rutina y Q inhibié notablemente la actividad AR, estimulé la
produccion de glutation y disminuyo los niveles de MDA y AGE en las lentes de ratas inducidas
por DC, lo que eventualmente retrasé la progresién de la opacificacién de lentes en ratas
diabéticas en diversos grados. Nuestros resultados revelaron que la Q tenia el mayor potencial
significativo (P <0.05) para retrasar la progresion de la catarata diabética inducida por STZ en
comparacion con la rutina y la GbE. El mecanismo que dicta esta interesante destreza de la Q
podria atribuirse a su fuerza inhibitoria de AR, a su potencial de peroxidacion anti-lipidos y a su
actividad anti-AGE.
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3.3. La QY las células de tejidos oculares.

-Expresion de hsp70 y hsp27 en células epiteliales de lente en ojo contuso de rata
modulada por termotolerancia o Q.

La expresion basica de Hsp70 y Hsp27 se observo en las LEC. La expresion de Hsp70 en LEC
se incremento después de la contusion de una manera dependiente del tiempo.

La hipertermia de preacondicionamiento (45 ° C, 8 min) dio como resultado un aumento
significativo de la expresion de Hsp70 en comparacion con el nivel basico, y mejoro la expresion
en cada subgrupo en contraste con el subgrupo correspondiente en el grupo de contusion.

No hubo un cambio notable de expresion de Hsp27 entre cada grupo.

La inmunotincion de Hsp70 fue prominente en LEC de ojos de contusion y ojos de choque
térmico en comparacion con los de ojos normales. La inmunotincion de Hsp70 fue débil en LEC
de ojos tratados con Q.

- Modulacion del metabolismo celular en HCFs y HKCs in vitro.

(McKay TB, et al 2016), identificaron la Q como un inhibidor potencial de los marcadores
fibroticos de la cornea, incluyendo la actina del musculo liso a (a-SMA) y el colageno IlI.

En el estudio actual se exploré los efectos de la Q en la modulacion del metabolismo celular en
HCFs y HKCs in vitro.

Usando la metabolémica, se evaluaron los niveles de metabolitos en los HCF y HKC después del
tratamiento con Q, y se cuantificaron solo los que estaban regulados hacia arriba / abajo por mas
de una proporcion de 2:1.

Los resultados muestran que la Q modula directamente el metabolismo celular afectando el
metabolismo de la glucosa. Después de mapear los metabolitos en vias bioquimicas generales,
fue evidente que la via comun regulaba a la baja tanto en HCF como en HKC:s.

- Respuestas de las células epiteliales de la lente humana a la Q y al DMSO.

El DMSO (1% v / v) disminuyo la viabilidad celular, aument¢ la apoptosis celular. La Q 0,1 uM
inhibid estos efectos y protegié a las HLEC de la toxicidad del DMSO. Mayores concentraciones
de Q disminuyeron la viabilidad de los HLEC. En una respuesta dependiente de la dosis a la Q,
la apoptosis celular aumentd y el cambio se correlacion6 con la disminucién de la viabilidad
celular.
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-La Q atenua la produccidn de lactato y la secrecién de matriz extracelular en el
queratocono.

El lactato se ha relacionado con el estrés oxidativo, y el edema de cdrnea asi como se ha vinculado
con la aparcion de KC in vitro. En el estudio T. B. McKay (2015), se prueban los efectos de la
estimulacion exdgena de lactato a pH fisiologico dentro de la cornea tanto en los HCF como en
los HKC. La estimulacion con lactato tuvo el mayor impacto en la expresion de Col 111 en HKCs.
Produccidn excesiva de lactato en la promocidn de cicatrizacion en enfermedades fibréticas.
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0% FBS) HKC (10% FBS)

oo Figura 7 Cuantificacién de
transferencias Western de lisados
T8 48 @ celulares de HCF y HKC después de
cuatro semanas de tratamiento con
concentraciones crecientes  de
lactato. Fuente: McKay T (2015).
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Para identificar el efecto de la Q en la secrecion de ECM en HCF y HKC, los autores
cuantificaron las cantidades de Col Il liberadas en los medios de cultivo (Figura 8). Midieron la
secrecion de Col Il (Figura 8) en los medios de cultivo después de las concentraciones
incrementales de Q.

