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Resumen

Los fotorreceptores (FRs) son las neuronas que capturan la luz en el ojo, por lo que juegan un rol central
en la visidn. La pérdida progresiva de estas células durante ciertas enfermedades neurodegenerativas de
la retina, como la retinitis pigmentosa o la degeneracion macular, conduce a déficits de la vision y
eventualmente a la ceguera. Estas patologias, asi como otras que afectan al sistema nervioso central,
estan caracterizadas por la degeneracion gradual, selectiva e irreversible de una poblacion neuronal
especifica. La deficiencia de factores tréficos ha sido involucrada en muchos de estos procesos
neurodegenerativos y es caracteristica de la denominada muerte celular programada, tal como la que
ocurre al momento de la sinaptogénesis en el desarrollo del sistema nervioso. En efecto, en la retina, asi
como también en otras partes del sistema nervioso, las neuronas requieren para su supervivencia, de
factores tréficos, los cuales provienen de su entorno.

El requerimiento de factores troficos varia segun el tipo celular y la etapa del desarrollo. En particular, para
los

FRs ya se han identificado varios de ellos, incluyendo el Factor Neurotréfico Derivado de la Glia (GDNF),
el

Factor Neutréfico Ciliar (CNTF), el Factor de Crecimiento Fibroblastico (FGF), el acido docosahexaenoico
(DHA), la esfingosina 1-fosfato (S1P) y, mas recientemente, uno de los principales, el Factor Derivado del
Epitelio Pigmentario (PEDF), una proteina con funciones neurotroficas y antiangiogénicas, asociadas a
dominios separados de la proteina. La identificacion de las secuencias de estos dominios ha permitido
disenar y sintetizar quimicamente péptidos estables, como los fragmentos neurotréficos 44-mer y 17-mer,
que conservan las propiedades de la proteina nativa y, por ende, de potencial valor médico. Sin embargo,
estas caracteristicas ventajosas requieren ser evaluadas en un modelo experimental adecuado.

La mayoria del conocimiento actual sobre el PEDF se ha obtenido gracias a modelos in vivo, donde,
debido su inherente complejidad, sumado a la cantidad de interacciones que ocurren entre las células y
moléculas de tejidos circundantes, resulta dificil analizar los procesos involucrados. Una alternativa a este
obstaculo son los cultivos primarios elegidos para realizar esta tesis, compuestos solo de neuronas
amacrinas y FRs, las que, creciendo en medios quimicamente definidos, permiten estudiarlas en un
entorno mucho mas controlado que en el organismo entero. En estos cultivos, los FRs se desarrollan
independientemente, sin requerir la suplementacién de factores tréficos, pero, una vez establecidas sus
conexiones sinapticas, se tornan dependientes de los mismos para continuar con su desarrollo y prolongar
supervivencia. La dependencia por estos factores hace de este sistema in vitro un modelo adecuado para
evaluar el efecto de distintas moléculas sobre la supervivencia o diferenciacion celular.

Por ello, los resultados resefados en el primer capitulo de esta tesis tuvieron como objetivo principal
evaluar el efecto de PEDF vy los péptidos derivados de su dominio neurotréfico y angiogénico en este
modelo de cultivo primario de neuronas de retina.

En estos cultivos, tanto los FRs como las neuronas amacrinas exhibieron el receptor de PEDF (PEDF-R),
el cual es una fosfolipasa del tipo A2, localizado principalmente en la membrana celular. Por otro lado, la
expresion del transcripto para PEDF-R mostré un patron decreciente durante los primeros 5 dias de
cultivo, asi como también en la retina in vivo, en el mismo periodo de desarrollo. Este patron se observo
también a nivel de la proteina, aunque su descenso en el tiempo fue mas atenuado.

