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RESUMEN

Desde hace casi tres décadas, los esfingolipidos han entrado a la escena de los lipidos
bioactivos. Dentro de esta gran familia, son sus versiones mas simples los que han sido
relacionados con importantes funciones celulares. La Ceramida (Cer), y su derivado por
deacilacion, la esfingosina (Sph), han sido reportados como segundos mensajeros de muerte en
diversos tipos celulares. Por su parte, sus derivados fosforilados, en especial la esfingosina-1-
fosfato (S1P), se han identificado con funciones proliferativas y pro-supervivencia.

Diversas sefiales mitogénicas contribuyen no solo a la proliferacidn sino también a la
migracién celular, siendo de especial interés en ciertas patologias como el cancer. Sin embargo,
los procesos celulares invasivos son relevantes también en la retina, el tejido de interés de este
trabajo de tesis. Diversas patologias, como la retinopatia diabética, presentan una proliferacion
exacerbada de las células gliales de Miller (CGM), el principal tipo glial de la retina, proceso
conocido como gliosis. En su inicio, esta respuesta es un intento fisioldgico por aislar al tejido
neuronal de la injuria y reparar el dafio. Sin embargo, en un estado patoldgico, ante la
continuidad de la injuria, esta proliferacién celular termina convirtiéndose en una cicatriz que
afecta el normal funcionamiento del tejido retiniano, llevando en ultima instancia a la pérdida
parcial o total de la visidon. Por lo expuesto, resulta relevante investigar estos procesos
proliferativos de la retina a fin de encontrar nuevos tratamientos terapéuticos.

La informacidn sobre las funciones del esfingolipido mitogénico S1P a nivel de la retina
es escasa. Por ejemplo, se ha reportado que la S1P promueve la proliferacion y respuestas pro-
fibréticas y pro-inflamatorias en células de epitelio pigmentario y que participa en la neo-
vascularizacion retinal y coroidal. Ademas, los niveles retinales y plasmaticos de S1P aumentan
en un modelo inflamatorio inducido por lipopolisacarido. En el primer capitulo de este trabajo
de tesis, planteamos la hipdtesis de que la S1P podria estar involucrada en los procesos gliéticos,
participando como una sefial clave para inducir la migracidn glial. Para contrastar nuestra
hipétesis, utilizamos un modelo de cultivo primario de células gliales de Miiller y analizamos la
migracién glial mediante el “ensayo de la herida”, un método sencillo y ampliamente utilizado
para este propdsito. Nuestros experimentos revelaron que la adicion exdgena de S1P induce
modificaciones en el citoesqueleto de las CGM, detectadas en las primeras 8-10 h de
tratamiento, que llevan a la formacién de lamelipodios y al inicio de la motilidad glial sobre el
sustrato. Esta motilidad glial fue claramente superior a la de los cultivos controles luego de 18 h
de estimulo. Las CGM expresaron dos de los cinco receptores transmembrana para S1P, los

S1PR, especificamente los subtipos S1P1 y S1P3, siendo la activacién de este ultimo la que
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desencadena el proceso migratorio, tal como lo demostraron experimentos utilizando
antagonistas selectivos de ambos receptores. Nuestros resultados también mostraron que rio-
abajo de la activaciéon del S1P3 se activarian dos importantes vias intracelulares, la via de
ERK/MAPK vy la via de PI3K, ya que el pre-tratamiento con inhibidores de estas vias disminuyd
significativamente el estimulo migratorio inducido por S1P. Cabe destacar que esta induccién
del proceso migratorio no estuvo acompafiada de un incremento significativo en la proliferacion
glial. Por otra parte, no solo la S1P exdgena tuvo un rol en la migracion glial. Encontramos que
la inhibicidn de la sintesis enddgena de S1P, utilizando un inhibidor selectivo de la enzima
esfingosina quinasa 1 (Sphk1) (enzima que cataliza la sintesis de S1P), el inhibidor de SphK1 2
(SphKI12), practicamente abolié la migracién glial basal, es decir aquella observada aun en
ausencia de S1P. Estos resultados demuestran que la S1P tiene un rol clave en la induccién de
migracién glial en la retina, y su bloqueo podria ser utilizado como una estrategia terapéutica
para las enfermedades proliferativas de la retina.

Otro conjunto de patologias de la retina, de creciente avance y lamentablemente aun
sin tratamientos efectivos, son las enfermedades neurodegenerativas. Las mismas son un
conjunto de patologias, entre las que destacan la retinitis pigmentosa y la degeneracion de la
madcula con una variada etiologia, con multiples factores, desde genéticos hasta ambientales
como desencadenantes, pero que comparten un denominador comun: la muerte de los
fotorreceptores (FR). Esta degeneracidn progresiva de los FR lleva, como consecuencia final, a
la pérdida de la vision.

Como se describid, Cer y Sph son importantes mediadores de muerte celular y han
despertado la atencién en el campo de las enfermedades neurodegenerativas. Estudios
pioneros encontraron que los niveles de Cer se encontraban aumentados en retinas pos mortem
de pacientes con la enfermedad de Faber, y que los niveles de este esfingolipido aumentaban
frente a la degeneracién neuronal inducida por desprendimiento de retina. Posteriores reportes,
incluidos los de nuestro laboratorio, establecieron que la Cer es un mediador clave en la muerte
de los FR en cultivo. El dafio oxidativo estimula la sintesis de Cer que desencadena la muerte de
los FRy este proceso es mimetizado por la adicién exdgena de un analogo sintético de ceramidas
enddgenas, la C2-Ceramida (C2Cer). Hallazgos posteriores en diversos modelos animales de
neurodegeneracién retiniana permiten proponer a la Cer como un mediador central en la
activacion de la muerte de los FR. Pese a esto, auin no se conoce en profundidad cudles son los
mecanismos moleculares involucrados en este proceso. Esta pregunta resulta relevante, ya que
la regulacién de los distintos blancos intracelulares de Cer podria emerger como posible terapia
para las enfermedades neurodegenerativas de la retina. Ante esto, nos planteamos como

objetivo en el 22 capitulo de esta Tesis, estudiar los mecanismos moleculares involucrados en la
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muerte de los FR mediada por C2Cer, utilizando un modelo de cultivo primario de neuronas de
retina de rata. Un trabajo previo de nuestro laboratorio demostré que la C2Cer, en una
concentraciéon de 10 pM induce la muerte de los FR y las neuronas amacrinas, los tipos
neuronales mayoritarios en los cultivos. Estudiando el proceso de muerte de manera
cronolégica, encontramos que el tratamiento de cultivos neuronales con C2Cer 10 uM durante
6 h indujo selectivamente la muerte de los FR, disminuyendo el potencial de membrana
mitocondrial y aumentando la formacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS). En contraste,
las neuronas amacrinas preservaron su viabilidad. Cabe destacar que la cantidad de células
marcadas con TUNEL y de FR que expresaron caspasa-3 clivada, forma activa de la caspasa-3,
permanecieron constantes y que el pretratamiento con un pan inhibidor de caspasas no evitd la
muerte inducida por C2Cer. C2Cer provoco la sobre activacion de la poli-ADP ribosil polimerasa-
1 (PARP-1). La inhibicion de PARP-1 disminuyd la muerte de los FR inducida por C2Cer. A su vez,
C2Cer aument? los niveles de polimero de poli-ADP ribosa (PAR), cuya sintesis es catalizada por
PARP-1, e indujo la translocacién del factor inductor de apoptosis (AlF) de las mitocondrias al
nucleo de los FR, ya que dicha translocacién se previno mediante la inhibicion de PARP-1. El
pretratamiento con un inhibidor de calpainas y catepsinas, y con un inhibidor de la calpaina
redujo la muerte de los FR, mientras que los inhibidores selectivos de catepsinas no otorgaron
proteccion. El pretratamiento combinado con un inhibidor de PARP-1y un inhibidor de calpaina
evidencid la misma proteccidn que cada inhibidor por si mismo. Esto sugiere que tanto PARP-1
como calpainas confluyen en el mismo mecanismo de accion rio-abajo de la C2Cer. Ni la
autofagia ni la necroptosis estuvieron involucradas en la muerte inducida por C2Cer; no se
observd un aumento en la liberacion de LDH después del tratamiento con C2Cer y el
pretratamiento con inhibidores de la necroptosis y de la autofagia no rescataron a los FR. Estos
resultados sugieren que la C2Cer activa la muerte de los FR por un mecanismo novedoso,
independiente de caspasas, que implica la activacion de PARP-1, disminucion del potencial de
membrana mitocondrial, activacién de calpaina y translocacion de AlF, todas las caracteristicas
bioquimicas del tipo de muerte celular denominada parthanatos. Nuestros resultados, sugieren
asi nuevos blancos terapéuticos, y contribuyen a los avances en la bisqueda de tratamientos

efectivos para las enfermedades neurodegenerativas de la retina.
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SUMMARY

For almost three decades, sphingolipids have entered the bioactive lipid
scenery. Within this large family, simple sphingolipids are the ones that have been related to
important cellular functions. Ceramide (Cer), and its deacylation derivative, sphingosine (Sph),
have been reported as death second messengers in several cell types. On the other hand, its
phosphorylated derivatives, especially sphingosine-1-phosphate (S1P) have been related to
proliferative and pro-survival functions.

Several mitogenic signals contribute not only to proliferation but also to cell
migration, being of special interest in certain pathologies such as cancer. However, invasive
cellular processes are also relevant in the retina, the tissue of interest in this thesis work. Diverse
pathologies, such as diabetic retinopathy, show an exacerbated proliferation of Miiller glial cells
(CGM, the main glial type of the retina), a process known as gliosis. Initially, this response is a
physiological attempt to isolate neuronal tissue from injury and repair the damage. However, in
a pathological state, given the continuity of the injury, this cell proliferation gives rise to a scar
that affects the normal functioning of the retinal tissue, ultimately leading to a partial or total
vision loss. Therefore, it is relevant to investigate these retinal proliferative processes in order
to find new therapeutic treatments.

There is scarce information on the functions of the mitogenic sphingolipid S1P
inthe retina. S1P has been reported to promote proliferation, pro-fibrotic and pro-inflammatory
responses in pigment epithelial cells and it also participates in retinal and choroidal
neovascularization. In addition, there is an increase in retinal and plasma levels of S1P in an
inflammatory model induced by lipopolysaccharide. In the first chapter of this thesis we propose
the hypothesis that S1P might be involved in gliotic processes, as a key signal in the induction of
glial migration. To test our hypothesis, we used a primary culture model of Miiller glial cells and
evaluated cell migration by the scratch-wound assay, which is a simple and widely used method.
Our experiments revealed that the exogenous addition of S1P modified the CGM cytoskeleton,
in the first 8-10 hours of treatment. This addition led to the formation of lamelipodia and to the
onset of glial motility. This motility was markedly enhanced compared to control conditions after
18 h of S1P addition. CGM expressed two of the five transmembrane receptors for S1P (S1PR),
specifically the S1P1 and S1P3 subtypes. However, only activation of S1P3 was required to
induce S1P-induced CGM migration, as evidenced by experiments performed with S1P1 and
S1P3 antagonists. Analysis of the signaling pathways activated downstream of S1P3 evidenced
that two well-known pathways, the ERK/MAPK and PI3K pathways were activated, since pre-

treatment with specific inhibitors, significant reduced S1P-induced glial migration. Of note, this
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induction of the migratory process was not accompanied by a significant increase in glial
proliferation. On the other hand, not only exogenous S1P played a role in glial migration.
Inhibition of the endogenous synthesis of S1P, using a selective inhibitor of the enzyme
sphingosine kinase 1 (Sphk1) (the enzyme that catalyzes the synthesis of S1P), the SphK1
inhibitor number 2 (SphKl2), virtually blocked the basal glial migration, i.e. the migration level
observed in the absence of exogenous S1P. These results demonstrated that the S1P-S1P3 axis
has a key role in the induction of migration in the retina, and its targeting might provide an
interesting approach in the search of new therapeutical treatments for proliferative diseases of
the retina.

Among retinal pathologies, neurodegenerative diseases are a set of diseases of
the retina that progressively lead to vision loss and still lack effective treatments. Pathologies
such as retinitis pigmentosa and macula degeneration have very diverse etiologies, varying from
genetic to environmental triggers, but which share a common hallmark: the death of
photoreceptors (PhRs). This progressive degeneration of PhR leads, as a final consequence, to
visual disability and blindness.

As described, Cer and Sph are important mediators of cell death and have
attracted special attention in the field of neurodegenerative diseases. Pioneering studies found
that Cer levels were increased in post-mortem retinas of patients with Faber's disease;
furthermore, the levels of this sphingolipid are increased in neuronal degeneration induced by
retinal detachment. Subsequent reports, including those from our laboratory, established that
Cer is a key mediator in the death of PhRs in culture. Oxidative damage stimulates the synthesis
of Cer, which triggers the death of photoreceptors and this process is mimicked by the
exogenous addition of a synthetic analogue of an endogenous ceramide, C2-Ceramide (C2Cer).
Further work using animal models of retina degeneration support a role for Cer as a crucial signal
involved in the induction of PhR death. However, the molecular mechanisms involved in this
process are still unknown. Uncovering them is very relevant, since regulating the different
intracellular targets of Cer might provide new therapies for neurodegenerative diseases of the
retina. The purpose of the second chapter of this thesis was to study the molecular mechanisms
involved in the death of PhRs induced by C2Cer, using as a model primary cultures of rat retinal
neurons. Previous work from our laboratory showed that 10 uM C2Cer induces the death of
PhRs and amacrine neurons, the two major neuronal types in our cultures. A chronological
analysis of the death process showed that treatment with 10 uM C2Cer for 6 h selectively
induced the death of photoreceptors, decreasing mitochondrial membrane potential and
increasing the formation of Reactive Oxygen Species (ROS). In contrast, amacrine neurons

preserved their viability. Of note, the number of cells labeled with TUNEL and of photoreceptors
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expressing cleaved caspase-3 remained constant and a pretreatment with a pan caspase
inhibitor did not prevent C2Cer-induced neuronal death. C2Cer caused over-activation of poly-
ADP ribosyl polymerase-1 (PARP-1). The inhibition of PARP-1 decreased photoreceptor death
induced by C2Cer. In turn, C2Cer increased poly-ADP ribose (PAR) polymer levels, the synthesis
of which is catalyzed by PARP-1, and induced the translocation of apoptosis-inducing factor (AlF)
from mitochondria to the nuclei, which was prevented by PARP-1 inhibition. Pretreatment with
a calpain and cathepsin inhibitor, and with a selective calpain inhibitor, reduced photoreceptor
death, whereas selective cathepsins inhibitors did not provide any protection. The combined
pretreatment with a PARP-1 inhibitor and a calpain inhibitor showed the same extent of
protection as each inhibitor by itself. This suggests that both PARP-1 and calpains converge
downstream in the same mechanism. Neither autophagy nor necroptosis were involved in
C2Cer-induced cell death; no increase in LDH release was observed after C2Cer treatment and
pretreatment with necroptosis and autophagy inhibitors did not rescue photoreceptors. These
results suggest that the C2Cer-induced photoreceptor death signaling by a novel caspase-
independent mechanism, which involves PARP-1 activation, a decrease in mitochondrial
membrane potential, activation of calpain and translocation of AIF, all of which are biochemical
characteristics of the cell death type named parthanatos. In conclusion, our results identify a
new therapeutic target, thus contributing to the advances in the search for effective treatments

for neurodegenerative diseases of the retina.
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INTRODUCCION

Anatomia del ojo humano

Cuando miramos a alguien a los ojos, quizds lo mds llamativo es la zona coloreada de los
mismos, el iris. Se trata de una membrana circular, formada por fibras musculares y tejido
conectivo, cuya coloraciéon se debe a cantidades variables de eumelanina (melaninas
marrones/negras) y feomelanina (melaninas rojas/amarillas) producidas por los melanocitos.
Ma3s alla de su estética, sus musculos se encargan de controlar el tamafio de la apertura que
permite la entrada de la luz al ojo, la pupila, que es visualizada como una zona oscura debido a
los pigmentos absorbentes en la retina. Una superficie transparente, la cérnea cubre al iris y la
pupila. El blanco del ojo, la esclera, forma parte de la pared de soporte de la copa dptica y se
continda con la cérnea.

Si realizaramos un corte del ojo, como el de la Figura 1, nos revelaria:

e Tres capas:
-capa externa: formada por la esclera y la cornea
-capa intermedia: consta de una parte anterior (iris y cuerpo ciliar) y posterior (coroide).

-capa interna o parte sensorial del ojo: la retina

e Tres cdmaras de fluido: cdmara anterior (entre la cérnea y el iris), cdmara posterior
(entre el iris, los ligamentos del cuerpo ciliary la lente) y la cdmara vitrea (entre la lente
y la retina). Las dos primeras cdmaras estan llenas de humor acuoso, mientras que la

camara vitrea contiene un fluido mas viscoso, el humor vitreo.

La seccion sagital también revela la lente, una estructura transparente localizada detras del
iris. La lente esta suspendida por ligamentos adheridos a la porcidn anterior del cuerpo ciliar. La
contraccion y relajacion del musculo ciliar, cambia la forma de la lente, en un proceso
denominado acomodacién, que permite formar una imagen nitida en la retina. Los rayos de luz
se enfocan a través de la cérnea transparente y la lente sobre la retina. El punto central para el

enfoque de la imagen (el eje visual) en la retina humana es la févea.
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Figura 1. Esquema de una seccion del ojo humano.

Modificado de Kolb y col 2018

La retina

La retina es una parte del sistema nervioso central (SNC) y al igual que otras regiones
del mismo, deriva del tubo neural. Este tejido, representa un muy buen modelo de estudio,
debido a que, comparativamente con otras regiones del SNC, ofrece una mayor facilidad de
acceso. La retina se forma durante el desarrollo del embridn a partir de vesiculas dpticas que se
extienden desde los dos lados del tubo neural en desarrollo (Mann 1964). Las vesiculas dpticas
primordiales se pliegan sobre si mismas para formar la copa dptica. Inicialmente, ambas paredes
de la copa dptica tienen el espesor de una célula, pero las células de la pared interna se dividen
para formar una capa neuroepitelial gruesa que consta de muchas células: la retina (Figura 2).
El exterior de la copa, por su parte, se mantiene como una sola monocapa de epitelio, conocido

como el epitelio pigmentario de la retina (EPR).

2 3 —
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Figura 2. Desarrollo embrionario de la retina.

(Adaptado de Mann y col 1964)

La retina es una capa transparente de tejido neuronal que transduce la energia proveniente
de los fotones de la luz en potenciales de accidn que transmite al I6bulo occipital del cerebro a

través del nervio oéptico. Estd formada por cinco tipos principales de neuronas, los
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fotorreceptores (conos y bastones), las células amacrinas, bipolares, horizontales vy
ganglionares. Es en los fotorreceptores (FR) donde se produce la transduccidn visual, es decir la
amplificacién de la sefal luminosa y su transformacion a un gradiente electroquimico. La sefal
visual se transmite a las neuronas bipolares con las que hacen sinapsis, que a su vez conectan
con las células ganglionares (conduccidn vertical). Las neuronas amacrinas y horizontales forman
complejas conexiones con los tipos neuronales anteriormente mencionados (conduccion
horizontal).

Estas neuronas se organizan en diferentes capas, por lo cual para su estudio se suele analizar
alaretina como una estructura laminar formada por dos capas nucleares y dos capas sinapticas

(Figura 3):

» capa nuclear externa: formada por los cuerpos celulares de los FR (conos y bastones).

» capa plexiforme externa: donde se proyectan las prolongaciones sinapticas de los FR
para hacer sinapsis con las neuronas bipolares y horizontales.

» capa nuclear interna: formada por los cuerpos celulares de las células gliales de Mller
y las neuronas de asociacion o conduccién horizontal (células horizontales y las células
amacrinas), y las de conduccidn vertical (células bipolares).

» capa plexiforme interna: constituida por las prolongaciones de las células de Miiller, y
las sinapsis entre los axones de las neuronas bipolares, prolongaciones de las amacrinas
y dendritas de las células ganglionares.

» capa de células ganglionares: formada por los cuerpos de las neuronas ganglionares,

prolongaciones de las células de Miiller, astrocitos dispersos y capilares sanguineos.

Ademas de los distintos tipos neuronales, la retina presenta varios tipos de células

gliales, que se encuentran en diferentes partes de este tejido:

o Células Gliales de Miiller (CGM): tipo glial mayoritario en la retina, tienen una funciéon
de soporte, sintesis y aporte nutritivo. Son alargadas, con su eje mayor perpendicular a
la superficie de la retina constituyendo el soporte estructural de ésta, de tal manera que
se extienden desde su limite mas interno hasta la limitante externa. Presentan limites
irregulares con numerosas y finas prolongaciones.

o Astrocitos: se encuentran dentro de la capa plexiforme interna y en la capa de células

ganglionares. Sus prolongaciones forman un reticulo irregular.
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Figura 3. Organizacion celular de la retina.

Células gliales de Mller

Heinrich Miiller describié por primera vez en 1851 células dispuestas a modo de fibras
radiales en la retina, que mds tarde pasariamos a conocer como las células gliales de Miiller
(CGM). Las CGM son células gliales de tipo radial, que se expanden por todo el ancho de la
retina. La poblacidn de células de Miiller forma un patrén denso y regular. Cada una de estas
células se puede considerar como el nicleo de una "micro unidad columnar” de neuronas de la
retina, constituyendo un enlace anatdmico entre dichas neuronas y los compartimentos con los
gue éstas necesitan intercambiar moléculas, como los vasos sanguineos de la retina, el cuerpo
vitreo y el espacio sub-retiniano.

Esta unidn no es meramente anatdmica. Dado que las CGM son practicamente el Unico tipo
de macroglia presente en la retina, llevan a cabo gran cantidad de funciones cruciales de soporte
a las neuronas (Figura 4). Desde estadios tempranos de desarrollo retinal, las CGM son
esenciales en el mantenimiento de la arquitectura retinal (Willbold et al., 1997) y para
resguardar la supervivencia neuronal y el procesamiento de la informacidn (Reichenbach et al.,

1993). La importancia de las CGM en el mantenimiento de la estructura y funcionalidad retinal
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es evidenciada por la observacién de que la destruccién selectiva de las CGM produce displasia
retinal, apoptosis de los FR y en un estadio final, degeneracion retinal y proliferacién del EPR
(Dubois-Dauphin et al. 2000). Dentro de las principales funciones de las CGM en retinas sanas

encontramos:

e Regular el metabolismo de la glucosa, aportando a las neuronas nutrientes como
lactato/piruvato para su metabolismo oxidativo (Poitry-Yamate et al., 1995) asi como
remover los productos de desecho.

e Modular el procesamiento de las sefales neuronales, a través de una rdpida captacion
y reciclaje de neurotransmisores como el GABA y el glutamato. Una vez dentro de las
células, el GABA es metabolizado a glutamato, que junto al glutamato captado es
convertido a Glutamina por accion de la enzima Glutamina Sintetasa (GS). Esta
glutamina es finalmente liberada para ser utilizada por las neuronas como precursora
para sintetizar nuevamente GABA y Glutamato (Pow and Robinson 1994).

e Mantener la homeostasis de agua e iones del tejido retinal y la regulacién del pH a través
de la enzima Anhidrasa Carbdnica (AC) (Newman, 1994).

e Sintetizar antioxidantes como el glutatién (Schiitte and Werner 1998).

vitreous body

2

pyruvates ¥

6096

glucose

Figura 4. Disposicion estructural y principales funciones de las Células Gliales de Miiller.

(Modificado de Bringmann et al., 2006)
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Fotorreceptores

Los FR son neuronas polarizadas que tienen un segmento externo con un fotopigmento,
la rodopsina, un segmento interno con un nucleo, un cuerpo celular y un pediculo o terminacién
sindptica, mediante el cual se contactan con las neuronas horizontales y bipolares (Figura 5). El
segmento interno y el cuerpo celular contienen las organelas mientras que el segmento externo
esta formado por un apilamiento de membrana; es alli donde se produce la transduccidn visual.
Los FR son las células mas abundantes del ojo, sumando alrededor de 90 millones en la retina
humana, y se dividen en dos tipos, conos y bastones. Los bastones son responsables de la vision
nocturna o escotdpica y los conos, de la visidén en color, diurna o fotdpica. La proporcidn entre
estos tipos de FR varian segun la especie; en los humanos, el 5% son conos (Curcio et al., 1990)

mientras que en las ratas, representan el 1,5% (La Vail 1976).

