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RESUMEN

Dentro de la estructura del ojo de los vertebrados, la retina es tal vez el
tejido que mas capta la atencién de los cientificos por ser el primer actor en la
recepcion y transmision del estimulo visual. La retina si bien forma parte de un
sentido periférico, posee gran cantidad de homologias con el Sistema Nervioso
Central. Esto provoca que los eventos y patologias asociadas a la retina
puedan, hasta cierto punto, relacionarse con las enfermedades
neurodegenerativas del cerebro mas dificiles de estudiar como son el mal de
Parkinson y la enfermedad de Alzheimer. En el caso particular de la retina,
existen dos enfermedades aun hoy incurables como son la Retinitis
Pigmentosa (RP) y la Degeneracion Macular asociada a la Edad (AMD, por sus
siglas en ingles). La muerte de las neuronas fotorreceptoras cumple un rol
fundamental en el desarrollo de estas enfermedades, que se basan en la
pérdida gradual y practicamente irreversible de la vision. En la retina, las
células gliales de Miuller proveen el sostén necesario para la estructura de la
misma. Se ha reportado que estas células expresan marcadores de células
madre por lo cual estan involucradas en la regeneracién de la retina ante un
eventual dafo. Existen ya terapias destinadas a estimular el desarrollo de
dichas células madre. Sin embargo, aln es necesario un mayor avance en la
busqueda de tratamientos destinados al mantenimiento y posterior
diferenciacion de las células regeneradas, evitando el proceso de muerte al que
estan expuestas. En otras palabras, evitar que las neuronas fotorreceptoras
sean sometidas al proceso de suicidio celular conocido en lineas generales

como Apoptosis. Dentro del enorme abanico de causas que pueden generar



apoptosis en una neurona, la falta de factores tréficos o de crecimiento es una
de ellas. Este trabajo de tesis busco revertir la muerte provocada por la falta de
factores troficos en un modelo de cultivo neuronal puro compuesto en su mayor
proporcion por neuronas fotorreceptoras. En la primera parte nos enfocamos en
estudiar el rol de la Melatonina como agente neuroprotector. Los resultados
apuntan a que la Melatonina resulta eficaz para disminuir el avance de la
apoptosis a dias avanzados en el desarrollo. Pudimos demostrar que el efecto
que la Melatonina ejerce especificamente en neuronas fotorreceptoras, esta
dado por la activacion de la via de sefalizacion de ERK/MAPK. Respecto a la
capacidad de la Melatonina de mantener la poblacion de neuronas
fotorreceptoras, no se vio un aumento en la expresion de proteinas del ciclo
visual. Por el contrario, se observé un aumento de la expresion génica del
factor de transcripcion CRX (Cone Rod Homeobox) que ayudaria a mantener el
fenotipo de neuronas fotorreceptoras a aquellas que hayan iniciado el proceso
de diferenciacion. Estos resultados sugieren que la Melatonina, podria ejercer
su accion protectora directamente en las neuronas fotorreceptoras, e
indirectamente, a través del estimulo de la poblacibn de neuronas que
acompafa a los fotorreceptores en el ciclo visual, como ser las células
amacrinas.

La segunda parte de este trabajo se enfoco en la caracterizacion de la
via de muerte por falta de factores tréficos. En ese sentido, la via de NO-
GAPDH-SIAH consiste en la translocacion a nucleo de la enzima GAPDH vy el
posterior desencadenamiento de la muerte celular. Comprobamos que
efectivamente en nuestro modelo se verifica la translocacion nuclear; y que al

pre-tratar los cultivos con un inhibidor selectivo de dicha translocacion se



recupera significativamente la perdida de la viabilidad en los cultivos
neuronales.

Los resultados de esta tesis por un lado enriquecen el conocimiento
sobre el rol de la Melatonina como agente neuroprotector en la retina. Por otro
lado contribuyen a esclarecer los mecanismos de muerte en las células de la
retina ante la falta de factores tréficos para poder, en un futuro, unificar su

tratamiento.



ABSTRACT

The retina is probably the most interesting tissue within the structure of
vertebrate eye, given its role as the first one in charge of receiving and
transmitting the visual stimuli. Even though the retina is part of a peripheral
sensory system, it shares many homologies with the Central Nervous System.
This allows correlating to some extent the pathologic events associated with the
retina with neurodegenerative illness more difficult to study such as Alzheimer’s
and Parkinson’s disease. There are two main disorders of the retina named
Retinitis Pigmentosa and Age-related Macular Degeneration. Those two
pathologies share a common trait which is the death of photoreceptor cells as
the main cause of gradual and irreversible loss of vision. In the retina, Miller
glial cells are in charge among other functions, to support and maintain the
structure of the retina. It has been reported for this cells the expression of stem
cell markers and the involvement on retina regeneration after damage. Even
though there are treatments nowadays that aim to stimulate Miller glia
development of their stem potential, treatments aiming to the maintenance and
ulterior differentiation of newly regenerated cells are just as important. The
general idea is to prevent newly generated photoreceptor cells to undergo cell
suicide, also known as Apoptosis. Within the large range of causes that can
trigger apoptosis on a neuron, the lack of growth factors is one of them. In this
thesis we aim to revert photoreceptor cell death induced by lack of growth
factors, on a model of pure neuronal cultures. On the first chapter we focused
on assessing the role of Melatonin as a neurotrophic factor. Results showed

that Melatonin is effective on slowing down the apoptotic pathway after 4 days



of development. We proved the involvement of Melatonin on the activation of
the ERK/MAPK pathway directly on photoreceptor cells. Regarding Melatonin
as a factor promoting neuronal differentiation, we could not observe an
overexpression of visual cycle proteins. On the other hand, we observed the
genetic overexpression of a transcription factor (Cone Rod Homeobox) which
will help maintain the phenotype of those neurons that started developing as
photoreceptors. Our results suggest that Melatonin could accomplish
neuroprotection by either acting directly on photoreceptor cells, or indirectly
through engaging the neurons that aid said cells on the visual cycle.

The second part of this thesis focuses on the characterization on the cell
death pathway caused by lack of trophic factors. On that matter, the NO-
GAPDH-SIAH pathway consist in nuclear translocation of the glycolytic enzyme
GAPDH followed by onset of neuronal death. We found that nuclear
translocation of GAPDH occurs in our model, and that by pre-treating cultures
with R-(-)-Deprenyl (a selective inhibitor for such translocation), we recovered
neuronal cultures from loss of cell viability.

The results shown on this thesis on one hand contribute to deepen the
knowledge of Melatonin as a neuroprotective agent in the retina. On the other
hand they shed light into the mechanisms involving neuronal death on lack of

trophic factors so we may, in the future, unify their treatment.

Certifico que fueron incluidos los cambios y correcciones sugeridas por

los jurados.
/ / TS

Dr. Alejandro R. Gentili
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ABREVIATURAS

BSA Bovine serum albumin; albimina sérica bovina.

BrdUTP: Bromodeoxiuridina trifosfato.

C2Cer: C2-Ceramida.

CRX: Cone rod homeobox.

DAPI: 4”,6-diamino-2-fenilindol.

Deprenyl: R-(-)-Deprenyl.

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Medio Eagle modificado por
Dulbecco.

DMSO: Dimetilsulféxido.

ERK: Extracellular signal Regulated Kinase; Quinasas reguladas por sefiales
extracelulares.

FR/s: Fotorreceptor/es.

GABA: y-aminobutyric acid; &cido Gamma-aminobutirico.

GAPDH: Gliceraldehido Fosfato Deshidrogenasa.

HBSS: Hank's Balanced Salt Solution.

HPRT: Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase; Hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferasa.

IP: loduro de Propidio.

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase; Proteina Quinasas Activadas por
Mitégenos.

MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio.

PARP-1: Poli-ADP ribosil polimerasa-1.

PBS: Phosphate buffer saline; bufer fosfato salino.
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PF: Paraformaldehido.

PN: Postnatal.

gRT-PCR: Reaccion en cadena cuantitativa de la polimerasa con transcriptasa
reversa.

RP: Retinitis Pigmentosa.

RAR: Receptor de Acido Retinoico.

ROR: Receptor huérfano relacionados con RAR.

SEM: Standard Error of the Mean; Error estandar de la media.

SIAH: Seven in absentia homolog.

SDS-PAGE: Electroforesis en geles de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio.
TUNEL: Terminal Deoxynucleotide Transferase dUTP Nick End Labeling.

TdT: terminal deoxynucleotidyl transferase; deoxinucleotidil transferasa

terminal.
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INTRODUCCION

Laretina

La retina es la capa mas interna del globo ocular que permite la
transformaciéon del estimulo luminico en un impulso nervioso para permitir la
vision. En los vertebrados se estructura en capas bien organizadas. Durante el
ciclo visual, la luz incide sobre las células del Epitelio Pigmentario y se refleja
hacia los discos membranosos de los segmentos externos de los
fotorreceptores cargados con proteinas fotosensibles. Los fotorreceptores se
clasifican segun la proteina visual que poseen. Es asi que pueden agruparse
en dos grandes grupos: conos y bastones. Estos Ultimos representan mas de
70% de la poblacion neuronal (Lu and Barnstable 2019) y se encuentran
distribuidos a lo largo de toda la retina a diferencia de los conos que suelen
encontrarse concentrados en una zona de la retina denominada fovea (Szél et
al. 1996). Las neuronas fotorreceptoras, o simplemente fotorreceptores (FRS),
se encargan de convertir la energia luminica en impulsos eléctricos en un
fenbmeno denominado fototransduccion. Estos impulsos eléctricos son
captados por las neuronas horizontales y bipolares, que a su vez realizan
conexiones con células amacrinas y ganglionares (Figura 1, modificada de
Eells (2019)). Los axones de estas ultimas son los que conforman el nervio
Optico que viaja hasta el I6bulo occipital del cerebro donde se encuentra la

corteza visual.
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Figura 1. Estructura de la retina de mamiferos. Modificada de Eells (2019)

La estructura de la retina se mantiene como tal gracias a las células de
sostén que conforman la poblacién de células gliales. Dentro de esta poblacién
son destacables las células gliales de Muller. La estructura funcional de estas
células es muy similar entre los vertebrados. A partir del soma central, surgen
dos procesos ramificados en ambas direcciones que envuelven practicamente
todos los elementos neuronales de la retina. Esto es esencial para la
transmision del impulso visual ya que las células de Miuller cumplen un rol
esencial en el metabolismo de los neurotransmisores secretados por las
neuronas. Los productos asociados al metabolismo del glutamato y el GABA

(dos neurotransmisores, excitador e inhibidor respectivamente), funcionan
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como elementos nutricionales para las neuronas a la vez que les provee de
defensa contra el estrés oxidativo. Fallas en el metabolismo del glutamato por
parte de la glia de Mdiller, derivard en neurotoxicidad (Reichenbach and
Bringmann 2010). En estas células, a su vez, se ha reportado la expresion de
marcadores de células madre (Beach, Wang, and Otteson 2017; Insua et al.
2008; Simon et al. 2012; Volonté et al. 2019). En vertebrados inferiores hay
evidencia de la presencia de células madre multipotenciales que tienen la
capacidad de regenerar las células perdidas por diversos tipos de dafio (Conte
et al. 2010; Lenkowski and Raymond 2014). En los vertebrados superiores la
capacidad de la glia de Miller de desdiferenciarse, y dividirse asimétricamente
generando progenitores neuronales, se conserva pero en un grado mucho
menor (Loffler et al. 2015). En este sentido, el mantenimiento de la poblacion
de estos progenitores representa una estrategia terapéutica para afrontar

enfermedades que se basan en la perdida de las neuronas diferenciadas.

Enfermedades neurodegenerativas de la retina

En las enfermedades neurodegenerativas como la Retinitis Pigmentosa
(RP) y la Degeneracion Macular asociada a la Edad (AMD, por las siglas en
inglés), las células afectadas son principalmente las neuronas fotorreceptoras.
En estas enfermedades, se observa una disminucion gradual e irreversible de
la capa de la retina conformada principalmente por los fotorreceptores. Esta es
una caracteristica que comparten entre ambas, pese a que la RP suele afectar
a personas muy jovenes, mientras que la AMD afecta a personas de edad

avanzada. Las causas que pueden derivar en una u otra son muy variadas y no
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presentan relacion entre si, pudiendo surgir a partir de factores genéticos o
bien ambientales como pueden ser el estrés oxidativo 0 mecanismos
inflamatorios (Dunaief et al. 2002; Portera-Cailliau et al. 1994). Cualquiera sea
el caso, en la actualidad estas enfermedades carecen de una cura definitiva,
por lo que el estudio de terapias que apunten a la regeneracion de la propia
retina son las que revisten el mayor interés por la comunidad cientifica. Para
esto, es necesario entender la fisiologia de la retina, no solo como unidad, sino
a partir de la respuesta de las células individuales ante los cambios en su

microambiente.

