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Inhibicion de la neovascularizacion
retinal mediada por doxiciclina:
estudios in vitro e in vivo
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Subirada?, Belén Joray?®, Maria Victoria Vaglienti?, Pablo Fe-
derico Barcelona?, José Luna Pinto?, Palma Santiago', Maria
Cecilia Sanchez?
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nal de Cérdoba, Cordoba, Argentina.
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Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cor-
doba, Cordoba, Argentina.
* IRNASUS-CONICET, Facultad de Ciencias Quimicas, Univer-
sidad Catdlica de Cérdoba, Cérdoba, Argentina.
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magosa, Fundacion VER, Cérdoba, Argentina.
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Objetivos: Con el objetivo de ampliar los blan-
cos terapéuticos en la neovascularizacion (NV)
asociada a patologias retinales isquémicas, se
evaluo el efecto in-vitro e in-vivo de la doxici-
clina (DXC) sobre las MMPs y la NV retinal.
Materiales y métodos: Se evaluo la citotoxici-
dad de DXC en células gliales de Miiller (MIO-
M1) y en endoteliales de aorta bovina (BAEC)

mediante ensayo MTT, mientras que el efecto de
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Nrf2). El objetivo de nuestro trabajo es evaluar
el efecto del dcido nitro-oleico en un modelo de
retinopatia inducida por oxigeno (OIR).

Materiales y métodos: Ratones OIR fueron
inyectados via intraocular en P12 con 5 uM de
NO2-0A o vehiculo, e intraperitoneal a los dias
P14,P17,P20, P23 con 15 mg/Kgde NO2-OA o
vehiculo. Los ratones fueron sacrificados a P17
o P26. Ratones de la misma edad en aire fueron
usados como control. Algunos ojos fueron fija-
dos para obtener retina completa para micros-
copiay ofros para ensayos de WB o RT-PCR. La
funcionalidad retinal fue evaluada por electro-
rretinografia escotopica (ERG). Las amplitudes
y latencias de las ondas a y b se analizarona P17
y P26. Finalmente, el efecto de NO2-OA sobre
neovascularizacion fue evaluado por el ensayo
de tubulogénesis. Para el andlisis estadistico fue
utilizado el programa GraphPad Prism.

Resultados: NO2-OA indujo el crecimiento
vascular, disminuyo la neovascularizacion y pro-
dujo cambios significativos en GS y GFAP al dia
P170IR. Al dia P26 NO2-OA previno la dismi-
nucion de la amplitud de la onda b, y evito la
disminucion de la Caspasa-3 total. Finalmente,
se observo una significativa disminucion en la
longitud total de los segmentos y el niimero de
estructuras tubulares después del NO2-OA.

Conclusion: Estos hallazgos sugieren que
NO2-OA es un agente beneficioso para las célu-
las retinales con un efecto citoprotector.

Effect of nitro-oleic acids in neovascularization
and neurodegeneration in oxygen-
induced retinopathy model

Purpose: Inflammation and oxidative stress
are involved in neovascular retinopathies (NR).
Nitro fatty acids are important electrophilic sig-
naling mediators with anti-inflammatory and
antioxidant properties (Keap1/Nrf2 pathway).
Here, our aim is to evaluate the effect of nitro-
oleic acid (NO2-OA) in oxygen-induced reti-
nopathy mouse model (OIR).

Materials and methods: OIR mice were
intraocular (i.o.) injected at P12 with 5 uM of
NO2-OA or vehicle and intraperitoneal (i.p) at
P14, P17, P20, P23 with 15 mg/Kg of NO2-OA

or vehicle. At P17 or P26 mice were sacrificed.
Age-match mice in RA were used as controls.
Some eyes were fixed to obtain whole mount
for microscopy and other retinas were used for
Western blot or RT-PCR assays. The electrical
activity of the retina in response to a light stim-
ulus was measured by scotopic electroretinogra-
phy (ERG). Amplitudes and latencies of a- and
b-waves from scotopic ERG were recorded at
P17 y P26. Finally, the NO2-OA effect on neo-
vascularization was evaluated by tube formation
assay. GraphPad prism was used for statistical
analysis.

Results: NO2-OA induced vascular regrowth,
reduced neovascularization and produced sig-
nificant changes in GS and GFAP at P17 OIR. At
P26 NO2-OA prevented the decrease in b-wave
amplitude as well as the diminished expression
of total Caspase-3 protein. Finally, a significant
decrease in the total segment length and num-
ber of tubular structures was observed after
NO2-OA treatment.