% —— disco

segmento —
externo p—
—
—
—
—
T [—. membrana segmento
T~ citoplaméatica externo
Sy
= ] .
mitocondria ———
segmento
interno segmento
interno
_ndcleo ——
-
e
_wesicula sinaptica
terminacidn ' pediculo terminacién
sinaptica sinaptica

Figura 5. Estructura de conos y bastones.

(Imagen de Wikipedia Commons)
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Los esfingolipidos

Los esfingolipidos fueron descriptos por primera vez por Thudichum en 1884, mientras
analizaba extractos de cerebro. Su nombre les fue otorgado en alusion a la esfinge egipcia y el
enigma que la rodea, al desconocerse por ese entonces cual era la funcién de este novedoso
grupo lipidico. Hoy sabemos que son componentes esenciales de todas las membranas de
células eucariotas y desde hace aproximadamente tres décadas, han pasado a integrar el grupo
de los mensajeros celulares. Los esfingolipidos, al ser componentes de membrana, son
moléculas anfifilicas. Su regidn hidrofébica es un esqueleto esfingoide de cadena larga, al cual
se le une un acido graso de cadena larga. Si bien han sido reportadas alrededor de 60 bases
esfingoides, la esfingosina (Sph), un amino-alcohol de 18 carbonos y una doble ligadura trans
entre C4y C5, es la estructura mas difundida dentro de los esfingolipidos de mamiferos (Pruett
et al. 2008). La unién a ésta de un acido graso mediante enlace amida da lugar al mas simple de
los esfingolipidos, la ceramida. Estos acidos grasos son de longitud variable (C2 a C28), siendo
mas usuales los de cadena larga (16 carbonos o mas) (Rotstein et al., 2010). La ceramida (Cer)
es un esfingolipido bioactivo que da lugar, a través de la adicién de distintos grupos polares en

C1, a esfingolipidos mas complejos (Figura 6) de naturaleza anfifilica:

e esfingomielina: adicidn de fosfocolina o fosfoetanolamina
e cerebrdsido: unién de un azucar simple como glucosa o galactosa

e gangliésidos: formados por la unién de oligosacédridos
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Figura 6. Estructura de los esfingolipidos.

(Imagen de Wikipedia Commons)

Fialic asid



INTRODUCCION | 8

Metabolismo esfingolipidico

Existen diversas rutas de entrada a la via de los esfingolipidos y ambas convergen en la
formacion de Cer, lo cual otorga a esta molécula un rol clave en la generacidon de otros
esfingolipidos bioactivos (Figura 7). La primera ruta de entrada, que ocurre en el reticulo
endoplasmatico (ER), es la sintesis de novo, donde la serina y el palmitoil CoA se condensan v,
posteriormente, a través de una serie de reacciones generan di-hidro ceramida, la cual es
finalmente desaturada para formar Cer. Una vez formada, la Cer puede ser convertida en otros
esfingolipidos bioactivos tales como Sph, esfingosina 1-fosfato (S1P) o ceramida-1-fosfato (C1P)
o bien formar esfingomielina o glico-esfingolipidos complejos, de funcién principalmente
estructural. La segunda ruta de sintesis es la via de las esfingomielinasas, que involucra la
hidrélisis de las esfingomielinas por accidn de esfingomielinasas acidicas y neutras. Esta via de
sintesis ocurre virtualmente en todos los compartimentos celulares. Una tercera via es la via de
reciclado o via de rescate mediante la cual se obtiene Cer a partir de esfingolipidos complejos.
Esta ruta metabdlica ocurre a nivel de los lisosomas y reduce los esfingolipidos a Sph, la cual es
luego reutilizada mediante conversidn a Cer a través de una re-acilacion.

La activacion diferencial de estas distintas vias de formacidn de Cer es posible debido a
la separaciéon espacial de las enzimas que intervienen en cada ruta metabdlica. Por ejemplo,
serina palmitoil transferasa, la enzima limitante de la via de novo se localiza en el reticulo
endoplasmatico (ER), y esta dihidroesfingosina derivada del ER, sirve como sustrato para la
biosintesis de dihidroceramida a través de la via de novo. Por el contrario, la Sph se genera a
partir de la degradacién de esfingolipidos complejos en lisosomas, y luego podria servir como
sustrato para la regeneracion de Cer (la denominada “via de rescate”), posiblemente en el ER o
en las membranas asociadas a este. Ademas, es posible, si no probable, que distintas isoformas
(dihidro) ceramida sintasa con localizacidn celular diferencial puedan estar implicadas en la ruta
de novo frente a la ruta de rescate. La homeostasis celular en respuesta a diferentes estimulos
dependerd de qué camino de formacion de Cer se active, asi como de cuando y ddnde se
produzca en la célula (Kitatani, Idkowiak-Baldys, and Hannun 2008).

La degradacion de los esfingolipidos complejos es un proceso gradual. En primer
término, se forma Cer, la cual a su vez es hidrolizada por la accién de ceramidasas para formar
Sph. Esta esfingosina a su vez sirve como sustrato de la esfingosina quinasa (SphK), enzima
responsable de la fosforilacion de esfingosina para formar S1P (Sterin-Speziale 2007). La
depuracion celular de todos los esfingolipidos requiere de la transformacion final a S1P. Por lo

tanto, la actividad de la SphK inicia la Unica via bioquimica de degradacién de Cer de la célula.
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La degradacién final de S1P es mediada por la S1P liasa, y es el punto de salida de todos los

esfingolipidos del pool celular general.
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Figura 7. Metabolismo de los esfingolipidos.

La ceramida es la pieza central del metabolismo de esfingolipidos y puede ser sintetizada mediante multiples vias. Puede
ser generada por la via de novo (naranja) a partir de la condensaciéon de serina y palmitoil-CoA para generar 3-
cetodihidrofosfingosina, que luego se reduce a dihidroesfingosina (también conocida como esfinganina) y luego acilada
por ceramidas sintasas (CerS). Los esfingolipidos complejos como los glucoesfingolipidos (celeste) pueden ser
hidrolizados a esfingosina, que luego es convertida en ceramida en la via de reciclaje o bien fosforilada a esfingosina-1-
fosfato por la esfingosina quinasa (SK), para asi salir del metabolismo de esfingolipidos por la accién de la esfingosina-
1-fosfato liasa (SPL) (azul). La ceramida también se puede formar mediante la hidrdlisis de esfingomielina (purpura).
Serina palmitoiltransferasa (SPT); 3-ketodihidroesfingosina reductasa (KDHR); (dihidro) ceramida sintasa (CerS);
dihidroceramida desaturasa (DES); ceramidasa (CDasa); esfingosina-1-fosfato fosfatasas (SPP); esfingomielinasas
(SMase); esfingomielina sintasa (SMS); glucosilceramida sintasa (GCS); glucosilceramidasa (GCasa); ceramida
galactosiltransferasa (CGT); galactosilceramidasa (GALC); ceramida quinasa (CERK); ceramida-1-fosfato fosfatasa (C1PP).

Modificado de Hernandez-Corbacho et al., 2017.



INTRODUCCION | 10

Los esfingolipidos como moléculas bioactivas

El reciente interés en los esfingolipidos se encuentra en el rol que estos lipidos tienen
en la sefializacidn intracelular, particularmente Cer, Sph y sus formas fosforiladas, C1P y S1P. En
las ultimas décadas quedd firmemente establecida la importancia de estos “esfingolipidos
simples” en el control del destino celular. La Cer y la Sph se encuentran implicadas en los
procesos de diferenciacion, senescenciay muerte celular. La C1P y la S1P en cambio, promueven
la supervivencia y proliferacion celular. Los efectos antagdnicos de estos mediadores
esfingolipidicos y su capacidad de interconvertirse ante distintas sefiales intracelulares dieron
origen al concepto de “redstato esfingolipidico” (Figura 8), que propone que la relaciéon o
cociente entre las concentraciones intracelulares de Sph-Cer/S1P-C1P determinaria el destino

celular (Maceyka et al., 2002).
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Figura 8. Redstato esfingolipidico.

(Modificado de Reimann et al., Trans/ Cancer Res 2015;4(5):460-468)

Este balance esfingolipidico se encontraria en un fino equilibrio que facilmente podria
ser modificado por diversos estimulos, tanto en condiciones fisiolégicas como patoldgicas.
Diferentes tipos de estrés celular activan las enzimas biosintéticas de Cer y Sph para incrementar
sus niveles, y luego sefializar diversas vias pro-apoptoticas e inhibitorias del crecimiento celular.
Por el contrario, los factores de crecimiento elevan los niveles de SphK, llevando asi al
incremento intracelular de S1P, la cual promueve la supervivencia y la proliferacién celular.
(Rotstein et al., 2010).

El hecho de que este fendmeno ha sido reportado desde levaduras hasta células de
origen humano destaca su relevancia biolégica. De su postulado se deriva la atractiva opcion de

manipular el redstato como estrategia terapéutica, ya sea para favorecer la muerte celular de
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células anormalmente proliferativas como sucede en el cancer o, por el contrario, promover la
supervivencia, como en el caso de las enfermedades neurodegenerativas. A raiz de este enfoque
han surgido numerosos reportes con interesantes hallazgos. Por ejemplo, en cerebros de
pacientes con enfermedad de Alzheimer existe actividad incrementada de la esfingomielinasa
(SMase) acidica, con elevados niveles de Cer y Sph y disminuidos niveles de S1P. A su vez, el
tratamiento de cultivos neuronales con oligdmeros beta amiloide incrementan la actividad
SMase y los niveles de Cer en las neuronas, activando su apoptosis, mientras que el
pretratamiento con Ceramidasa acida recombinante (enzima que promueve la degradacion de
ceramida) previene dicha induccién de muerte (He et al. 2010).

Como se detallara en el desarrollo de esta tesis, mediante el uso de modelos de cultivos
primarios, estudiamos la participacidon de dos de estos esfingolipidos, la S1P y la Ceramida, en
procesos claves de las patologias retinianas como son la gliosis y la muerte de las neuronas
fotorreceptoras. El resultado de nuestra investigacién, en el marco del desarrollo de mi tesis

doctoral, se presentard a través de dos capitulos, a saber:

> CAPITULO I: La Esfingosina-1-Fostato es un esfingolipido clave en la migracién de las

Células Gliales de Miiller

En este capitulo presentaré nuestro estudio sobre el rol de la S1P en la induccion de
migracién celular de las CGM. La migracidn celular es un proceso de especial importancia en el
desarrollo de la gliosis reactiva, evento patoldgico de diversas enfermedades proliferativas de la
retina como la retinopatia diabética. Utilizando un modelo de cultivo primario puro de CGM,

establecimos que la S1P tiene un papel central en la activacidn de la migracion glial.

» CAPITULO II: La ceramida induce la muerte de los fotorreceptores de retina mediante

activacion de Parthanatos

Como se mencionara, la Cer es un esfingolipido bioactivo involucrado en los procesos de
muerte celular. En este capitulo, describiré los antecedentes que ligan a la Cer con diversos
procesos de neurodegeneracion retiniana y detallaré los resultados obtenidos en el estudio de
los mecanismos intracelulares de muerte celular inducida por el agregado de Cer en los FR.
Utilizando como modelo cultivos neuronales puros obtenidos de retinas de rata demostramos

la activacion de una via de muerte novedosa para la Cer, la via de Parthanatos.
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CAPITULO I: La Esfingosina-1-Fosfato es

un esfingolipido clave para la migracion

de las células gliales de Muller
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ANTECEDENTES

Las células Gliales de Mller, un arma de doble filo de la retina

Como se describié en la introduccion, las CGM se expanden por todo el espesor de la
retina, envolviendo a las neuronas retinales, y siguiendo un patron conservado que esta
presente en todas las retinas de vertebrados. Esta relacién morfoldgica se ve reflejada en
multiples interacciones funcionales entre las neuronas y las CGM, incluyendo el soporte
metabdlico y el procesamiento de la funcién visual. Las CGM son responsables del
mantenimiento de la homeostasis del medio extracelular (balance de iones, agua, pH vy
neurotransmisores). Esto convierte a las CGM en una suerte de piedra angular de la retina. Sin
embargo, virtualmente toda enfermedad de la retina esta asociada con una transformacion
reactiva de las CGM, la gliosis reactiva, que, por un lado, en un intento inicial de mantener la
homeostasis, favorece la supervivencia de las neuronas retinales, pero, por otro lado, ante la
persistencia del proceso reactivo debido al estrés, puede acelerar el proceso de
neurodegeneracién. Las CGM protegen a las neuronas a través de la liberacidon de factores
neurotréficos, la captacion y degradacidon del neurotransmisor excitotdxico glutamato, y la
secrecién del antioxidante glutatidn (Reichenbach and Bringmann 2012); sin embargo, las CGM
glidticas presentan una desregulacidn de varias de sus funciones neuroprotectoras. Ya sea que
las CGM se vean afectadas de manera directa o indirecta en el proceso patoldgico, el efecto final
serd unincremento en la susceptibilidad de las neuronas al estrés generado durante la patologia
retiniana (Bringmann et al., 2006).

Por todo ello, comprender los mediadores y mecanismos que llevan a la respuesta
glidtica en la retina patoldgica y el balance entre sus funciones protectoras vs las acciones
perjudiciales, resulta de crucial importancia en el desarrollo de estrategias terapéuticas para
estimular el rol neuroprotector de las CGM, y a la vez prevenir los mecanismos destructivos de

la gliosis.
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Gliosis de las Células Gliales de Muller

A diferencia de las neuronas retinianas, las cuales son altamente sensibles a los cambios
en su ambiente, las CGM son muy resistentes y capaces de sobrevivir a la mayoria de los dafios
retinales (Abrahan et al. 2009; Stone et al. 1999). Frente a distintas condiciones patoldgicas de
la retina, las CGM son capaces de activarse bajo un mecanismo adaptativo, ya mencionado,
denominado “gliosis”, que incluye rapidasy variadas respuestas celulares. Las CGM incrementan
la expresidn de varias proteinas filamentosas, entre las cuales se encuentra como principal
indicador de gliosis, la Proteina Fibrilar Acidica Glial (GFAP, por sus siglas en inglés). A su vez, la
respuesta glidtica incluye la liberacién de diferentes factores troficos, tales como el factor de
crecimiento de fibroblastos y el factor neurotrdfico ciliar (Abrahan et al., 2009; Bignami & Dahl,
1979; Bringmann et al., 2006). Esta respuesta glidtica puede ser tanto neuroprotectora como
perjudicial para las neuronas; por ejemplo, la liberacion de determinados factores tréficos
protege a las neuronas, pero induce a su vez la neovascularizacion (Yasuhara et al., 2004). En
retinas sanas, las CGM tienen una capacidad limitada de proliferar y migrar. Sin embargo,
durante la gliosis son capaces de de-diferenciarse, re ingresando al ciclo celular, e incrementar
su proliferacién y migracion. Este proceso lleva a la formacién de una “cicatriz”, cuya finalidad
es cubrir y “reparar” la zona afectada del tejido, pero que a largo plazo, termina afectando la
capacidad de neuroregeneracidn y laintegridad del tejido neural (Bringmann et al., 2006) (Figura
9). Durante el desprendimiento de retina, por ejemplo, los procesos celulares de las CGM crecen,
extendiéndose a través de la membrana limitante externa, llenando los espacios dejados por los
FR muertos (Lewis and Fisher 2000). Dentro del espacio subretinal, los procesos de las CGM
forman entonces una capa fibrdética que inhibe la regeneracién de los segmentos externos de
los FR (Anderson et al. 1986). Las cicatrices gliales incluyen la expresién de moléculas inhibitorias
en la superficie de las CGM reactivas, que inhiben la reparaciéon del tejido y la neuroregeneracion
(Fawcett and Asher 1999).

A pesar de lo expuesto, los detalles moleculares de los mecanismos involucrados en la
activacion o gliosis de las CGM todavia no han sido claramente definidos, y su conocimiento
detallado resulta esencial a fin de poder desarrollar estrategias terapéuticas efectivas para

controlar la gliosis.
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Figura 9. Reactividad de las Células Gliales de Miiller.

El esquema muestra, de izquierda a derecha, el creciente avance en reactividad de las células gliales de
Miller, desde su fenotipo normal al proliferativo-migratorio.

(Modificado de Bringmann et al, 2006).

Retinopatias proliferativas

La retinopatia vitreo-proliferativa (PVR) es una complicacion frecuente del
desprendimiento de retina (Wickham et al. 2012) que puede darse espontdneamente en el
paciente o como consecuencia de una complicacion posterior a una cirugia de retina. La PVR es
un proceso de curacidon de herida de la retina, a priori fisiolégico; sin embargo, puede
evolucionar hacia un proceso perjudicial, conduciendo a una enfermedad caracterizada por una
marcada proliferacion y migraciéon de las CGM, con posterior formacién de membranas
fibrocelulares en ambas superficies de la retina, conocidas como membranas epiretinales. Las
membranas epiretinales conectan con el tejido neural a través de las fibras extendidas por las
CGM hipertrofiadas (CGM fibroproliferativas). Diversos estudios demostraron que estas CGM
pueden transdiferenciarse en miofibroblastos que generan fuerzas traccionales en respuesta a
factores de crecimiento vitreos, causando mediante traccion el desprendimiento de la retina del
epitelio pigmentado (Guidry, 2005). Cabe destacar que, las CGM ejercen un rol importante tanto
en el desarrollo de la PVR como en la retinopatia proliferativa de tipo diabética (PDR) (Nork et
al. 1987).

A partir del analisis de tejido retinal obtenido de pacientes de PVR o PDR se observé que

las CGM muestran marcadas alteraciones en las caracteristicas de sus membranas plasmaticas.
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Las células presentan hipertrofia y disminucién del potencial de membrana (Francke et al. 2001).
A su vez exhiben un significativo aumento en la expresidén de canales de calcio dependientes de
potasio, los cuales son necesarios para la proliferacién de las CGM. Esto sugiere un claro fenotipo
de de-diferenciacién de las CGM, que exhiben un patrén celular similar al de las células gliales
presentes durante la ontogénesis (Bringmann et al., 1997). Por su parte, existe una fuerte
disminucion en la expresion de los canales de K+, el cual seria un requisito para la re-entrada al
ciclo celular de las CGM glidticas (Bringmann et al., 1998). Esta regulacién a la baja de los canales
de K* se acompafa de una disminucién en la expresidon de los canales de agua (proteinas
aquaporinas tipo 4). En conjunto, estos cambios alterarian la homeostasis del medio
extracelular, agravando el dafio a las neuronas retinales, en particular los FR, lo cual conduce,
en el estadio final de estas patologias, a la pérdida parcial o total de la vision (Bringmann &

Reichenbach, 2001).

La S1P como una sefial proliferativa

La S1P es un esfingolipido bioactivo involucrado en la regulacidon de procesos celulares
claves tales como la supervivencia, proliferacion, diferenciacion e inflamacién (Hla and
Dannenberg 2012) y promueve la migraciéon en varios tipos celulares. La S1P es generada
mediante la fosforilacidn de la Sph, reaccién catalizada por la Esfingosina Quinasa (SphkK), de la
cual existen dos isoformas, SphK1 y SphK2. La S1P sefializa como un segundo mensajero
intracelular o como sefal extracelular, actuando como ligando de una familia de receptores de
membrana acoplados a proteina G, los receptores de S1P (S1PRs), nombrados como S1P1-S1P5
(Blaho and Hla 2014). La S1P puede ser secretada de las células, mediante transportadores
especificos, para sefializar a través de sus receptores de manera autdcrina o paracrina, en un
proceso denominado sefalizacién de “adentro hacia afuera” (inside-out signaling) (Strub et al.,
2010).

Si bien auin no se conoce demasiado acerca de las funciones de la S1P en la retina, ésta
ha emergido, a raiz de recientes hallazgos, como un mediador clave en patologias retinales,
donde se ha reportado como una molécula de “doble filo”, con accién tanto deletérea como
neuroprotectora (Rotstein et al., 2010). La S1P promueve la proliferacion y respuestas pro-
fibréticas y pro-inflamatorias en células de epitelio pigmentario (Qiao et al. 2012; Swaney et al.
2008) y participa en la neovascularizacion retinal y coroidal (Xie et al. 2009). A su vez, se ha
reportado un aumento en los niveles retinales y plasmaticos de S1P en un modelo inflamatorio
inducido por lipopolisacérido (Jang et al. 2007). En contrapartida, la S1P puede, a su vez,

contribuir a la proteccién neuronal. La S1P protege a los FR de la apoptosis inducida por
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desprendimiento de retina (Ranty et al. 2009) e incrementa la liberacion de Taurina, molécula
neuroprotectora, por parte de las CGM (Ando et al. 2012). Nuestro laboratorio demostré que la
S1P promueve la supervivencia de los FR in cultivo y que es un regulador crucial de la
proliferacion de los progenitores de FR y de su posterior diferenciacion (Miranda et al. 2009).
Diversos factores troficos como el factor neurotréfico derivado de la Glia (GDNF) y el acido
docosahexaenoico (DHA) aumentan los niveles de Sphk1 para incrementar asi la sintesis de S1P,
la cual actua luego como un mediador intracelular de los efectos de estos factores en los FR
(Miranda et al., 2009).

La similitud entre los efectos bivalentes de la S1P y las caracteristicas de las CGM
glidticas nos llevaron a hipotetizar que la S1P podria ser un mediador molecular de gliosis

retiniana, formulando el siguiente objetivo de trabajo, que indagamos en este primer capitulo

de tesis doctoral:

Determinar si la S1P estimula la migracidn y/o la proliferacién de las CGM en cultivo y

los mecanismos moleculares involucrados en dicho efecto.
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MATERIALES Y METODOS

A. Animales

Para los distintos experimentos se utilizaron ratas de 3 dias de edad pertenecientes a la
cepa Albino Wistar criadas en nuestra propia colonia en el bioterio del INIBIBB.

Todos los procedimientos de manipulacidn animal se llevaron a cabo de acuerdo con la
guia publicada por el National Institutes of Health para el uso y cuidado de animales de
laboratorio y con el ARVO Statement para el uso de animales en investigacion Oftalmolégica y
de la vision. Los protocolos utilizados contaron con la aprobacién del Comité Institucional para

el Cuidado de Animales de Experimentacién (CICUAE) de la UNS.

B. Métodos

Obtencion de Cultivos gliales puros

Cultivos purificados en CGM fueron preparados siguiendo un protocolo previamente
descripto (Hicks and Courtois 1990) con ligeras modificaciones (Figura 10). Se enuclearon ojos
de ratas de 3 dias posnatales y se incubaron en medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) a temperatura ambiente y oscuridad durante 24 h. A continuacién, los ojos se
trataron con 1 ml de una solucién de tripsina 1mg/ml durante 330" a 36,5 °C en bafio con
agitacion. Luego se adicion6 1 ml de Colagenasa (4mg/ml) y se continué la incubacién por 7°30"".
Completado el tiempo de incubacién se lavaron los ojos dos veces con DMEM suplementado
con 10% de Suero Fetal Bovino (DMEM 10%) para inhibir la actividad enzimdtica. Una vez
lavados, los ojos se transfirieron a una placa de cultivo, de 35 mm de didmetro, conteniendo 2ml
de Buffer Hank’s y se extrajeron las retinas bajo lupa. Cada retina fue cortada en pequefios
fragmentos de alrededor de 1-2 mm y sembrada en placas de 60 mm en DMEM 10%. Una vez
sembrados, los fragmentos se incubaron durante 3-4 dias a 36,5°C en una atmosfera de 5% CO..