Tanto el PEDF como los dos péptidos derivados de su dominio neurotréfico, protegieron a los FRs en
cultivo de la muerte celular, caracterizada por ensayos de TUNEL y Anexina V. Ademas, previnieron la
pérdida de la funcion mitocondrial evaluada mediante Mitotracker, y preservaron la integridad estructural
de la membrana plasmatica, analizada indirectamente por medio de ioduro de propidio y DAPI; dado que
estos marcadores se visualizan una vez que se altera la permeabilidad de la membrana plasmatica. Esta
proteccion se debid principalmente a la interaccion de PEDF con PEDF-R, y, en parte, al aumento



constatado en la transcripcion de factores antiapoptéticos como Bcl2 y Bel2a1. El efecto del PEDF fue
especifico para la supervivencia de los FRs dado que el mismo no alteré la viabilidad de las neuronas
amacrinas, la cual se mantuvo constante durante los dias de cultivo analizados. Por el contrario, el PEDF
y los péptidos 44-mer y 17-mer promovieron el desarrollo de neuritas en las neuronas amacrinas, e
indujeron la diferenciacion de los FRs, al promover la polarizacion de la rodopsina hacia el extremo apical
de estas neuronas, tal como ocurre en los FRs maduros de la retina in vivo.

Estos efectos fueron anulados eficientemente mediante el secuestro de PEDF o de sus péptidos por medio
del péptido bloqueante P1, o por la inhibicién de la actividad enzimatica del PEDF-R mediante el inhibidor
enzimatico selectivo atglistatin. Todos los efectos del PEDF y sus péptidos neurotréficos fueron asociados
a la interaccion de los mismos con el PEDF-R. Por su parte, el fragmento derivado del dominio
antiangiogénico del PEDF no tuvo ningun efecto.

Por otro lado, también se indagd sobre el potencial del epitelio pigmentario de la retina (EPR) derivado de
células madre pluripotentes (CMP) en la produccién y liberacion del PEDF. Dado que la deficiencia del
PEDF ha sido correlacionada con una mayor incidencia de ciertas retinopatias y el hecho que el EPR
puede estar comprometido en algunas de estas patologias, ha impulsado el desarrollo de estrategias
orientadas a reemplazar el EPR dafado. Entre ellas se destaca la estrategia de generar EPR por medio
de CMP obtenidas a partir de la induccidn de células somaticas mediante la transduccién de factores de
pluripotencia por medio de un sistema episomal. Este tipo de estrategia requiere sortear multiples
obstaculos antes de ser viable, particularmente el de garantizar la identidad del nuevo EPR. El objetivo de
esta linea de investigacion, descripta en el segundo capitulo de esta tesis, fue evaluar los aspectos
funcionales del EPR derivado de células madre, comparandolos con los del EPR nativo.

El EPR derivado de CMP humanas recapitul6 las caracteristicas distintivas del EPR nativo, como la
polarizacién baso-apical, la capacidad de fagocitar y metabolizar segmentos externos de FRs y la
produccion de PEDF. Todas estas caracteristicas se mantuvieron aun hasta 50 dias después de su
induccién, con la produccion de PEDF incrementandose significativamente en funcion del tiempo.

En conclusion, el PEDF y los péptidos derivados de su dominio neurotrofico ejercieron efectos
citoprotectores y de diferenciacion sobre los fotorreceptores y promovieron el crecimiento de neuritas en
las neuronas amacrinas. Todos estos efectos fueron dependientes de la interaccion entre PEDF y PEDF-
R.

Por otro lado, el EPR derivado de CMP examinado en este trabajo de tesis mostré un comportamiento
similar al del EPR en la retina intacta, lo que permite considerar sus posibles capacidades terapéuticas
para estas enfermedades.
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Summary

Photoreceptors (PHRs) are the retinal neurons, which react to light, making them a central component in
the visual process. Their loss during certain retinal neurodegenerative diseases, such as retinitis
pigmentosa or age-related macular degeneration, leads to a gradual decline of vision and ultimately to
blindness. These pathologies, as well as others that target the central nervous system, are characterized
by the gradual, selective and irreversible degeneration of specific neuronal cell types. The lack of trophic
factors has been involved in many of these neurodegenerative processes and it is characteristic of the so-
called programmed cell death, such as the one that occurs during the period of synaptogenesis within the
developing nervous system. In the retina, just as any other portions of the nervous system, neurons are
dependent on trophic factors, which are produced by their environment.