Los niveles de Col Il fueron significativamente mas altos en HKC en comparacion con los HCF
aly2.5uMdeQ (Figura 8; p <0.05). No se observd toxicidad de Q en nuestro modelo in vitro.
Varios estudios han utilizado concentraciones similares de Q hasta 50-100 uM in vitro.
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-La Q altera el metabolismo en HCF y HKC:s.

Dado que la Q es un inhibidor conocido de los transportadores de lactato MCT1, investigaron si
la Q puede afectar la produccion de lactato intracelular in vitro mediante la activacion de un
circuito de retroalimentacion negativa que disminuiria las concentraciones de lactato secretado.
Los investigadores utilizaron el andlisis metabolémico para identificar variaciones en los
metabolitos clave en los HCF y HKC después del tratamiento con Q. Observaron cambios
significativos en las concentraciones de metabolitos especificos, como el lactato y los metabolitos
derivados del lactato (Figura 9). La Figura 9A muestra un aumento de 5 veces en la produccion
de lactato por HKC no tratados en comparacion con los HCF. El tratamiento con Q causo una
disminucion dramatica en la produccién de lactato por los HKC (Figura 9A; 2 veces, p <0.03) y,
por lo tanto, restaurd los niveles de lactato a los niveles normales de HCF. Curiosamente, se
observo una regulacion idéntica con otros dos metabolitos clave que son generados por el
metabolismo de la fenilalanina y el lactato, el atrolactato (Figura 9B) y el fenillactato (Figura
9C). Las Figuras 9B y 9C indican que la Q no causé un aumento significativo de estos dos
metabolitos en los HKC en comparacion con los HCF, que mostraron un aumento significativo
(2.5 veces, p <0.05; y 2 veces, p <0.05, respectivamente). Los datos sugieren que la Q esta
inhibiendo directamente la produccion del exceso de lactato por los HKC en lugar de aumentar
los metabolitos derivados del lactato.

- mHCF Control
- 03 — WHCF Control o
9 £ T 0
e = WHCF Control o 025 =25 " -~
£ ¥ R HCF Quercetin- ¢ 6 4
%37 ) treat% y vy 2 Quercetin-
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Figura 9. Cuantificacion de transferencias Western de lisados celulares de HCF y HKC después
de un tratamiento de cuatro semanas con o sin tratamiento con quercetina y / o lactato. Fuente:
McKay T (2015).
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4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Es bien sabido que la distrofia KC puede conducir a fibrosis corneal, asi como al adelgazamiento
de la cornea y el abultamiento. Los modelos de roedores para la lesién / trauma corneal son
muchos y bien estudiados, sin embargo, todavia se debe encontrar un modelo de roedor que
permita estudiar la distrofia humana de KC. El desarrollo de tal modelo ser4d muy util para
aumentar la comprension de la patogenia de KC. Es ahora ampliamente aceptado que el
metabolismo celular juega un papel clave en la enfermedad de KC.

Tina B McKay (2015), establecié el primer sistema de cultivo en 3D en 2012 que refleja el
fenotipo in vivo en un intento de comprender los mecanismos moleculares y bioquimicos de la
enfermedad. En el proceso, se han utilizado el modelo 3D para caracterizar los perfiles
metabolicos globales de humanos, células corneales de cultivos sanos y KC 3D. En el estudio se
explora el efecto de un nuevo compuesto antifibrético llamado Q en la modulacion del
metabolismo celular en los HKC, que impulsan el fenotipo de la enfermedad en el ensamble de
ECM alterado.