Trascurrido ese tiempo, se pueden observar al microscopio de contraste de fases, las
primeras células gliales, de aspecto aguzado y pequefio que se encuentran adheridas al sustrato,
por fuera de los fragmentos de retina. Se retiraron entonces los fragmentos de tejido adheridos
mediante lavados con Hank’s y las CGM adheridas se mantuvieron durante aproximadamente
15 dias, hasta que alcanzaron la confluencia, cambiando el medio de cultivo cada 2-3 dias. Una
vez confluentes, las células se repicaron en una dilucidn 1:3 y se re sembraron en placas de 35

mm para el posterior desarrollo experimental.
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En todos los experimentos, las células fueron “hambreadas” una noche, en DMEM sin
suero, para eliminar la influencia que pudieran tener los factores presentes en el mismo sobre

el desarrollo experimental.

enucleacion tratamiento
de los ojos enzimaticoa 36,5°C 1) Tripsina 1 mg/ml (3 min 30 seg)

I/-’ﬁ/ﬂ/} \)i ———— — 2) Colagenasa 4 mg/ml (7 min 30 seg)
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Ratas PN3 inhibicién de las
enzimas con
incubacién en DMEM 24 hs DMEM 10%
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(dilucion 1:3) = (100% pureza)
L confluencia
confluencia l
)  3-4 dias in vitro T

Tratamiento
experimental
eliminar restos de &

tejido (lavados con e Células Gliales de Miller MIND THE
Buffer Hank's) (80-90% pureza) GRAPH com

Incubacion
(36,5°C; 5% CO2)

Figura 10. Obtencidn de Cultivos de Células Gliales de Miiller puros.

Adicidon de S1P

Se prepard una solucién de 0,5 mg/ml de S1P en metanol:agua (95:5) y luego se alicuotd
en viales de vidrio, las cuales se almacenaron a -20°C. Para preparar las distintas diluciones de
trabajo, se tomd el volumen necesario de una alicuota, y se pasd a un tubo de metandlisis. A
continuacién, se elimind el solvente, gaseando con una corriente de nitrdgeno y movimientos
circulares del tubo, hasta formar una fina pelicula de S1P, la cual se adhiere a las paredes del
tubo. Posteriormente, se resuspendio la pelicula de S1P mediante agregado de una soluciéon

4mg/ml de Albumina Sérica Bovina (BSA) en DMEM, calentando a 50°C con agitacion ocasional
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en Vortex durante 30 minutos. Finalmente, la disolucion se completd con sonicacidon a 50°C
hasta completa disolucion de la S1P (aprox. 2-3 h).

En todos los experimentos, se utilizé una concentracion de 5 pM (concentracién final en
cultivo). El mismo volumen de la solucidén usada como vehiculo se agregd a las condiciones

controles.
Ensayo de Migracién Glial

IM

La migracién de las CGM fue evaluada mediante el “ensayo de la herida” (scratch wound
assay) descripta por Liang et al., 2007, con leves modificaciones (Figura 11). Se realizaron entre
3y 4 lineas de lesiones paralelas sobre la monocapa de CGM, utilizando un tip estéril amarillo
(P100). De esta manera se producen heridas de aproximadamente 1mm de ancho, generando
una zona libre de células. El medio de cultivo fue reemplazado con DMEM fresco y se agregaron
las distintas drogas o sus vehiculos. Las células se fijaron luego de 10 o 18 h de tratamientoy la
migracién celular fue determinada por microscopia de fases y a través de la visualizacion del
citoesqueleto de actina con Faloidina.

Para caracterizar la magnitud de la migracién, en experimentos iniciales, se definieron 4
estadios de migracion:

-estadio 0: sin movimiento apreciable de las células sobre la herida.

-estadio 1: campos donde las células comienzan a migrar, visualizado por la extension
de lamelipodios.

-estadio 2: campos donde las células cubren parcialmente la zona de la herida.

-estadio 3: campos donde la herida se cerré completamente, cubriéndose con las CGM.

En experimentos posteriores, se determiné la tasa de cambio en la cantidad de células
migratorias comparadas con la condicién control.

Se observaron un total de 20 campos por placa de cultivo.
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Herida (tip p100)

Cultivos gliales confluentes
(24 hs de hambreado en DMEM) 1) Lavado con DMEM
2) Tratamientos experimentales

3) Fijaciéna 10y 18 horas
4) Cuantificacion de estadios
migratorios

Estadio0 Estadiol Estadio 2 Estadio3

Figura 11. Esquema experimental del “ensayo de la herida”.

Para distinguir entre migracién y proliferacién celular se evalud esta ultima mediante la
incorporacion de Bromo deoxiuridina (BrdU). Este es un nucledtido modificado que las células
incorporan en la fase de sintesis de ADN (fase S), previa a la divisién mitdtica. La determinacion
de su incorporacién por la célula es un ensayo ampliamente utilizado para evaluar proliferacién.
Cultivos de CGM en las mismas condiciones que aquellos utilizados para los ensayos de
migracién, se incubaron con 20 uM de BrdU por 10 h; a continuacién, las células se fijaron por 1
hora, se trataron con 2N de HCI por 30 minutos para desnaturalizar el ADN y luego se neutralizé
mediante agregado acido bdrico 0,1 M. La incorporacion del nucledtido fue determinada
utilizando un anticuerpo monoclonal anti-BrdU y anticuerpo Cy2 anti-ratdn como anticuerpos

primario y secundario respectivamente.
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Técnicas de Citoquimica e Inmunocitoquimica

Los cultivos fueron fijados durante 1 hora con Paraformaldehido al 4% en Buffer Fosfato
Salino (PBS). Para las marcaciones citoplasmaticas y nucleares se permeabilizé con Triton X-100
al 0,1% en PBS durante 15 minutos.

Las CGM fueron identificadas por su morfologia y mediante Inmunocitoquimica
utilizando anticuerpos contra Vimentina (proteina de filamentos intermedios expresada entre
otras células por las CGM), anti-GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein), anti GS (Glutamina
Sintetasa) y anti-CRALBP (Cellular Retinaldehyde Binding Protein).

Las células microgliales fueron identificadas por Inmunocitoquimica utilizando un
anticuerpo policlonal anti-lbal.

La marcacién de los nucleos se realizé mediante 4°, 6-diamino-2-fenilindol (DAPI). Este
fluorocromo es una sonda para 4acidos nucleicos que se une preferencialmente al acido
desoxirribonucleico (ADN). La union de DAPI a ADN de doble cadena intensifica 20 veces su
fluorescencia (Kubista et al., 1987). DAPI también se une a ARN, pero el complejo fluoresce a
una longitud de onda maxima mayor y con menor rendimiento cuantico. Incubamos con una
solucion de DAPI 1 pug/ml en PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente y a continuacién
lavamos con PBS.

Los cultivos fueron posteriormente analizados por microscopia de contraste de fases y
de epifluorescencia, utilizando un microscopio Nikon Eclipse E600 o por microscopia laser
confocal (Leica DMIRE2) con un objetivo de 633X de inmersién en agua.

Las imagenes fueron adquiridas y procesadas con LCS software (Leica) y Photoshop 8.0

(Adobe Systems, San Jose, CA, USA).

Participacion de los receptores S1P1y S1P3

La presencia de los receptores S1P1 y S1P3 fue determinada por Inmunocitoquimica y
RT-PCR después de fijar o lisar las células, respectivamente.

Para el analisis inmunocitoquimico, una vez fijadas, las CGM fueron marcadas con anti-
S1P1 o anti-S1P3, seguidas de marcacién con DAPI y Faloidina, respectivamente.

La presencia de estos receptores fue confirmada a su vez mediante la deteccién de los
ARN mensajeros (ARNm) de ambos receptores, mediante reaccién en cadena de la polimerasa
con transcriptasa inversa (RT-PCR). Se aislaron los ARN totales a partir de cultivos gliales puros
y de cerebros de rata de 10 dias posnatales (como controles positivos), utilizando Quick-ZOL

(Kalium Technologies) segun el protocolo otorgado por el fabricante. Los ADN complementarios
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(ADNCc) fueron generados utilizando la enzima M-MLV RT (Promega) y random primers. Para la

deteccion de los ARNm de S1P1y S1P3 se utilizaron los siguientes primers:

e S1P1forward AGCTTCGTCCCGCTTGAG

e S1P1reverse: TTACAGCAAGGCC AGGTCAG
e S1P3forward: CCCAGATGAGCCTTGCAGAA
e S1P3reverse: CTCAACAGTCCACGAGAGGG.

A fin de evaluar si S1P activa a S1P1 y/o S1P3 para inducir la migracién de las CGM,
cultivos gliales puros fueron incubados en DMEM por 24 h, se realizé la herida y posteriormente
se traté con W146, antagonista del S1P1 (Gonzalez-Cabrera et al. 2008) o con BML-241, un
antagonista de S1P3 (Koide et al. 2002) o sus respectivos vehiculos como controles. En ambos
casos se prepararon soluciones stock 1mg/ml en DMSO (W146) o Etanol (BML-241) y se
incubaron durante 1 hora en una concentracidn final de 10 uM. Posteriormente, los cultivos
fueron suplementados con S1P o su vehiculo y la magnitud de la migracion glial fue evaluada 18

h después.

Inhibicion de la Sintesis de S1P

Para investigar si las CGM sintetizan S1P para inducir su migracion en la ausencia de S1P
exogena, cultivos gliales puros fueron incubados en DMEM por 24 h antes de realizar la herida.
Inmediatamente después, fueron tratadas con 30 uM de SphK Inhibidor 2, un inhibidor
especifico de la enzima SphK1 (French et al. 2003). La migracién glial fue determinada 18 h

después.

Vias intracelulares activadas por S1P

Se analizaron las posibles vias intracelulares involucradas en el proceso migratorio
inducido por S1P. Después de realizar la herida, cultivos gliales puros se trataron con LY294002
50 uM, un inhibidor altamente selectivo de la PI3K; U0126 10 uM, inhibidor selectivo de MEK; o
con SB203580 1 uM, inhibidor de p38 MAPK. Las soluciones stocks fueron preparadas en DMSO
y las diluciones de trabajo en DMEM. Luego de 1 hora de incubacién con estos inhibidores, los
cultivos fueron tratados con S1P o su vehiculo y se incubaron durante 8 y 18 h. Posteriormente

la magnitud de la migracidn glial fue evaluada mediante el ensayo de la herida.
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Analisis estadistico

Para los estudios de migracién, se analizaron 20 campos (elegidos al azar) por cépsula
de cultivo. Cada valor representa la media £ SEM de al menos tres experimentos independientes,
con 3 0 4 placas de cultivo en cada condicidn. La significancia estadistica se determind por t-Test
de Student a una cola (en experimentos del tipo control vs experimental) o por ANOVA de una

via seguido por Test de Tukey (experimentos con multiples tratamientos).
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RESULTADOS

Caracterizacidn de los cultivos de Glia de Miller puros

En primer lugar, confirmamos la identidad de las CGM en nuestros cultivos a través del
analisis de expresién de marcadores especificos como Vimentina, Glutamina Sintetasa, GFAP y
CRALBP (Figura 12 a-d).

La microglia se halla presente en cantidades muy pequefias en nuestros cultivos (menos
del 0,5%) y resulta facilmente distinguible por su particular morfologia, con un pequefio cuerpo
celular, del cual usualmente se desprenden multiples procesos delgados y ramificados.
Confirmamos su presencia mediante expresidon de un marcador especifico, la proteina unidora

de calcio, Iba-1 (Figura 12d).

Figura 12. Caracterizacion de cultivos gliales de Miiller.

Las microfotografias muestran cultivos gliales de 14 dias y la expresidon de marcadores caracteristicos de
las células gliales de Miiller como Glutamina Sintetasa (a), Vimentina (b), GFAP (c), CRALBP (d) y de la
microglia como iba-1 ([e] en verde). Los nucleos se marcaron con DAPI ([c, e, g] en azul). Las células
microgliales fueron escasamente detectadas en los cultivos y, ademas de mostrar el marcado de Iba-1
(verde en [e]), se identificaron facilmente por su citoesqueleto pequefio y ramificado, marcado con beta

tubulina en la fotografia ([e], rojo). Barra: 20 um.
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La esfingosina-1-fosfato promueve la migracién de las células gliales de Muller

El ensayo de la herida revelé que, tras 10 h de realizada la herida, hubo una muy escasa
migracién de las CGM (marcadas con Vimentina) en los cultivos controles, y en su gran mayoria
no presentaron cambios en su citoesqueleto de actina (Figura 13a, 13cy 13e). En contraste, en
los cultivos suplementados con S1P 5 uM, a ese mismo tiempo, las CGM ya se encontraban sobre
la zona de la herida (Figura 13b). La S1P indujo una rapida re-organizacién del citoesqueleto de
actina de las CGM, llevando a la extensién de lamelipodios y filopodios (Figura 13f, cabezas de
flecha), que generd un avance sobre la herida y el comienzo de la migracion. Al cuantificar el
porcentaje de campos analizados que presentaron células con extensién de lamelipodios,
encontramos que el tratamiento con S1P triplicé dicho porcentaje, comparado con la condicion
control (Figura 13g).

Cuando evaluamos los diferentes estadios de migracién luego de 10 h de realizada la
herida, en los cultivos controles cerca del 80% de los campos analizados mostraron CGM en el
estadio 0, es decir, sin movimiento ni alteraciones del citoesqueleto. Alrededor de un 15% y un
10% de los campos tenian células en los estadios 1y 2, extendiendo lamelipodios o migrando,
respectivamente (Figura 14a). Cabe destacar que, en los cultivos suplementados con S1P, solo
el 17% de los campos presentaron CGM en estadio 0; mientras que cerca del 60% y 20% de ellas
se encontraron en los estadios 1y 2, respectivamente. Los cultivos tratados con S1P presentaron
ademas unos pocos campos con la herida completamente cubierta de células, lo cual no ocurrié
en los cultivos controles.

La migracién glial se incrementd tras 18 h. En los controles, el porcentaje de campos que
no presentaron migracion glial se redujo a un 57% y aproximadamente el 35% y 10% de éstos
mostraron células en los estadios 2 y 3, respectivamente (Figura 14b). Sin embargo, tras 18 h la
migracién glial en cultivos suplementados con S1P fue significativamente mayor que en las
condiciones controles; el porcentaje de campos que no mostraron migracion celular fue de sélo
un 10%, un 60% de campos mostraron células sobre la herida (estadio 2) y cerca de un 30% de
ellos presentaron un cierre total de la herida (Figura 14b).

Cabe destacar que se observaron solo unas escasas células BrdU-positivas, ninguna de
las cuales estuvieron sobre la herida (Figura 14 c-e), sugiriendo que la contribucion de la
proliferaciéon en la invasién de la herida por las CGM fue despreciable.

Estos resultados evidencian que la S1P actia como una sefial que estimula

marcadamente la migracién de las CGM.
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Figura 13. La esfingosina-1-fostato induce la formacion de lamelipodios y la migracidn de las células gliales de Miiller.
Los cultivos gliales fueron incubados en DMEM con 10% de suero fetal bovino durante 14 dias, y luego “hambreados” en
DMEM sin suero durante 24 h antes de realizar las heridas. Luego de esto, el DMEM fue renovado y los cultivos se trataron
con vehiculo (controles, [a, c, €]) o con S1P 5 uM (b, d, f) y se incubaron por 10 h.

Las microfotografias de fluorescencia muestran la migracion de células gliales marcadas con Vimentina (a, b) y Faloidina (c-
f) en cultivos controles y tratados con S1P, y sus nucleos marcados con DAPI (c-f). Barras de escala: 20 um

La adicién de S1P indujo la migracién de las células gliales, marcadas con Vimentina, las cuales avanzaron sobre la herida
(b) y rapidamente reacomodaron sus citoesqueletos de actina (d, f), llevando a la formacion de filopodios (cabezas de flecha
en [f]), fendmeno que estuvo practicamente ausente en los cultivos controles (c, e). El grafico en g, muestra la cuantificacién

de campos con células que presentan lamelipodios (***) Diferencias estadisticamente significativas respecto al control,

p<0,001.
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Figura 14. La esfingosina-1-fosfato promueve la migracién de las CGM.

Porcentaje de campos mostrando CGM con diferentes estadios de migracién en cultivos controles (barras blancas) o tratados
con S1P (barras naranjas) después de 10 h (a) o 18 h (b) de realizada la herida. La cuantificacion fue realizada mediante el
analisis de campos con células gliales marcadas con Faloidina en diferentes estadios de migracién definidos como: estadio O,
sin movimiento; estadio 1, campos con células extendiendo lamelipodios; estadio 2, campos con células cubriendo
parcialmente la zona de la herida; estadio 3, células cubriendo completamente la zona de la herida. Las barras representan la
media + S.E.M. Nétese que el tratamiento con S1P disminuyé el porcentaje de campos con células en estadio 0 e incrementé
el porcentaje de aquellos campos que mostraron estadios avanzados de migracion en comparacion con los controles, en
ambos tiempos analizados. Diferencias estadisticamente significativas respecto a los controles * p<0,05; ** p<0,01.

Para discernir entre migracién y proliferacion celular, se determiné la cantidad de células que captaron BrdU en las
inmediaciones de la herida luego de 10 h de realizada la herida (c, d, e). Se observaron muy pocas células BrdU positivas ([d,

e] en verde) y ninguna de ellas se encontré sobre la zona de la herida (linea punteada). Barras de escala: 20 um.
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La inhibicién de SphK1 bloquea la migracién de las células gliales

Teniendo en cuenta que aun en ausencia de factores exdgenos, se observd una
migracion sustancial tras 18 h (Figura 14b), nos preguntamos si las células sintetizan S1P para
inducir su migracién. Luego de 18 h, se observd que las CGM, marcadas con Vimentina,
comenzaron a extenderse para comenzar a poblar la zona de la herida (Figura 15a, 15c). La
inhibicién de la SphK1, enzima responsable de la sintesis de S1P, mediante el agregado del
inhibidor de SphK nimero 2 (SphKl 2) en una concentracién de 30 uM, practicamente abolid la
formacién de lamelipodios y filopodios y evité la migracién glial (Figura 15b, 15d). El andlisis
cuantitativo mostré que Sphkl2 redujo significativamente la migracién glial, aproximadamente
a un 20% de la migracion observada en los controles (Figura 15e). Esto implicaria que la sintesis

endogena de S1P seria requerida para la movilidad de las CGM en condiciones basales.
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La esfingosina-1-fosfato activa al S1P3 para inducir la migracion glial

La S1P senaliza primariamente a través de sus cinco S1PRs, de los cuales S1P1 y S1P3
son conocidos por estimular la migracion celular (Lee et al., 2001). El analisis Inmunocitoquimico
revelé que las CGM en cultivo expresan tanto el S1IP1 como el S1P3 tras 14 dias in vitro (Figura
16 a, c) y su expresion fue confirmada mediante RT-PCR (Figura 16 b, d).

Para investigar si la activacién de S1P1 y/o S1P3 tiene un rol en la migracion glial,
tratamos a los cultivos gliales con W146 y BML-241, antagonistas de S1P1 y S1P3,
respectivamente, antes del agregado de S1P. La migracién de las CGM resultdé evidente en
controles tras 18 h, y fue reducida a la mitad por BML-241 pero no se vio afectada
significativamente por el agregado de W146 (Figura 17 a-c, 17g). La S1P incremento la motilidad
de las CGM, las cuales practicamente cubrieron la herida, y duplicaron la cantidad de células
migrantes respecto a los controles (Figura 17d, 17g). Esta induccién de la migracion por S1P fue
marcadamente reducida por el pre-tratamiento con BML-241, alcanzando valores similares a la
condicidn control, mientras que no hubo una reduccidn significativa con la adiciéon de W146
(Figura 17 e-g). Esto nos sugiere que la activacion de S1P3, tanto por la S1P enddégenamente
sintetizada, como la agregada de manera exdgena, es necesaria para inducir la migracién glial,

mientras que el S1P1, el otro receptor expresado por las células, no mediaria dicho efecto.

a b RT- PCR: S1P1

200 pb
RT- PCR: S1P3
c d
1 2 3 4 5 6
200 pb

Figura 16. Las Células gliales de Miiller expresan los receptores S1P1y S1P3.

Microfotografias de fluorescencia confocal mostrando la expresion del S1P1 (a) y el S1P3 (c), los nicleos marcados
con DAPI (a) y el citoesqueleto de actina, marcado con Faloidina (c). Electroforesis de los ADNc de S1P1 (b) y S1P3
(d) obtenidos por RT-PCR, mostrando las bandas de 106 y 146 pares de bandas para S1P1y S1P3 respectivamente,
en muestras de cultivos gliales de 14 dias (linea 2) y cerebros de rata PN10 (linea 4), utilizados como control
positivo, las cuales estuvieron ausentes en sus controles, RNAm de cultivos gliales (linea 3) y de cerebro (linea 5)
a los cuales no se les realizé la retro transcripcion, y el control negativo de la RT-PCR, en la cual se utilizé agua

destilada como muestra (linea 6).
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Figura 17. La esfingosina-1-fosfato activa al S1P3 para inducir la migracion de las células gliales de Miiller.

Las microfotografias de fluorescencia muestran las células gliales de Miller marcadas con Faloidina, para visualizar el
citoesqueleto de actina, en controles [(-), (a-c)] y cultivos suplementados con S1P (d-f) sin pretratamiento (a, c) o pre-
incubados con BML-241, un antagonista del S1P3 (b, e) o con W146, un antagonista del S1P1 (c, f). Los nucleos fueron
visualizados con DAPI (azul).

La migracidn fue analizada 18 h después de realizar la herida. Notese que la pre-incubacion con BML-241 redujo
marcadamente la migracion glial tanto en controles (b) como en cultivos suplementados con S1P (e), mientras que las
células gliales cubrieron parcialmente la herida en aquellos cultivos tratados con S1P y W146 (f). Barra de escala: 20
pm.

En la cuantificacion (g) las barras muestran las veces de cambio en la migracion glial de las distintas condiciones
respecto a la condicidn no tratada (CTL). Los cultivos fueron tratados con los antagonistas de BML-241 y W146 en
ausencia (barras azules) o presencia de S1P (barras naranjas).

*Diferencias estadisticamente significativas respecto al control (p<0,05).
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Vias intracelulares activadas por S1P

La union de la S1P a los S1PRs lleva a la activacién rio abajo de varias vias intracelulares
(Strub et al., 2010). Para investigar qué vias intracelulares son activadas por S1P para estimular
la migracidn glial, tratamos los cultivos gliales con LY92004, un inhibidor de PI3K; U0126, un
inhibidor de MEK o con SB203580, un inhibidor de p38 MAPK. Mientras que en los cultivos
tratados con S1P las CGM extendieron lamelipodios y migraron parcialmente cubriendo la
herida, tras 10 h, el pretratamiento con LY294002 o U0126 antes del agregado de la S1P, frend
la migracidn glial (Figura 18 a-e). El andlisis cuantitativo luego de 18 h mostré que LY294002 y
U0126 redujeron significativamente la migracién glial, tanto en cultivos tratados con o sin S1P,
hasta aproximadamente la mitad de la migracién observada en la condicién control (Figura 18f).
Por su parte, el pretratamiento con SB203580 redujo la migracién inducida por S1P, aunque esta

reduccion no fue estadisticamente significativa (Figura 18f).

S1P + PD98059

BSA S1P
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migracion (veces de incremento)
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Figura 18. La esfingosina-1-fosfato activa diferentes vias intracelulares para inducir la migracion de las células gliales de
Miiller.