El modelo

Nuestro modelo de estudio, desarrollado por Politi, Lehar, and Adler,
(1988), se basa en el cultivo in vitro de las neuronas de retina en un medio
quimicamente definido, carente de suero, suplementado con gentamicina (50
mg/L), glutamina (2 mM), apo-transferrina (125 nM), putrescina (200 puM),
hidrocortisona (100 nM), progesterona (40 nM), citidina 5 -difosfocolina (2,56
mg/L) e insulina (1,6 pM). La principal ventaja de este medio de cultivo es que
salvo por la presencia de insulina que resulta vital para el mantenimiento de las
neuronas amacrinas (Politi et al. 2001), se encuentra libre de factores troficos
para las neuronas fotorreceptoras (Rotstein et al. 1996). Esto permite un
analisis donde practicamente la Unica variable es el agregado de los factores
para el estudio del crecimiento y/o diferenciacion de los FRs. Luego de la
diferenciacion, las neuronas maduras se reconocen por la expresion de las

proteinas del ciclo visual. En el caso de los fotorreceptores de tipo bastones,
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esta proteina se denomina Rodopsina (Kiser, Golczak, and Palczewski 2014).
Como se describe en trabajos de nuestro laboratorio (Garelli, Rotstein, and
Politi 2006; De Genaro et al. 2013), los cultivos neuronales puros son ricos
principalmente en fotorreceptores y neuronas amacrinas, y se obtienen a partir
de la diseccibn mecanica y enzimatica de retinas de ratas neonatas. Estos
cultivos celulares, en el momento de la siembra cuentan con una poblacion de
células redondeadas denominadas como progenitores, que expresan
marcadores de células multipotenciales (tales como Pax-6 y Nestina) y a partir
de las cuales se originan por mitosis y diferenciacion gran parte de las
neuronas sobre las cuales se hace el andlisis (Insua et al. 2003). Todos los
cultivos neuronales puros se realizaron a partir de ratas neonatas de cero a dos
dias Post-Natal (PN 0-2). El motivo de esta eleccién radica en los momentos de
mayor generacion del tipo celular de interés, siendo en este caso los
fotorreceptores de tipo baston (Figura 2, modificada de Cepko (2015)). La
figura muestra que entre los PN 0 a 2, las células progenitoras se diferencian
en su mayor medida en FRs. Las neuronas que para ese momento ya se
encuentran diferenciadas (ganglionares, horizontales, conos), no sobreviven al
proceso de diseccion mecanica y enzimatica de la retina para la obtencion de
los cultivos neuronales. Por otro lado, las neuronas bipolares representan

menos del 5% de las células totales en nuestro modelo (Rotstein et al. 2002).

21



Células gliales
de Miiller

Bipolares
Q Fotorreceptores (bastones)
Amacrinas

Fotorreceptores (Conos)

*‘——%‘ — Horizontales

J Ganglionares

| | | | | | | | |
E12 E14 E16 E18 0 P1 P3 P5 P7

Dia Embrionario Dia Postnatal

Figura 2. Periodos de génesis de los diferentes tipos celulares de la retina. Modificada de

Cepko (2015).

Tipos de muerte celular

Nuestro modelo aborda la via de muerte desencadenada por la falta de
factores tréficos. Esta ampliamente aceptado que la falta del estimulo
provocado por dichos factores actia como detonante de al menos la via
intrinseca de la apoptosis, que constituye el tipo mas conocido de muerte
celular programada (Elmore 2007). Los diferentes tipos de muerte celular se
suelen agrupar segun tres grandes mecanismos (Schweichel and Merker

1973):

Apoptosis
Se caracteriza por ser programada y controlada por vias de sefializacion.

Basicamente presenta disminucion del tamafio celular, y culmina con la
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fragmentacion del material genético y su posterior condensacién en un proceso

conocido como picnosis.

Autofagia

Es similar a la apoptosis en el sentido de que es controlada por la misma
célula, pero posee ciertas particularidades, como la de ser reversible en
algunos casos, y por la formacion de un complejo caracteristico conocido como
autofagosoma. A su vez se caracteriza por la expresion de marcadores

exclusivos de la via (Galluzzi et al. 2017).

Necrosis

No presenta similitudes con ninguna de los mecanismos anteriores, y
suele estar asociado a eventos no programados y ruptura de las células e
inmediata liberacion de su contenido al medio extracelular.

A pesar de esto, en los Ultimos afios esta clasificacion se ha ampliado
mas acorde a los mecanismos moleculares y de sefializaciébn que ocurren en
cada tipo celular. En la actualidad el enorme abanico de tipos de muerte celular
descriptos a la fecha se suelen describir como mecanismos de muerte celular
‘regulada” y oscila en sus caracteristicas entre los tres mecanismos arriba
mencionados en mayor o menor medida. A su vez se descubrié que estos
procesos estan intimamente relacionados al tipo celular estudiado (Galluzzi et
al. 2018). De los cerca de 20 tipos diferentes de muerte establecidos en dicho
trabajo por el Comité de Nomenclatura sobre Muerte Celular (NCCD, por sus
siglas en ingles), mencionamos solo dos que son los que mas se ajustan a este
trabajo de tesis.

El primero es el de la via intrinseca de la apoptosis que, como ya fuese

mencionado, entre sus causas se lista la falta de factores tréficos. Este se
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caracteriza por la despolarizacion de la membrana externa mitocondrial, lo que
permite la liberacion de moléculas pro-apoptéticas. Concluye con la presencia
de fragmentacion y posterior picnosis nuclear. Es importante destacar que en
los sistemas in vivo, la muerte celular se ve acomparfiada de la participacion del
sistema inmune, que en el caso de la apoptosis no genera respuesta
inflamatoria, pero si depende de la fagocitosis por parte de los macréfagos
(Green, Oguin, and Martinez 2016). In vitro, en cambio, la fase final de la
apoptosis suele ser sucedida por la ruptura de la membrana plasmética y la
adquisicion de una morfotipo necrético (necrosis secundaria) al no ser
fagocitadas por células circundantes (Berghe et al. 2010).

El segundo tipo de muerte neuronal a mencionar es el de Parthanatos.
Comprende una forma de muerte celular caracterizada por una hiperactivacion
de una proteina asociada a la reparaciéon del ADN denominada PARP-1. Esta
hiperactivacion ocurre a raiz de un nimero de eventos entre los que se destaca
la respuesta ante el estrés oxidativo. Este puede ser provocado por la
presencia en el medio extracelular de especies reactivas de nitrbgeno como
Oxido Nitrico (NO, por sus siglas en inglés) o bien por la liberacion de especies
reactivas de oxigeno desde dentro de las mitocondrias provocada por el
agregado de un agente externo como puede ser la C2-Ceramida. Trabajos
realizados en nuestro laboratorio con C2-Ceramida sugieren la activacion de la
via de Parthanatos en cultivos neuronales puros (Prado Spalm et al. 2019).

Existe una via adicional no tomada en cuenta en la actualidad por el
NCCD, pero que merece una seccion aparte para ser descripta, y es la via de

NO-GAPDH-SIAH.
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La viade muerte de NO-GAPDH-SIAH

En el citoplasma, la enzima Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) existe como una isoforma tetramérica compuesta por 4 subunidades
de 37 kDa, cada una con un grupo funcional de tipo tiol. Esta enzima cataliza la
conversion de Gliceraldehido-3-fosfato en 1,3-bifosfoglicerato en presencia de
NAD", generando como subproductos, ATP y NADH (Tristan et al. 2011).

Evolutivamente es una proteina muy conservada, utilizada comunmente
como housekeeping en técnicas de biologia molecular en diversos modelos de
cultivo celulares debido a no presentar variantes de splicing alternativo
(Ghalamfarsa 2015; Kosova, Khodyreva, and Lavrik 2017). En los
fotorreceptores particularmente, se la hallé anclada a la membrana plasmatica
de los segmentos externos (Hsu and Molday 1990), lo cual tiene sentido
considerando la alta tasa metabdlica de esa region de la célula, ya que es la
responsable de iniciar la cascada de fototransduccion en la retina in vivo.

Sin embargo, pocos afios después a la publicacion de Hsu y Molday,
comienza a asociarse a la GAPDH con otros eventos celulares distintos de la
via de la glucolisis (Mazzola and Sirover 2003). Incluso, se la comenzé a
asociar gradualmente con eventos caracteristicos de la apoptosis en distintos
modelos de cultivo celular (Chen et al. 1999; Ishitani et al. 1996; Sawa et al.
1997; Tristan et al. 2011).

Finalmente, en los ultimos afios se recopilaron todas las funciones que
se le atribuian a la GAPDH en diversos estudios, caracterizandola como la
proteina “Moonlighting” por excelencia. Esto ultimo refiere a la capacidad de

una proteina de ejercer distintas funciones sin que esté asociado un splicing
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alternativo del gen correspondiente. Lo que ocurre son cambios a nivel post-
traduccional (conservando asi su secuencia aminoacidica) los cuales pueden
generar cambios conformacionales en el sitio activo para Gliceraldehido-3-
fosfato. Esto le permite realizar diversas pero especificas funciones celulares,
dependiendo del tipo de modificacion post-traduccional (M. A. Sirover 2017).

La muerte en cultivos neuronales primarios ha sido asociada a un
aumento en la produccién de Oxido Nitrico. Dentro de las causas que generan
este aumento, la falta de factores troficos parece jugar un papel determinante
(Layton et al. 2005). A su vez, la exposiciéon de las neuronas de la retina a la
luz puede generar la S-Nitrosilacion de GAPDH ante la presencia de Oxido
Nitrico (Tooker and Vigh 2015).

Para completar la cascada de sefializacion, GAPDH experimenta la S-
Nitrosilacion de la Cisteina 152 perteneciente al sitio activo de la enzima, lo que
favorece la union a la proteina SIAH en el citoplasma que en condiciones
fisiolégicas es practicamente indetectable. SIAH 1/2 son las dos isoformas de
una proteina de la familia de las E3 ubiquitina ligasas; proteinas encargadas de
sefalizar con Ubiquitina otras moléculas para que sean degradadas por los
proteosomas (Hara et al. 2005).

El complejo NO-GAPDH-SIAH transloca al interior del ndcleo donde se
genera una maquinaria enzimatica estable que activa factores de transcripcion
como p53 que eventualmente generarian la apoptosis de la célula (W. G.
Tatton et al. 2000). El rol que cumple SIAH en esta via de muerte es la de
proveerle de un vehiculo a GAPDH ya que SIAH posee una secuencia de
localizacion nuclear necesaria para traspasar la membrana nuclear, de la cual

GAPDH carece (Hara and Snyder 2006). El éxito de esta via de muerte radica
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fuertemente en el balance entre el GAPDH nativo y el nitrosilado (SNO-

GAPDH) como ilustra la Figura 3, tomada de Hildebrandt et al. (2015).

py
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Figura 3: Via de NO-GAPDH-SIAH. Tomada de Hildebrandt et al. (2015)

Esquema de la via de NO-GAPDH-SIAH en la cual el Oxido Nitrico (NO) nitrosila a GAPDH, lo
que genera el cambio conformacional para que se una a SIAH, y poder translocar a nacleo. El
evento de Nitrosilacion puede ser blogueado mediante la interaccion de GAPDH con R-(-)-

Deprenyl.