Trophic factor requirements vary according to each cell type and its developmental stage. For the PHRs,
many trophic factors have been already identified, including the Glial cell line-derived Neurotrophic Factor
(GDNF), Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF), Fibroblastic Growth Factor (FGF), docosahexaenoic acid
(DHA), sphingosine-1-phosphate (S1P) and, perhaps one of the most important among them, the Pigment
Epitheliumderived Factor (PEDF). PEDF is a protein exhibiting both neurotrophic and antiangiogenic
properties, which are conferred by two spatially-separated domains of the PEDF polypeptide. The
identification of the sequences of these domains has allowed for the design and chemical synthesis of
stable peptides, such as the neurotrophic fragments 44-mer and 17-mer, which could potentially retain the
neurotrophic properties of the native protein, and therefore having a potential therapeutic value. However,
these advantages should be first evaluated on an adequate experimental model.

Up to now, most of our knowledge regarding PEDF has been obtained through in vivo models, which, due
to their inherent complexity and the multiplicity of interactions between cells and their surrounding tissues,
makes it difficult to analyze the specific processes occurring at a smaller scale. An alternative to overcome
these limitations is the use of primary cultures chosen for the present thesis, composed solely of PHRs and
amacrine neurons cultured in a chemically defined medium. These cultures allow the study of these
neurons in a much more controlled environment when compared to a whole organism. PHRs in these
cultures, initially develop and replicate without requiring trophic factor supplementation, but once they
establish their synaptic connections, become reliant on them for their survival. This reliance makes this in
vitro system an adequate testbed to evaluate the effects of different trophic factors on cell survival and
differentiation.

Therefore, the results of the first part of the thesis, which are shown in the first chapter, have the main
objective of evaluating the effects of PEDF and peptides derived from its neurotrophic and antiangiogenic
domains in a primary retinal cell culture-based model.

In these cultures, both neuronal types exhibited the PEDF receptor (PEDF-R), which was primarily
localized in the cell membrane. Additionally, the expression patterns for the PEDF-R transcript showed a
decreasing trend on the first 5 days in culture, which was also observed in the in vivo environment. This
pattern was also observed at the protein level, albeit in a less dramatic fashion.

PEDF as well as its neurotrophic domain-derived peptides protected cultured PHRs from cell death, which
was measured by TUNEL and Annexin V assays. Furthermore, they also prevented the loss of
mitochondrial function, as evaluated by Mitotracker, and preserved the structural integrity of the plasma
membrane analyzed by propidium iodide and DAPI staining, given that these markers are visualized once
the plasma membrane permeability is altered. This protection was exerted through PEDF/PEDF-R
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interaction, along with the upregulation of antiapoptotic factors such as Bcl2 and Bcl2a1. This protective
effect was PHR-specific, given that there was no significant difference in the survival rate of amacrine
neurons, which was constant throughout the observed timeframe. Furthermore, PEDF and the 44-mer and
17-mer peptides promoted neurite outgrowth in amacrine neurons and induced PHR differentiation by
promoting apical rhodopsin polarization, mimicking the same process in the retina in vivo.

These effects were readily annulled either by sequestering PEDF or its derived neurotrophic peptides with
the blocking P1 peptide, or by inhibiting the enzymatic activity of PEDF-R with the selective enzymatic
inhibitor atglistatin. Every previously observed effect, exerted by PEDF or its neurotrophic peptides, was
linked to their interaction with PEDF-R. The antiangiogenic domain-derived peptide showed no effects
whatsoever.

In a second line of research carried out in this thesis and described in the second chapter of this thesis, |
delved on the potential PEDF production and secretion of induced pluripotent cell-derived retinal pigmented
epithelium (RPE). Due to the fact that PEDF deficit has been correlated with an increased incidence of
retinopathies, coupled with the observation that the pigmented epithelium itself is compromised in several
of them; has led to the emergence of novel therapeutic strategies based on replacing the damaged retinal
pigmented epithelium. One of the main approaches relies on generating RPE by the differentiation of
induced pluripotent stem cells, obtained by the transduction of pluripotency factors in somatic cells by
means of an episomal system. This approach must clear several hurdles before becoming viable, starting
with confirming the identity and properties of this new RPE and how it compares to native RPE.