Las microfotografias de fluorescencia muestran el citoesqueleto de actina (marcado con Faloidina) y los nucleos (marcados con
DAPI) del control (a) y cultivos suplementados con S1P (b-e) pre-incubados con LY294002 (c), U0126 (d), o SB203580 (e). Luego
de 10 h, en los cultivos tratados con S1P, las células gliales de Miiller mostraron la formacién de lamelipodios y una reduccién
en el ancho de la herida (b), comparado con el control (a), mientras que la pre-incubacién con LY294002, U0126, o SB203580
disminuyd la migracion glial. Barra de escala: 20 um. La cuantificacion (f) muestra las veces de cambio (media + S.E.M) en la
migracion glial respecto al control tratado solo con vehiculos luego del tratamiento con LY294002, U0126, o SB203580 en
presencia (S1P) y ausencia de S1P (-). (*) Diferencias estadisticamente significativas comparadas con la condicion control

(p<0,05). (#) Diferencias estadisticamente significativas comparadas con S1P (p<0,05).
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DISCUSION

Los mecanismos moleculares que controlan la migraciéon de las CGM en la retina, un
evento clave en la gliosis retinal, no son aun completamente comprendidos. Nuestro hallazgo
revela unrol central paralaS1P en la motilidad glial, demostrando por primera vez que la sintesis
de S1P es necesaria para la migracién glial y que un incremento en los niveles de S1P, mediante
adicién exdgena, estimula marcadamente esta migracién. Demostramos ademds que la S1P
actla a través de su receptor S1P3, activando las vias de PI3K y ERK/MAPK para estimular la
motilidad glial.

Diferentes estimulos ambientales inducen cambios fenotipicos y funcionales en las
CGM, activando un respuesta gliética caracterizada por una rapida proliferaciéon y migracion glial
(Tackenberg et al. 2009), involucradas en el desarrollo de enfermedades retinales como las
retinopatias proliferativas (Hiscott et al., 1999). La S1P es un quimio-atrayente bien conocido y
un modulador de migracién de varios tipos celulares (Adada et al. 2014; Spiegel and Milstien
2003). En la retina, las células del epitelio pigmentado serian capaces de secretar y responder a
S1P (Swaney et al. 2008), sin embargo, poco se sabe de los efectos de S1P en las CGM. Se ha
reportado que la S1P incrementa la liberacidn de Ca?* en cultivos de células gliales de Miiller de
retinas de cobayo, pero su efecto en la migracién no fue significativo (Esche et al. 2010).
Nuestros resultados revelan un rol crucial para la S1P en la movilidad glial. La sintesis de S1P es
esencial para este proceso, dado que, cuando se inhibe la actividad de SphK1, se bloquea
completamente la migracion. La adicion de S1P a los cultivos gliales indujo rapidamente cambios
en el citoesqueleto de actina, llevando a la formacion de lamelipodios y filopodios. Esto es
consistente con otros trabajos que indican que la S1P promueve la migracién mediante
reacomodamientos del citoesqueleto (Gil et al., 2010). Nuestros resultados demuestran que las
CGM sintetizan y liberan S1P para regular su migracidn y a su vez, responden a un incremento
en los niveles de S1P estimulando su migracion. Muchos estimulos externos y factores de
crecimiento aumentan la movilidad de varios tipos celulares a través de la activacion de Sphk,
estimulando asi la sintesis y posterior liberacidon de S1P (Hobson et al. 2001; Lee et al. 2001;
Rosen and Goetzl 2005). En forma similar, diferentes dafios que pueden activar la gliosis en
vitreo-retinopatias, retino proliferacion diabética, desprendimiento de retina e injurias retinales
(Bringmann et al., 2006; Guidry, 2005; Hiscott et al., 1999) podrian llevar a un incremento en la
sintesis y liberacion de S1P en CGM para promover la migracién glial.

La S1P puede actuar como un mensajero intracelular o como un ligando para una familia
de cinco receptores de membrana para S1P (S1P1-5). Los receptores de S1P se acoplan a

diferentes subtipos de proteinas G heterotriméricas, teniendo entonces diferentes efectos
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sobre la migracién glial. S1P1 y S1P3 son conocidos por estimular la migracién glial, mientras
que los S1P2 la inhiben (Goparaju et al. 2005; Maceyka et al. 2008; Taha, Argraves, and Obeid
2004). Nuestros resultados indican que las CGM expresan los S1P1 y los S1P3. Sin embargo,
mientras que un antagonista de los S1P3 frend la migracién, tanto en controles como en cultivos
tratados con S1P, un antagonista de S1P1 no tuvo efecto significativo sobre la migracién. La
sefializacion de S1P via sus receptores lleva a la activacién de las proteinas Rac y Rho,
pertenecientes a la familia de las proteinas G pequeiias, las cuales luego activardn vias rio-abajo
qgue conducen a la formacién de lamelipodios y fibras de estrés, promoviendo asi, la movilidad
en varios tipos celulares (Kim et al., 2011). Las vias intracelulares activadas por S1P son
dependientes del tipo celular y del contexto de activacion. La sefializaciéon de S1P mediante
activacion de los S1P1 y S1P3 produce la activacién de Rac, llevando a la polimerizaciéon de la
actina y formacién de lamelipodios, proceso requerido durante la invasion de células mamarias
tumorales (Kim et al., 2011). En células HEK, la formacién de lamelipodios y la migracién celular
inducida por S1P es activada a través de ambos, el acoplamiento sobre su receptor S1P1 y la
sefializacion como un mensajero intracelular (Maceyka et al. 2008). Nuestro trabajo evidencia
que seria la activacién del S1P3 y no la del S1P1, la que estaria involucrada en la estimulacion de
la migracién glial mediada por S1P, remarcando la relevancia del eje S1P-S1P3 en el control de
la movilidad glial. Cabe destacar que, condiciones pro-inflamatorias en cultivos de astrocitos
inducen la regulacion positiva tanto de SphK1 como de S1P3 (Fischer et al. 2011). En conjunto,
nuestros hallazgos de que la inhibicidn de la sintesis de S1P o el bloqueo de la activacién de S1P3
inhibieron la motilidad glial sugieren que las células gliales de Miiller sintetizarian y liberarian
S1P, que luego estimularia la migracién glial mediante la sefializacién de “adentro hacia afuera”
sobre el S1P3.

El acoplamiento de S1PRs a diferentes proteinas G heterotriméricas controla la
motilidad celular mediante la activacion rio abajo de multiples vias de sefializaciéon. En
sinoviocitos primarios humanos similares a los fibroblastos, la motilidad celular inducida por S1P
esta regulada por las rutas p38 MAPK, ERK y Rho (Zhao et al. 2008), mientras que en el musculo
liso vasculary las células endoteliales, S1P activa a la PI3K / Akt y ERK / MAPK (Heller et al. 2008).
La activacién de S1P1 por S1P estimula Rac de una manera dependiente de PI3K, y se ha
propuesto que la fosforilacién de S1P1 por Akt es crucial para transducir la sefializacién de S1P
gue conduce a la formacién de lamelipodios en células endoteliales (Lee et al. 2001). El eje S1P-
S1P3 controla la activacion de la via de sefializacién ERK / MAPK y la migracion de astrocitos
(Fischer et al. 2011) y la sefalizacién de S1P a través de S1P1 y S1P3 activa la misma via para
inducir la migracién de células madre mesenquimales derivadas de médula dsea (Kong et al.,

2014). En nuestros cultivos de CGM, la inhibicion de las vias PI3K o0 ERK / MAPK evitd la migracion
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glial, tanto en cultivos que carecieron de S1P o en aquellos suplementados con ella, mientras
qgue la via de p38 MAPK parece contribuir ligeramente a la motilidad glial. Estos resultados
sugieren que la sefializacion de S1P a través de S1P3 conduce a la activacion de las vias de
sefializacion PI3K y ERK/MAPK para estimular la migracion glial. En conclusidn, nuestro trabajo
sugiere un papel central para el eje S1P / S1P3 en la induccidon de la migracidn de células gliales
Miiller en la retina.

Conocer el proceso migratorio de forma detalla a nivel molecular resulta muy relevante,
debido al rol crucial de dicho proceso en las retinopatias proliferativas. Aunque requiere aln de
mas estudios que involucren ensayos in vivo, nuestros resultados sugieren que la inhibicidn
farmacoldgica o genética de la activacidn del eje S1P/S1P3 en las CGM podria constituir un
interesante abordaje terapéutico en la busqueda de nuevos tratamientos de para estas

patologias retinianas.
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Figura 19. S1P estimula la migracion de las Células Gliales de Miiller

Tanto la S1P sintetizada endégenamente como la S1P agregada de manera exdgena, estimulan la migracién glial. La
sefializaciéon mediada por S1P requiere de la activacion de su receptor de membrana S1P3 para inducir el proceso migratorio.
La activacion del S1P3 conduce a la activacidn, rio abajo, de las vias de ERK/MAPK y PI3K. Estas promoverian cascadas
moleculares que conducen a modificaciones estructurales en el citoesqueleto de actina, llevando a la formacion de

lamelipodios y el consiguiente avance migratorio de las células.
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ANTECEDENTES

Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas de la retina son las responsables de la mayor
parte de las disfunciones visuales en paises desarrollados. Constituyen un conjunto de
enfermedades de diversa etiologia; asi, la retinitis pigmentosa surge de mas de 160 mutaciones
genéticas (Hartong, Berson, and Dryja 2006), mientras que otras retinopatias, como la
degeneracion macular asociada a la edad, resultan de una combinacidn de factores ambientales,
predisposicion genética y el envejecimiento. A pesar de la intensa investigacién que se ha
Ilevado a cabo, aun no se cuenta con tratamientos efectivos para dichas enfermedades.

Al ser la muerte de los FR un factor comun de estas enfermedades, independientemente
de su etiologia, se puede inferir laimportancia de comprender los mecanismos y los mediadores
moleculares que se hallan involucrados en este proceso de muerte. Este estudio surge como un

interesante punto de partida en la busqueda de nuevos tratamientos terapéuticos.

Tipos de muerte celular

A fin de abordar el estudio de las enfermedades neurodegenerativas, resulta imperioso
entender el proceso de muerte celular, sus diversas variantes y los mecanismos moleculares
involucrados.

El concepto de muerte celular programada fue introducido por Lockshin y Williams en
1964 para referirse a la muerte de las células que ocurria en lugares y momentos determinados,
como eventos programados dentro del plan de desarrollo de un organismo (Lockshin and
Williams 1964).

El término apoptosis (del griego ptosis, caida) fue originalmente usado por los botanicos.
A principios de la década de 1970 Kerr, Wyllie y Currie lo reacuiaron para describir de una
manera muy poética a la muerte de células hepaticas, que, después de encogerse y marchitarse,
se desprendian de este drgano “como hojas en otofio” (Kerr, Wyllie, and Currie 1972). En esta
revision, los tres patdlogos realizaron una recopilacion de evidencias morfoldgicas,
estableciendo las diferencias entre dos grandes tipos de muerte celular. Por un lado, la muerte
patoldgica que ocurre, por ejemplo, en el centro de una lesién aguda, como sucede frente a un
trauma o en la isquemia, que esta caracterizada por la ruptura celular con liberacién de su
contenido al medio extracelular y recibe el nombre de necrosis celular. Por su parte, al proceso

de muerte que ocurre durante el desarrollo o para preservar la homeostasis del organismo y
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gue mantiene la integridad de la célula, lo denominaron apoptosis. Segun estos autores, la
muerte por apoptosis respondia a un programa de muerte intracelular que podia ser activado o
inhibido por una variedad de estimulos, tanto fisioldgicos como patolégicos. De alli que, incluso
actualmente, el término apoptosis se utilice como sindnimo de muerte celular programada.

En 1973 Scweichel y Merker propusieron una novedosa clasificacion de los tipos de
muerte celular, a las cuales llamaron “Tipo |” para referirse a la muerte asociada a heterofagia,
“Tipo I1” aquella donde ocurria autofagia y “Tipo IlI” en la cual no habia ningun tipo de digestién
de la célula muerta. Esta clasificacidon es bastante utilizada aun y los procesos descriptos se
conocen como apoptosis, muerte por autofagia y necrosis, respectivamente (Schweichel and
Merker, 1973).

El término necrosis corresponde al actualmente llamado proceso de Muerte Celular
Accidental (ACD, pos sus siglas en inglés) y se refiere a la muerte de las células que ocurre de
manera instantanea y catastréfica debido a su exposicion a estimulos muy agresivos de
naturaleza fisica (altas temperaturas o presiones, fuerzas osmaticas), quimica (como variaciones
extremas en el pH) o mecénica (fuerzas de corte). En contraste, la Muerte Celular Regulada (RCD,
por sus siglas en inglés) consiste en la activacidn, mediante un estimulo estresor determinado,
de una maquinaria molecular que desencadenara el proceso de muerte. De la naturaleza de este
proceso puede inferirse que la RCD puede ser regulada a través de intervenciones
farmacoldgicas o genéticas (Galluzzi et al., 2016). Cabe destacar que, aunque utilizada como
sinénimo de RCD, una forma particular de ésta es el proceso conocido como Muerte Celular
Programada (PCD) (Figura 20). Este es un tipo particular de RCD, que ocurre como un proceso
fisioldgico, sin la presencia de estimulos estresantes, como sucede, por ejemplo, durante el

proceso de formacién de érganos y tejidos en los embriones (Figura 21).
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Figura 20. Tipos de muerte celular.

(Modificado de Galluzzi et al., 2012)
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Figura 21. Muerte celular programada (PCD) durante el desarrollo embrionario.

(Modificado de Pérez-Garijo y Steller 2015)

El creciente avance en el estudio de la muerte celular, favorecida por el desarrollo de nuevas
técnicas bioquimicas, de biologia molecular y de microscopia, permitié profundizar
ampliamente esta clasificacion inicial, complejizandola al punto en que los limites entre un tipo
de muerte y otro son realmente muy difusos.

Desde 2005, el Comité sobre Nomenclatura de Muerte Celular (NCCD) ha propuesto criterios
de clasificacidon basados en fundamentos genéticos, bioquimicos, farmacoldgicos y funcionales
en lugar de aquellos meramente morfolégicos, descriptos hace casi ya 50 aios. Debido a que el
campo de estudio de muerte celular estd en continuo avance, resulta necesario mantener
actualizados y uniformados los criterios de clasificaciéon de muerte celular. En su Ultima revision
publicada en 2018 (Galluzzi et al., 2018), describe los mecanismos de muerte por RCD conocidos

hasta la fecha (Figura 222).
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Figura 22. Tipos de Muerte Celular Regulada (RCD).
ADCD: muerte celular dependiente de autofagia; ICD: muerte celular inmunogénica; LDCD: muerte

celular dependiente de lisosomas; MPT: Transicion de la permeabilidad mitocondrial.

(Modificado de Galluzzi et al. 2018)

A continuacién, se resumen brevemente algunos de los subtipos de RCD conocidos,

haciendo hincapié en aquellos procesos que han sido asociados con muerte neuronal en

procesos neurodegenerativos.

1. Apoptosis intrinseca
Este mecanismo de muerte celular es iniciado por perturbaciones del microambiente

extracelular o intracelular, tales como la falta de factores tréficos, dafio al ADN o

sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Czabotar et al. 2014). Las células
apoptoéticas retienen la integridad de la membrana plasmatica y la actividad metabdlica, hasta

cierto punto, para luego ser completamente removidas por células con actividad fagocitica,
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proceso conocido como eferocitosis (Green, Oguin, and Martinez 2016). La apoptosis que ocurre
in vitro, al carecer del proceso de eferocitosis, continla con una pérdida completa de la
integridad de membrana plasmatica y la adquisicion de una morfologia de tipo necrética. Este
proceso se conoce como necrosis secundaria (Vanden Berghe et al., 2010).

El paso critico de la apoptosis intrinseca es la permeabilizacién de la membrana
mitocondrial externa (en inglés, MOMP). Este proceso es regulado mediante la accion de
proteinas pro y anti-apoptdticas de la familia de proteinas BCI-2 (Tait and Green 2010). La MOMP
produce la liberacidon al citosol de proteinas que normalmente residen en el espacio
intermembrana o bien estdn ancladas a la membrana mitocondrial interna; entre otras se
destacan el Citocromo cy el segundo activador mitocondrial de caspasas (SMAC, por sus siglas
en inglés) (Tait and Green 2010). El pool citosdlico de Citocromo c se une luego al APAFl vy la
pro-caspasa-9 (forma inactiva de esta proteasa) para formar un complejo molecular conocido
como apoptosoma, el cual es responsable de la activacidon de la caspasa-9 (Li et al. 1997).
Finalmente, la caspasa-9 activa, mediante clivaje, a las caspasas 3y 7, proteasas encargadas de
la “demolicidn celular” en células de mamiferos, y que se conocen como caspasas ejecutoras
(Figura 23).

Un caso particular de apoptosis intrinseca conocido como Anoikis es activado como
consecuencia de la pérdida de adhesidon celular dependiente de integrinas. Este
desprendimiento de la matriz extracelular induce la MOMP a través de la regulaciéon de
proteinas BCI-2 y desencadena finalmente en la activacién de la caspasa-3 (Paoli, Giannoni, and

Chiarugi, 2013).

2. Apoptosis extrinseca

Proceso iniciado por perturbaciones del microambiente extracelular o intracelular que
son detectados por receptores acoplados a la membrana plasmatica (Ashkenazi and Dixit, 1998).
Los receptores de muerte mejor conocidos son el Receptor de muerte superficial de células Fas
(FAS 0 APO-1) y ciertos subtipos de la superfamilia de receptores para TNF (TNFR1, TRAIL 1y 2).
Estos receptores al ser activados, se estabilizan como homo-trimeros que inducen un cambio
conformacional en sus extremos intracelulares, permitiendo el ensamblado de un adaptador
conocido como FADD (Figura 23). Este permitird el anclaje de procaspasas-8 (inactivas),
formando una superestructura conocida como complejo de sefializacion inductora de muerte
(DISC, por sus siglas en inglés). DISC permite la activacion, por actividad auto-catalitica, de la

caspasa-8 y la posterior activacion de la caspasa-3 (Dickens et al. 2012).
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Figura 23. Activacion del proceso de apoptosis mediante las vias intrinsecas y extrinsecas.

(Legewie et al 2006)

3. Necroptosis

La Necroptosis es un proceso de muerte iniciado por perturbaciones del microambiente

a nivel extracelular o intracelular que son detectadas por receptores de muerte especificos,

como FAS y TNFR1, ademas de los Receptores de reconocimiento de patégenos (PRRs, por sus

siglas en inglés) (Galluzzi et al., 2016). A nivel molecular, la necroptosis depende de la activacion

de estos receptores, lo cual genera un cambio conformacional que permite el reclutamiento de

RIPK1 y luego de RIPK3, formando un complejo conocido como necrosoma o ripoptosoma

(Vanden Berghe et al., 2014b). El necrosoma fosforila a MLKL, la cual luego se oligomeriza y se

inserta en la membrana plasmdtica, generando la permeabilidad de las mismas con liberaciéon

del contenido celular y la consecuente muerte de caracteristicas necréticas (Wang et al. 2014).

El inhibidor de RIPK1, Necrostatina-1, bloquea eficazmente este proceso (Degterev et al. 2005).
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4. Parthanatos

Parthanatos es un proceso de muerte inducido por la sobre-activacién de la Poli(ADP-
ribosa) Polimerasa 1 (PARP-1), enzima responsable de regular la reparacion del ADN. La
induccién de Parthanatos ocurriria no solo como consecuencia de un dafio prolongado al ADN,
sino también ante estrés oxidativo, hipoxia, hipoglucemia o sefales inflamatorias (David et al.
2009). Las especies reactivas de nitrogeno (RNS, por sus siglas en inglés) serian uno de los
principales disparadores del proceso, especialmente en neuronas (Zhang et al. 1994). La
hiperactivacién de PARP1 produce efectos citotdxicos a través de la deplecion de NAD+ y ATP,
lo cual conduce al colapso bioenergético y del potencial redox, y a la acumulacidn de polimeros
de poli(ADP-ribosa) (PAR) y de proteinas PAR-iladas en la mitocondria, que llevan a la disipacion
del potencial de membrana y la generacién de la MOMP (Yu et al. 2006a). Uno de los eventos
claves del proceso de Parthanatos es la unién de los polimeros de PAR al Factor Inductor de la
Apoptosis (AIF). El AIF es una flavoproteina de localizacién mitocondrial con actividad NADH
oxidasa y codificado por un gen nuclear (Susin et al. 1999). Junto con las calpainas (que serian
activadas por PARP-1), los polimeros de PAR promueven la liberacién del AIF desde la
mitocondria, a través de poros formados por la activacién de Bax, también mediada por PARP-
1 (David et al. 2009). Una vez en el citosol, AIF puede translocar al nucleo donde producira
fragmentacién del ADN a gran escala y condensacién nuclear (Wang et al., 2011) (Figura 24). La
fragmentaciéon Parthanoica del ADN ocurre entonces de manera independiente de caspasas y
de la Endonucleasa G (EndoG) (Xu et al. 2010).

Se ha reportado que la inhibiciéon farmacolégica de PARP-1 atenua eficientemente el
proceso de Parthanatos en distintos modelos, tanto in vitro como in vivo (Curtin and Szabo

2013).
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Figura 24. Esquema de la via de Parthanatos.
(Modificado de David et al 2009)
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5. Muerte lisosomal

Se trata de un proceso iniciado por perturbaciones de la homeostasis intracelular
caracterizado por la permeabilizacién de las membranas lisosomales, con liberacién al
citoplasma de sus enzimas digestivas, entre las cuales se destacan la familia de las catepsinas
(Aits and Jaattela 2013). La permeabilizacion lisosomal es desencadenada, principalmente, por
un exceso de ROS, que genera peroxidacion lipidica en la membrana (Kurz et al. 2008).

En algunos casos, este tipo de muerte se asocia a la MOMP (proceso que puede ocurrir
antes o después de la permeabilizacién lisosomal) con la inclusién de las caspasas ejecutoras en

el proceso de desmantelamiento celular (Boya et al. 2003; Feldstein et al. 2006).

6. Muerte celular mediada por autofagia

La autofagia es un proceso en el que la célula se “auto-devora” mediante la degradacion
de elementos celulares que son llevados hacia el lisosoma para su digestion y posterior
reciclado. Su nombre se debe al grupo de Christian de Duve, pionero en demostrar que la
autofagia es un proceso regulado (Deter, Baudhuin, and De Duve 1967; Klionsky 2008).
Constituye un proceso utilizado por todas las células eucariotas para afrontar la deficiencia de
nutrientes o factores tréficos, eliminando todo aquello que no sea estrictamente primordial para
la supervivencia y proveyendo a la célula de sustratos anabdlicos, ademas de otros propésitos.

El tipo de autofagia mejor estudiado es la macro-autofagia, la cual comienza con la
formacidn de vesiculas conocidas como autofagosomas, que engloban los elementos celulares
adigerir. La formacidn del autofagosoma se inicia a través de una cascada de sefializacion celular
gue involucra proteinas conocidas como ATG (genes relacionados con la autofagia, por sus siglas
en inglés) y en condiciones basales se encuentra reprimida por la quinasa blanco de la
Rapamicina (TOR, por sus siglas en inglés). La Figura 25 resume los aspectos moleculares de la

activacion de la macro-autofagia.
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En condiciones de disponibilidad de nutrientes, la autofagia estd regulada negativamente por la quinasa
blanco de la Rapamicina (TOR, por sus siglas en inglés). El complejo Atgl es responsable de la iniciacién de
la autofagia junto con los complejos de la fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K) y el complejo Atg2-Atg9, que
nuclean y ensamblan el fagéforo de doble membrana. Este luego se expandird, a través de la accién de otras
proteinas Atg, para formar el autofagosoma, que englobard los elementos celulares que deben ser
reciclados. Este autofagosoma se fusiona luego con el lisosoma para que su contenido sea degradado por las

enzimas lisosomales. (Modificado de Denton et al., 2015).

Si bien este proceso suele tener como objetivo promover la supervivencia, bajo ciertas
condiciones de estrés, la maquinaria autofagica también contribuye a la muerte celular (Das,
Shravage, and Baehrecke 2012; Denton, Xu, and Kumar 2015). Este proceso se caracteriza por la
acumulacién de vacuolas. Su determinaciéon resulta compleja; el Comité de Nomenclatura de
Muerte Celular recomienda utilizar este término para describir el proceso de muerte celular que
puede ser bloqueado mediante la inhibicién farmacoldgica o genética, de al menos dos
componentes de la maquinaria autofagica (Galluzzi et al., 2012). Un ejemplo es el trabajo del
grupo de Levine, en el cual demostraron que la sobre-expresién de Beclina-1 (ATG6) promueve
una autofagia excesiva, que resulta en un estimulo suficiente para desencadenar la muerte
mediada por autofagia, que denominaron “autosis”. Esta muerte es prevenida mediante el
silenciamiento de los genes ATG claves, pero no por la inhibicion de la expresidn de genes claves

para la apoptosis (Bax/Bak) o la necroptosis (RIPK1/3) (Liu et al. 2013).
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Aungue el creciente avance en el conocimiento de las distintas vias de muerte nos ofrece

hoy dia un interesante punto de partida, cada proceso neurodegenerativo debe ser estudiado

de forma particular, lo que torna a la caracterizacién de un proceso de muerte neuronal, en una

tarea fascinante a la vez que metddica y exhaustiva.