El R-(-)-Deprenyl

También conocido como Selegilina, es un reconocido inhibidor de la
Mono amino oxidasa-B (MAO-B), una enzima anclada a la membrana externa
mitocondrial involucrada en el metabolismo de ciertos neurotransmisores del
SNC como la Dopamina. Por esto es que se lo suele usar como terapia ante la
enfermedad de Parkinson y patologias derivadas (Riederer and Laux 2011;

Szoko et al. 2018)
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Poco después de su descubrimiento en 1965, el andlisis de los
enantibmeros revelo el isbmero D poseia 1/150 de la capacidad de inhibir la
MAO-B respecto al isomero L. Tal es asi que comenzo6 a utilizarse como L-
Deprenyl, también encontrado como R-(-)-Deprenyl en la literatura, o
simplemente Selegilina (Gerlach, Riederer, and Youdim 1992). Trabajos
publicados posteriormente demostraron una asociacion del Deprenyl con el
mantenimiento de la viabilidad celular en modelos en los que la MAO no se
encontraba desregulada (Semkova et al. 1996; G. Tatton et al. 1996; W. Tatton,
Chalmers-Redman, and Tatton 2003; W. G. Tatton et al. 1994)

El Deprenyl estructuralmente es una propargilamina que posee un gran
abanico de propiedades. Dentro de la célula resulta una molécula muy versatil
ya que segun las rutas metabdlicas (Figura 4), puede ejercer una gran cantidad
de funciones. A su vez, se ha demostrado que el grupo propargilo es el
encargado de actuar en relaciéon a la neuroproteccion (Magyar et al. 2006;

Magyar 2011).
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Figura 4. Metabolismo del Deprenyl. Modificado de Magyar et al. (2006).

El mecanismo de accién en la via apoptética de NO-GAPDH-SIAH

consiste en la union del Deprenyl a GAPDH en la posicion del sitio activo para
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Gliceraldehido-3-fosfato. Esto evita el cambio conformacional provocado por el
NO y la posterior union de SIAH, lo cual prevendria la translocacion a nacleo y

en Ultima instancia, la apoptosis (Hara et al. 2006; W. G. Tatton et al. 2000).

La Melatonina

Es una indolamina encontrada de forma ubicua en la naturaleza, y que
representa una de los mecanismos de sefalizacibn mas antiguos que se
conocen. Ha sido identificada en bacterias, invertebrados, eucariotas
unicelulares e incluso plantas (Hardeland and Poeggeler 2003). En los
vertebrados es secretada principalmente en la glandula pineal, sin embargo se
han asociado otros sitios de sintesis incluyendo la retina (Tosini and Menaker
1998). La sintesis ocurre a partir del aminoacido Triptofano, que es convertido
en Serotonina por una reaccién enzimatica de 2 pasos. Esta es acetilada y

convertida posteriormente en Melatonina (Figura 5).

HO H:C—q
HN
= —_ > NH, —> —>
| |
H,N ° N HN HNTCHB
|._|
OH 0
Triptofano Serotonina Melatonina

Figura 5: Sintesis de la Melatonina.

Dentro de los diversos procesos fisiologicos entre los que se ve
involucrada, pueden mencionarse el control de los ritmos circadianos

(Armstrong 1989; Zisapel 2001), la regulacion de la presion sanguinea (Doolen
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et al. 1998; Scheer et al. 2004), la funcionalidad del sistema inmune (Carrillo-
Vico et al. 2005; Guerrero and Reiter 2002) y detoxificacion ante radicales
libres (Reiter, Tan, and Maldonado 2005). De todos estos procesos, es
destacable la regulacién de los ritmos circadianos. Estos constituyen una serie
de mecanismos moleculares sincronizados que regulan practicamente todas
las funciones del organismo, los cuales estan regulados principalmente por la
Melatonina secretada por la glandula pineal (Gaspar et al. 2019).

Si bien la glandula pineal es la principal productora de esta hormona, su
sintesis ha sido comprobada en la retina de vertebrados, siendo los
fotorreceptores las células encargadas de sintetizarla a partir del aminoacido
triptofano (Wiechmann and Sherry 2013). La relacion entre las neuronas
fotorreceptoras secretoras de Melatonina y las neuronas amacrinas secretoras
de Dopamina, constituye el ritmo circadiano por el que se rigen una gran
cantidad de procesos en la retina (Tosini et al. 2008).

La Melatonina esta fuertemente asociada a su capacidad antioxidante;
debido a esto, la proteccion ejercida en los distintos modelos celulares se
refiere habitualmente al secuestro de las especies reactivas de Oxigeno
(Mercau et al. 2019; Reiter et al. 2000, 2003; Rodriguez et al. 2004). Sin
embargo, en los ultimos afios se ha dado mas preponderancia al rol en las
diferentes vias de sefalizacion (Jockers et al. 2016; Tocharus et al. 2014;
Tosini et al. 2014). Dentro de los mecanismos de accion por los que actua, los
mas conocidos son los que involucran la sefializacion a través de los
receptores de membrana encontrados en vertebrados mamiferos denominados
MT1 y MT2. Estos funcionan como receptores acoplados a proteina G con sus

caracteristicos 7 segmentos transmembrana y que tienen la capacidad de
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activar proteinas quinasa como la A o la C asi como otras enzimas corriente
abajo (Hardeland 2009).

Sin embargo, la Melatonina no solo ejerce sus mecanismos de accion
mediante la union a los receptores de membrana. Respecto a la capacidad de
poder atravesar por difusion simple la membrana plasmatica de las células, en
los ultimos afios se analizé la permeabilidad de la Melatonina como molécula
neutra, arrojando resultados de afinidad alta por este mecanismo (Yu et al.
2016). Esto cobra relevancia al relacionarlo a los trabajos de Carlberg and
Wiesenberg (1995); Pandi-perumal et al. (2008), y Wiesenberg et al. (1995) que
seflalan a la Melatonina como un ligando de una familia de receptores
nucleares, mas especificamente el “receptor huérfano relacionado con el
receptor de acido retinoico de tipo beta” (ROR-B). Estos receptores suelen
actuar como factores de transcripcion que promueven la viabilidad celular
(Dyall, Michael, and Michael-Titus 2010), lo que podria sugerir que la
Melatonina ejerceria su funcion protectora actuando como ligando de dichos
receptores, ademas de las vias ya conocidas de MT1, MT2 y sus homo y
heterodimeros.

En nuestro laboratorio se ha demostrado que los mecanismos de accion
del acido Docosahexaenoico y otros factores de proteccion activan la via de
ERK/MAPK (German et al. 2006; Insua et al. 2003; Politi, Rotstein, and Carri
2001), por lo que no seria extrafio que los mecanismos de supervivencia sean

conservados aun cuando se trate de la activacion por moléculas diferentes.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

De acuerdo a los antecedentes planteados, proponemos el desarrollo de
este trabajo de tesis en dos capitulos. La hipotesis del primer capitulo propone
que la Melatonina tiene un efecto neuroprotector ante la apoptosis de los
fotorreceptores en cultivo.

El segundo capitulo propone que la via de NO-GAPDH-SIAH esta
involucrada en la muerte neuronal ante la falta de factores tréficos.

Por lo expuesto, los objetivos planteados son:

e Estudiar el efecto de la incubacion con Melatonina sobre la
apoptosis en neuronas fotorreceptoras en cultivo.
e Evidenciar la via apoptética responsable de la muerte de neuronas

por falta de factores troficos.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron crias neonatas de ratas pertenecientes a la cepa Albino
Wistar criadas en nuestra propia colonia en el bioterio del INIBIBB. Los
animales se mantuvieron en condiciones de temperatura controladas en un
ciclo de 12h luz/oscuridad y alimentados ad libitum. Para los distintos
experimentos se tomaron ejemplares de dia Post-Natal (PN) 0 a 2. Todos los
procedimientos de manipulacién 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
investigaciéon Oftalmoldgica y de la visién. Los protocolos utilizados contaron
con la aprobacion del Comité Institucional para el Cuidado de Animales de

Experimentacion (CICUAE) de la UNS.

Obtencion de cultivos neuronales puros

Se obtuvieron cultivos primarios neuronales puros de retina de rata
segun la metodologia previamente descripta por Rotstein et al. (1996). Se
enuclearon los ojos con tijeras de punta curva, y se procedio a la diseccion de
las retinas bajo lupa en solucién de Hanks libre de Calcio y Magnesio (HBSS;
Sigma #14170). Posteriormente, se disociaron enzimaticamente mediante la
incubacion con tripsina (0,25% en HBSS por 12,5 min a 36°C). Luego de la
incubacion, se retird el volumen y se incubd 2 min con inhibidor de tripsina

0,25% en HBSS (Sigma #T6522). Finalmente las células fueron lavadas y
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disociadas mecanicamente hasta obtener una suspension homogénea en el
medio quimicamente definido para favorecer el desarrollo de neuronas (Politi,
Lehar, and Adler 1988).

La siembra se realiz6 en placas de cultivo de 35 o 60mm de diametro, o
bien en placas Multiwell de 24 pocillos (todas de Greiner Bio-One) segun el
disefio experimental. En todos los casos, se pre-trataron las capsulas con Poli-
L-Ornitina 0,1mg/mL (Sigma, #P4538) durante 24h para favorecer la adhesion
de las neuronas al sustrato. Posteriormente, las capsulas se lavaron con HBSS
e incubaron por 12h con medio condicionado de células de Schwann al 25% en
DMEM obtenido a partir de una linea de células tumorales de retinoblastoma,
RN22 (Adler 1982). Este pre-tratamiento ayuda al desarrollo de neuritas en las
neuronas en cultivo. Luego del pre-tratamiento, las capsulas se lavaron 2 veces
con Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM). Todos los cultivos fueron
incubados a 36,5°C en una atmosfera humidificada controlada de 95% aire, 5%
CO,. A partir del momento de la siembra se comienzan a contar los Dias in

Vitro (DIV).

Tratamientos

Viabilidad celular

Para el analisis de viabilidad, los cultivos neuronales puros fueron
sembrados en capsulas de 35 mm a una densidad aproximada de 60000
células por cm?. Se realizé ensayo de MTT 2h luego de la siembra (DIVO0), 24h

(DIV1), 48h (DIV2), 96h (DIV4), y 144h (DIV6) post-siembra respectivamente.
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Adicion de Melatoninay Deprenyl

Para el andlisis de la concentracion efectiva de Melatonina (Sigma
#M5250) o R-(-)-Deprenyl (Santa Cruz Biotechnology, sc-200742), los cultivos
neuronales se sembraron en Multiwell de 24 pocillos y se asigné a cada pocillo
por triplicado cada una de las concentraciones indicadas. La Melatonina [40pM,
20nM, 40nM, 100nM o 40uM] fue adicionada al cultivo 24h después de la
siembra, mientras que el Deprenyl [1pM, 1nM o 1uM], como maximo 2h
después de la misma. Cuando los cultivos llegaban al Dia In Vitro deseado, se
realizd el ensayo de MTT para el analisis de la viabilidad celular, o bien la
fijacion por las técnicas de inmunocitoquimica para el analisis de las

estructuras deseadas.

Implicancia de la via de ERK/MAPK

Se evalud la expresion de p-ERK en cultivos neuronales tratados con
Melatonina 40nM por 15min, 30min, o 1h a DIV4. Posteriormente, los cultivos
fueron analizados por la técnica de Western Blot (Laemmli 1970). Para el
analisis de dicha expresion en neuronas fotorreceptoras, previo al agregado de
la Melatonina (aproximadamente 16h antes), los cultivos fueron pre-tratados
con acido kainico 0,25mM, un agente selectivo para eliminar las neuronas
amacrinas (Abrams, Politi, and Adler 1989). La condicion control se calculd
como un promedio de todos los controles (vehiculo de la droga) a los distintos
tiempos de incubacién. Dicho promedio fue referido a un valor arbitrario de
100% para evaluar porcentaje de variacion entre las condiciones con

Melatonina.
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En el experimento para evaluar el papel de la Melatonina ante el bloqueo
de la via de ERK/MAPK, los cultivos fueron pre-tratados con U0126 (Inhibidor
de MEK; Enzo Life Sciences #BML-EI282) 10pM en DMSO 1h antes del

agregado de la Melatonina 40nM por 30min.

Deprenyl como inhibidor de la translocacion de GAPDH a nucleo

En el caso del Deprenyl, para evaluar su eficacia en el bloqueo de la
translocacion de GAPDH a nucleo en nuestro modelo, se incub6 a una
concentracion de 1pM, 2h posteriores a la siembra. Los cultivos se fijaron para

inmunocitoquimica contra GAPDH a las 24h post-siembra.