En la retina, se demostrd que la Q protege el epitelio pigmentario de la retina (RPE) de la muerte
celular inducida por peroxido de hidrdgeno y el dafio oxidativo inverso en el RPE. En la cornea
recientemente Tina B McKay (2015) ha demostrado que la Q inhibe el fenotipo fibrético exhibido
por HKC in vitro con una disminucion en la expresion de a-SMA y colageno Ill. En este
documento, exploré el papel de la Q en la modulacion del metabolismo celular en HKCs como
un posible mecanismo de accion. Entre los hallazgos metabolicos mas significativos se
encuentran la modulacion opuesta de ambos, la glucolisis y el ciclo TCA por Q. La glucdlisis y
el ciclo del TCA son los mecanismos dominantes utilizados por las células para producir ATP,
NADH y FADH2, que luego se utilizan para generar energia para impulsar reacciones
bioquimicas. Losresultados de los investigadores muestran que la Q modula la glucélisis en
HKCs y causa un aumento significativo en la glucosa-6-fosfato, que es el metabolito primario
generado por la hexoquinasa tras la captacion de glucosa. La Fosforilacion de la glucosa es
fundamental para restringir la glucosa al citosol y para permitir el metabolismo de la glucosa,
azUcar para generar ATP. Seguln los autores la Q modula directamente la expresion de enzimas
glucoliticas que resultan en un aumento de la glucosa-6-fosfato que contribuye impulsando la
produccidn de energia favorable por HKCs. El aumento de gliceraldehido-3-fosfato y fosfato de
dihidroxiacetona, ambos productos de la actividad de la aldolasa, en HKCs siguen el tratamiento
con Q, ambos sugieren que la Q modula directamente la actividad glucolitica para favorecer
Fosforilacion a nivel de sustrato para generar produccion de ATP. Por otra parte, en los HCF
normales, encontramos el efecto contrario en la produccion de intermediarios glucoliticos por la
Q, sugiriendo que la expresion génica inherente de las enzimas glucoliticas domina la produccion
de energia y respuesta a la Q.

Dos de los mecanismos mas importantes en el metabolismo celular fueron regulados de manera
opuesta con tratamiento de Q. En primer lugar, en los HCF, clave glicolitica, los metabolitos, el
dihidroxiacetona fosfato y el 3-fosfoglicerato, fueron regulados a la baja, en cambio, en HKCs
los mismos metabolitos fueron regulados al alza. Segundo, en HCFs, el TCA el ciclo mostré una
regulacién a la baja de citrato mientras que los HKC mostraron una regulacion positiva de este
metabolito asi como isocitrato y malato, lo que indica un ciclo de TCA mas répido y bastante
sobrecargado. Estos resultados se vuelven ain mas significativos cuando consideramos que la Q
regula hacia abajo los marcadores fibroticos en estos mismos tipos de celulas y el mismo modelo
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de cultura 3D, como mostrado por nuestro grupo recientemente. Esto sugiere que el mecanismo
metabdlico para la cornea la fibrosis difiere entre condiciones especificas y enfermedades.

En otras palabras, el metabolismo en los HCF debe de ser modulado de una manera diferente en
comparacion con los HKC para promover un Fenotipo no fibrético. Los hallazgos fueron
respaldados por la regulacion de los nucleotidos de adenina, ATP, ADP y AMP. La mayoria de
las vias metabdlicas estan reguladas por las proporciones relativas de ATP, ADP y AMP en las
células. Una célula que carece de suficiente ATP y / o acumula ADP / AMP casi seguramente
habra alterado la funcion normal y el comportamiento celular. Se examinan los HCF sanos y los
HKC enfermos aislados de pacientes con KC. Sorprende que haya una gran diferencia en la
disponibilidad de ATP y en la ATP: ADP / ATP: relaciones AMP. Hemos demostrado
anteriormente que los HKC se diferencian terminalmente a los miofibroblastos, una célula
responsable de la fibrosis corneal. HCF, por otro lado, son de donantes sanos, pero todavia no
tan inactivos como las células corneales residentes normales conocidas como queratocitos. A
pesar de eso, existen grandes diferencias entre los HCF y los HKC, en términos de su papel en la
fibrosis. Nuestros datos sobre la adenina, los nucleétidos indican que los niveles de ATP fueron
mas altos en los HCF en comparacion con los HKC y masivamente disminuido con el tratamiento
con Q. HKCs no mostré una respuesta extensa en ATP, ADP y flujo de AMP después del
tratamiento con Q. Sin embargo, los ratios de ATP / ADP y el flujo de ATP / AMP mostr6 una
regulacion masiva en HKC cuando se tratd con Q como en comparacion con todos los otros
grupos. Esto indica la acumulacion de ATP y AMP cuando HKCs son tratados con Q. Sumando
estos hallazgos a lo que sabemos sobre la Q, y los efectos antifibroticos en HKC, estos resultados
sugieren que la Q ayuda a restablecer la EI ATP — ADP — AMP, se equilibra en estas células v,
por lo tanto, las “empuja” hacia un sistema menos fibrotico y un estado potencialmente méas
saludable.