Conclusions: These findings suggest that
NO2-OA could be beneficial or cytoprotective
for retinal cells in OIR model.
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El fragmento neurotréfico 17-mer del
factor derivado del epitelio pigmentario
(PEDF) promueve la supervivencia

de los fotorreceptores de ratones rd1
portadores de una degeneracion retinal

Solange Viera'®, Harmonie Vallese', Germdn Michelis'?,
Nora Rotstein', Olga Lorena German', Patricia Becerra?, Luis
Politi?
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*solangefacf@gmail.com

Objetivos: Las neuronas fotorreceptoras (FR)
de la retina degeneran irreversiblemente cau-
sando disfuncion visual en la retinitis pigmen-
taria. Dado que los FR requieren varios factores
neurotroficos para su supervivencia, su utiliza-
cion ha sido intensamente estudiada para desa-

rrollar un tratamiento que permita prevenir la
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degeneracion. Recientemente establecimos que el
PEDF vy los fragmentos 17-mer (p17) y 34-mer,
derivados del dominio neurotréfico, promue-
ven la supervivencia de FR de retinas de rata.
Investigamos ahora si el p17 previene la muerte
de los FR en un modelo animal de retinitis pig-
mentaria, el raton rd1.

Métodos: Cultivos mixtos neurogliales y neuro-
nales puros, obtenidos de retinas rd1, fueron incu-
bados o no con p17 (10 nM) durante 7 y 5 dias,
respectivamente. Se evaluo luego el efecto de p17
sobre la fragmentacion nuclear, utilizando DAPI,
el nimero de FR, por inmunofluorescencia con
CRX, un marcador especifico y el desarrollo de
lamelipodios gliales con faloidina.

Resultados: Los resultados preliminares mostra-
ron que pl7 redujo la muerte de los FR rdI. En
cultivos neurogliales y neuronales puros controles,
un 38% y 48% de los FR, respectivamente, mos-
traron nucleos fragmentados, mientras que p17
redujo un 31,5% y 36% la fragmentacion nuclear.
Notablemente, también promovio el desarrollo de
los lamelipodios de las células gliales de Miiller
(CGM), afectado en cultivos controles.

Conclusion: Estos resultados sugieren que el
péptido 17-mer activaria mecanismos de super-
vivencia en los FR, restauraria la organizacion del
citoesqueleto en las CGM y respalda un potencial
valor terapéutico del fragmento 17-mer para el
tratamiento de enfermedades retinodegenerativas.

The neurotrophic 17-mer fragment from
the pigment epithelial derived factor (PEDF)
promotes survival of photoreceptor from rd1
mice carrying a retinal degeneration

Purpose: Retina photoreceptors (PHRs) irre-
versibly degenerate in retinitis pigmentosa, lead-

ing to visual dysfunction. Since PHRs depend on
several neurotrophic factors for their survival,
their provision has been extensively explored
for therapeutical purposes. We have recently
established that PEDF and its fragments, 17-mer
(p17) and 34-mer, derived from its neurotrophic
domain, promote the survival of rat retina PHRs.
We here explore whether p17 prevents PHR
death in an animal model of retina degenera-
tion, the rd1 mouse.

Methods: Mixed neuroglial and pure neuronal
cultures, prepared from rdl retina, were incu-
bated, or not, with p17 (10nM) for 7 or 5 days,
respectively. The effect of p17 was then eval-
uated on nuclear fragmentation, using DAPI;
the amount of PHRs, labeled with their spe-
cific marker CRX, and the extension of glial
cell lamelipodia, with phalloidin.

Results: Preliminary results showed that p17
reduced rd1 PHR death. In control neuroglial
and pure neuronal cultures, about 38% and 48%
of PHRs evidenced fragmented nuclei, whereas
p17 reduced nuclear fragmentation by 31.5%
and 36%, respectively. Noteworthy, p17 also
promoted the development of lamelipodia in
Miiller glial cells (MGC), which was affected in
control cultures.

Conclusion: These results suggest that the p17
peptide activates mechanisms leading to the sur-
vival of PHRs and restores cytoskeletal organi-
zation in MGC, and support the therapeutical
potential of p17 for treating neurodegenerative
retinopathies.
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