Deprenyl como neuroprotector ante la falta de factores tréficos

El experimento para la eficacia del Deprenyl ante la muerte en cultivos
neuronales deprivados de insulina se realiz6 como se describe a continuacion.
Las capsulas de 35mm fueron preparadas con la mitad de su volumen final
conteniendo el medio neuronal quimicamente definido ya mencionado. La
insulina 1,6 puM fue suplementada a las condiciones experimentales que lo
requieran. La diseccion se realiz0 siguiendo el protocolo descripto
anteriormente (Rotstein et al. 1996), salvo por la resuspension y posterior
siembra que fue realizada en medio neuronal sin insulina. Como resultado, las
células de los cultivos neuronales rotulados “sINS” nunca son expuestas a
dicho factor. EI Deprenyl se adicion0 a una concentracion de 1pM, 2h

posteriores a la siembra.
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Deprenyl como neuroprotector ante el agregado de Ceramida exdgena

Los cultivos neuronales a DIV3 fueron incubados con C2-Ceramida (C2-
Cer; Sigma #A7191) por 6h a una concentracion final de 10uM. Los cultivos
fueron a su vez pre-tratados con soluciones 1uM, 1nM o 1pM de Deprenyl 1h
antes del agregado de la Ceramida. Finalizadas las 6h de incubacion, se
realizd6 el ensayo de MTT para el analisis de la viabilidad celular. Las
condiciones denominadas “control” refieren a los cultivos suplementados con la

misma concentracion de vehiculo (Etanol 0,04%).

Ensayo de MTT

Se adicion6 el reactivo de MTT (Sigma #M2128) a las capsulas de
cultivo en una concentracion final de 0,5 mg/mL y se incub6 a 36,5°C durante
90 minutos. Cumplido el tiempo de incubacion se descartd el medio de cultivo y
las células fueron expuestas a un buffer de lisis (10% Triton x-100 y 0,01 N de
HCI en Isopropanol). Luego de 15 minutos, se cuantificd colorimétricamente la
diferencia entre la absorbancia a 570nm y a 650nm (Mosmann 1983) en un
espectrofotometro (Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific). La viabilidad
celular se calcul6 como porcentaje referida a la absorbancia media de la
condicion control, a la cual se le asigno un valor de viabilidad de referencia del

100%.

Ensayo de loduro de Propidio (IP)

Para el andlisis de la viabilidad celular se adicion6 al medio de cultivo
una solucion de IP (Sigma #P4170) en buffer fosfato salino (PBS, por sus siglas
en inglés) a una concentracion final de 25 pM en cada capsula. Se incubo
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durante 20 minutos a 36,5°C previo a la inmediata fijacion con
Paraformaldehido (PF) 2% en PBS por media hora a Temperatura ambiente.
Posteriormente, se lavaron las capsulas 3 veces con PBS, se incubaron con la
sonda nuclear DAPI por 7 minutos (1pg/mL; Invitrogen #D3571), se lavaron 3
veces y se montaron con cubreobjetos en liquido de montaje (Glicerol 95% v/v
en PBS) para la observacion por microscopia Optica. Las neuronas positivas
para la marcacion con IP se las consideré en un estado avanzado de muerte

celular.

Técnicas de inmunocitoquimica

Los cultivos neuronales fueron fijados con PF 2% (Sigma #158127) en
PBS por una hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se permeabilizaron
las células con Triton-X100 0,1% por 15 minutos. Luego de 3 lavados con PBS
se procedio a la incubacion con una solucion 1% de Albumina Sérica Bovina
(BSA, por sus siglas en inglés) en PBS para bloquear los sitios que pudieran
generar sefial inespecifica que afecte el analisis. Las técnicas de
inmunocitoquimica utilizadas en este trabajo de tesis fueron empleadas para el
analisis de estructuras celulares mediante el método de fluorescencia indirecta.
Los anticuerpos primarios fueron incubados a 4°C durante toda la noche en
diluciones en PBS del rango de 1:50 para Rho4D2 (Cedido por el Dr. RS
Molday); 1:50 para MellA/B-R (Santa Cruz Biotechnology sc-398788); 1:100
para HPC-1 (Sigma #S0664); 1:800 para CRX (Cedido por Dr. Cheryl Craft);
1:100 para GAPDH (Cell Signaling Technology #2118). Luego de 3 lavados con

PBS, los anticuerpos secundarios Cy2 o Cy3 anti-ratbn o anti-conejo segun el
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caso (Jackson ImmunoResearch), se incubaron por 1h a Temperatura
ambiente en una concentracion 1:200 en PBS.

Luego de 3 lavados con PBS, las sondas nucleares se incubaron por 7
minutos a temperatura ambiente en concentraciones de 1ug/ml para DAPI
(Invitrogen #D3571) y 2uM para TOPRO-3. Por dltimo, se montaron las
capsulas para microscopia con liqguido de montaje. Las neuronas que
evidenciaron nucleos fragmentados o picnéticos ante la marcacién con las

sondas DAPI o TOPRO, se consideraron apoptéticas.

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). Los cultivos neuronales fueron fijados con PF 2% durante
15 minutos e inmediatamente almacenados en etanol 70% durante un minimo
de 72h a -20°C. Las células fueron luego lavadas 3 veces durante 5 minutos
con PBS a temperatura ambiente y posteriormente pre-incubadas con Buffer de
la enzima TdT por 15 minutos. Luego fueron incubadas con la mezcla de
reaccion (0,05 mM BrdUTP y 0,3 U/ul de enzima TdT recombinante en Buffer
TdT) durante 1 hora en incubador. La reaccién fue frenada por agregado del
buffer stop (300 mM NaCl, 30 mM citrato de sodio, pH 7,4) a temperatura
ambiente.

Los controles negativos fueron realizados omitiendo la enzima TdT. Esta
enzima cataliza la unién del nucle6tido BrdUTP al ADN en el sitio

correspondiente a la Timina. De esta manera, se detectd la fragmentacion
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internucleosomal del ADN por inmunocitoquimica. Las células con nucleos

positivos para la marcacion de TUNEL se consideran apoptoticas.

Microscopiay andlisis de imagenes

La sefial obtenida con las técnicas inmunocitoquimicas fue registrada
mediante microscopia de contraste de fase y epifluorescencia utilizando un
microscopio Nikon Eclipse E600, acoplado a un condensador para contraste de
fase de campo claro y a un equipo de epifluorescencia (Y-FL). Las imagenes
fueron obtenidas con una camara Amscope (MU1403) y analizadas con el
software ImageJ (http:/rsb.info.nih.gov/ij). También cuando se indique, se utilizd
un microscopio confocal de barrido laser (Laser Scanning Confocal Microscope,
LSCM) Leica DMIRE Sp2 con objetivo de 63X de inmersion en agua. Las
imagenes fueron adquiridas y procesadas con el software LCS (Leica).

Los FRs se identificaron por su morfologia esférica con un cuerpo celular
oscuro y pequefio de entre 5y 10 micras, tipicamente con un axén corto que
remata en un pie sinaptico; y mediante la expresion del factor de transcripcion
Cone Rod Homeobox (CRX). La marcacion positiva para CRX es el marcador
por excelencia que sefiala que una célula inicio la ruta de diferenciacion hacia
neurona fotorreceptora (Bibb et al. 2001; Furukawa, Morrow, and Cepko 1997;
Garelli, Rotstein, and Politi 2006; Rath et al. 2007).

Las neuronas amacrinas se reconocieron por ser levemente mas
grandes (entre 10 y 15 micras), con un cuerpo celular piriforme flanqueado por
varias neuritas y mediante la inmunomarcacién positiva con el anticuerpo HPC-
1 especifico para el reconocimiento de la proteina Sintaxina-1 que funciona

como pan-marcador de neuronas amacrinas (Inoue and Akagawa 1993).
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Western Blot

Se sembraron cultivos neuronales puros conteniendo la misma relacion
de células por superficie (60000 células/cm?) en capsulas de cultivo de 60mm.
Los cultivos celulares, fueron lavados con PBS a 4°C con inhibidores de
fosfatasas [10 mM NaF, 1 mM NasVO,]. El buffer en estas condiciones inhibe la
actividad de las fosfatasas y conserva el estado fosforilado de las proteinas de
interés (Walker 2009). Las capsulas con los cultivos celulares fueron raspadas
mecanicamente con espatula en 100 ul de Buffer de Lisis RIPA [10mM tris HCL
(pH 7,4) 15mM NaCl, 5mM NaF, 1 mM NazVO,, 1% Triton X-100] con una
dilucién 1:100 de inhibidor de proteasas (Sigma #P8340). Las muestras se
incubaron en hielo por 30 minutos con agitacion en vortex cada 10 minutos.
Luego se centrifugaron a 14000g durante 15 minutos a 4°C.

A partir del sobrenadante, se cuantificaron las proteinas totales en
solucion segun la técnica descripta por Bradford (1976). Los extractos proteicos
fueron disueltos en buffer Laemmli [Tris 6 mM pH 6,8, SDS 2%, azul de
bromofenol 0,002%, glicerol 20% y B-mercaptoetanol 5%] a 95°C durante 5
min. Se sembraron 30 ug de proteinas en cada calle de un gel de poliacrilamida
segun el método SDS-PAGE (Laemmli 1970).

La corrida electroforética se realiz6 en un sistema Mini-PROTEAN®
Tetra Vertical Electrophoresis Cell de BioRad. Las proteinas se identificaron
utilizando un marcador de peso molecular de 10 a 250 kDa (Precision Plus
Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards - BioRad #1610375).

La transferencia se realiz6 en una membrana de PVDF (Immobilon®-P, 0,45
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pm). Las membranas, fueron lavadas con PBS-Tween 20 [0,05%], 10mM NaF,
1 mM NazgVOa,.

El bloqueo se realiz6 con BSA 5% en PBS-Tween 20 [0,05%]. Los
anticuerpos primarios se incubaron durante la noche con agitacion continua a
4°C en concentraciones de 1:1000 segun las indicaciones del fabricante: p-
ERK (Santa Cruz Biotechnology sc-7383); ERK 1/2 (Cell Signaling Technology
#9102); GAPDH (Cell Signaling Technology #2118). Como anticuerpos
secundarios se utilizaron anti-ratbn o anti-conejo conjugados con enzimas
peroxidasas de rabano (HRP) incubados en una concentracion 1:1000 durante
1h a temperatura ambiente. La quimioluminiscencia fue generada utilizando
una solucién de deteccién [Luminol 2,7mM; 4-lodofenol 0,175mM; Tris-base
100Nm pH 8; H20, 0,02 % (v/v)]. El Luminol y el 4-lodofenol se obtuvieron de la
empresa Sigma (#A8511 y #110201 respectivamente).

La sefial se detectd mediante el uso de placas fotograficas (Amersham
HyperfiimTM ECL, GE Healthcare). La densitometria Optica de las bandas fue

cuantificada con el software ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/).

gRT-PCR

La técnica de la reaccién en cadena cuantitativa de la polimerasa en
tiempo real se utiliz6 para evaluar la expresion de los genes de rodopsina
respecto a crx, utlizando la enzima HPRT como gen Housekeeping. La
Melatonina fue adicionada a los cultivos 24h después de la siembra, y el
andalisis realizado a DIV6.

Brevemente, se extrajo el ARNm de cultivos celulares y se cuantifico por

espectrofotometria segun el protocolo del reactivo Quick-Zol (Kalium
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Technologies). A continuacion se parti6 de 1 pg de ARNm para obtener una
concentracion de 40 ng/ul de ADNc mediante la incubacién con una
transcriptasa reversa, random primers, dNTPs e inhibidor de ARNasas segun
las indicaciones del fabricante (Thermo Scientific #EP0441). Por dltimo, se
sigui6 el protocolo del kit FastStart Essential DNA Green Master (Roche) para
cuantificar la intercalacion del colorante SYBR Green | en los amplicones
obtenidos.

La reaccioén se llevo a cabo en un termociclador Rotor Gene 6000 y el
andlisis de los datos se realiz6 con el software Rotor-Gene 1.7.87. Para la
cuantificacion se utilizé el método del Ct, definido como el numero de ciclos
necesarios para que la sefal fluorescente sobrepase el umbral de deteccion.
Primers utilizados:

Rodopsina Forward: 5° CACCCTTGGAGGTGAAATCGG 3;
Rodopsina Reverse: 5 TGATTCTCCCCAAAGCGGAA 3’
CRX F: 5 ACCCAGTACCCGGATGTGTA 33

CRX R: 5 GCCCTGCGATTCTTGAACCA 3’

HPRT F: 5 CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC 3’

HPRT R: 5 GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC 3'.