En la Tabla | se resumen los marcadores y los blancos farmacolégicos de los principales

tipos de muerte celular reportados en neuronas.

Tipo de muerte celular

Apoptosis Intrinseca

Apoptosis extrinseca

Necroptosis

Parthanatos

Muerte por autofagia

Marcadores

Oligomerizacion de Bax

Liberacion de Citocromo ¢

Clivaje de caspasa-3

Marcacion positiva de TUNEL
Condensacidn de la cromatina
Translocacion de Fosfatidilserina (PS).
Clivaje de caspasa-8y 3

Bid truncado (tBid)

TUNEL positivo

Translocacidn de PS

Fosforilacion de MLKL y oligomerizacidn en
la membrana

Hinchazdén celular

Liberacion de contenido citoplasmatico
(Ensayo de LDH positivo)

Activacion de PARP-1

Acumulacién de PAR y proteinas PAR-iladas
Translocacion nuclear del AIF

Marcacion positiva de LC3II en el citoplasma
Visualizacion de Autofagosomas por
microscopia electronica

Visualizacion de multiples vacuolas

Inhibicion farmacolégica

Pan-inhibidores de caspasas: Z-VAD-
Fmk o Q-VD-Oph.

Inhibidor de la caspasa-8: Z-IETED-
fmk

Inhibidor de RIPK1: necrostatina-1
Inhibidor de RIPK3: GSK872
Inhibidor de MLKL: necro
sulfonamida

Inhibidores de PARP-1: PJ34,
BYK204165

Inhibicién de PI3K-III: 3-Metil
Adenina (3-MA); Wortmanina;
LY294002

Tabla I. Caracteristicas de los principales tipos de muerte neuronal.
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Muerte neuronal en la retina

Durante el desarrollo de la retina, como en otras partes del SNC, la muerte celular
permite la seleccion de aquellas neuronas que hayan realizado las conexiones sinapticas
correctas. Las neuronas que no logren conectarse correctamente no recibirdn factores tréficos
a modo de “recompensa” y morirdn a través de un proceso apoptético del tipo caspasa
dependiente (Braunger, Demmer, and Tamm 2014). Conforme las neuronas se diferencian y
establecen sus conexiones, existe una disminucidn en la capacidad de activacidon de la via clasica
de apoptosis, dependiente de caspasas (Los, Wesselborg, and Schulze-Osthoff 1999). Por
ejemplo, en retinas de ratones Balb/c y C57B16 se encontrd que existe una disminucion en los
niveles de expresidn de los componentes del apoptosoma, Apafl y caspasa-9 conforme avanza
el desarrollo retiniano (Donovan & Cotter, 2002; Madden et al., 2007). Este mecanismo de
desactivacién de una maquinaria tan eficaz y rdpida como es la apoptosis mediada por caspasas,
tiene mucho sentido a nivel bioldgico, debido a la naturaleza post mitética de las neuronas, y su

practicamente nula capacidad de regeneracidn en vertebrados.

Durante el estudio de muerte neuronal en la retina, como parte de un modus operandis,
se suele evaluar en primer lugar la participacion de las caspasas. Muchos trabajos con neuronas
retinales in vitro muestran que la activacidon de caspasas esta presente en el mecanismo de
muerte asociado al modelo de estudio. Por ejemplo, la exposicién prolongada a luz azul reduce
la viabilidad de las neuronas ganglionares en la linea RGC-5 caracterizada por activacion de Bax
y caspasa-3 y disminuciéon de la actividad de Bcl-2 (Huang et al. 2014). Sin embargo, debemos
tener en cuenta que este tipo de estudios de células en cultivo involucran el uso de lineas
celulares, donde las “neuronas” estudiadas son en realidad células con capacidad de
proliferacién activa, carentes de una completa diferenciacion, por lo que la translacién de estos
resultados a un modelo patoldgico donde existe muerte neuronal debe realizarse con mucho
cuidado. En un elegante estudio, utilizando tres modelos de degeneracién retinal in vivo se
demostré que la activacién de calpainas y de catepsinas causan la activacién de Bax y la
liberacion del AIF desde la mitocondria (Comitato et al. 2014). La importancia de esta via
caspasa-independiente fue demostrada también en un modelo de retinitis pigmentosa de ratas
P23H-1, que presentan una mutacion en la rodopsina (Sizova et al. 2014). Sin embargo, la
inhibicion de esta via no produce un rescate completo de las neuronas, lo cual sugiere que

existen otras vias de muerte que se activan de forma paralela (Comitato et al. 2014).

Uno de los factores mas importantes en el estudio de la muerte celular es la evaluacion

cronoldgica del proceso. El grupo de Paquet-Durand realizé un importante hallazgo en este
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aspecto. Los autores razonaron que la necrosis es un proceso rapido y cadtico que toma cerca
de 1 hora en completarse, mientras que la activacion de la apoptosis dependiente de caspasas
involucra entre 6 y 18 h. Utilizando ratones rd1 estudiaron la acumulacion de GMPc, como
desencadenante de la muerte celular, determinada mediante el ensayo de TUNEL y calcularon
una duracion total del proceso de muerte celular de unas 80 h. Dado que este tiempo no es
compatible con necrosis ni con apoptosis clasica, los autores concluyen que la muerte neuronal
en la retina involucra la activacion de otras vias de muerte alternativas (Paquet-Durand et al.

2014; Sahaboglu et al. 2013).

En conclusién, establecer las vias que conducen a la muerte de los FR tiene una gran

relevancia en la busqueda e identificacion de nuevos y muy necesarios blancos terapéuticos.

Ceramida y degeneracion retiniana

Uno de los puntos clave en el estudio de la muerte celular es el tipo de estimulo que la
desencadena, ya que el tipo de RCD activado es un proceso tiempo y estimulo-dependiente.
Como se describié en el capitulo I, los esfingolipidos han sido establecidos como mediadores
claves de las funciones celulares (Hannun & Obeid, 2008; Rotstein et al., 2010). En particular, la
Cer ocupa un rol central en la biosintesis y catabolismo de los esfingolipidos. Multiples tipos de
estrés celular pueden activar las vias que llevan al incremento en los niveles de Cer, la cual puede
activar diferentes respuestas celulares incluyendo la muerte celular (Hannun and Obeid 2008;
Young, Kester, and Wang 2013).

En referencia a la retina, nuestro tejido de interés, numerosos grupos, incluido nuestro
laboratorio, han documentado un rol para la Cer como mediador de la muerte de los FR. La
adicion exdgena de N-Acetil-D-esfingosina o C2-Ceramida, (C2Cer) un analogo sintético de la Cer
ampliamente utilizado en modelos experimentales por ser mas facilmente solubilizado en medio
acuoso y a su vez difundir dentro de las células, induce apoptosis de neuronas de retina in vitro,
alavez que lainhibicién de la sintesis de Cer previene la apoptosis inducida por estrés oxidativo
de FR de retina de rata y de células de la linea de conos 661W (German et al. 2006; Sanvicens
and Cotter 2006).

Trabajos posteriores demostraron un nexo entre la Cer y la patologia de los FR en
modelos in vivo. La produccion de Cer ha sido asociada con la apoptosis de los FR generada por
desprendimiento de retina (Ranty et al. 2009). Por su parte, la supresion de la esfingomielinasa
de tipo 4cida protege parcialmente a la retina del dafio por isquemia (Fan et al., 2016). Los

niveles de Cer se incrementan durante la degeneracién de los FR mientras que la inhibicién de
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la sintesis de este esfingolipido preserva la estructura y funcionalidad de los FR en un modelo de
retinitis pigmentosa (Strettoi et al. 2010).

En modelos de degeneracidn de retina de ratas, como el modelo de estrés inducido por
luzy el de las ratas P23H-1, la inhibicién de la sintesis de Cer con FTY720, analogo sintético de la
esfingosina, genera proteccion contra la degeneracién de los FR (Chen et al. 2013; Stiles et al.
2016).

De este modo, la Cer emerge como un mediador clave en patologias con diferentes
etiologias, que causan finalmente la pérdida de los FR. Esto nos conduce a la interesante
hipétesis de que bloquear la sintesis de Cer o las vias intracelulares que activa podria proveer
un instrumento terapéutico de amplio espectro.

La Cer tiene multiples blancos intracelulares, aunque la mitocondria resulta un sitio
crucial para su induccién de muerte. El incremento en los niveles de Cer provoca disfuncion
mitocondrial y apoptosis dependiente de caspasas en diferentes tipos celulares (Young et al.
2013). La Cer a su vez activa otros tipos de muerte celular. Diversos grupos han reportado a la
Cer como un mediador en la induccién de autofagia (Scarlatti et al. 2004; Sims et al. 2010) y el
incremento en los niveles de Cer estaria también involucrado en el desarrollo de la necroptosis
(Saddoughi et al. 2013).

Los mecanismos que conducen al incremento de la sintesis de Cer en la retina difieren
en los diversos modelos y patologias analizadas. El incremento en los niveles de Cer lleva a la
despolarizacidon mitocondrial en FR de rata y la activacion de caspasas, catepsinas y calpainas en
las 661W (German et al. 2006; Sanvicens and Cotter 2006), sugiriendo que la Cer podria
controlar varios mecanismos de muerte en los FR. La informacidn respecto a estos mecanismos
es aun escasa en la retina, y los modelos in vitro han provisto los datos mas interesantes. Nuestro
laboratorio ha establecido que un tratamiento de 24 h con C2Cer 10 uM induce la muerte tanto

de FR y como de neuronas amacrinas in vitro (German et al., 2006).

Establecer los mecanismos que conducen a la muerte de los FR es un requisito
indispensable para identificar nuevos blancos terapéuticos para el tratamiento de las
enfermedades neurodegenerativas de la retina. En este capitulo de tesis describiré los hallazgos
de nuestro trabajo, en el cual investigamos en profundidad los mecanismos moleculares

involucrados en la activacion de muerte de los FR inducida por C2Cer.



CAPITULO Il: Materiales y Métodos | 51

MATERIALES Y METODOS

1. Animales

Se utilizaron ratas Albino Wistar de nuestra propia colonia en todos los experimentos.
Todos los procedimientos relacionados con el uso de animales se realizaron de acuerdo con la
Declaracién de ARVO para el uso de animales en la investigacion oftalmica y de la visién. Los
protocolos utilizados contaron con la aprobacién del Comité Institucional para el Cuidado de

Animales de Experimentacién (CICUAE) de la UNS.

2. Cultivos neuronales de retina

Se obtuvieron cultivos neuronales puros de retina de rata de acuerdo al procedimiento
previamente descripto (Politi et al., 1988) con ligeras modificaciones. Las retinas fueron
disecadas bajo lupa y disociadas mediante digestion con tripsina seguida de disociacidon
mecanica para completar la disgregacion del tejido. Luego, las células se re-suspendieron en un
medio quimicamente definido y se sembraron sobre placas multiwells de 24 pocillos o en placas
de cultivo circulares de 35 0 60 mm de didmetro, de acuerdo al disefio experimental (Figura 26).

En todos los casos, las placas de cultivo fueron pre-tratadas con Poli-Ornitina (0,1
mg/ml) por dos h, a fin de favorecer la adherencia celular al sustrato. Posteriormente las placas
fueron lavadas e incubadas con una soluciéon de medio condicionado de células de Schwann al
25% (solucion de Schwannoma 25%) durante toda la noche. Este tratamiento favorece el
desarrollo de neuritas de las neuronas en cultivo (Adler 1982). Una vez sembrados, los cultivos
fueron incubados a 36,5°C en una atmosfera humidificada y saturada con 5% de CO, durante
tres dias, momento en el cual se llevaron a cabo los distintos experimentos.

Los cultivos neuronales fueron identificados mediante su morfologia, utilizando un
microscopio de contraste de fases, y por Inmunocitoquimica como se detallara mas adelante. El
95% de la poblacién neuronal en cultivo consiste de neuronas fotorreceptoras y amacrinas. Los
FR tienen un cuerpo celular pequefio (3-5 um) y oscuro que suele presentar una neurita en un
extremo, la cual usualmente termina en un conspicuo pie sinaptico, la “esférula”. En ocasiones,
muestran el cilio conector en el extremo opuesto a la neurita, y un escaso nimero de ellos
desarrolla un “proceso apical”, que constituye un esbozo del segmento externo. Las neuronas
amacrinas tienen multiples neuritas, en lugar de una sola, un cuerpo celular mas grande

(alrededor de 10 um) que los FR y una gran heterogeneidad morfoldgica.
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Figura 26. Obtencidn de cultivos neuronales puros de retina de rata.

3. Protocolo de tratamientos

Los cultivos neuronales se trataron al dia 3 in cultivo con C2Cer. Se prepard una solucion
stock de C2Cer en etanol, en una concentracién de 25 mM que se almacend a -20°C. El dia del
tratamiento se prepararon diluciones 1:300 en DMEM de C2Cer, se suplementaron los cultivos
con el volumen necesario para alcanzar una concentracién final de 10 uM, y se incubaron
durante distintos periodos de tiempo. El mismo volumen de una dilucién 1:300 de etanol se
agrego a los cultivos controles (concentracién final de etanol 0,04% [v/v)] (German et al. 2006).
Se escogio un tiempo de tratamiento de 6 h para los experimentos, a menos que se especifique
un tiempo distinto.

Se investigd, ademas, el efecto de una ceramida natural, la C16Ceramida (C16Cer) sobre
la viabilidad neuronal. Para ello se preparé una solucion stock 4 mg/ml (7,41 mM) de C16Cer en
una mezcla de etanol/decano (98:2 v/v) para permitir tanto su solubilizacién en medio acuoso
como su entrada a las células (Ji et al. 1995). Los cultivos fueron tratados durante 6 h con

distintos voliumenes de una dilucién 1:300 en DMEM de la C16Cer stock, de modo de obtener
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concentraciones finales en el medio de cultivo de 5, 10, 20 y 25 pM. Idénticos volimenes de
diluciones 1:300 en etanol se agregaron en los cultivos controles (concentracion maxima de la

mezcla de solventes 0,33% [v/v]).

Se analizd el efecto de distintos inhibidores de moléculas claves en las vias de la
sefializacion de muerte analizadas sobre la muerte inducida por C2Cer, agregandolos durante 1
hora previo al agregado de C2Cer. La Tabla Il presenta la informacidn resumida respecto de cada

uno de los inhibidores utilizados en este trabajo. Finalizados los tratamientos, se evalud el efecto

de los distintos inhibidores sobre la muerte inducida por C2Cer mediante el ensayo de MTT.

Concentraciones

Concentracion

Inhibidor Solucion Stock maxima de
testeadas
solvente (% v/v)
3-MA Santa Cruz (sc-205596) | 200 mM (DMEM) | 100, 250, 500, 1000 uM | -
ALLN Santa Cruz (sc-221236) | 26,1 mM (DMSO) 10, 20, 50 uM 0,19
Bafilomicina Al Sigma (B1793) 20 uM (DMSO) 1,10, 100 nM 0,05
BYK204165 Santa Cruz (sc-214642) 66,7 mM (DMSO) 2,5;5;10 uMm 0,02
CA-074 Santa Cruz (sc-214647) | 16,8 mM (DMSO) 1,5, 10 uM 0,06
Calpeptina Santa Cruz (sc-202516) 14 mM (DMSO) 0,5;1;2,5uMm 0,02
Necrostatina-1 Santa Cruz (sc-200142) | 38,5 mM (DMSO) 10, 50, 100 uM 0,26
Pepstatina A Santa Cruz (sc-45036) 7,3 mM (DMSO) 1,5, 10 uM 0,14
PJ34 Santa Cruz (sc-204161) | 30,4 mM (DMSO) 0,5;1;2,5; 5 uM 0,02
Z-Vad-Fmk Santa Cruz (sc-311561) | 21,4 mM (DMSO) 10, 20, 50 uM 0,23
MG132 Santa Cruz (sc-201270) | 10,5 mM (DMSO) 0,1;1;5uM 0,05

Tabla Il. Inhibidores de vias de muerte utilizados.

4. Determinacion de muerte celular

4.1

Ensayo de MITT

La viabilidad celular y la funcién mitocondrial se evaluaron mediante el ensayo de

Bromuro de 2-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio [MTT, (SIGMA #M2128)]. Este reactivo
es una sal de color amarillo, soluble en agua, que puede ser incorporada por las células. Una vez
dentro de la célula, puede ser reducida a nivel mitocondrial en aquellas células que se
encuentren metabdlicamente activas (viables). La reduccion transforma al reactivo de MTT en
una sal de formazan insoluble en agua, que forma cristales de color violeta (Figura 27). Estos

cristales pueden luego solubilizarse con isopropanol acidificado y cuantificarse
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colorimétricamente a 570 nm (Mosmann 1983). La absorbancia medida serd directamente
proporcional al estado metabdlico de las células. Este ensayo resulta muy simple y econdmico y
es ampliamente utilizado como indicador de viabilidad celular.

Los cultivos neuronales se sembraron en placas de 24 pocillos y finalizados los distintos
tratamientos, se agregd una solucion de MTT 5mg/ml en PBS a cada pocillo, de manera de
obtener una soluciéon de 0,5 mg/ml como concentracion final en el medio de cultivo.
Posteriormente, las células se incubaron durante 90 minutos a 36,5°C en incubador y finalmente
fueron lisadas utilizando un buffer de solubilizacion (10% Triton x-100 y 0,01 N de HCI en
isopropanol) seguido de medicién espectrofotométrica a 570 nm utilizando un lector de
microplacas (Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific). La absorbancia del rojo fenol, presente en
el medio de cultivo de remanente, fue registrada a 670 nm y luego sustraida en cada pocillo. La
viabilidad celular se calculé como porcentaje de la absorbancia media de la condicidén no tratada

(control), a la cual se le asignd arbitrariamente un valor de viabilidad del 100%.

JI \ M|t0chondr|al Reductase \
O/ N=—p

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (E, Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan
(MTT) (Formazan)

Figura 27. Reaccidon mitocondrial del reactivo de MTT.

4.2 Andlisis de despolarizacion mitocondrial

Para evaluar la integridad de la membrana mitocondrial, los cultivos fueron incubados
con Mitotracker RedCMXRos (Molecular Probes #M7512), en una concentracion final de 100nM
en el medio de cultivo durante 20 minutos. Luego de la incubacién, las células fueron lavadas
cuidadosamente con PBS vy fijadas con PF al 2% durante 30 minutos. Finalmente, los cultivos
fueron micro-fotografiados utilizando un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse 2000).
Esta sonda fluorescente se concentra en las mitocondrias activas, que preservan su potencial de

membrana, marcandolas con una fluorescencia roja brillante, mientras que, en las neuronas con
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despolarizacién de la membrana mitocondrial, el reactivo difunde facilmente y no es retenido
dentro de la organela. De este modo, las neuronas con mitocondrias sanas presentan una
fluorescencia intensa, mientras que aquellas que presentan daifo mitocondrial carecen de

fluorescencia y se visualizan con un rojo opaco (Rotstein et al., 2003).

4.3 Marcacion con loduro de Propidio

El ioduro de Propidio (IP) es un agente intercalante del ADN con capacidad fluorescente.
Se utiliza como indicador de viabilidad celular ya que, al ser una molécula con carga, es incapaz
de atravesar las membranas celulares. Solo podra ingresar entonces, en aquellas células que
tengan comprometida la integridad de su membrana celular, como es el caso de células
necroticas o en estado avanzado de apoptosis (necrosis secundaria). De este modo, podemos
cuantificar las neuronas muertas como aquellas que presenten marcacién con fluorescencia roja
de sus nucleos (Jordan et al. 1997).

Se prepard un stock de IP (Sigma #P4170) en una concentracion de 1 mg/ml (1,5 mM)
en PBS. De esta solucién stock, se agregd a las células el volumen necesario para alcanzar una
concentracién final de 25 uM en la placa de cultivo. Incubamos durante 20 minutos en incubador

previo a la fijacion.

4.4 Andlisis de la morfologia nuclear

La integridad nuclear fue evaluada mediante marcacién de los nucleos con DAPI, sonda
gue se une al ADN. Luego de la fijacidon y permeabilizacidon de la membrana, las células fueron
incubadas con DAPI (Invitrogen #D3571), en una concentracién de 1 pug/ml por 10 minutos. Las
neuronas fueron consideradas apoptéticas cuando presentaron nucleos fragmentados o
condensados (picnéticos) (Rotstein et al., 1997). Para eliminar la subjetividad del operador enla

cuantificacion, las distintas muestras fueron evaluadas a ciegas.

4.5 Ensayo de TUNEL

La fragmentacion del ADN fue evaluada utilizando el ensayo de Marcado de corte final
de dUTP de deoxinucleotidil transferasa Terminal (TUNEL, por sus siglas en inglés). Este es un
método ampliamente utilizado para detectar la fragmentacién de ADN debida cascadas de
sefializacion apoptdticas (EImore 2007). El ensayo se basa en la identificacion de presencia de
cortes en el ADN, los cuales se pueden identificar por la deoxinucleotidil transferasa terminal o
TdT, una enzima que cataliza la adicién de nucledtidos de desoxiuridina trifosfato modificados

(dUTPs), que son luego son detectados mediante Inmunocitoquimica.
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Los cultivos se fijaron con PF 2% durante 15 minutos y a continuacién se almacenaron
en etanol 70% durante 48-72 h a -20°C. Las células fueron luego pre-incubadas con Buffer TdT
por 15 minutos y posteriormente con la mezcla de reaccién (0,05 mM BrdUTP y 0,3 U/ul de
enzima TdT recombinante en Buffer TdT) durante 1 hora en incubador. La reaccion fue frenada
por agregado del buffer stop (300 mM NaCl, 30 mM citrato de sodio, pH 7,4) a temperatura
ambiente. Los controles negativos se prepararon omitiendo la enzima TdT en la mezcla de
reaccion (Abrahan et al., 2010). Finalmente, los nucleos con ADN fragmentado se visualizaron
por microscopia de fluorescencia luego de realizar una Inmunocitoquimica para detectar el

BrdU, como se describié en el capitulo I.

4.6 Determinacidn de niveles de estrés oxidativo celular

Los niveles de estrés oxidativo celular se evaluaron utilizando la sonda 2',7'-
diclorodihidrofluoresceina diacetato (H2-DCFDA, DCF [Termo Fisher]). Esta sonda puede
atravesar libremente las membranas celulares, pero una vez dentro de la célula las esterasas
citoplasmaticas la convierten en un compuesto cargado a pH fisiolégico que queda, por tanto,
retenido dentro de la célula. Posteriormente, al reaccionar con las ROS, la sonda es convertida
a un compuesto fluorescente (Figura 28), por lo que la fluorescencia medida es proporcional a
los niveles de ROS intracelulares.

Luego de un tratamiento de 4 h con C2Cer, se elimind el medio de cultivo y se afiadié
PBS conteniendo DCF en una concentracién de 1 uM. Después de 20 minutos de incubacién a
36,5°C, los cultivos se analizaron utilizando un microscopio de epifluorescencia. Los niveles de
fluorescencia se cuantificaron utilizando ImagelJ. Los resultados se expresaron como porcentaje

del control.
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Figura 28. Determinacion de los niveles celulares de estrés oxidativo.