El estudio sugiere que apuntar al metabolismo celular en KC puede resultar un enfoque
prometedor para tratar esta enfermedad corneal mediante la inhibicion de la diferenciacion del
fenotipo miofibroblasto. Los autores proponen que la Q puede ser un antioxidante util que se
puede usar para inhibir la fibrosis corneal ya que modula el metabolismo celular e inhibir la
formacion de cicatrices.

9CR es el analogo mas estudiado al 11CR, produce isorodopsina que contiene un PSB entre 9CR
y opsina. Sufre una secuencia de blanqueo idéntica a la de Rho (regenerada con 11CR) y se
caracteriza por una banda de Absorbancia maxima visible de desplazamiento azul. 9CR se usa a
menudo como un analogo artificial para probar la estructura y funcion de Rho28 nativo.

La regeneracién con 11CR se ha investigado durante la Gltima década, se han atribuido varias
propiedades, como el aumento de la estabilidad del mutante RP G90V15, por lo tanto, estos
factores aumentan el interés en realizar el estudio utilizando el andlogo 9CR. Ademas, nuevos
enfogques metodologicos se han desarrollado para tratar de controlar los procesos fisiologicos
mediante el uso de luz. En este sentido la optogenética, y las técnicas oftalmoldgicas se
consideran herramientas prometedoras para el tratamiento de la degeneracion de la retina,
enfermedades como la R, etc. Sin embargo, estas técnicas requieren el suministro de opsinas
microbianas recombinantes con problemas inmunogénicos, como en el caso de optogenética o
agentes quimicos fotocromaticos con toxicidad potencial como en el caso de la optofarmacologia.
Para superar estos inconvenientes, el uso de productos naturales como Q, solo o0 en combinacion
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con otras moléculas, puede ser una estrategia poderosa para contrarrestar los efectos de
mutaciones asociadas a la degeneracion retiniana en la PR.

Los resultados encontrados en el estudio de Herrera-Herndndez M. G. (2017), demuestran el
efecto especifico de Q en las propiedades de unién de 9CR que contienen opsinas, especialmente
en el caso del mutante GO0V en el que su porcentaje y tasa de regeneracion fueron mayores. Esto
podria atribuirse a la energia de interaccion mas fuerte adquirida por el Grupo C-13-metilo de
Y268 y W265, que favorece la entrada en el sitio de unidn de la retina, ademas, su producto
quimico. La estabilidad también aumenta después de la regeneracion con el andlogo de la retina
y eso refleja una mejora de la compactacion estructural en el entorno SB. Los resultados indican
un efecto sinérgico de la combinacion de 9CR y Q en la mejora de las propiedades fisico-
quimicas de las proteinas mutantes RP.Herrera-Hernandez (2017) también propuso la aplicacién
farmacéutica de retinoides para tratar disfunciones visuales, de otras moléculas pequefias también
se investigaron sus propiedades como chaperonas farmacoldgicas. Muchas de estas moléculas se
unen y estabilizan opsinas mutantes mejorando asi los problemas de plegamiento. Los resultados
sugieren que la Q mejoro el plegado y estabilidad estructural del mutante GO0V RP. En este caso,
la relacion A280 / Amax fue mas similar a la reduccién de WT, en aproximadamente el 15%, el
presunto plegamiento incorrecto que es comun para los mutantes de RP40. Investigaciones
anteriores sugirieron que los flavonoides (el grupo al que pertenece Q) pueden estar involucrados
en la fisiologia de la vision y la salud ocular pero no hay una prueba clara.

Los resultados de Herrera-Hernandez (2017), sugieren que la Q puede actuar como un modulador
alostérico de Rho y del mutante GO0V cuando su ortostérico ligando es 9CR. Los estudios
realizados demuestran que los posibles sitios de unién a ligandos son diferentes cuando el ligando
ortostérico es 11CR o0 9CR. Los resultados del acoplamiento molecular revelan que el sitio de
unién 3, que no se encuentra en Rho, podria ser el sitio donde la Q podria vincularse. Este sitio
involucra el ECL2 en el cual se detectd una ligera diferencia. Se observdé mediante la
superposicién de las estructuras de Rho y la isorhodopsina, diferencia que también se observé en
eIN-terminal, el segundo bucle extracelular en particular ha sido el objetivo de una serie de
estudios funcionales indicando su papel en la activacion de los GPCR como resultado de la unién
de moléculas pequefias o ligandos peptidicos grandes.