Andlisis estadistico

En los analisis por inmunocitoquimica, para cada condicion se analizaron
un total de 5 campos por duplicado conteniendo un promedio de 100 células
cada uno. Los gréficos representan la media de al menos dos experimentos
independientes (N=2) con su respectivo error estandar de la media (SEM). En

el caso de tratarse de un Unico experimento, se muestra la media de cada

43



condicién con su respectivo desvio estandar (SD). El analisis estadistico se
realiz6 mediante ANOVA simple con test de comparacion de Dunnett o Tukey
(en caso de mudltiples condiciones), ANOVA doble con test de comparacion de
Bonferroni, o bien utilizando la prueba “t” de Student (t-Student) a dos colas
(cuando se evaluaron solo dos condiciones). En ambos casos, un asterisco (*)
corresponde a una significancia estadistica con un p<0,05; (**) corresponde a
un p<0,01 y (***) a un p<0,001. Las condiciones control, refieren a la mayor
concentracion utilizada de Etanol absoluto (correspondiente al vehiculo) para

Melatonina y Deprenyl, siempre menor a 0,1% (v/v).
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CAPITULO I:

ROL DE LA MELATONINA COMO
FACTOR DE SUPERVIVENCIA Y
DIFERENCIACION EN NEURONAS
FOTORRECEPTORAS
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RESULTADOS

Caracterizacion neuronal

Primeramente se realizé la identificacion de las neuronas de interés
mediante la inmunomarcacién con los anticuerpos especificos para cada una.

La figura 6B muestra la co-marcacion entre el anticuerpo anti-CRX y la
sonda DAPI en cultivos neuronales en el cuarto dia de desarrollo (Dia in Vitro
4: DIV4) evidenciando la mayoria de las neuronas con un fenotipo concordante
con el de neuronas fotorreceptoras.

La figura 6D muestra la co-marcacion entre el anticuerpo HPC-1 con la
sonda DAPI en estos mismos cultivos para evidenciar las presencia de

neuronas amacrinas.
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Sintaxina /

Figura 6: Caracterizacion de cultivos neuronales puros para fotorreceptores y neuronas
amacrinas.

Cultivos neuronales puros 4 dias después de la siembra (Dia In Vitro 4: DIV4). A) y C)
representan microfotografias por microscopia de contraste de fase. B) y D) representan
microfotografias de fluorescencia para la co-marcacién con el anticuerpo anti-CRX (rojo) o anti-
sintaxina (verde) respectivamente y la sonda nuclear DAPI (azul). Las cabezas de flecha
representan neuronas fotorreceptoras, mientras que las flechas finas representan neuronas

amacrinas. La barra de escala representa 20pm.
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Estado basal de los cultivos neuronales puros

Seguidamente, se realiz6 la cinética de la viabilidad celular medida por el
ensayo de MTT en los cultivos neuronales puros. El tiempo se midié en Dias In
Vitro (DIV), contados a partir del momento de la diseccion e inmediata siembra

en las capsulas de cultivo (Figura 7).
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Figura 7: Cinética de la viabilidad celular en cultivos neuronales puros.
Viabilidad celular con respecto al dia 0 medida por el ensayo de MTT. (**: p<0,01; ANOVA

Dunnett respecto a dia 0; N=5).

A las 24h en cultivo, no se aprecian variaciones significativas en la viabilidad
celular. A partir del DIV 2 se aprecia una disminucion estadisticamente
significativa respecto al control del 40% (p<0,01) que se extiende hasta el DIV4.

Para el DIV6 la disminucion en la viabilidad fue cercana al 50% (p<0,01).
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Efecto de la Melatonina ante la pérdida de la viabilidad a DIV4

De acuerdo a la bibliografia (Dubocovich 2003; Giusti et al. 1995; Imbesi,
Uz, and Manev 2008; luvone and Gan 1994; Kaur et al. 2012; Lee et al. 2001,
Witt-Enderby et al. 2006) definimos una curva de concentracion-respuesta de
Melatonina para poder revertir el efecto de la perdida de la viabilidad a DIV4
(Figura 8). Si bien ninguna concentracion arrojé resultados significativos, se

observa una tendencia para la condicion de 40nM.

120+
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Figura 8: Concentracion-respuesta de Melatonina (Mel) sobre la viabilidad celular en
cultivos neuronales a DIVA4.

Se muestra el analisis de la viabilidad celular para concentraciones crecientes de Melatonina
(Mel) en cultivos neuronales de DIV4 por el ensayo de MTT. La viabilidad celular se muestra
como porcentaje respecto a la condicion control (ns: Diferencias estadisticamente no

significativas; ANOVA Dunnett respecto al control; N=2)
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Decidimos explorar esta tendencia, basandonos en que el rescate por
parte de la Melatonina de la viabilidad a DIV4 puede no ser detectada por el
ensayo de MTT. Tal es asi que evaluamos el porcentaje de nucleos
fragmentados o picnéticos para analizar el efecto de la Melatonina 40nM a

DIV4 ante la apoptosis (Figura 9).

Control Mel 40nM

% nucleos
fragmentados o picnoticos

Control Mel iOnM

Figura 9: Efecto de la Melatonina sobre la picnosis nuclear a DIV4

Microfotografias de fluorescencia de cultivos neuronales a DIV4 marcados con la sonda nuclear
DAPI evidenciando nucleos fragmentados o picnoéticos (cabezas de flecha) en cultivos control o
tratados con Melatonina 40nM. La barra de escala representa 20um. El grafico muestra el
porcentaje de neuronas con nucleos fragmentados o picnéticos respecto del total para cada

condicién. (ns: Diferencias estadisticamente no significativas; t-Student; N=2).
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Efecto de la Melatonina ante la pérdida de la viabilidad a DIV6

A continuacién realizamos el mismo andlisis de viabilidad por el ensayo
de MTT, pero esta vez en cultivos neuronales a DIV6 y con la curva de
concentracion-respuesta focalizada en las magnitudes del orden de la

nanomolaridad (Figura 10).
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Figura 10: Concentracion-respuesta de Melatonina sobre la viabilidad celular en cultivos
neuronales a DIV6.

Se muestra el efecto de la Melatonina ante la viabilidad celular en cultivos neuronales a DIV6
respecto a la condicién control, medida por el ensayo de MTT. (*: p<0,05; ANOVA Dunnett

respecto a la condicion control; N=4)

Como puede verse, la Melatonina adicionada a partir de 40nM genera un
rescate en la perdida de viabilidad a DIV6 de alrededor del 10% (p<0,05). A
raiz de este resultado, se decidié utilizar la concentracién de 40nM para el
analisis del efecto de la Melatonina ante la apoptosis en cultivos neuronales a
DIV6. En primer lugar, se analiz6 la fragmentacion y picnosis nuclear por
microscopia confocal utilizando la sonda nuclear TOPRO-3 (Figura 11). La

condiciéon control a DIV6 evidencié una muerte celular del 40%. El tratamiento
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con Melatonina 40nM disminuy6 significativamente el porcentaje de picnosis y

fragmentacion nuclear en el orden del 10% (p<0,05).
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Figura 11. Efecto de la Melatonina sobre la fragmentacion nuclear a DIV6

Microfotografias de fluorescencia por microscopia confocal mostrando ndcleos fragmentados
(flechas finas) o picnéticos (cabezas de flecha) a DIV6 marcados con la sonda nuclear TOPRO-
3. La barra de escala representa 25 micrometros. El grafico muestra el porcentaje de neuronas
con nucleos fragmentados o picnéticos respecto del total para cada condicién. (*: p<0,05; t-

Student; N=4)

Siguiendo esta linea experimental evaluamos la muerte por apoptosis
(Figura 12) utilizando el ensayo de TUNEL como marcador por excelencia, y la
sonda loduro de Propidio como marcador de muerte neuronal (Moreno, Cuéllar,
and Gonzalez 2000). Los nucleos de las células marcadas positivamente para
TUNEL (en verde; Figura 12) experimentan fragmentacion internucleosomal,
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que es detectada por la enzima presente en dicha técnica. Sin embargo no se
registraron diferencias significativas entre la condiciébn de Melatonina 40nM a
DIV6 y su control. Por el contrario, la marcacion con IP, revel6 una disminucion
de alrededor del 20% de la muerte en las condiciones tratadas con Melatonina

(p<0,05).
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Figura 12: Efecto de la Melatonina ante la muerte a DIV6.

Microfotografias de fluorescencia de cultivos neuronales a DIV6 mostrando la co-marcacion
entre la sonda DAPI (azul) y la sonda loduro de Propidio (IP; rojo), o bien por la técnica de
TUNEL (verde). Se sefialan las células presentando nucleos celulares positivos para el ensayo
de TUNEL (flechas finas), o para el de IP (cabezas de flecha). Las barras de escala
representan 20um. Los graficos muestran el porcentaje referido al control de neuronas

positivas para cada marcacion. (ns: diferencias no significativas; *: p<0,05; t-Student; N=2)
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Mecanismo de accion de la Melatonina

Para entender el mecanismo por el que la Melatonina ejerce su efecto
neuroprotector, evaluamos la localizacion de los receptores de Melatonina
presentes en nuestros cultivos celulares a DIVO y DIV4. Para esto, utilizamos
un anticuerpo (MellA/B-R) que detecta a ambos receptores de Melatonina
(MT1 y MT2) sin distincion entre si. La figura 13 muestra la distribucion de
dichos receptores en cultivos neuronales puros, y a su vez la inmunomarcacion
con el anticuerpo anti-CRX mostrando las neuronas fotorreceptoras. Lo que se
observa es que todas las neuronas positivas para CRX no mostraron co-
marcacion con el anticuerpo Mel 1A/B-R. Por el contrario, todas las neuronas
positivas para el marcador de receptores de Melatonina, resultaron negativas
para la inmunomarcacion con CRX.

Estos resultados, en concordancia con la bibliografia (Dubocovich 2003;
Dubocovich and Markowska 2005; Wiechmann and Sherry 2013), muestran
que las neuronas fotorreceptoras de rata no expresan los receptores de
Melatonina en su membrana plasméatica, y que a medida que avanza el
desarrollo en el cultivo, la marcacion se hace mas intensa en células cuya
morfologia se corresponde con la de las neuronas amacrinas evidenciado por
el soma de mayor tamafio que los fotorreceptores, y la presencia de neuritas

multipolares.
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Figura 13: Distribucion de los receptores de Melatonina MT1 y MT2 en cultivos
neuronales puros.

Microfotografias de fluorescencia de cultivos neuronales puros a DIVO y DIV4. En verde se
muestra la inmunomarcacion para los receptores de Melatonina MT1 y MT2 en simultaneo; en
rojo, las neuronas fotorreceptoras marcadas con CRX; en azul la sonda nuclear DAPI. Las
cabezas de flecha marcan neuronas fotorreceptoras negativas para la inmunomarcacion de
receptores de Melatonina. Las flechas finas marcan la ausencia del marcador para neuronas
fotorreceptores (CRX) en células que expresan los receptores de Melatonina. La barra de

escala representa 20um.
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La Melatonina activa la via de ERK/MAPK en neuronas fotorreceptoras

A partir de aqui, nos centramos en investigar la via por la cual la
Melatonina ejerce su efecto protector a DIV6. Guiandonos por los reportes en la
bibliografia (Tocharus et al. 2014) y trabajos de nuestro laboratorio (German et
al. 2006) que sugerian la activacion de la via de ERK/MAPK, decidimos
evidenciar dicha activacion mediante el protocolo de Western Blot. Evaluamos
la expresion de la forma activa de la proteina ERK1/2 (p-ERK1/2), respecto al
pool de proteina no fosforilada (ERK1/2, también llamadas p42 y p44
respectivamente). Se utilizé la proteina GAPDH como control de carga de la
siembra en el gel de electroforesis.

Se analizé la expresion de p-ERK en cultivos neuronales puros pre-
tratados con acido kainico para eliminar la poblacién de neuronas amacrinas
(Figura 14, derecha) o sin pre-tratamiento (Figura 14, izquierda). Se observa un
pico de aumento del 70% respecto a la condicion control en la expresion de p-
ERK en los cultivos neuronales a DIV4 pre-tratados con acido kainico e
incubados con Melatonina por 30 minutos (p<0,01). Dicho pico en la expresién
es atribuible a la poblacién de neuronas fotorreceptoras, debido a la ausencia

de neuronas amacrinas por el tratamiento con &cido kainico.
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Figura 14: Cinética de la fosforilacion de ERK ante la incubacion con Melatonina

Se muestra el patron de bandeo observado para la proteina activada p-ERK (bandas
superiores), ERK1/2 (bandas centrales) en su forma nativa, y GAPDH como control de carga
(bandas inferiores). Los graficos muestra el andlisis de la densitometria Optica de las bandas
respecto a la condicién control. Izquierda: Cultivos neuronales puros a DIV4 incubados con
Melatonina 40nM por 15 min, 30 min y 1h. Derecha: Cultivos pre-tratados con acido kainico

0,25mM 16h previas al agregado de Melatonina. (**: p<0,01; ANOVA Tukey; N=2)

Para comprobar que el pico de aumento de p-ERK en cultivos tratados
con Melatonina esta asociado a la via de ERK/MAPK clésica, se realizd un
experimento adicional en el que se pre-trataron los cultivos con un inhibidor
upstream de dicha via. El U0126 (inhibidor de MEK, que fosforila a ERK) fue

adicionado una hora antes del agregado de la Melatonina (Figura 15).
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Figura 15: Activacion de la via de ERK/MAPK en cultivos neuronales a DIV4.