4.7 Ensayo de LDH

La deteccidn de Lactato Deshidrogenasa (LDH), una enzima citoplasmatica, en el medio
de cultivo, es un ensayo muy utilizado como indicador de procesos de necrosis, accidental o
programada (necroptosis) (Chan, Moriwaki, and Rosa 2013), ya que en ambos casos se produce
la lisis de la membrana plasmatica. La liberacion de LDH fue determinada como describiera
previamente Sdnchez Campos et al., (2015) con leves modificaciones. Luego de los tratamientos,
el medio de incubacion fue removido y centrifugado a 1000 g durante 10 minutos a 4°C. Los
sobrenadantes fueron utilizados para determinar la actividad de la enzima LDH, la cual fue
determinada espectrofotométricamente utilizando el Kit LDH-P UV AA (Wiener lab. Argentina),
siguiendo las instrucciones del fabricante. El Nicotinamida Adenina Di-nucleétido reducido
(NADH) actia como un cofactor de la conversidon de Piruvato a Lactato, reaccién que es
catalizada por la enzima LDH. Durante esta reaccién, el NADH es oxidado a Nicotinamida

Adenina Di nucleétido oxidado (NAD+). La tasa de consumo del cofactor puede ser monitoreada
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a 340 nm (maxima absorcién del NADH) y sera directamente proporcional a la cantidad de

enzima presente en la muestra, como se muestra en la siguiente reaccidn.

Piruvato + NADH + H* -=———--———-- > L-lactato + NAD*

Como control positivo del ensayo se utilizaron cultivos tratados con H,0, 350 uM
durante 6 h y como control negativo, medio neuronal que no tuvo contacto con células. Los

resultados se expresaron como porcentaje del control.

5. Inmunocitoquimica

Después de los diferentes tratamientos, los cultivos se fijaron con PF al 2% en PBS a
temperatura ambiente durante 30 minutos o con Metanol frio por 15 minutos a -20°C, seguido
por permeabilizacién con Tritén x-100 al 0,1% durante 15 o 7 minutos segun la fijacién hubiera
sido realizada con PF o en metanol, respectivamente. Posteriormente, se procedié al bloqueo
de los sitios no especificos de reconocimiento de los anticuerpos, incubando durante 1 hora a
temperatura ambiente con Leche descremada al 2% en Buffer TNT (100mM Tris pH 7,4; 150 mM
NaCl y 0,1% tween 20). A continuacion, se llevaron a cabo distintas inmunomarcaciones, como

se describira a continuacion.

5.1 Identificacion Neuronal

Los FR se identificaron mediante expresion del Cone Rod Homeobox (Crx). El Crx es un
factor de trascripcion que se expresa tan pronto como los progenitores neuronales de la retina
inician su proceso de diferenciacion hacia FR (Garelli et al., 2006). Cultivos previamente fijados
en PF fueron incubados toda la noche con una solucién 1:600 en PBS de anticuerpo policlonal
anti-CRX. Luego de tres lavados con PBS, se agregd una dilucién (1:200) de anticuerpo
secundario Cy3 anti-conejo durante 1 hora a temperatura ambiente.

Para la identificacion de las neuronas amacrinas, se recurrié al reconocimiento de la
proteina de membrana sintaxina-1, expresada selectivamente por este tipo neuronal (Akagawa
and Barnstable 1986). Se utilizé el anticuerpo monoclonal anti-sintaxina, HPC-1, (Sigma #50664)
en una dilucion (1:100) durante 2 h a temperatura ambiente seguido por incubacién con anti

cuerpo secundario cy2 anti-ratén (1:200) 1 hora a temperatura ambiente.
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Las muestras se analizaron utilizando un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse
2000). La proporcion entre neuronas fotorreceptoras y amacrinas en nuestros cultivos

neuronales de retina es aproximadamente 70:30, respectivamente.

5.2 Caspasa-3-clivada

La caspasa-3 es una proteina miembro de la familia de las Cisteinil-Aspartato Proteasas
(Caspasas). La activacidon secuencial de las caspasas, juega un rol central en la ejecucién de la
muerte programada por apoptosis. La caspasa-3 forma parte de las lamadas caspasas efectoras,
cuya activacion contribuye al desmantelamiento celular. En condiciones basales, esta caspasa
se mantiene inactiva en el citoplasma. Frente a diversos estimulos apoptdticos, se activan
mediante clivaje, proceso que es ejecutado por una caspasa activadora (Fernandes-Alnemri et
al., 1994).

Los cultivos previamente fijados con PF y permeabilizados, fueron incubados con una
dilucién 1:200 de anticuerpo anti-caspasa-3-clivada (Cell Signaling #9661), forma activa de la
caspasa-3, durante toda una noche a 4°C en cdmara hiumeda. Luego, las células fueron lavadas
con PBS e incubadas con un anticuerpo Cy3 anti-conejo en una dilucién 1:200 durante 1 hora a

temperatura ambiente.

5.4 Translocacion nuclear de AIF

El Factor Inductor de la Apoptosis (AIF, por sus siglas en inglés) es una flavoproteina de
localizacion mitocondrial con actividad NADH oxidasa y codificada por un gen nuclear (Susin et
al. 1999). Frente a diversos estimulos apoptdticos el AIF es liberado desde la mitocondria hacia
el citosol y desde alli se transloca al nucleo (Penninger and Kroemer 2003). Una vez en el nucleo,
AIF es responsable de la condensacion de la cromatina y de la fragmentacion a gran escala del
ADN (aprox. 50 kb) a través de un mecanismo caspasa-independiente (Lorenzo et al., 1999).

Cultivos fijados en metanol fueron incubados con una dilucién 1:30 de anticuerpo anti-
AIF (Santa Cruz #sc-13166) durante toda una noche a 4°C en cdmara humeda. Luego de lavar el
anticuerpo con PBS, las células se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con
anticuerpo secundario Cy2 anti-ratdn, en una dilucién 1:200. Para visualizar los nucleos, se
marcaron con TOPRO-3, en una concentracién de 2 uM, durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Las muestras se analizaron por microscopia laser confocal, utilizando un microscopio
confocal DMIRE2/TSCSP2 (Leica, Alemania) equipado con un objetivo 63X de inmersién acuosa.
Las imagenes fueron adquiridas mediante el software de procesamiento del equipo (LCS

software, Leica).
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5.4 Inmunomarcacion de PAR

Los polimeros de ADP-ribosa (PAR) son rapidamente sintetizados por accién catalitica
de las Poli-ADP-Ribosa Polimerasas (familia de proteinas PARP), en respuesta a un dafio sobre el
ADN. Las PARP contienen dedos de Zinc de unién al ADN, que las hace capaces de detectar sitios
de corte de esta molécula. Esto genera un cambio conformacional que activa a la polimerasa
(Ikejima et al. 1990). La accion de la PARP da lugar a la formacién de polimeros de PAR que se
unen a otras proteinas y las activan (modificacién postraduccional), entre las cuales se
encuentran ADN polimerasas, ADN ligasas y topoisomerasas implicadas en el proceso de
reparacion del ADN (Smulson et al. 2000).

Cultivos previamente fijados en PF y permeabilizados, se bloquearon con leche al 2% en
buffer TNT durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se agregé una diluciéon
1:50 de anti-PAR (Enzo # ALX-804-220) y se incubd a 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente,
las células se lavaron con PBS y se incubaron con anticuerpo Cy2 anti-ratéon (1:200) durante 1

hora a temperatura ambiente. Al finalizar la incubacién, las células se lavaron 3 veces con Tritdn

x-100 al 0,1% en PBS (PBST) y finalmente se montaron sobre portaobjeto para su analisis.

La Tabla lll resume los anticuerpos utilizados en las diferentes inmunocitoquimicas

: : Fluoréforo Dilucién | Tiempo de
Anticuerpo Reconoce Origen ) Fuente : < s
asociado de uso | incubacion
Cedido por Dr.
Cheryl Craft
CRX Neuronas conejo --- (University of 1:600 Toda la
fotorreceptoras noche
Southern
California)
HPC-1 Neuronas amacrinas ratén - Sigma #50664 1:200 2h
Anti c.aspasa-3 Caspasa 3-clivada conejo - Cell Signaling #9661 1:200 2h
clivada

. , Santa Cruz #sc- Toda la
Anti-AlF AlF ratéon - 13166 1:30 noche

. , . . Toda la
Anti-PAR Proteinas PAR-iladas ratén --- Enzo # ALX-804-220 1:50 noche

I lobulinas d Jack
Cy2 anti-mouse nmunog o,u ihas de cabra Cy2 ackson 1:200 1 hora
raton ImmunoResearch
Cy3 anti-rabbit Inmunoglobyllnas de cabra Cy3 Jackson 1:200 1 hora
conejo ImmunoResearch

Tabla Ill. Anticuerpos utilizados en inmunocitoquimica.
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6. Western Blotting

6.1 Obtencion de las muestras de proteinas

Finalizado los tratamientos, las células se lavaron dos veces con buffer de lavado (10mM
NaF, 1 mM Na3VO4 en PBS) y se recolectaron en buffer de lisis RIPA [10mM tris HCL (pH 7,4) 15
mM NaCl, 5mM NaF, 1 mM Na3V04, 1% Triton X-100] conteniendo una mezcla de inhibidores
de proteasas (Sigma #P8340) en una dilucion 1:100. Posteriormente, se rasparon las células con
espatula y se sometieron a lisis en hielo durante 30 minutos (con vortexeo cada 10 minutos).
Finalizada la lisis, se centrifugaron las muestras a 14000g durante 15 minutos en centrifuga
refrigerada a 4°C. Se descartaron los pellets, y los sobrenadantes conteniendo las proteinas en

solucidn, se almacenaron a -20°C hasta el momento de su uso.

6.2 Cuantificacion de las proteinas

La concentracidn de proteinas en las muestras se analizé mediante el Método de
Bradford (Bradford 1976). Este método se basa en el cambio de absorbancia del colorante
Coomasie Brilliant Blue G-250 al unirse a las proteinas. El colorante puede existir en tres formas:
catidnica (roja), neutra (verde) y anidnica (azul). Bajo condiciones acidicas, el colorante se
encuentra predominantemente en su forma catidnica roja, doblemente protonada (Amsx= 470
nm), y cuando se une a proteinas, es convertido a una forma establemente desprotonada de
color azul (Amsx= 595 nm). La magnitud de esta reaccion puede ser detectada
espectrofotométricamente.

Una vez cuantificadas las proteinas, se tomo de cada muestra el volumen necesario a fin
de obtener entre 30 y 40 ug de proteinas, se mezclaron con buffer muestra [62,5 mM Tris-HCI
(pH 6.8), 2% SDS, 1% glicerol, 3% 2-mercapto-etanol, y 0,01% azul de bromofenol] y se

desnaturalizaron mediante calentamiento a 95°C durante 7 minutos.

6.3 Electroforesis en gel de Poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)

Se procedid a la separacion de las proteinas de la muestra mediante electroforesis uni-
dimensional en geles de Poliacrilamida al 10% (método SDS-PAGE) (Laemmli 1970). La corrida
electroforética se realizd en buffer cdmara (Tris-HCI 25 mM pH=8,3; Glicina 192 mM; SDS 0,1%).
Una vez sembradas las distintas muestras y el marcador de peso molecular, se separaron las
proteinas aplicando una corriente de 80V durante 20 minutos, a fin de facilitar el
empaquetamiento de las muestras. Luego se continud la electroforesis a 130 V hasta la salida

del indicador del frente de corrida (aprox. 90 minutos).
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6.4 Electro transferencia de proteinas a membrana de PVDF

Una vez separadas, las proteinas fueron electro-transferidas a una membrana de PVDF
previamente activada con Metanol durante 30 segundos (InmobilonP, Merck Millipore). Para
ello se procedié al empaquetamiento del cassette de transferencia, se lo colocé dentro de la
cubay se rellend el sistema con Buffer de transferencia helado (Tris 250 mM pH 8,3; Glicina 1,92
M). Posteriormente, se conecto a la corriente y se electro-transfirieron las proteinas a 300 mA
durante 2 h en bafio de hielo.

Finalizada la transferencia, se corrobord que las proteinas se encontraran adheridas a la

membrana mediante coloracidn reversible con Rojo Ponceau.

6.5 Inmunodeteccion de las proteinas

Las membranas se lavaron con PBST a fin de eliminar restos de buffer de transferencia
y/o Rojo Ponceau y luego se incubd con buffer bloqueante (leche descremada al 5% o BSA al 3%
en PBS, segun el caso) durante 90 minutos a temperatura ambiente. A continuacién, se incubd
con la dilucién de anticuerpo primario correspondiente, Tubulina (1:1000 en PBS, 2 h a
temperatura ambiente) o anti-PAR (1:400 en leche al 2,5% en PBST toda la noche a 4°C). Luego
de la incubacidn, se lavé la membrana con PBST y se incubd, con una dilucién 1:200 en PBS, de
anticuerpo anti-ratéon conjugado con peroxidasa de rdbano picante (HRP) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Finalmente, se lavé la membrana y las bandas de proteinas reconocidas
por los anticuerpos fueron visualizadas mediante técnica de quimioluminiscencia y reveladas
sobre placas fotograficas. Las bandas fueron luego escaneadas a 1200 dpi y semi-cuantificadas

utilizando el software ImagelJ (disponible gratuitamente en http:/rsb.info.nih.gov/ij).

7. Andlisis estadistico

Se realizé analisis de ANOVA seguido de test de comparacion de Tukey’s. Los datos se
representaron como la media + S.E.M de al menos tres experimentos independientes. Las
diferencias entre los distintos tratamientos fueron consideradas significativas a p<0,05 (*), (#);
p<0,01 (**) o p <0,001 (***), (###). Cuando fue relevante, se sefialaron los casos en los que no

existieron diferencias significativas entre condiciones, indicandolas como ns.
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RESULTADOS

La Ceramida indujo una muerte rapida y selectiva de los fotorreceptores

Nuestro laboratorio demostrd previamente que un tratamiento de 24 h con C2Cer,
induce la muerte tanto de los FR como de las neuronas amacrinas, en cultivos neuronales puros
de 3 dias in vitro (German et al., 2006). Para evaluar si ambos tipos neuronales tenian una
sensibilidad diferencial a la C2Cer, analizamos su efecto en tratamientos cortos. El tratamiento
con C2Cer 10 uM indujo un rapido incremento de la muerte neuronal, determinada por
marcacién con loduro de Propidio (IP) luego de 6 h (Figura 29a). El porcentaje de neuronas IP
positivas se incrementd significativamente desde menos del 10% en controles hasta
aproximadamente 30, 60 y 70% luego de 3, 6 y 9 h de tratamiento, respectivamente (Figura
29b).

De forma similar, un tratamiento de 6 h incrementé la picnosis nuclear en las neuronas
(Figura 29 c, columna derecha, sefialadas con cabezas de flecha), las cuales fueron muy pocas
en los cultivos controles. El porcentaje de neuronas con nucleos picndticos se incrementé desde
alrededor de un 10% en los controles hasta 40, 50 y 55% luego de 3,6, y 9 h de tratamiento,
respectivamente (Figura 29d).

La funcionalidad de las mitocondrias neuronales también se vio afectada luego de un
tratamiento de 6 h. Mientras que en los controles la mayoria de las neuronas mostraron
mitocondrias marcadas brillantemente con la sonda Mitotracker (Figura 29 e, columna de la
izquierda), la marca fluorescente disminuyd en un gran numero de mitocondrias en los cultivos
tratados con C2Cer (Figura 29 e, columna de la derecha, flechas finas). El ensayo de MTT
corrobord que la funcionalidad mitocondrial, evaluada como un parametro de viabilidad,
decrecid paulatina y significativamente a 80, 65 y 50% del valor control, luego de 3,6,y 9 h de

tratamiento, respectivamente (Figura 29f).
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Figura 29. El agregado de C2Ceramida indujo rapidamente la muerte neuronal.

Cultivos neuronales de tres dias se suplementaron con vehiculo (Ctl) o con C2Cer 10 uM (C2Cer) durante diferentes
periodos de tiempo. Las microfotografias de fluorescencia muestran células marcadas con loduro de Propidio (IP, rojo en
a), nucleos marcados con DAPI (azul en [c] y [e]) y mitocondrias marcadas con Mitotracker (rojo en [e]) después de un
tratamiento de 6 h con vehiculo o C2Cer; nétese el aumento en las neuronas que tienen nucleos picnéticos (cabezas de
flecha en [c]) y en las neuronas que evidencian una despolarizacidon mitocondrial (flechas finas en [e]) en cultivos tratados
con C2Cer. Barra de escala, 10 um. Los graficos muestran el porcentaje de neuronas marcadas con IP (b), de neuronas
gue tienen nucleos picnéticos (d) y la disminucion de la viabilidad en comparacidn con los controles, determinada por el
ensayo de MTT (f) después de diferentes tiempos de tratamiento. Los valores en (b), (d) y (f) representan la media + SEM

de tres experimentos diferentes. * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001, diferencias estadisticamente significativas en

comparacién con los controles.
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Como se mencionara, C2Cer induce la muerte de FR y neuronas amacrinas luego de 24
h de tratamiento. En contraste, el tratamiento de 6h con C2Cer Unicamente afectd a los FR.
Como puede apreciarse en la Figura 30a, panel superior, solo unos pocos nucleos de FR
(marcados con Crx) y neuronas amacrinas (identificadas con HPC-1), se encontraban picnéticos
en la condicién control. En contraste, en los cultivos tratados con C2Cer el nimero de FR con
nucleos picnéticos se incrementé cerca de 3 veces, mientras que el nUmero de neuronas
amacrinas con nucleos picnéticos no se vio afectado con el tratamiento (Figura 30a panel inferior

y Figura 30b).
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Figura 30. El tratamiento durante 6 h con C2Cer produjo la muerte selectiva de los fotorreceptores.

(a) Los cultivos neuronales fueron tratados con vehiculo (control) o C2Cer por 6 h. Las microfotografias muestran
fotorreceptores y neuronas amacrinas marcados con anticuerpos anti-Crx (rojo) y HPC-1 (verde), respectivamente, y los
nucleos marcados con DAPI (azul) y el Merge.

Las flechas discontinuas sefialan las neuronas amacrinas y las cabezas de flechas a las neuronas Crx positivas (FR) que
presentan nucleos picnéticos. Barra de escala, 10 um. (b) Las barras muestran el porcentaje de FR y neuronas amacrinas con
nucleos picnédticos en cultivos controles (barras blancas) y tratados con C2Cer (barras negras); los valores indican la media +
SEM de tres experimentos independientes.

*** diferencias estadisticamente significativas comparado con la condicién control (p<0.001).
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El tratamiento con C2Cer no indujo fragmentacién internucleosomal del ADN

El ensayo de TUNEL reveld que un tratamiento de 6h con C2Cer practicamente no
aumenté el nimero de neuronas con fragmentacién internucleosomal del ADN, en comparacién
con los controles (flechas finas en la Figura 31a, primer columna). Incluso 15 h después de la
adicién de C2Cer no se evidencié aumento significativo en el nimero de neuronas TUNEL
positivas comparado con los cultivos controles (Figura 31b). Un analisis de doble marcacidn con
un anticuerpo contra Crx reveld que virtualmente ninguna célula marcada con TUNEL era

positiva para Crx (Figura 31a, primera y tercera columna).
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Figura 31. El tratamiento con C2Cer no incrementd la fragmentacion internucleosomal del ADN.

(a) Microfotografias de fluorescencia muestran cultivos tratados con vehiculo o con C2Cer por 6 h
marcados con la técnica de TUNEL (verde, flechas) para evaluar fragmentacion internucleosomal del ADN,
un evento caracteristico de la apoptosis; Crx (rojo), para identificar fotorreceptores, y el Merge. Notar la
ausencia de colocalizacion entre lamarca de TUNEL y la expresion de Crx en las imagenes del Merge. Barra

de escala: 20 um. (b) Porcentaje de neuronas TUNEL positivas luego de diferentes tiempos de tratamiento.
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La muerte de los fotorreceptores inducida por Ceramida fue independiente de las
caspasas

Como se mostrd en Figura 29e, el tratamiento con C2Cer indujo la pérdida de la
permeabilidad de la membrana mitocondrial, uno de los eventos centrales en el
desencadenamiento de la RCD. En la via intrinseca de la apoptosis, esto conduce a la formacién
del apoptosoma, y el posterior clivaje y activaciéon de la caspasa-3. Sin embargo, el analisis
inmunocitoquimico reveld que no existieron diferencias significativas en el nimero de células
gue mostraron la presencia de caspasa-3 clivada entre los cultivos controles y los tratados con
C2Cer (Figura 32a, columna central). Sélo alrededor del 5% de las células mostraron marcacion
de caspasa-3 clivada, tanto en controles como en cultivos tratados con Cer después de 6 h;
incluso después de un tratamiento de 15 h, no se registrd6 un aumento significativo en
comparacién con los controles (Figura 32b), lo que sugiere que la caspasa-3 no participaria en la
muerte inducida por C2Cer.

Para investigar si otras caspasas estaban involucradas en esta induccién de muerte, pre-
tratamos a los cultivos con el pan-inhibidor de caspasas Z-VAD-fmk. Después de 6 h de
tratamiento con C2Cer, ninguna de las concentraciones de Z-VAD-fmk testeadas logré evitar la
disminucion en la viabilidad inducida por C2Cer (Figura 32c). Esto implica que la muerte inducida

por C2Cer seria de tipo caspasa-independiente.
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Figura 32. La C2Cer indujo la muerte de los FR a través de un mecanismo caspasa-independiente.

(a) Microfotografias de fase y de fluorescencia de cultivos tratados con vehiculo o C2Cer durante 6 h muestran la
expresion de caspasa-3 clivada (columna central, flechas) y nicleos marcados con DAPI (derecha); las cabezas de flecha
indican nucleos picndticos. Barra de escala, 10 um. (b) Porcentaje de células que evidencian presencia de caspasa-3
clivada después de diferentes tiempos de incubacién con C2Cer. (c) Las barras muestran la cuantificacion del efecto
sobre la viabilidad neuronal, en comparacion con los controles, del pretratamiento con diferentes concentraciones del
inhibidor de caspasas z-VAD-fmk (z-VAD), seguido (barras azules) o no (barras grises) por un tratamiento de 6 h con

C2Cer. ns, diferencias estadisticamente no significativas.
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C2Cer incrementd la formacién de especies reactivas de oxigeno en fotorreceptores

La mitocondria es uno de los blancos principales de Cer, que afecta usualmente la
polarizacién de su membrana, lo que finalmente desencadena un fallo funcional. Esta
disfuncionalidad mitocondrial conduce a un desequilibrio en el potencial redox de la organela,
lo cual lleva a un incremento en la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus
siglas en inglés) (Gudz, Tserng, and Hoppel 1997). Evaluamos la posible generacion de ROS en
nuestros cultivos tratados con C2Cer utilizando la sonda DCF, que una vez ingresada a la célula,
fluoresce en presencia de ROS. Mientras que los cultivos controles evidenciaron un nivel bajo
de fluorescencia, ésta se incrementd significativamente en los cultivos tratados durante 4h con
C2Cer. El aumento de la fluorescencia se vio en ambos tipos celulares, pero se destacé su
incremento en los FR (flechas gruesas en Figura 33a). La cuantificacién de esta variacion en la

fluorescencia demostré un aumento significativo, del 40 % respecto a los controles (Figura 33b).
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Figura 33. La C2Cer incrementé la formacidon de especies reactivas de oxigeno (ROS).

(a) Microfotografias de contraste de fase y fluorescencia mostrando cultivos tratados con vehiculo o C2Cer por 4h,

marcados con DCF para detectar la formacion de ROS (verde) y el Merge; las flechas indican la formacion de ROS en

fotorreceptores. La barra de escala representa 20 um. (b) El gréfico de barras indica el porcentaje de incremento de

la fluorescencia, en unidades arbitrarias, de los cultivos tratados con C2Cer respecto a los cultivos controles.