En Rho, ECL 2 es parte del tapdn de la retina, y forma una tapa sobre el sitio de unién de su
cromoforo fotorreactivo. Una red unida en H bien definida estabiliza la estructura ECL2 que esta
formada por varios residuos polares, con Glul181, en el centro de esta red, que esta unida en H a
Tyrl92 y Tyr268, y estd conectada a Glull3, el contraion a la retina PSB. Los estudios
computacionales identificaron ECL2 como parte del nucleo plegable estable de Rho45 inactivo.
En su conformacion activa (Meta Il), el desplazamiento de ECL2 desde el sitio de union retiniana
y un reordenamiento en las redes de enlace de hidrdégeno que conectan ECL2 con los extremos
extracelulares de TM4, TM5 y TM6, ha sido reportado. Dadas las caracteristicas de ECL2, es
posible que el enlace Q en este sitio pueda dar mas estabilidad y compactacion al entorno de la
bolsa de la retina que se refleja en la estabilidad quimica mejorada presentada por WT 9CR-Q y
G90V-9CR-Q. Ademas, esta estructura mas compacta tambien afecta a la liberacion de la retina
después de la hidrélisis de Meta Il que se incremento casi al doble en el mutante G90V 9CR-Q.
Esta gran diferencia en la desintegracion del Meta Il para este mutante (con Q aparentemente
unido a ECL2) probablemente se deba al reemplazo de glicina por valina en el mutante G90V.
En el caso de la conformacion fotoactiva de Meta 11, nuestro analisis de acoplamiento molecular
indica que el sitio 3 queda disponible para la unién Q y esto parece ser consistente con nuestros

Pagina
39




UNIVERSITAT POLITECNICA DE CATALUNYA
BARCELOMATECH

Facultat d'Optica | Optometria de Terrassa

resultados experimentales. Esta sugerencia que el sitio de union 3 solo es accesible de alguna
manera durante el plegamiento de la proteina (como sucederia cuando tratamos células COS-1
con Q) o después de reordenamientos estructurales asociados con la formacion del estado activo
de Meta Il. Este hallazgo es muy interesante y abre nuevas vias para explorar la interaccion de Q
con diferentes Rho. Todos estos resultados pueden ser relevantes para las diferentes
conformaciones adoptadas por otros GPCRs.

En los ensayos de activacion de transducina, se observaron nuevamente cambios muy marcados
en la cinética de activacion en muestras WT 9CR-Q y GO0V 9CR-Q, y en el caso de G90V 9CR-
Q, la activacion de la transducina fue de alguna manera reducido en comparacion con el mutante
sin tratamiento Q. Estos resultados sugieren que el proceso de activacion se ve afectado por la Q,
probablemente ligado a ECL2, alterando el reordenamiento en las redes de enlace de hidrogeno
que conectan este bucle con los extremos extracelulares de TM5 perjudica la ruptura del bloqueo
i6nico que regula la activacion46.

En conclusion, utilizando diversas técnicas de biologia molecular y métodos analiticos
combinados con estudios computacionales in silico, se ha demostrado que la Q actia como un
modulador alostérico de 9-cis-Rho y, lo que es mas importante, esa propiedad tiene un efecto
sobre la estabilidad del mutante G90V 9CR asociado con RP. Los resultados presentados
demuestran que el mismo modulador alostérico (Q) puede actuar como un potenciador de ligando
ortostérico (porque aumenta la velocidad de regeneracion) y al mismo tiempo reduce la
activacion de la transducina. Esta respuesta modulada que presenta Q como un modulador
alostérico de mutantes Rho, podria ser explotada en el disefio de farmacos y el desarrollo de
novedosos enfoques farmacoldgicos para el tratamiento de la PR.