Cultivo neuronales puros pre-tratados con acido kainico y pre-incubados con U0126 10uM
(inhibidor de la via de ERK/MAPK) previo al agregado de la Melatonina 40nM por 30’. Se
muestra el patron de bandeo observado para la proteina activada p-ERK (bandas superiores),
ERK1/2 (bandas centrales) en su forma nativa, y GAPDH como control de carga (bandas
inferiores). El grafico muestra el analisis de la densitometria Gptica de las bandas respecto a la

condicién control. Se realizé un Unico experimento.

Lo que la figura 15 evidencia es el aumento en la expresion de p-ERK en
los cultivos tratados con Melatonina por 30’ respecto a la totalidad de la
proteina ERK1/2 que se mantiene constante en todas las condiciones. Se
muestra a su vez como el U0126 actua inhibiendo la via de ERK/MAPK.
Adicionalmente, este resultado es atribuible a la poblacion de neuronas

fotorreceptoras, ya que experimento sigue la linea de su predecesor en el
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sentido de estar pre-tratado con acido kainico, que elimina la poblacién de

neuronas amacrinas.

Andlisis de la Melatonina como agente de diferenciacion de neuronas
fotorreceptoras

Dentro de la poblacion de FRs en cultivos neuronales a DIV6, existen
aquellos que se encuentran en un estado mas avanzado de diferenciacion, en
el que ademas de expresar el factor de transcripcion CRX, expresan
marcadores del ciclo visual, como es la Rodopsina. Se decidié evaluar, ya que
los cultivos tratados con Melatonina evidenciaban una disminucion en el
namero de células muertas, si aquellas que sobrevivian podrian estar
expresando marcadores de diferenciacion. A tal efecto, se analizd la expresion
de Rodopsina en cultivos neuronales a DIV6. La figura 16 muestra que no se
hallaron diferencias significativas en la expresidon de Rodopsina ante el
agregado de Melatonina 40nM respecto al control en cultivos neuronales de

DIV6 evidenciada por la marcacién con el anticuerpo Rho4D2 (anti-rodopsina).
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Figura 16: Efecto de la Melatonina en la expresion de Rodopsina en fotorreceptores a

DIV6

Microfotografias de fluorescencia de cultivos neuronales a DIV6 mostrando la co-marcacién
entre la tincién con la sonda nuclear DAPI (azul), y el anticuerpo anti-rodopsina (rojo)
evidenciando las neuronas fotorreceptoras diferenciadas (cabezas de flecha). Barra de escala:

20um. (ns: Diferencias estadisticamente no significativas; t-Student; N=2).

Ya que los resultados anteriores no arrojaron diferencias significativas
entre las condiciones para la expresion proteica de este marcador ante el
agregado de la Melatonina, nos preguntamos si el efecto de esta ultima podria
no ser detectado aun a nivel proteico, pero si a nivel de la expresion génica de
Rodopsina. A tal efecto, se realiz6 una gRT-PCR para evaluar la expresion de
los ARN mensajeros (ARNm) de crx y rodopsina referidos al gen HPRT como
housekeeping (Figura 17).
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Figura 17: Expresion de genes de diferenciacién en cultivos neuronales a DIV6
Expresion diferencial de los genes de rodopsina y crx en cultivos neuronales incubados con
Melatonina 40nM relativos a la condicion control. (**; p<0,01 respecto a la condicion crx control;

t-Student; N=1).

La Figura 17 muestra la ausencia de variacion en la expresion del
mensajero de rodopsina en cultivos neuronales a DIV6 incubados con
Melatonina 40nM respecto a la condicién control. Por el contrario, se observa
que la expresion del ARNm de crx aumenta 7 veces en cultivos tratados con
Melatonina respecto a la condicién control (p<0,01). Esto estaria sugiriendo un
rol tempano de la Melatonina ante la diferenciacibn de las neuronas
fotorreceptoras, ya que el factor de transcripcion CRX es el primero en

expresarse durante el proceso de diferenciacion en FRs.
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DISCUSION

La Melatonina juega un papel crucial en la retina. Es ampliamente
reconocida por su habilidad para neutralizar radicales libres y especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno (Giusti et al. 1995). A su vez tiene la
capacidad de activar enzimas antioxidantes (Reiter et al. 2000, 2003;
Rodriguez et al. 2004). En relacion a su rol como agente neuroprotector
mediante la activacion de vias de sefializacién (Imbesi, Uz, and Manev 2008),
se ha visto que puede activar la produccion in vitro de factores como BDNF
(Factor Neurotrofico derivado del Cerebro, por sus siglas en ingles). Se ha
reportado que los efectos asociados a la funcién antioxidante de la Melatonina,
comprenden la exposicion a concentraciones del orden de micro y minimolar
(Lee et al. 2001) mientras que la activacibn de vias de sefializacion
neuroprotectoras se da a partir de incubacién a concentraciones en el rango de
nanomolaridad (Dubocovich 2003; luvone and Gan 1994; Kaur et al. 2012).

En este trabajo de tesis, demostramos el efecto antiapoptético de la
Melatonina a una concentracion in vitro de 40nM. Esto sugiere que el efecto
protector estaria asociado a vias de sefializacion.

Del disefio experimental debe considerarse que el analisis de viabilidad
celular por el ensayo de MTT arrojo una pérdida de la misma a DIV4 del 40% y
a DIV6 del 50% (p<0,01). Al analizar el efecto de la Melatonina sobre el rescate
de la viabilidad, los tratamientos son comparados con la condicion control
referidas al 100% en los ensayos de MTT a DIV4 y DIV6. Por lo tanto, si bien
se registra un aumento en la viabilidad celular en el analisis a DIV6 para 40nM

del 10% (p<0,05), para poder decir correctamente que ocurre un ‘rescate”,
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deberia disefiarse un experimento que contenga entre sus condiciones la de
control a DIVO.

La Melatonina secretada por los fotorreceptores como parte de los
mecanismos asociados a ritmos circadianos, ejerce su accién neuroprotectora
en aqguellas células que poseen los receptores transmembrana acoplados a
proteina G denominados MT1 y MT2 (y sus homo y heterodimeros). En la
retina de rata, las principales células que expresan estos receptores,
particularmente MT1, han sido identificadas como neuronas amacrinas (Fujieda
et al. 1999).

Desde hace mas de 10 afios que se relaciona la activacion del receptor
MT1 con la viabilidad celular (Baba et al. 2009). Se ha reportado que la
activacion de dicho receptor esta asociado a una serie de vias de sefializacion
que comprenden desde la inhibicién de la formacion del segundo mensajero
AMPc, disminuyendo la actividad de la Proteina Kinasa A y por lo tanto
generando la inactivacion del factor de transcripcion CREB; hasta el incremento
de la fosforilacion de MEK 1/2 y por ende ERK 1/2 por la via de ERK/MAPK
(Masana and Dubocovich 2001).

En nuestro trabajo, puede verse una disminucion de la apoptosis en
cultivos analizados a dias tardios (DIV6). Esto sugiere que la Melatonina
activaria vias de sefalizacion en las neuronas amacrinas portadoras del
receptor MT1. Sin embargo, en los fotorreceptores, si bien se ha descripto una
modalidad de sefalizacion autocrina al ser una molécula capaz de poder
atravesar la membrana plasmatica (Tosini et al. 2014; Yu et al. 2016), en
nuestro modelo de cultivo de neuronas de rata, como hemos corroborado, los

fotorreceptores carecen de la presencia de los receptores de membrana MT1 y
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MT2 como a su vez propone la bibliografia (Dubocovich 2003). En este sentido,
cobran relevancia los receptores nucleares. Estos comprenden una familia de
factores de transcripcion que regulan la expresion génica de proteinas
involucradas en la regulacion del crecimiento, desarrollo y homeostasis en un
proceso ligando-dependiente. Estos ligandos pueden ser desde estrégenos,
glucocorticoides, hormonas tiroideas, acido retinoico e incluso acidos grasos.
La superfamilia de receptores nucleares incluye ademas un gran numero de
receptores para los que no se han identificado ligandos, conocidos como
receptores huérfanos (Glass and Rosenfeld 2000). Se ha propuesto que en la
retina la Melatonina podria actuar como reguladora de los ROR (Receptores
huérfanos relacionados con RAR), particularmente del ROR-B presente de
manera abundante en la retina (Carlberg and Wiesenberg 1995; Rudiger
Hardeland 2009; Masana et al. 2007; Smirnov 2001). A pesar de esto, los
trabajos mas recientes proponen que en lugar de actuar como ligando directo,
la Melatonina actuaria activando proteinas del ritmo circadiano como Sirtuina-1
(SIRT1) que estarian ejerciendo el efecto regulatorio sobre estos receptores
nucleares (Hardeland 2018; Mayo et al. 2017). Para poner a prueba este
eslabon de la cadena neuroprotectora inducida por Melatonina, se podrian pre-
tratar los cultivos con un inhibidor de la de la SIRT1, tal como EX 527, que
ademas de ser selectivo para SIRT1 por sobre el resto de las proteinas de su
misma familia, no genera efectos adversos como la activacion de p53, lo que si
ocurre con otros inhibidores de esta proteina.

La incubacion de los cultivos neuronales a DIV4 con Melatonina 40nM,
genero un pico de p-ERK en una relacion tiempo dependiente a los 30 minutos

de la adicion al cultivo. Esto fue observado en cultivos neuronales tratados con

64



acido kainico, es decir, desprovistos de neuronas amacrinas portadoras de los
receptores de membrana para Melatonina. Aunque se aprecia un valor basal de
p-ERK en cultivos control, esto podria suceder a raiz del bajo porcentaje de
neuronas amacrinas que no son eliminadas efectivamente por el tratamiento
con &cido kainico (Abrams, Politi, and Adler 1989) y a su vez podrian estar
siendo activadas por la secrecién endégena por parte de los fotorreceptores.

Con todo esto, lo que se propone es que la neuroproteccion ejercida por
la Melatonina estaria ocurriendo tanto a nivel de las neuronas amacrinas, como
en fotorreceptores.

Respecto al rol de la Melatonina en el mantenimiento de las células
rescatadas de la muerte, el analisis de la expresion de tanto la proteina como el
gen de Rodopsina no arrojo diferencias en cultivos neuronales incubados con
Melatonina respecto a los cultivos control. Por otro lado, se observo un
incremento del mensajero del gen crx en los cultivos tratados con Melatonina
de 8 veces con respecto al control. Ha sido reportado que la expresion de este
gen sostenida en el tiempo, contribuye al mantenimiento de la poblacion de
FRs, a la vez que las mutaciones del gen crx, contribuyen a la degeneracién en
los FRs (Swain et al. 1997). Esto sugiere que la Melatonina podria estar
actuando como un factor de mantenimiento de la poblacion de FRs. De todas
maneras, es necesario un disefilo experimental mas grande y focalizado en
analizar este rol de la Melatonina. Adicionalmente, que la exposicion a
Melatonina por si sola no seria suficiente para que las células progenitoras
alcancen un grado de diferenciacion tal que involucre un aumento en expresion

de Rodopsina respecto a los cultivos no tratados. En ese sentido, trabajos de
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nuestro laboratorio (De Genaro et al. 2013) han demostrado que el &cido
retinoico es uno de esos factores.

Diversos trabajos (Czeczuga-Semeniuk et al. 2002; Krestinina et al.
2018; Margheri et al. 2012) han demostrado la asociacion positiva entre la
Melatonina y el acido retinoico en lineas celulares, por lo cual el efecto de la
adicion de ambos factores ante la apoptosis y diferenciacién seria uno de los
posibles objetivos a investigar en futuros trabajos.