** Diferencias estadisticamente significativas comparado con el control (p<0.01).
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La sobre-activacion de PARP-1 seria un evento clave en la muerte de los fotorreceptores
inducida por Ceramida

Diversos insultos al ADN, como el dafno oxidativo generado por un desbalance en los
niveles de ROS intracelulares, conducen a la activacién de una serie de proteinas implicadas en
su reparacién. Entre ellas encontramos a la familia de las Polimerasas de Poli-ADP-Ribosilada
(PARP). En condiciones fisioldgicas, estas PARP se unen a los sitios dafiados del ADN y sufren una
modificacion que permite la activacidon de su sitio catalitico. Las PARP activadas producen
polimeros de Poli-ADP-Ribosa (PAR) que luego se uniran a proteinas en un proceso denominado
PAR-ilacién y estas proteinas PAR-iladas se encargaran de la reparacién del ADN. Sin embargo,
se ha demostrado que la sobre-activacion de PARP-1, debido a la continuidad del estrés y la
consecuente acumulaciéon de los PAR y de proteinas PAR-iladas, promueve una forma de muerte
celular independiente de caspasas conocida como Parthanatos (Yu et al. 2006a). Teniendo en
cuenta que la induccién de muerte mediada por C2Cer seguiria un proceso de tipo caspasa-
independiente, que cursa con un aumento en los niveles de ROS en los FR, nos preguntamos si
C2Cer estaria activando la via de Parthanatos, ya que era muy escasa la informacién que indicara
gue esta via era inducida por la Cer. Para evaluar si PARP-1 estaba involucrada en la muerte de
los FR, pre-tratamos a los cultivos neuronales con PJ34, un inhibidor altamente selectivo de
PARP-1, antes de la adicion de C2Cer. El pretratamiento con PJ34 1 uM redujo significativamente
la muerte celular, como se muestra mediante el ensayo de MTT (Figura 34a). El pretratamiento
con BYK5 uM, otro inhibidor potente y selectivo de PARP-1, también condujo a una disminucidn
significativa en la muerte de los FR inducida por C2Cer (Figura 34b). A su vez, demostramos que
el pretratamiento con PJ34 redujo notablemente la picnosis nuclear provocada por C2Cer
(cabezas de flecha en la Figura 35a). La cuantificacién del porcentaje de FR con nucleos

picnéticos evidencié que esta disminucidon fue altamente significativa. (Figura 35b).
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Figura 34. C2Cer promovio la muerte neuronal a través de la activacion de PARP-1.

Los cultivos se pre-trataron con dos inhibidores selectivos de PARP-1, PJ34 (a) y BYK (b) antes del tratamiento de
6 h con C2Cer; la viabilidad se determind mediante ensayo de MTT. Los resultados se expresan como porcentaje
del control y representan la media + S.E.M de 3 experimentos independientes.

(*) (**) Diferencias estadisticamente significativas respecto a la condicién C2Cer (p<0,05 y p<0,01,

respectivamente).



CAPITULO Il: Resultados | 72

C2Cer + PJ34

b _ 50 -
S 3
3.9 40 -
Lo
2SS _ 30
238
S o 20
(D]
03
8 \(:-5) 10 7 . -
o C
LL
0
)?)A G‘Zoe( 33&
cacet”

Figura 35. El pre-tratamiento con PJ34 redujo la picnosis nuclear inducida por C2Cer.

(a) Microfotografias de fluorescencia mostrando nucleos marcados con DAPI en cultivos pre tratados con PJ34 1 uM
y luego con vehiculo o C2Cer durante 6 h; las cabezas de flecha muestran nucleos picnéticos. Barra de escala: 10 pm.
(b) Porcentaje (media + SEM) de fotorreceptores que presentaron nucleos picndticos en cultivos controles o pre

tratados con PJ34, seguidos o no de un tratamiento con C2Cer de 6 h.
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La sobre-activacion de PARP, principalmente la de PARP-1, conduce a una rapida
acumulacién de polimeros de PAR. La marcaciéon inmunocitoquimica demostrd que el
tratamiento con C2Cer aumentd la expresiéon de los PAR en comparacién con los controles
(Figura 36a). El analisis de Western Blot confirmd que C2Cer incremento rapidamente los niveles
de PAR; después de 2 h de la adicidn de C2Cer, los niveles de PAR aumentaron casi un 50%, en
comparacién con los controles (Figura 36b), disminuyendo después de 4 h a los niveles del
control. A las 6 h se detectd un leve incremento, por encima de los niveles del control, pero
dicho aumento no fue significativo a nivel estadistico. En conjunto, estos resultados apoyan

firmemente que la sobre-activacion de PARP estaria involucrada en la muerte de los FR.
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Figura 36. El tratamiento con C2Cer indujo la sobre-activacion de PARP-1.

(a) Las microfotografias muestran la expresion de polimeros de PAR (verde) y ntcleos marcados con DAPI (azul) en cultivos
tratados con vehiculo o C2Cer durante 4 h. Barras de escala, 10 um. (b) Analisis mediante Western Blot de los niveles de
los polimeros PAR a0, 2,4y 6 h de la adicion de C2Cer (panel superior); las barras (panel inferior) representan el porcentaje

de cambio en los niveles de polimero PAR normalizado contra Tubulina, en comparacién con la condicion control (tiempo

cero).
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La muerte inducida por una ceramida natural también fue prevenida mediante el bloqueo
de PARP-1

La C2Cer es una ceramida sintética, ampliamente utilizada en modelos in vitro, dada su
mayor solubilidad en medios acuosos respecto a las ceramidas naturales, que tienen acidos
grasos de cadena larga, usualmente de mas de 16 atomos de carbono (Rotstein et al., 2010).
Nuestro laboratorio ha demostrado previamente que el estrés oxidativo incrementa la sintesis
de [®H]16:0-Cer y que dicho incremento desencadena la muerte de los FR (German et al., 2006).
Nos preguntamos entonces si la adicién de C16-Ceramida (C16Cer) induciria el mismo
mecanismo de muerte que la C2Cer en los FR en cultivo. En la Figura 37 puede observarse que
la adicidn de C16Cer disminuyé la viabilidad de los FR de manera concentraciéon-dependiente,
tras 6 h de agregado (lineas discontinuas de la curva), siendo dicha disminucién
estadisticamente significativa en el rango de 10 a 25 uM. Por su parte, la pre-incubacién con
PJ34 1 uM rescatd significativo a los FR, sugiriendo entonces que la induccidn de muerte

mediada por C16-Cer involucra también la sobre-activacion de PARP-1.
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Figura 37. La sobre activacion de PARP-1 medié la muerte de los fotorreceptores inducida por una ceramida
natural.

La curva muestra la reduccion en la viabilidad de tipo concentracidon-dependiente de neuronas en cultivo tras la
adicion de C16-Ceramida (curva azul). El pre-tratamiento con PJ34 (curva roja) incrementd significativamente la
viabilidad neuronal, sugiriendo la participacion de PARP-1 en el proceso de muerte inducido por C16-Ceramida.
Diferencias estadisticamente significativas respecto a la condicién control *(p<0,05); ** (p<0,01); *** (p<0,001).

# Diferencias estadisticamente significativas entre condicién tratada y no tratada con PJ34 (p<0,05).
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La activacion de PARP-1 inducida por C2Cer condujo a la translocacion nuclear del AlF

La citotoxicidad mediada por PARP-1 tiene al AIF como efector principal en muchos tipos
celulares (Ruchalski et al. 2006; Wang, Dawson, and Dawson 2009; Yu et al. 2006b). AIF se
encuentra entre los "factores de muerte" liberados desde la mitocondria frente a diferentes
estimulos que conducen a la pérdida de la permeabilidad de la membrana mitocondrial y su
translocaciéon nuclear induce la muerte celular (Susin et al. 1999). Para explorar primero si C2Cer
indujo la translocacion nuclear del AlF, se evalud la localizacién subcelular del AIF mediante
Inmunocitoquimica y microscopia confocal en cultivos controles y tratados con C2Cer. La doble
marcacién con un anticuerpo anti-AlF (verde en la Figura 38a) y TOPRO-3 (azul en la Figura 38a)
evidencié que el AIF estuvo casi ausente de los nucleos en las condiciones controles; en
contraste, C2Cer aumenté la colocalizacién de AIF y TOPRO-3, lo que implica que promovid su
translocacién nuclear (comparense las micrografias izquierda y derecha del panel superior en la
Figura 38a, cabezas de flecha). La evaluacién de la localizacion nuclear de AIF mediante analisis
de imagenes confocales en el plano xz confirmé la ausencia de AIF en los nlcleos de los controles
y su translocacién nuclear después del tratamiento con C2Cer, como evidencié la colocalizacién
de AIF y TOPRO-3 (Figura 38b, primera y tercera fila, respectivamente). El porcentaje de FR que
mostraron localizacién nuclear de AIF aumenté notablemente, de aproximadamente 10% en
controles a 60% después de 6 h de tratamiento con C2Cer (Figura 38c).

Para evaluar si la translocacion nuclear del AIF era el resultado de una sobre-activacion
de PARP-1, pre-tratamos a los cultivos neuronales con PJ34. Este inhibidor de PARP-1 disminuyé
notablemente la translocacidn nuclear de AIF después del tratamiento con C2Cer (Figura 383,
fila inferior). Dicha disminucién fue confirmada por el andlisis en el plano xz; se observo escasa
colocalizacion de AIF y TOPRO-3 en cultivos pre-tratados con PJ34, en comparacién con aquellos
tratados Unicamente con C2Cer (Figura 38b, ultima y tercera fila, respectivamente). El
porcentaje de FR que exhibieron localizacién nuclear del AIF disminuyd significativamente desde
un 60% en los cultivos tratados solo con C2Cer, hasta aproximadamente un 20% en cultivos pre-

tratados con PJ34 (Figura 38c).
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Figura 38. La translocacion nuclear del AIF, inducida por C2Cer fue prevenida mediante inhibicién de la activacion de
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PARP-1.

Los cultivos se pre-trataron o no con PJ34 y luego con vehiculo o C2Cer durante 6 h. (a) Las microfotografias confocales
en el plano xy muestran la localizacién neuronal del AIF (verde) y los nucleos marcados con TOPRO-3 (azul); las cabezas
de flecha muestran colocalizacién de AIF y TOPRO-3. Barra de escala, 10 um. (b) Microfotografias confocales en el plano
xz mostrando la localizacién de AIF (columna izquierda, en verde), marcacion nuclear con TOPRO-3 (columna central,
en azul) y Merge (columna derecha). (c) Porcentaje de fotorreceptores (media + SEM) que mostraron localizacién
nuclear del AIF; (***) (###) diferencias estadisticamente significativas respecto a la condicidon control y C2Cer,

respectivamente (p <0.001).
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C2Cer activo a las calpainas para promover la muerte de los fotorreceptores

Las cistein-proteasas como las calpainas y las catepsinas participan en el clivaje del AlF,
proceso que seria esencial para su translocacion (Polster et al. 2005; Yuste et al. 2005). Para
investigar si estas proteasas estarian involucradas en la muerte mediada por C2Cer, en primer
lugar, analizamos el efecto de ALLN, un inhibidor de varias cistein-proteasas, como las calpaina
1y 2y las catepsinas By L. El pretratamiento con ALLN 20 uM durante 1 hora previo al agregado
de la C2Cer, redujo notablemente la picnosis nuclear observada en cultivos tratados solo con
C2Cer (Figura 39a, comparar micrografias central y derecha en Figura 39b). El pretratamiento
con ALLN mantuvo una viabilidad neuronal del 80%, en comparacién con los controles, evitando
la disminucién del 50% inducida por C2Cer (Figura 39c). Estos resultados nos sugirieron que
calpainas y/o catepsinas podrian estar implicadas en la muerte de los FR inducida por C2Cer.

Para discriminar entre la participacion de ambas proteasas, primero pre-tratamos los
cultivos con diferentes concentraciones de calpeptina, un potente inhibidor de calpaina | y II,
antes de la adicion de C2Cer. El ensayo de MTT mostré que la pre-incubacién con calpeptina 1
UM conservé significativamente la viabilidad neuronal frente al tratamiento con C2Cer (Figura
40a). La calpeptina disminuyd a su vez la picnosis nuclear de los FR en comparacién con la
observada en cultivos tratados solo con C2Cer (Figura 40b, cabezas de flecha; Figura 40c). Cabe
destacar que la neuroproteccidn con ALLN fue mds efectiva que la otorgada por calpeptina.

Indagamos entonces si las catepsinas también participaban de la muerte inducida por
C2Cer. La inhibicién de las catepsinas no tuvo ningun efecto sobre la viabilidad neuronal. Los
ensayos de MTT mostraron que el pretratamiento de los cultivos neuronales con CA-074, un
inhibidor selectivo de Catepsina B, en concentraciones 1-10 UM y con Pepstatina A, un inhibidor
de proteasas acidas como la Catepsina D, en concentraciones 5-10 uM no lograron prevenir la
reduccion de la viabilidad neuronal inducida por C2Cer (Figura4lay b).

El ALLN inhibe ademds el funcionamiento del proteosoma. Aunque esta inhibicion
ocurre en muy baja proporcion (Ki = 6 uM), quisimos descartar un posible efecto de este
complejo proteico sobre la induccidon de muerte mediada por C2Cer. Para ello, pre-incubamos
los cultivos durante 1 hora con distintas concentraciones de (R)-MG132, un potente inhibidor
de la actividad proteosomal (Miranda et al. 2009), previamente al agregado de C2Cer y
evaluamos la viabilidad neuronal por MTT. Los resultados demostraron que el proteosoma no
participaria del proceso de muerte, ya que ninguna de las concentraciones evaluadas fue capaz
de frenar la muerte (Figura 41c).

Finalmente, investigamos si PARP-1y las calpainas actuaban de forma aditiva o sinérgica

para desencadenar la muerte de los FR. Inhibimos simultdaneamente la activacién de PARP-1y
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calpaina al suplementar los cultivos con PJ34 1 uM vy calpeptina 1 uM antes del tratamiento con
C2Cer. Este tratamiento combinado tuvo el mismo efecto protector que PJ34 y fue solo

ligeramente mas alto que el de calpeptina (Figura 42). Esto sugiere que PARP-1 y calpaina

estarian actuando a través de la misma via para proteger a los FR de la muerte inducida por

C2Cer.
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Figura 39. Un inhibidor de calpainas y catepsinas protegio a los fotorreceptores de la muerte inducida por C2Cer.
Los cultivos se trataron con vehiculo o C2Cer después del pretratamiento con ALLN 20 puM, un inhibidor de calpainas
y catepsinas. Las microfotografias en (a) muestran la marcacién nuclear con DAPI de cultivos pre-tratados con ALLN
e antes del tratamiento con C2Cer; las cabezas de flecha indican nucleos picnéticos. Barra de escala, 10 um. (b)
Porcentaje de fotorreceptores (media * SEM) con nucleos picnéticos. (c) Porcentaje de viabilidad, comparado con
los controles (media + SEM) en cultivos pre tratados o no con ALLN, y luego con vehiculo o C2Cer. * (p <0.05); ** (p

<0.01); diferencias estadisticamente significativas en comparacion con la condicion C2Cer.
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Figura 40. La inhibicion selectiva de calpainas protegié a los fotorreceptores de la muerte inducida por C2Cer.
(a)Las barras muestran el efecto protector de Calpeptina, un inhibidor selectivo de calpainas, sobre la viabilidad
neuronal frente al agregado de C2Cer, mediante ensayos de MTT. La pre-incubacion durante 1 hora con Calpeptina
1 uM redujo significativamente la muerte inducida por C2Cer. (b) Las microfotografias muestran la disminucién en
el niumero de fotorreceptores con nucleos picnéticos (cabezas de flecha) al pre-incubar los cultivos con Calpeptina 1
UM. Barra de escala, 10 um (c) Las barras muestran el analisis cuantitativo de la picnosis nuclear en los
fotorreceptores.

(*) diferencias estadisticamente significativas respecto a C2Cer (p<0,05).
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Figura 41. La inhibicién de catepsinas o del proteosoma no logro rescatar a los fotorreceptores de la muerte
inducida por C2Cer.

Los cultivos se pre trataron o no con diferentes concentraciones de los inhibidores de catepsinas CA-074 (a) o
Pepstatina (b) y luego se trataron con vehiculo o C2Cer durante 6 h. El posible rol del proteosoma en la muerte
inducida por C2Cer se evalio mediante pre-incubacién con distintas concentraciones del inhibidor MG132 (c).

Las barras representan el porcentaje de viabilidad (media + SEM) en comparaciéon con los controles. ns,

diferencias estadisticamente no significativas.
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Figura 42. La inhibicidn conjunta de Calpainas y PARP-1 no presentd efecto sinérgico de neuroproteccion frente
a C2Cer.

El grafico muestra el efecto sobre la viabilidad celular de la pre-incubacién por separado y en forma conjunta de
Calpeptina y PJ34 frente al agregado (barras violetas) o no (barras celestes) de C2Cer. (*), (***) Diferencias
estadisticamente significativas respecto a la condicién C2Cer, p<0,05 y p<0,001 respectivamente.

ns, sin diferencias estadisticamente significativas.

Las calpainas mediaron la translocacion del AIF al ndcleo inducida por C2Cer.

Dado que se ha reportado que las calpainas clivan el AIF y promueven su translocacién,
nos preguntamos si participarian también en la translocacién del AIF. Para establecerlo,
evaluamos el efecto del tratamiento con calpeptina sobre dicha translocacidn. La colocalizacidon
de AIF y TOPRO-3 (cabezas de flecha en la Figura 43a) fue muy evidente en cultivos tratados con
C2Cer y disminuyé apreciablemente cuando los cultivos se pre-trataron con calpeptina. El
aumento de la colocalizacidon después del tratamiento con C2Cer y su disminucién frente al
pretratamiento con calpeptina se evidenciaron claramente cuando se analizé el solapamiento
entre la marcacién de AIF y el marcador nuclear TOPRO-3 en el plano xz (Figura 43b, Merge en
tercera y cuarta fila, respectivamente). El analisis cuantitativo confirmé que el pretratamiento
con calpeptina redujo significativamente la translocacién nuclear de AIF inducida por C2Cer en

los FR (Figura 43c).

En conjunto, estos datos sugieren que las calpainas participaron en la muerte de los FR

y en la translocacién nuclear de AIF inducidas por C2Cer.
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Figura 43. La inhibicion de la activacion de calpainas previno la translocacion nuclear del AIF inducida por C2Cer.

Los cultivos se pre-trataron o no con calpeptina y luego se trataron con vehiculo o C2Cer durante 6 h. (a) Las
microfotografias confocales en el plano xy muestran la localizacién del AIF (verde) en el nicleo, marcado con TOPRO-
3 (azul); las cabezas de flecha muestran colocalizacion de AIF con marca de TOPRO-3. Barra de escala, 10 um. (b)
Microfotografias confocales en el plano xz muestran la localizacién nuclear de AIF (columna izquierda, verde), con
TOPRO-3 (columna central, azul) y el Merge (columna derecha). (c) Porcentaje de fotorreceptores (media + SEM) que
muestran la localizaciéon nuclear de AIF. * p <0.05, diferencias estadisticamente significativas en comparacién con

C2Cer.
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Ni la necroptosis ni la muerte mediada por Autofagia estuvieron involucradas en el
proceso de muerte inducido por C2Cer.

PARP-1 ha sido implicada como un mediador clave en otras vias de muerte caspasa-
independientes, como la necroptosis y la autofagia. La necroptosis se caracteriza por la pérdida
de la integridad de la membrana plasmadtica, como ocurre en la necrosis o muerte catastréfica,
pero a diferencia de esta ultima, lo hace siguiendo un programa orquestado por RIPK1. Al
analizar la liberacidn de LDH, que se produce como consecuencia de la pérdida de la integridad
de la membrana plasmatica, encontramos que los valores determinados fueron similares tanto
en los controles como en los cultivos tratados por 6 h con C2Cer (Figura 44a). El pretratamiento
con necrostatina-1, un potente inhibidor de RIPK1, en concentraciones que variaron de 10 a 100

UM, no redujo la muerte celular inducida por C2Cer (Figura 44b).
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Figura 44. El mecanismo de muerte de los fotorreceptores inducida por C2Cer no involucré a la necroptosis.

(a) Las barras muestran la cuantificacion, representando el porcentaje de liberacién de LDH en comparacién con
los controles en cultivos tratados (barra celeste) o no (barra blanca) con C2Cer durante 6 h. Cultivos tratados con
peroxido de hidrogeno 350 uM (barra violeta) durante 6 h se usaron como controles positivos, mientras que, como
controles negativos, se utilizd medio de cultivo que no tuvo contacto alguno con células (barra roja). (b) Las barras
representan el porcentaje de viabilidad en comparacion con los controles (media + SEM) en cultivos pre tratados
con diferentes concentraciones de necrostatina-1 (Nec-1) y luego con vehiculo (barras grises) o con C2Cer (barras

celestes) por 6 h. ns, diferencias estadisticamente no significativas.
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PARP-1 juega papeles duales en la modulaciéon de parthanatos y la autofagia bajo estrés
oxidativo (Jiang et al. 2018). La evaluacidn del posible papel de la autofagia en la muerte de FR
inducida por C2Cer mostré que el pretratamiento con 100 a 1000 uM de 3-MA, un inhibidor
temprano de la autofagia, no evitd la muerte celular inducida por C2Cer (Figura 45a). De manera
similar, el pretratamiento con Bafilomicina-A1 (0,1-10 nM), otro inhibidor de autofagia, tardio,
tampoco logrd conservar la viabilidad neuronal después del tratamiento con C2Cer (Figura 45b).

En conjunto, estos resultados implican que ni la necrosis programada ni la autofagia

participarian en la muerte de los FR después del tratamiento con C2Cer y la activacidon de PARP-
1.
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Figura 45. El tratamiento con C2Cer no produjo la activacion de muerte mediada por autofagia.

Viabilidad (%)

Las barras en (a) y (b) representan el porcentaje de viabilidad en comparacién con los controles (media + SEM) en cultivos
pre tratados con diferentes concentraciones de 3-MA o Bafilomicina 1 (BafA1l), respectivamente, y luego tratados con

vehiculo (barras grises) o con C2Cer (barras celestes en [a] y naranjas en [b]) durante 6 h. ns, diferencias estadisticamente

no significativas.
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DISCUSION

La acumulacién de Cer surge como una caracteristica comun durante las degeneraciones
retinales con diversas etiologias que conducen finalmente a la muerte de los FR. Sin embargo,
las vias que conducen a esta muerte todavia no han sido claramente definidas. Nuestros
hallazgos evidencian la existencia de una novedosa via activada por la Cer en los FR para
desencadenar su muerte. Demostramos que, el tratamiento con C2Cer en una concentracion 10
UM durante 6 h, indujo la muerte selectiva de FR de retina en cultivo a través de una via
independiente de caspasas. Esta muerte involucré la generacién de ROS, activacion de PARP-1
con la consecuente acumulacion de los PAR, activacion de calpainas, la pérdida del potencial de
membrana mitocondrial y la translocacidon de AIF, que son las caracteristicas de una via de
muerte celular recientemente establecida, denominada parthanatos. Por lo tanto, nuestros
resultados sugieren que C2Cer provocé la muerte de los FR activando parthanatos como
mecanismo de muerte celular.