Estos resultados abren nuevas posibilidades para utilizar compuestos polifendlicos naturales, en
combinacién con retinoides especificos como 9CR, para el tratamiento de la degeneracion
retiniana asociada con RP. Este enfoque ayudara a prevenir posibles problemas inmunogeénicos
asociados con el uso de opsinas microbianas en métodos optogenéticos. También puede eludir
los efectos toxicos potenciales de los ligandos fotocrémicos.

Recientemente son propuestos como agentes terapéuticos en las innovaciones
optofarmacoldgicas. Ademas este efecto de Q como el modulador alostérico también puede ser
aplicable a otros miembros de la superfamilia de GPCR.

Los estudios presentados evidencian que los flavonoides pueden comportarse como antioxidantes
y prooxidantes, e influyen en ello factores como: las condiciones del ensayo, la concentracion
efectiva que se alcance en el sitio donde se forma la ERO; la estabilidad del radical del flavonoide
formado al donar un 4&tomo de hidrégeno al radical atacante; la lipofilicidad para ser captados por
la membrana y el pH del medio. Por esto, a pesar de que usualmente se asegura que los
flavonoides estan libres de toxicidad y efectos secundarios, lo que permite sus amplios usos
terapéuticos, son necesarias otras investigaciones que profundicen en este sentido teniendo en
cuenta que las estrategias de mercado, seguidas por los fabricantes de concentrados de
flavonoides, consisten en exagerar sus efectos no tdxicos, la mayoria de los cuales no estan
sustentados por ensayos clinicos regulados, y recomiendan dosis que pueden sobrepasar a las
adquiridas a través de una tipica dieta vegetariana, conduciendo a la generacion de ERO y dafio
posterior del ADN. Por otra parte, los aspectos estructurales relacionados con la actividad
antioxidante de los flavonoides, considerando los estudios de la actividad secuestradora de RL e
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inhibicién de la POL, incluyen un grupo catecol como rasgo estructural fundamental, junto con
el grupo carbonilo. El grupo OH incrementa la capacidad antioxidante porque la forma libre es
mas lipofilica que la glicosidica y un grupo OH en posicién 5 puede aumentar la actividad
antioxidante por incremento de la deslocalizacion electronica. La conjugacion total del anillo
piranico con el resto de la molécula, lo cual es tipico de las antocianidinas, incrementa la
estabilizacion de los radicales formados, se produce un aumento de la actividad antioxidante,
pero al mismo tiempo la presencia de un grupo pirogaldlico predispone hacia una actividad
prooxidante.

La inhibicion de las citocinas proinflamatorias por parte del producto natural Q tanto en los
fibroblastos orbitales primarios como en el cultivo de tejidos proporciona la base para su posible
uso como agente antiinflamatorio en el tratamiento de GO.La Q inhibié la formacion de la VNC
tanto in vivo como in vitro y aumento el flujo sanguineo coroideo por lo que es un candidato
prometedor para el tratamiento de la DMAE.

La ingesta de luteolina, apigenina, myricetin y Q como terapia complementaria para el cancer o
en el tratamiento de enfermedades de la retina debe ir acompafiada de un control cuidadoso de la
funcion de la retina. Los posibles efectos beneficiosos del EGCG vy la cianidina, que tuvieron
poco efecto en la viabilidad de las células RPE, en el tratamiento de las enfermedades de la retina,
deben examinarse en investigaciones adicionales.

El aumento de la expresion de Hsp70 en LEC de ojos contundidos puede desempefiar un papel
protector contra la degeneracion de la proteina de la lente. El preacondicionamiento térmico
posiblemente protege contra la lesion de la lente al aumentar la expresién de Hsp70. Los
mecanismos de proteccion endégenos pueden ser importantes en la contusion ocular.

La respuesta al choque térmico es un posible mecanismo de proteccién para mantener un
microambiente normal en la lente. Los resultados de Yi Chen (2008), confirman las
observaciones de estudios anteriores, lo que sugiere que Hsp y Hsp se expresan de forma
constitutiva en la lente. La lente es un sistema cerrado con capacidad limitada para repararse o
regenerarse sin embargo, la cdAmara ocular esta expuesta constantemente a humor acuoso que
contiene especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas por reacciones catalizadas por la luz.

Sus resultados demuestran que la Q inhibe la angiogénesis coroidea y retiniana in vitro.
Yi Chen (2008) esta realizando més estudios para evaluar este farmaco como un posible
candidato para el tratamiento de la neovascularizacién coroidea o retiniana.