The stem cell-derived human RPE was able to replicate the main hallmarks of native RPE, such as
basalapical polarization, the capacity to phagocyte and metabolize PHR outer segments and to secrete
PEDF. All these features were consistent even at 50 days post-induction, with PEDF secretion showing a
significant increase over time.

In conclusion, PEDF and its neurotrophic peptides exerted cytoprotective effects and stimulated neuronal
development on photoreceptors and promoted neurite outgrowth amacrine neurons. All of these effects
were driven by PEDF/PEDF-R interaction.

Furthermore, stem cell-derived RPE showed a similar behavior to native RPE, allowing this approach of
RPE replacement to be further considered as another potential therapeutic approach for the treatment of
these diseases.
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Capitulo I: Rol del factor derivado del epitelio
pigmentario (PEDF) en Ila supervivencia vy
diferenciacion de células de la retina.

Introduccion
La retina como modelo del sistema nervioso

Uno de los desafios cientificos mas importantes de la actualidad es comprender los mecanismos que
gobiernan el desarrollo y funcionamiento del sistema nervioso (SN). Conocer los procesos que determinan
la supervivencia y diferenciacion neuronal no solo posee un valor biolégico incuestionable, sino también
médico, dado que sus alteraciones conducen a enfermedades neurodegenerativas, la mayoria de las
cuales aun no tienen cura ni tratamientos efectivos. La magnitud y complejidad del cerebro, con sus
aproximadamente 10" neuronas, muchas de ellas con conexiones que comprenden hasta 10.000
dendritas, tornan particularmente dificil su comprension. Afortunadamente la retina, como parte del
sistema nervioso central, ofrece una estructura mucho mas simple, de facil acceso y con sus células
ordenadas en capas claramente distinguibles; todo lo cual constituye una ventaja para su investigacion.

La retina es el tejido nervioso del ojo responsable del proceso de vision (Fig. 1). Especificamente se
encarga de la fototransduccion, un proceso que implica la conversion de sefiales luminicas en impulsos
nerviosos, que luego son colectados, modulados y transmitidos al cerebro por medio del nervio éptico para
su interpretacion. La retina posee seis tipos de neuronas y tres tipos de células de soporte. Los tipos
neuronales derivan de un unico progenitor neuronal (Turner y Cepko, 1987) y comprenden los
fotorreceptores (FRs) (conos y bastones), las neuronas bipolares, amacrinas, horizontales y ganglionares.
Ambos tipos de FRs son los responsables de convertir los fotones de luz que llegan a la retina en impulsos
nerviosos, los cuales son colectados y modulados por las neuronas bipolares, amacrinas y horizontales,
para luego ser transmitidos a las neuronas ganglionares. Los axones de éstas ultimas constituyen el
nervio optico, por donde fluye la informacién al cerebro.

Ademas de las neuronas, también son importantes las células gliales, responsables del soporte y
mantenimiento de las neuronas en el sistema nervioso en general. Particularmente en la retina, estan
representadas por las células gliales de Miller (CGM), la microglia y los astrocitos. Las CGM se extienden
atravesando transversalmente todas las capas de la retina y, entre sus multiples funciones, proveen
soporte estructural y funcional, y son consideradas células madre (Fischer y Reh, 2003; Simén y col.,
2012; Volonté y col., 2019). Por su parte, la microglia, ubicada individualmente en todas las capas, esta
primariamente asociada al proceso de fagocitosis, mientras que los astrocitos se encuentran
principalmente vinculados al nervio éptico.

Para su correcto funcionamiento, la retina depende de la vasculatura proveniente de arterias y capilares
que aseguran su nutricion. Las paredes de estos vasos estan constituidas por células endoteliales, las
cuales son rodeadas por células contractiles denominadas pericitos. A su vez, los pericitos, junto al epitelio
pigmentario retinal (EPR), participan en la formacién de la llamada “barrera hematorretiniana”, cuyo
desbalance contribuye al desarrollo del edema macular y a patologias retinales como la retinopatia
diabética (Trost y col., 2019). Por su parte, el EPR, esta intimamente asociado con el estrato de FRs y es
responsable de su mantenimiento, fagocitando segmentos externos no funcionales y reciclando sus
componentes (Young y Bok, 1969; Strauss, 2005). Otras de sus funciones son la secrecion de factores
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troficos (FTs) a la matriz interfotorreceptora (Ming y col., 2009) y la proteccion contra la generacion de
radicales libres (Boulton y Dayhaw-Barker, 2001).