El conjunto de evidencias en modelos animales de diversas patologias retinianas
respalda el papel de la Cer como un mediador clave que desencadena la muerte de los FR. Los
niveles de Cer se incrementan en retinas de modelos animales con degeneracidn retinal; la Cer
se acumula durante la degeneracién de la retina en un modelo animal de retinitis pigmentosa,
y la inhibicién de su sintesis retrasa la muerte, tanto de los FR de tipo bastones como en los
conos, y preserva la funcion visual (Piano et al. 2013; Strettoi et al. 2010). El estrés luminico
induce la sintesis de novo de Cer y la degeneracion de la retina, proceso que cursa con la muerte
de los FR, mientras que la prevencion de esta sintesis protege la estructura y la funciéon de la
retina (Chen et al. 2013). La isquemia provoca un aumento en los niveles de Cer debido a la
activacion de la esfingomielinasa acida (ASMase, por sus siglas en inglés) y el dafio resultante a
la retina se reduce en ratones ASMase +/- (Fan et al., 2016); la Cer se acumula en las primeras
etapas durante la degeneracién de retinas de rata P23H-1 (Stiles et al. 2016). En un trabajo
anterior de nuestro laboratorio se establecié que el estrés oxidativo aumenta la sintesis de Cer
en neuronas de retina de rata en cultivo y que un tratamiento de 24 h con C2Cer 10 uM provoca
la muerte tanto de los FR como de las neuronas amacrinas (German et al. 2006). En este trabajo
de Tesis demostramos que los FR fueron mas sensibles que las neuronas amacrinas a la C2Cer;
un tratamiento de 6 h con C2Cer 10 uM indujo la muerte selectiva de los FR, mientras que las
neuronas amacrinas practicamente no se vieron afectadas. Esta selectividad nos permitio
investigar los mecanismos intracelulares implicados en la induccidon de la muerte de los FR
mediada por la Cer en cultivo. La C2Cer indujo una rapida vy significativa condensacién de la

cromatina y picnosis nuclear en los FR, y provocd la despolarizacion de la membrana
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mitocondrial. Ademads, la C2Cer promovié rapidamente la formacién de ROS en las neuronas,
siendo dicho aumento muy evidente en los FR. Multiples estudios han demostrado una estrecha
conexidn entre la muerte celular inducida por la Cer y la pérdida de la funcién mitocondrial. Un
trabajo previo del laboratorio demostrd que un tratamiento de 24 h con C2Cer conduce a la
despolarizacion mitocondrial en FR (German et al. 2006). La disfuncién mitocondrial esta
implicada en la muerte inducida por Cer de neuronas corticales y células de neuroblastoma
(Stoica et al.,, 2003; Kim et al., 2007). La Cer aumenta la permeabilidad de la membrana
mitocondrial, lo que lleva a la liberacién de proteinas mitocondriales pro-apoptdticas como el
citocromo ¢, Omi y AlF, y al colapso del potencial mitocondrial (Colombini 2010; Di Paola, Cocco,
and Lorusso 2000; Siskind et al. 2003; Siskind et al. 2002; Stoica et al. 2005). La Cer afecta a su
vez a la permeabilidad de la membrana mitocondrial de manera indirecta, promoviendo la
translocacion de Bax a las mitocondrias (Pettus et al., 2002; Bidére et al., 2003) o actuando
sinérgicamente con Bax para permeabilizar la membrana mitocondrial externa (Ganesan et al.
2010). Los primeros estudios realizados in vitro mostraron que la Cer inhibe el transporte de
electrones e induce la formacion de ROS en mitocondrias intactas; la C2Cer inhibe varios
complejos de la cadena respiratoria (Gudz et al. 1997; Di Paola et al. 2000) e incrementa la
produccidon de ROS (Garcia-Ruiz et al. 1997). Se ha demostrado recientemente que la C2Cer
aumenta la produccién de ROS en células de neuroblastoma (Fan et al., 2017).

La permeabilizacién de las mitocondrias es fundamental para la mayoria de las vias de
muerte celular programada. La activacidon de la via apoptdtica mitocondrial se asocia con
frecuencia a la muerte neuronal, e involucra la cascada caspasa-9 / caspasa-3 (Stoica et al., 2003;
Falluel-Morel et al., 2004). Las caspasas activadas son responsables de muchas de las
caracteristicas que generalmente definen la muerte celular apoptética, como la fragmentacion
del ADN detectada por la técnica de TUNEL, que depende de escisiones en el ADN realizadas por
una nucleasa activada por caspasas. Sin embargo, nuestra evidencia sugiere que la activacion de
las caspasas no estuvo involucrada en la muerte de los FR inducida por la C2Cer. El tratamiento
con la C2Cer no aumentd el numero de FR TUNEL positivos. A su vez, no se observé aumento en
la expresién de caspasa-3 clivada en los FR tratados con C2Cer, lo que implica que esta caspasa
no se activé con dicho tratamiento. Ademas, Zvad-fmk, un pan-inhibidor de caspasas, no fue
capaz de impedir la muerte de FR inducida por C2Cer. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren
qgue la Cer promovié la muerte de los FR a través de una via independiente de caspasas. La
participacién de las caspasas en la muerte de los FR parece ser dependiente de la edad y de la
enfermedad. Las caspasas intervienen en la apoptosis de los FR temprano durante el desarrollo,
in vivo e in vitro (Donovan and Cotter 2002; Donovan, Doonan, and Cotter 2006). Multiples

proteasas estan involucradas en la muerte de los FR en modelos animales de degeneracién de
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la retina. Las caspasas estan activas en ratones rd, modelo animal de retinitis pigmentosa (Lohr
et al. 2006), pero su inhibicién no previene la degeneracion de los FR (Yoshizawa et al. 2002).
Las vias independientes de las caspasas y otras proteasas distintas de las caspasas también
tienen un rol activo en la desaparicion de los FR durante la degeneracion de la retina (Donovan
et al., 2002; Lohr et al., 2006; Doonan et al., 2005). Por su parte, diferentes cistein-proteasas,
incluidas las caspasas, se activan durante la muerte de células tipo cono 661W inducida por la
Cer (Sanvicens and Cotter 2006).

La activacion de PARP-1 se ha convertido en la piedra angular de un modo distintivo de
muerte celular caspasa-independiente denominado parthanatos (Galluzzi et al., 2012; Andrabi
et al., 2008; Narne et al., 2017). PARP-1 juega roles opuestos en la funcion celular. Por un lado,
tiene un papel vital en la vigilancia y reparacién del dafio en el ADN, protegiendo las células
contra los factores estresantes genotodxicos (Hong, Dawson, and Dawson 2004; Schreiber et al.
2002). Paraddjicamente, un gran dafio del ADN conduce a una activacién excesiva de PARP-1
gue finalmente causa la muerte celular. La sobre-activacion de PARP-1 provoca la deplecidn de
NAD+ y la inhibicién de la glucdlisis, y el colapso energético resultante conduce a una necrosis
regulada (Andrabi et al. 2014; Ying, Garnier, and Swanson 2003). Esta activacién excesiva de
PARP-1 causa, a su vez, la formacidn masiva de polimeros PAR, con el consiguiente aumento de
la poli-ADP ribosilaciéon de proteinas (PAR-ilacion) (Narne et al. 2017) y la acumulacién de
polimeros PAR en las mitocondrias. Alli, los polimeros de PAR conducen a la despolarizacién de
la membrana mitocondrial a la vez que promueven la liberaciéon y posterior translocaciéon
nuclear del AIF (Wang et al.,, 2009; Baek et al., 2013). La inhibicion de PARP-1 fue
neuroprotectora para los FR. El pretratamiento con dos inhibidores selectivos de PARP-1, PJ34
y BYK204165 aumentd la viabilidad celular frente al tratamiento con la C2Cer; el PJ34 evité,
ademas, el aumento de la picnosis nuclear inducido por la C2Cer. El tratamiento con C2Cer
aumentdé la formacién de los polimeros de PAR. A través del analisis por Western Blot e
Inmunocitoquimica observamos un rapido aumento en los niveles de proteinas PAR-iladas en
los FR in cultivo tratados con la C2Cer. En conjunto, estos resultados implican que la C2Cer
induce una sobre-activaciéon de PARP-1 y que ésta conduce luego a la muerte de los FR. Se ha
demostrado que la inhibicién de PARP-1 mejora el dafio producido por isquemia-reperfusion en
la retina interna (Chiang and Lam 2000), que proporciona una neuroproteccion parcial frente a
la pérdida de las células ganglionares inducida por NMDA (Goebel and Winkler 2006) y que evita
la apoptosis de los FR inducida por la inyeccidon de N-metil-N-nitrosourea en ratas (Miki et al.
2007). El aumento de la actividad de PARP y la PAR-ilacion de proteinas estan presentes también

en las retinas de ratones rd1y rd2, modelos animales de degeneracion de la retina, y la inhibicion
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de PARP-1 aumenta la supervivencia de los FR en estas retinas (Paquet-Durand et al. 2007,
Sahaboglu et al. 2017, 2016).

Como se describié anteriormente, las Ceramidas actuan como arbitros de la muerte
celular. Si bien, la C2Cer es ampliamente utilizada en modelos in vitro dada su mejor solubilidad
y capacidad de difusidn a través de las membranas, las caracteristicas fisicoquimicas de este
esfingolipido, y por ende su accionar sobre la induccion de muerte, podrian distar de aquellas
Ceramidas naturales, de mayor longitud de cadena. El grupo de la Dra. Rotstein demostré
previamente que el estrés oxidativo incrementa la sintesis de [*H]C16-Ceramida y que dicho
incremento desencadena la muerte de los FR (German et al., 2006). Nos preguntamos entonces
si la adicion de C16Ceramida (C16Cer) induciria el mismo mecanismo de muerte que la C2Cer
sobre los FR en cultivo. Nuestros resultados demostraron que la C16Cer produjo una
disminucion en la viabilidad de los FR de manera concentracidon-dependiente, tras 6 h de
agregado y que la pre-incubacién con PJ34 1 uM, al igual que frente a C2Cer, también logré
rescatar significativamente a los FR. Estos hallazgos nos sugieren entonces que la induccién de
muerte mediada por Ceramidas naturales, como la Cl16Cer, involucra también la sobre-
activacion de PARP-1.

Nuestros resultados vinculan por primera vez a la muerte de FR inducida por la Cer con
la activacion de PARP-1 en estas células. Aunque varios trabajos han demostrado que la Cer
induce la escision de PARP-1 (Spinedi et al. 1998; Flowers et al. 2012; Kota et al. 2013; Xu et al.
2016), la muerte inducida por Cer solo se ha asociado con la activacién de PARP-1 seguida de la
acumulacién de PAR vy la liberacién de AIF en células de neuroblastoma (Czubowicz and
Strosznajder 2014). Por lo tanto, nuestros hallazgos apoyan la inclusién de la activaciéon de PARP-
1 entre los mecanismos de muerte celular desencadenados por Cer.

Nuestros resultados también evidenciaron que la activacion de PARP-1 provocada por
C2Cer condujo a la translocaciéon nuclear del AIF en FR. C2Cer estimulé la liberacién del AIF desde
las mitocondrias, aumentando su localizacién en nucleos de FR, y generando picnosis nuclear.
La inhibicion de PARP-1 impidié notablemente la translocacién nuclear de AIF, reduciendo la
picnosis nuclear. AIF es una flavoproteina con actividad oxidorreductasa bifuncional, que actua
como un secuestrador de ROS en la fosforilacién oxidativa y como una molécula apoptogénica.
Anclada a la membrana interna mitocondrial, esta proteina cumple entonces funciones vitales a
nivel bioenergético. Distintos dafios promueven su clivaje y liberacion al citosol seguida de su
translocacién al nucleo, donde induce la fragmentaciéon a gran escala del ADN vy la picnosis
nuclear (Susin et al. 1999; Otera et al. 2005). El AIF suele localizarse en los segmentos internos
de los FR, que contienen mitocondrias y reticulo endoplasmico (Sanges et al. 2006). Se sabe que

la sobre-activacion de PARP-1 promueve la liberacion de AIF desde las mitocondrias y su
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subsiguiente translocacién nuclear. Los polimeros de PAR, resultado de dicha sobre-activacién,
difunden desde el nucleo hasta las mitocondrias, donde se unen al AIF y promueven su
translocaciéon nuclear (Andrabi et al. 2006; Wang et al. 2011b, 2009; Yu et al. 2006b). El dafio
excitotdéxico induce la formacién de ROS, que causa dafio al ADN provocando una excesiva
activacion de PARP-1 y muerte celular mediada por AIF (Wang et al. 2009). De manera similar,
el aumento en los niveles de ROS en los FR inducido por la C2Cer podria causar daino al ADN,
promoviendo la sobre-activacion de PARP-1 y el consiguiente aumento en los polimeros PAR, lo
gue a su vez conduciria a la translocacidn del AIF observada, que originaria la posterior picnosis
nuclear de los FR (Figura 46). Por lo tanto, la activacion de PARP-1 y la translocacion de AlF
resultante podrian ser los eventos clave que desencadenan una cascada de muerte celular en
los FR, actuando como efectores de muerte independiente de caspasa.

Calpainas y catepsinas también han demostrado participar en la liberacién de AIF (Cao
et al. 2007; Polster et al. 2005; Yang et al. 2017). Las calpainas son cisteina proteasas
dependientes de calcio que pueden desencadenar vias de muerte celular independientes de las
caspasas. Tanto las calpainas como las catepsinas participan en la muerte de los FR después del
tratamiento con Cer o en la retina rd1 (Sanvicens et al., 2006; Lohr et al., 2006). La inhibicion de
la actividad de calpaina con ALLN y calpeptina redujo la muerte neuronal inducida por C2Cer,
disminuyendo la picnosis nuclear de los FR. La inhibicidn de calpaina con calpeptina también
disminuyd la translocacion nuclear del AIF. Esto sugiere que la C2Cer activaria a las calpainas
para inducir la muerte de los FR y esta activacién contribuyd a la translocacion de AlF. Por el
contrario, dos inhibidores de catepsina diferentes no mostraron ningun efecto protector. Cabe
destacar que ALLN, un inhibidor de proteasas de amplio espectro que inhibe calpainas,
catepsinas y el proteosoma (Czerwinski et al. 2015) fue mas eficaz que la calpeptina en la
preservacion de la viabilidad de los FR. Esto es consistente con reportes anteriores, que indican
que los inhibidores generales de proteasas son mas efectivos para evitar la liberacién de AIF que
aquellos inhibidores mds especificos (Yuste et al. 2005), y sugieren que varias cisteina-proteasas
podrian participar en el clivaje del AIF. Aunque no podemos descartar la participacién de otras
proteasas, nuestros datos respaldan la participacién de las calpainas en la liberacion de AlF y la
posterior muerte de los FR.

La activacidon secuencial de PARP-1 y calpainas juega un papel muy importante en la
muerte celular programada de tipo necrética (Moubarak et al. 2007). La evaluacién del efecto
del tratamiento combinado con un inhibidor de PARP-1 (PJ34) y de calpaina (calpeptina)
evidencid la misma proteccién que la de cualquiera de ellos por si mismo, sin ningun efecto

aditivo o sinérgico. Esto implica que, o PARP-1 se activa antes de la activacidn de calpaina o que
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tanto PARP-1 como calpaina comparten la misma ruta rio abajo que conduce a la muerte de los
FR (Figura 46).

La Cer ha sido reportada como participe en el inicio de la necroptosis y autofagia
(Scarlatti et al., 2004; Bailey et al., 2017), programas de muerte celular caspasa-independientes
en los que la activaciéon de PARP-1 también estaria implicada. La activacién secuencial de PARP-
1, calpainas y Bax puede desempeniar un papel en la necrosis programada (Moubarak et al. 2007)
y la activacién de PARP-1y la acumulacién de polimero PAR se han postulado como reguladores
de la necroptosis (Jouan-Lanhouet et al., 2012; Aredia & Scovassi, 2014). La necroptosis conduce
a la muerte celular con algunas de las caracteristicas morfoldgicas de la necrosis, como la
pérdida de la integridad de la membrana plasmatica, mediante |a activacién de un programa
orquestado por RIPK1/3 y generalmente inhibido por la necrostatina, inhibidor selectivo de
RIPK1 (Vandenabeele et al. 2010). Nuestros resultados evidencian que la C2Cer no indujo la
pérdida de la integridad de la membrana plasmadtica, seglin lo determinado por la ausencia de
liberacidn de LDH al medio de cultivo; ademads, la necrostatina no pudo preservar la viabilidad
de los FR, descartando de esta manera a la necrosis programada como un programa de muerte
celular activado por C2Cer en los FR en cultivo.

PARP-1 también se ha visto involucrada en la autofagia (Aredia and Scovassi 2014), que,
como dijera, generalmente actla como una via de proteccién, orientada a preservar la viabilidad
celular en situaciones de estrés como la falta de factores tréficos o de nutrientes. La autofagia
podria contribuir a la muerte de los FR inducida por C2Cer o tener un papel protector ante el
tratamiento con C2Cer. En este contexto, se ha demostrado un papel dual para PARP-1 en la
modulacion de parthanatos y la autofagia sobre el estrés oxidativo, activando tanto parthanatos
como una autofagia de tipo pro-supervivencia (Jiang et al. 2018). El pretratamiento con 3-MA y
Bafilomicina A1, que inhiben la formacién de autofagosomas y la fase tardia de la autofagia,
respectivamente, no previno ni aumentd la muerte de los FR in cultivo. Esto implica que la
autofagia no contribuyé a la muerte inducida por la C2Cer ni tuvo un papel protector frente al
tratamiento con C2Cer.

En conclusidn, nuestros resultados apoyan firmemente un novedoso mecanismo para la
muerte de los FR de la retina inducida por la Cer, que implicaria la sobre-activacién de PARP-1,
aumento de la formacién de PAR, activacion de calpainas, posterior liberacién del AIF de las
mitocondrias y degradacién del ADN, con picnosis nuclear. Incluso en ausencia de muerte de los
FR, los niveles elevados de Cer y PARP-1 pueden contribuir a acelerar o exacerbar la
neuroinflamacién (Morris et al. 2017). Por consiguiente, el hallazgo de esta via desencadenada
por la Cer puede ser relevante tanto desde la perspectiva de la patogénesis como en la busqueda

de dianas moleculares para tratar estas enfermedades.
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Figura 46. La C2Cer desencadena Parthanatos para inducir una rapida muerte de los fotorreceptores.

C2Cer induce disfuncion mitocondrial en los fotorreceptores, lo que incrementa la formacién de ROS, que dafian al ADN.
Este dafio provoca la activacion de PARP-1, promoviendo la polimerizacion de ADP-ribosa, dando como resultado la
sintesis excesiva de polimeros de PAR. Estos difunden hacia el citoplasma y de alli ingresan a las mitocondrias, donde
pueden afectar aun mas la permeabilizacién de la membrana mitocondrial, disminuyendo el potencial de membrana
mitocondrial (MMP) y causando la liberacion del AIF. Ademas, la C2Cer provoca la activacidn de calpainas, que también
contribuyen a la liberacion del AIF. El AIF luego se transloca al nucleo, generando la fragmentacion del ADN a gran escala
y condensacién de la cromatina, eventos que comprometen irreversiblemente la viabilidad de los fotorreceptores,

induciendo su muerte.
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CONCLUSIONES GENERALES

A continuacidn, se resumen los principales hallazgos de esta tesis doctoral.

» Capitulo I: en este apartado demostramos que:

o La S1P es una seiial clave en el proceso migratorio de las CGM.

o Tanto la S1P sintetizada endégenamente como la S1P agregada de manera exdgena,
estarian involucradas en la migracion glial.

o La S1P exdgena seiializa a través de su receptor S1P3, activando intracelularmente las

vias de ERK/MAPKy de PI3K.

Los resultados presentados en este capitulo de tesis sugieren un posible enfoque para el
tratamiento de las enfermedades proliferativas de la retina, consistente en el bloqueo de la
sintesis o la sefializacion de la S1P en este tejido.

Dichos resultados fueron publicados en la revista Investigative Ophthalmology & Visual

Science (IOVS):

Simén, M. V., Prado Spalm, F. H., Politi, L. E., & Rotstein, N. P. (2015). Sphingosine-1-
phosphate is a crucial signal for migration of retina Miiller glial cells. Investigative

Ophthalmology and Visual Science, 56(10), 5808-5815. https://doi.org/10.1167/iovs.14-16195.

» En el Capitulo Il demostramos que:

o La muerte de los FR inducida por la C2Cer seria de tipo caspasa-independiente.

o Esta muerte celular se caracteriza por generacién de nucleos picndticos con ausencia de
fragmentacién internucleosomal del ADN, y pérdida de funcionalidad mitocondrial, lo
cual conduce a un aumento en los niveles de ROS.

o Elaumento en los niveles de estrés oxidativo llevaria a la sobre-activacién de PARP-1.

o Lainhibicién de PARP-1y de calpainas protege a los FR de la muerte inducida por C2Cer.

o La inhibicién de PARP-1 protege también a los FR de la muerte inducida por una
ceramida natural, como la C16-Cer.

o El tratamiento con la C2Cer induce liberacién del AIF desde la mitocondria, y su

translocacioén al nucleo, explicando la picnosis nuclear observada.
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o Tanto la inhibicién de PARP-1 como de calpainas disminuye la translocacién nuclear del
AIF, sugiriendo que ambos participarian en su clivaje en la mitocondria.
o Todos estos eventos celulares condicen con el programa de muerte celular denominado

Parthanatosy sugieren que la Cer activaria Parthanatos para inducir la muerte de los FR.

La identificacion de este proceso de muerte de los FR constituye un hallazgo muy
relevante, ya que, si bien requiere de posteriores estudios utilizando modelos in vivo, ofrece la
identificacion de un nuevo blanco molecular en la bisqueda de tratamientos farmacolégicos

para las enfermedades neurodegenerativas que afectan a la retina.

Estos resultados fueron publicados en la revista Molecular Neurobiology:

Prado Spalm, F.H., Vera, M.S., Dibo, M.J., Simon M.V., Politi L.E., Rotstein N.P. Ceramide

Induces the Death of Retina Photoreceptors Through Activation of Parthanatos. Mol Neurobiol

(2018). https://doi.org/10.1007/s12035-018-1402-4.
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ABREVIATURAS

AC Anhidrasa carbénica

ACD Accidental Cell Death; muerte celular accidental

AlF Apoptosis Induction Factor; factor inductor de la apoptosis

ATG Autophagy-Related Genes; genes relacionados con la autofagia

BrdU Bromo-deoxiuridina

BrdUTP Bromo-deoxiuridina-trifosfato

BSA Bovine serum albumin; albumina sérica bovina

Cl6Cer C16-Ceramida

Cc1p Ceramida-1-fosfato

C2Cer C2-Ceramida

Cer Ceramida

CGM Células gliales de Miiller

CRALBP Cellular Retinaldehyde Binding Protein; Proteina unidora de retinaldehidos celulares
Crx Cone rod homeobox

DAPI 4’-6-diamino-2-fenilindol

DCF 2,7 -diclorofluoresceina

DHA Acido docosahexaenoico

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Medio Eagle modificado por Dulbecco
DMSO Dimetilsulféxido

EPR Epitelio pigmentado de la retina

ER Endoplasmic reticulum; reticulo endoplasmico

ERK Extracellular signal Regulated Kinase; Quinasas reguladas por sefales extracelulares
FR Fotorreceptores

GDNF Glial cell Derived Neurotrophic Factor; Factor neurotréfico derivado de la glia
GFAP Glial Fibrillary Acidic Protein; Proteina fibrilar acidica de la glia

GS Glutamina Sintetasa

IP loduro de Propidio

LDH Lactato Deshidrogenasa

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase; Proteina Quinasas Activadas por Mitdgenos

Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization;
MOMP Permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa
MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
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PAR Polimeros de Poli ADP-ribosa

PARP-1 Poli-ADP ribosil polimerasa-1

PBS Phosphate buffer saline; bufer fosfato salino

PCD Programmed Cell Death; muerte celular programada

PDR Retinopatia de tipo diabética

PF Paraformaldehido

PI3K Phosphatidylinositol 3-kinase; Fosfatidilinositol 3-quinasa

PVR Retinopatia vitreo-proliferativa

RCD Regulated Cell Death; muerte celular regulada

rd Retinal degeneration; degeneracidn retinal

rd1 Retinal degeneration 1; degeneracion retinal tipo 1

ROS Reactive Oxygen Species; especies reactivas de oxigeno
RT-PCR Reaccidn en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa
S.EM Error estandar de la media

S1P1 Receptor de S1P tipo 1

S1P2 Receptor de S1P tipo 2

S1P3 Receptor de S1P tipo 3

S1PR Receptores de S1P

SDS-PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio
Smase Esfingomielinasa

Sph Esfingosina

Sphk Esfingosina quinasa

SphK1 Esfingosina quinasa 1

Sphk2 Esfingosina quinasa-2

Sphki2 Inhibidor de esfingosina quinasa nimero 2

tdt Terminal Deoxynucleotide Transferase; transferasa de desoxinucleétido terminal

TUNEL Terminal Deoxynucleotide Transferase dUTP Nick End Labeling
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