El uso de Q puede ser beneficioso en el tratamiento de la lesion | / R retiniana debido a su efecto
antiapoptatico en las capas retinianas, particularmente en INL.

La Q, a una concentracion baja, protege los HLEC y revierte los efectos toxicos del DMSO. Sin
embargo, en concentraciones mas altas, la Q es toxica para los HLEC con un LD50 de 90.85 uM.
La Q indujo apoptosis y regula al alza los genes apoptéticos en HLEC de una manera dependiente
de la dosis.

El KC es una de las distrofias corneales mas comunes que pueden provocar una discapacidad
visual grave. Se caracteriza por una ectasia corneal progresiva no inflamatoria bilateral que puede
Ilevar a una discapacidad visual grave una vez que se alcanzan las etapas severas. Hasta la fecha,
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no hay un objetivo terapéutico disponible para la prevencion de esta enfermedad, y la patogenia
del KC sigue siendo desconocida. Ademas, no hay un modelo animal disponible que pueda usarse
para estudiar la progresion de la enfermedad y promover el desarrollo de nuevos tratamientos.

En este trabajo se documenta que la Q es un potente inhibidor de la fibrosis inducida por lactato
en KC. Usando una variedad de técnicas establecidas, los autores demuestran que la Q atenda la
secrecion de colageno y la diferenciacion terminal al fenotipo fibrético observado en HKCs.
Teniendo en cuenta sus propiedades antioxidantes los autores plantean la hipétesis de que la Q
puede atacar el metabolismo celular tanto en los HCF como en los HKC. Los datos estan de
acuerdo con la observacion previa de que los HKC han alterado el metabolismo celular, incluida
la produccidn elevada de lactato en comparacion con los HCF. Ademas, los resultados mostrados
sugieren que la Q modula la sefializacion fibrética en HKCs al alterar el metabolismo celular y
reducir la produccién de lactato. Los analogos de lactato, incluido el atrolactato y el fenillactato,
que se forman principalmente a partir del metabolismo del lactato y la fenilalanina, aumentaron
significativamente en los HCF después del tratamiento con Q, lo que sugiere que la Q inhibe el
transporte de cualquier lactato producido por los HCF normales, lo que da lugar a la acumulacion
de metabolitos de lactato citoplasmatico. La falta de aumento tanto de atrolactato como de
fenillactato en HKCs sugiere que la Q inhibe directamente la produccion elevada de lactato en
estas células. Por lo tanto, es plausible postular que el fenotipo HKC puede corregirse alterando
el metabolismo para promover un ensamblaje de ECM normal. Esta hip6tesis esta respaldada por
estudios previos que muestran la importancia que puede tenerel metabolismo en la enfermedad
de KC.

La fibrosis corneal es una caracteristica comdn asociada con la patologia de KC y también es un
problema clinico importante con una sola opcién de tratamiento en la actualidad: el trasplante de
cornea. Los estudios indican que la Q es un inhibidor potencial novedoso de la sefializacion
antifibrdtica y postula su potencial para atenuar la formacién de cicatrices en KC y otras
enfermedades asociadas con la fibrosis. Como hemos informado anteriormente, los HKC se
diferencian terminalmente en miofibroblastos con expresion elevada de a-SMA y Col Ill. En el
estudio actual, avanzamos nuestro conocimiento al vincular los marcadores fibréticos clave con
los niveles elevados de lactato y demostrar como éstos pueden ser responsables de promover el
fenotipo HKC y el estado celular alterado. Segun nuestros hallazgos, el exceso de lactato exdgeno
puede inducir a los HCF a experimentar una diferenciacion terminal a un fenotipo fibrético
similar al observado en HKC con caracteristicas fibroticas.

En conjunto, los datos muestran que la Q es un potente inhibidor de los marcadores fibréticos
clave y un regulador metabolico fuerte en KC y resalta su potencial como agente terapéutico en
el tratamiento de la cicatrizacion corneal asociada a KC. La dilucidacion de la asociacion entre
los efectos antioxidantes de la Q y la secrecion de lagrimas es crucial para prevenir y / o tratar la
enfermedad del 0jo seco, ya que se supone que es cada vez mas frecuente.
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