El hecho de que la Melatonina puede estar actuando como agente
neuroprotector como parte de procesos asociados a los ritmos circadianos,
propone a futuro investigar una serie de elementos que ayuden a esclarecer
este proceso. El primero seria la cuantificacion de la Melatonina en el medio de
cultivo en funcién del tiempo, para evidenciar la secrecion por parte de los
fotorreceptores, o bien la medicion de la actividad de las enzimas involucradas
en las sintesis de esta indolamina.

Seguidamente, el andlisis de la apoptosis en cultivos pre-tratados con
acido kainico y co-incubados con Melatonina y U0126, permitirian confirmar si
efectivamente la neuroproteccién ejercida por la Melatonina estaria ocurriendo
a través de la activacion de la via de ERK/MAPK en neuronas fotorreceptoras.

Respecto a la proteccidon en neuronas amacrinas, la incubacion con K
185 y Luzindol (inhibidor de los receptores de Melatonina MT1 y MT2
respectivamente) en cultivos neuronales, permitiria ver si el efecto
neuroprotector realmente ocurre al permitir el crecimiento normal de las
neuronas amacrinas pero bloqueando su respuesta ante la Melatonina.

A su vez, al ser un neurotransmisor liberado de forma ritmica, podria

analizarse su efecto en cultivos suplementados con Melatonina en periodos de
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12-24h, lo cual deberia incrementar el efecto neuroprotector. En el torrente
sanguineo se ha reportado una vida media de 30 min (Claustrat, Brun, and
Chazot 2005). Sin embargo en cultivo, la degradacién parece estar sujeta a su
propia oxidacion por las especies reactivas de oxigeno, o bien a la accion de
enzimas mitocondriales, como la MAO-A, mono amino oxidasa de tipo A
(Hardeland 2010).

Por ultimo, la Melatonina parece estar ejerciendo el efecto antiapoptotico
en celulas que han comenzado el proceso de diferenciaciéon, ya que el efecto
es observable a DIV6. Por lo tanto, el paso siguiente es evaluar la via de
muerte por apoptosis que estaria afectando a las neuronas aun en el estado de
células progenitoras indiferenciadas. Para esto se muestran los resultados de
los experimentos analizados para evaluar el segundo objetivo en el siguiente

capitulo.
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CAPITULO II:
LA VIA DE NO-GAPDH-SIAH1/2 Y
SU IMPLICANCIA EN LA MUERTE
CELULAR EN NEURONAS DE LA
RETINA
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RESULTADOS

Evidencia de la via de NO-GAPDH-SIAH en cultivos neuronales

En primer lugar, evaluamos por microscopia confocal si la translocacion
a nacleo de GAPDH ocurria en nuestro modelo de cultivos neuronales puros.
Para esto, evaluamos por inmunocitoquimica dichos cultivos a DIVO (2h
posteriores a la siembra), DIV1 y DIV2 marcados con la sonda nuclear TOPRO-
3 y con el anticuerpo anti-GAPDH para evidenciar la localizacion subcelular de

dicha enzima (Figura 18).

DIVO DIV1 DIV2
/ TOPRO

Translocacion de GAPDH a nucleo
en funcion del tiempo en
cultivos neuronales puros

Células con
GAPDH nuclear

Figura 18: Translocacion nuclear de GAPDH en cultivos neuronales puros

Microfotografias de fluorescencia confocal mostrando la co-marcacién entre la sonda TOPRO-3
(azul), y el anticuerpo anti-GAPDH (rojo). Escala: 20um. En el grafico inferior se muestra la
cuantificaciéon de neuronas con GAPDH localizado en el nicleo medido en %. (*: p<0,05, **:

p<0,01; ANOVA Dunnett respecto a DIVO; N=1).
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En la figura 18 se muestra como aumenta la translocacion de la enzima
GAPDH a nucleo a medida que avanzan los dias en cultivo. Se observa el 50%
de las células con GAPDH nuclear 2h luego de la siembra (DIVO).
Seguidamente, se ve un aumento del 20% en la proporcién de células con
GAPDH nuclear 24h después respecto a la condicion inicial (p<0,05). A su vez
se observa a que pasadas las 48h en cultivo (DIV2) este aumento es del 30%

con respecto a la localizacién de GAPDH a DIVO (p<0,01).

Efectividad del Deprenyl como inhibidor de la translocacion de GAPDH
A continuacién se evaluo si la translocacién de GAPDH a nucleo podia
ser inhibida mediante el agregado de R-(-)-Deprenyl 2h después de la siembra.
A tal efecto, realizamos un ensayo de concentracién-respuesta para
evaluar el rescate con Deprenyl ante la pérdida de la viabilidad celular a DIV4

evaluado por la técnica de MTT (Figura 19).
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Figura 19: Concentracion-respuesta para Deprenyl (Dep) en cultivos neuronales a DIV4

Se muestra el analisis de la viabilidad celular por el ensayo de MTT en cultivos neuronales a
DIV4 incubados con Deprenyl (Dep) a concentraciones crecientes. Las barras representan el
porcentaje de viabilidad celular respecto al control. (ns: diferencias no significativas; *: p<0,05;

ANOVA Dunnett respecto a la condiciéon control; N=3).

El ensayo de concentracion-respuesta evidencié un aumento del 10% en
la viabilidad celular respecto a la condicién control para los cultivos tratados
con Deprenyl en una concentracion de 1pM (p<0,05). Por el contrario, puede
observarse que el tratamiento con Deprenyl 1uM provoc6 una disminucion del
10% en la viabilidad celular respecto a la condicién control (p<0,05).

Posteriormente, evaluamos la correlacion entre el rescate ante la pérdida
de la viabilidad a DIV4, y el bloqueo de la translocacion de GAPDH a nucleo.
Para esto, una vez obtenida la concentracién necesaria para ejercer el efecto
neuroprotector en nuestro modelo, evaluamos la translocacién nuclear de
GAPDH en cultivos neuronales a DIV1. En la figura 20 se observa como el
Deprenyl 1pM durante 24h causa una disminucion del 10% en la translocacion

de GAPDH a nucleo luego de la incubacion en cultivos neuronales (p<0,05).
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Figura 20: Efecto del Deprenyl (1pM) sobre la translocacion nuclear de GAPDH en
cultivos neuronales.

Microfotografias de fluorescencia de cultivos neuronales a DIV1 evidenciando la co-marcacién
con la sonda DAPI (azul), y el anticuerpo anti-GAPDH (rojo). La barra representa 20 um. El

grafico muestra el porcentaje de células con GAPDH nuclear (*: p<0,05; t-Student; N=2).

El blogueo de la translocacion nuclear de GAPDH resulto efectivo en la
disminucion de la apoptosis a DIV4

En la seccién anterior se evalué el efecto del Deprenyl en el bloqueo de
la translocacion a GAPDH asociado al rescate de la perdida de la viabilidad en

cultivos neuronales a DIV4. El paso siguiente consistidé en analizar por las
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técnicas de inmunocitoquimica el efecto del Deprenyl ante el desarrollo de la
apoptosis en estos cultivos.

Se analiz6 la fragmentacién nuclear y picnosis de los cultivos neuronales
puros a DIV4 asi como la marcacion por el ensayo de IP ante el tratamiento
con Deprenyl 1pM. Se evalu6é simultaneamente el efecto del Deprenyl en
cultivos neuronales puros deprivados de insulina. El analisis de la figura 21 nos
muestra que el Deprenyl disminuyd un 50% la picnosis nuclear en cultivos
neuronales normales a DIV4 con respecto a la condicion control (p<0,05). Por
el contrario, en los cultivos deprivados de insulina, este efecto no fue

observable.
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Figura 21: Efecto del Deprenyl ante la muerte neuronal a DIV4

Microfotografias de fluorescencia evidenciando la marcacion con la sonda nuclear DAPI en
cultivos neuronales normales (fila superior) y aquellos deprivados de insulina (fila inferior).
Escala: 20 um. Debajo, la cuantificacion de los diferentes tratamientos como porcentaje de
ndcleos fragmentados o picnoticos respecto a la condicion control en cultivos neuronales a
DIV4. (*: p<0,05; ANOVA de dos vias con test de Bonferroni respecto a la condicién control

normal; N=2).

Al analizar estos mismos cultivos mediante la marcacion por el ensayo
de IP (Figura 22), se evidencia que el Deprenyl a una concentracion 1pM no
posee efecto neuroprotector en ninguno de los modelos de cultivo, a pesar de
observarse una tendencia a la disminucion de la picnosis en cultivos normales.
Por otro lado, se observa un aumento significativo del 20% en la proporcion de

células IP (+) en la condicidon control sin insulina, respecto del control normal
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(p<0,01). Esto podria indicar que la muerte de las células por la falta de insulina

podria llevarse a cabo por un proceso diferente al esperado.

Control
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Figura 22: Efecto del Deprenyl sobre la muerte celular en cultivos neuronales a DIV4.

Microfotografias de fluorescencia evidenciando la marcacién con la sonda nuclear DAPI (azul) y
la sonda IP (rojo) en cultivos neuronales normales (fila superior) y aquellos deprivados de
insulina (fila inferior). Escala: 20 um. Debajo, el grafico muestra el porcentaje de nucleos
positivos para la marcacion con IP en cultivos neuronales a DIV4. (##: p<0,01; ANOVA de dos

vias con test de Bonferroni respecto a la condicion control normal; N=2).

El Deprenyl no logra la proteccion a largo plazo ante la apoptosis
evaluada a DIV6

A continuacion se realizo la misma bateria de ensayos que en la seccion
anterior, pero esta vez el analisis fue localizado en los cultivos neuronales a

DIV6 para evaluar la efectividad del Deprenyl en la proteccion a largo plazo.
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El andlisis del rescate de la viabilidad ante concentraciones crecientes

de Deprenyl no fue significativo para ninguna de las condiciones (Figura 23).
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Figura 23: Concentracion-respuesta para Deprenyl en cultivos neuronales a DIV6
Se muestra el analisis de la viabilidad celular en cultivos neuronales a DIV6 por el ensayo de
MTT. Las barras representan el porcentaje respecto al control. (ns: diferencias no significativas;

ANOVA Dunnett respecto a la condicion control; N=2).

Seguidamente, el andlisis de la fragmentacién y picnosis nuclear en
cultivos neuronales a DIV6 incubados con Deprenyl 1pM no arrojo resultados
significativos asociados a la capacidad neuroprotectora del Deprenyl a dias
avanzados en el desarrollo (Figura 24). Al igual que a DIV4, al evaluar picnosis
nuclear en cultivos deprivados de insulina a DIV6, no se observa un cambio en
la condicion control sin insulina respecto al control convencional. Sin embargo,

esto se aprecia al evaluar la muerte neuronal por el ensayo de IP (Figura 25).
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Figura 24: Efecto del Deprenyl ante la muerte neuronal a DIV6

Microfotografias de fluorescencia evidenciando la marcacién con la sonda nuclear DAPI en
cultivos neuronales normales (fila superior) y aquellos deprivados de insulina (fila inferior).
Escala: 20 um. Debajo, el grafico muestra el porcentaje de nicleos fragmentados o picnéticos
respecto a la condicién control en cultivos neuronales a DIV6. ANOVA de dos vias con test de

Bonferroni respecto a la condicién control normal; N=2.

Al analizar la muerte por el ensayo de IP en cultivos neuronales a DIV6
puede observarse que desaparece la tendencia al rescate del Deprenyl con
respecto a la condicion control en cultivos normales. Por otro lado, se observa
un aumento significativo (p<0,05) en la marcacion por IP en cultivos control sin
insulina con respecto a la condicion control en cultivos normales. Esto reafirma

la hipotesis de que la falta de insulina estaria provocando la muerte de las
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neuronas por un mecanismo distinto a la muerte regulada por la via de NO-

GAPDH-SIAH.

Control Dep 1pM
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Deprenyl 1pM

Celulas IP*
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in Insulina

Figura 25: Efecto del Deprenyl sobre la viabilidad celular en cultivos neuronales a DIV6

Microfotografias de fluorescencia evidenciando la marcacién con la sonda nuclear DAPI (azul) y
la sonda IP (rojo) en cultivos neuronales normales (fila superior) y aquellos deprivados de
insulina (fila inferior). Escala: 20 um. Debajo, el grafico muestra el porcentaje de nucleos
positivos para la marcacién con IP respecto a la condicién control en cultivos neuronales a

DIV6. (#: p<0,05; ANOVA de dos vias con test de Bonferroni respecto a la condicién control

normal; N=2).

Habiendo evaluado la capacidad del Deprenyl como agente
neuroprotector en cultivos neuronales puros ante la falta de factores tréficos,

nos propusimos evaluar su rol en otro modelo de muerte utilizado en nuestro
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laboratorio basado en el agregado exdgeno de C2-Ceramida (Prado Spalm et

al. 2019), que podria estar relacionado con la via de GAPDH.

Efecto protector del Deprenyl ante el agregado de C2-Ceramida
Realizamos una curva de concentracién-respuesta de Deprenyl sobre
cultivos neuronales puros a DIV3 incubados con C2-Ceramida 10puM durante

6h (Figura 26).
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Figura 26: Concentracion-respuesta de Deprenyl ante el agregado de C2-Ceramida en
cultivos neuronales a DIV3

Se muestra la viabilidad celular respecto al control en cultivos pre-tratados por 1h con
concentraciones crecientes de Deprenyl (Dep) en cultivos neuronales incubados con C2-
Ceramida (Cer) 10uM por 6h a DIV3. La viabilidad celular se muestra como el porcentaje
respecto a la condicion control. ANOVA Tukey. N=2.

(*) Diferencia estadisticamente significativa respecto a la condicién control (p<0,05)

(#) Diferencia estadisticamente significativa respecto a la condiciéon Cer 10uM (p<0,05)

La pre-incubacién con Deprenyl demostro tener un efecto concentracion-
dependiente en el rescate ante la pérdida de la viabilidad celular inducida por
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C2-Ceramida en cultivos neuronales a DIV3 (Figura 26). Dicha perdida puede
observarse como una disminucién estadisticamente significativa de alrededor
del 20% en la columna de Ceramida respecto a la condicion control (p<0,05). El
Deprenyl en una concentracion de 1uM generd un rescate en la pérdida de la
viabilidad celular de alrededor del 20% con respecto a la condicion de

Ceramida (p<0,05).
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DISCUSION

En este trabajo de tesis hemos evidenciado la presencia de una via de
muerte por apoptosis asociada a la translocacion al nucleo de la enzima
GAPDH ante la falta de factores troficos.

Al disminuir la translocacion de dicha enzima mediante la incubacion con
R-(-)-Deprenyl, un inhibidor especifico de este proceso, observamos que se
recupera la viabilidad celular en cultivos neuronales a DIV4 en un 10% respecto
a la condicién control (p<0,05). Este rescate ante la pérdida de la viabilidad
celular también se traduce en una disminucion del 10% (p<0,05) en el
porcentaje de nucleos fragmentados o picnéticos evaluados a DIV4, lo cual
indicaria el bloqueo de la via apoptética desencadenada por la translocacion al
nacleo de GAPDH.

Al igual que en el Capitulo 1, se llama a consideracion el hecho de que
por el disefio experimental, el lamado “rescate” en este caso es el del aumento
de un 10 % en la viabilidad celular respecto al control (p<0,05) medido por el
ensayo de MTT a DIV4. Para ser considerado un verdadero rescate, deberia
haberse utilizado el control a DIVO en cada experimento, lo cual para disminuir
la variabilidad del disefio, se omitio.

La inhibicion de la cascada apoptética de GAPDH, sin embargo, no
arrojo resultados significativos en cultivos analizados a dias tardios (DIV6),
sugiriendo que ocurre un proceso dinamico en el que no es suficiente la
incubacion con el Deprenyl pocas horas después de la siembra para el
desencadenamiento de un proceso efectivo a largo plazo. Posiblemente, esto
esté relacionado con que el Deprenyl al entrar en la célula sufre cambios

moleculares que le impiden volver a atravesar la membrana plasmatica,
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sumado al hecho de que la union a GAPDH resulta irreversible (Magyar et al.
2006). Ante esto, la célula podria generar un pool de GAPDH de novo que no
seria afectado por la presencia del Deprenyl ya unido a otras moléculas de
GAPDH.

Debido a que el objetivo fue caracterizar la via de muerte neuronal
desencadenada ante la falta de factores troficos, se consideré evaluar el rol de
la insulina ante la apoptosis. Como hemos visto, el Deprenyl no genera
disminucién de la muerte neuronal a dias avanzados (DIV4) ni tardios (DIV6)
en cultivos desprovistos de insulina. Lo notable fue el aumento significativo
(p<0,05) a DIV4 en la marcacién de IP en cultivos control sin insulina respecto
a cultivos control convencionales, lo cual sugiere un tipo de muerte distinta de
la de NO-GAPDH-SIAH. Esto se evidencia todavia mas a DIV6 al ver un
aumento significativo en el porcentaje de nucleos picnéticos (p<0,05) entre
estas dos condiciones, sumado a un aumento altamente significativo (p<0,001)
en la marcacion de IP en la condicién control sin insulina respecto al control
convencional. Segun reportes de nuestro laboratorio (Politi et al. 2001) en los
que se basa la adicion de insulina en nuestro modelo, las neuronas amacrinas
serian las mas afectadas por la falta de este factor tréfico. Mas aun, el rol de la
insulina (o de la activacion de sus receptores) en neuronas fotorreceptoras
parecia ser clave en el desarrollo axonal (Rajala et al. 2009). Sin embargo
estos resultados parecen estan en linea con trabajos mas recientes (Natalini et
al. 2016; Zhang et al. 2019) segun los cuales la insulina activaria vias de
neuroproteccion como la de ERK/MAPK o la de PI3K-Akt en neuronas
fotorreceptoras, por lo que la falta de insulina favoreceria la muerte celular al no

poder activar dichas vias. Ante esto, es esperable que el Deprenyl no logre
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frenar la muerte en cultivos neuronales deprivados de insulina, debido a que
esta degeneracion ocurriria independientemente a la via de NO-GAPDH-SIAH.
Para el estudio de la eficacia del Deprenyl como agente antiapoptético,
generamos un experimento de concentraciones-respuesta abarcando un rango
de 6 O6rdenes de magnitud desde picoMolar (pM) a microMolar (uM) segun la
bibliografia consultada (Cui et al. 2017; Kontkanen and Castren 1999; Magyar
2011; Magyar and Szende 2004; Semkova et al. 1996; Sz0okd et al. 2018). La
extensa bibliografia reporta que el Deprenyl resulta efectivo como agente
antiapoptotico a concentraciones del orden de nanoMolar (nM) a picoMolar.
Esto esté relacionado al hecho que el Deprenyl en altas concentraciones
funciona como inhibidor de la Mono Amino Oxidasa mitocondrial de tipo B
(MAO-B), lo cual en patologias asociadas a la desregulacion de
neurotransmisores como el mal de Parkinson, resulta beneficioso. En cambio
cuando se lo agrega en altas concentraciones en cultivos sanos, es factible que
funcione como agente proapoptético debido a la desregulacion de eventos
fisiolégicos como el metabolismo del neurotransmisor Dopamina en las
neuronas amacrinas, entre otros (Magyar and Szende 2004). Esto cobra
relevancia cuando se tienen en cuenta las relaciones entre amacrinas y
fotorreceptores generadas por las proteinas asociadas a los ritmos circadianos,
como se menciono en el Capitulo 1. Esto es asi ya que entre las proteinas
reportadas como actores en el metabolismo de GAPDH, se ha reportado que la
sola presencia de Sirtuina-1 esta asociada a la inhibicion de la translocacion de
GAPDH a nudcleo (Joo et al. 2012). Esto cobra relevancia ya que podria

asociarse el efecto protector de la Melatonina a la via de GAPDH en
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fotorreceptores, la cual no dependeria de la activacion de los receptores de
membrana MT1y MT2.

Cabe destacar como ya se menciond, que una enzima clave en la
degradacion de la Melatonina es la MAO-A. ElI Deprenyl en altas
concentraciones actia como inhibidor de la MAO-B, por lo que se ha reportado
que el metabolismo de la Melatonina no se ve afectado por la accion de este
inhibidor (Murphy et al. 1986). Esto demuestra que el enfoque ante una
potencial sinergia de ambas moléculas deberia estar dirigido hacia la inhibicién
de la translocacion nuclear de GAPDH.

Por ultimo, se buscé evaluar la efectividad del Deprenyl como agente
neuroprotector en un modelo de muerte neuronal basados en el agregado de
C2-Ceramida al medio de cultivo. La exposicién de cultivos neuronales de DIV3
a una concentracion de C2-Ceramida de 10 pM durante 6h, generé una
disminucién de la viabilidad celular del 20% (p<0,05). Esta disminucién en la
viabilidad celular fue inhibida mediante la pre-incubacion con Deprenyl 1 uM. El
motivo del andlisis de la efectividad del Deprenyl en este modelo se asocia al
hecho de que la Ceramida tiene la capacidad de generar estrés oxidativo, a
partir del cual PARP-1 es activada por encima de las condiciones fisiologicas.
Esta hiperactivacion genera un aumento de la generacion de polimeros de
PoliADP-ribosa (PAR) agotando el pool celular de NAD+ y provocando la
muerte celular por la via de Parthanatos (Prado Spalm et al. 2019).

El interés radica en que se han reportado diversas asociaciones entre
GAPDH y PARP-1 en el avance de las vias de muerte neuronal. Una de ellas
sugiere que la translocacion de GAPDH a nucleo seria necesaria para la

hiperactivacion de PARP-1. Adicionalmente, la union de GAPDH al ADN para
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provocar la expresion de factores relacionados con la via apoptética (como
p53) es inhibida mediante la union del nucleétido NAD+ a GAPDH, el cual
como fuera mencionado, es agotado por PARP-1 (Kosova, Khodyreva, and
Lavrik 2017). Esto lo que genera es un ciclo de activaciones enzimaticas que
garantizaria el desencadenamiento de la via apoptotica.

Se ha reportado incluso el rol de la translocacion a nacleo de GAPDH en
un modelo de retinopatia diabética en células gliales de Muller (Kusner, Sarthy,
and Mohr 2004). Este trabajo, ademas propone la translocacion a ndcleo como
el evento clave en la regulacion de la via. En este mismo modelo, otro trabajo
(Yego and Mohr 2010) propone que la presencia de SIAH1 en la efectividad
apoptética de esta via constituye otro punto de regulacion que debe ser
estudiado en otros modelos.

Por lo expuesto, es evidente que la enzima GAPDH no sélo esta
involucrada en la muerte neuronal provocada por la falta de factores tréficos,
sino formando parte de un gran abanico de estimulos pro-apoptéticos por lo
que estudiar la dinAmica de esta enzima en modelos de muerte retiniana puede

suponer un gran avance a futuro.
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CONCLUSIONES GENERALES

CONCLUSIONES DEL CAPITULO |

La Melatonina a una concentracion de 40nM seria capaz de
disminuir el avance de la apoptosis de neuronas fotorreceptoras a
dias tardios del desarrollo.

El tratamiento con Melatonina podria provocar la activacién de la
via de ERK/MAPK en neuronas fotorreceptoras.

La Melatonina fomentaria el mantenimiento de la expresién de

genes destinados a mantener la poblacion de fotorreceptores.

CONCLUSIONES DEL CAPITULO I

La via apoptética de NO-GAPDH-SIAH estaria involucrada en la
muerte de los fotorreceptores por falta de factores tréficos.

El bloqueo de esta via influye en la disminucién en la perdida de la
viabilidad celular a dias tempranos en el desarrollo.

La deplecion de las neuronas amacrinas genera un tipo de muerte
independiente de la via de NO-GAPDH-SIAH.

La via de muerte en neuronas fotorreceptoras inducida por C2-
Ceramida, podria tener a GAPDH como un elemento clave de la

misma.
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En este trabajo de tesis se analiz6 la capacidad neuroprotectora de la
Melatonina, asi como el rol crucial de la enzima GAPDH en el control de la
apoptosis en neuronas fotorreceptoras ante la falta de factores troficos.

Demostramos que el efecto de la Melatonina es apreciable a dias tardios
del desarrollo, mientras que el efecto del Deprenyl, inhibidor de la translocacién
de GAPDH, es efectivo a dias tempranos.

Por esto es que es necesario considerar a futuro si la Melatonina junto
con el Deprenyl adicionados en el momento de la siembra, podrian estar
ejerciendo su efecto anti apoptético en neuronas fotorreceptoras de manera
sinérgica.

Un mecanismo propuesto es a través de la activacién de la Sirtuina-1
que impediria el desarrollo de la apoptosis uniéndose a GAPDH evitando su
translocacion a nucleo en neuronas fotorreceptoras, junto con la activacion de

la via de ERK/MAPK.
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