Axones del
nervio optico
n pt

Célula
ganglionar

Capa de
células ganglionares

A%

Capa sinaptica

; interna
Célula

amacrina

Al

Célula

bipolar Capa de células

bipolares

Célula
horizontal

8

Capa sinaptica
extema

b A

Capa de células

Cono fotorreceptoras

Baston

Celula
pigmentaria

Capa pigmentaria

Figura 1: Esquema mostrando las capas y tipos neuronales de la retina (Tomado de https.//es.wikipedia.org/wiki/Retina).

En resumen, la retina, dada su simplicidad estructural es considerada un excelente modelo para el estudio
del SN y de los factores que promueven la supervivencia neuronal.

Los factores troficos como agentes de supervivencia y diferenciacion

Durante la embriogénesis del SN, las neuronas que se generan se desarrollan hasta alcanzar el periodo
de formacioén de las sinapsis, a partir del cual se tornan fuertemente dependientes del suministro de FTs
(Wolff y Missler, 1993; Peng y col., 2003), necesarios para continuar con su desarrollo normal y
supervivencia. La formacién de las sinapsis es clave en el modelado del SN; solo aquellas neuronas que
realicen las conexiones correctas y accedan a un suministro adecuado de FTs son seleccionadas para
formar parte del SN maduro, siendo las restantes eliminadas por un proceso denominado muerte
programada. Notablemente, mas de la mitad de las neuronas que “nacen” son eliminadas mediante este
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proceso natural. Sin embargo, su desbalance conduce a trastornos degenerativos, lo cual pone de relieve
la importancia de los FTs. Cabe destacar que, incluso en contextos patoldgicos, la muerte de los FRs, (asi
como la de otras neuronas del SN), ocurre mediante una serie de eventos altamente organizados y
concertados, que se recapitulan en varios modelos de enfermedades neurodegenerativas (Chang y col.,
1993; Marigo y col., 2007; Prado-Spalm y col., 2019).

La dependencia de los distintos tipos neuronales por FTs es especifica para cada uno de ellos y varia
segun la etapa de desarrollo (von Bartheld, 1998) y del tipo de tejido neural. En particular, las neuronas de
la retina requieren varios FTs para su supervivencia y diferenciacion tanto in vivo como in vitro.
Generalmente, estos FTs son provistos por las células diana, con las cuales hacen contacto o,
paracrinamente, por las células del entorno. En la retina, las CGM y del EPR proveen buena parte de
estos factores. Dada la relevancia que tienen para los FRs y, por ende, en la patogenia de enfermedades
retinianas, es necesario establecer cuales son estos factores, las vias moleculares que activan, las
funciones que regulan y como influyen en la prevencion de su muerte.

Para los FRs, varios de estos factores ya han sido identificados e incluyen al Factor Neurotréfico Derivado
de la Glia (GDNF) (Frasson y col., 1999; Wong y col., 2016; Garcia-Caballero y col., 2018), el Factor
Neutréfico Ciliar (CNTF) (Li y col., 2018) (Wen y col., 2011), el Factor Neutréfico Derivado del Cerebro
(BDNF) (Azadi y col., 2007; Zhang y col., 2009), el Factor de Crecimiento Fibroblastico (FGF) (Fontaine y
col., 1998), el acido docosahexaenoico (DHA) (Rotstein y col., 1996), la esfingosina 1-fosfato (S1P)
(Miranda y col., 2009) y, mas recientemente, uno de los principales, el Factor Derivado del Epitelio
Pigmentario (PEDF) (Jablonski y col., 2000: Becerra, 2006; Polato y Becerra, 2016). Todos ellos son
necesarios para el mantenimiento de los FRs y, directa o indirectamente, para la retina en su conjunto, de
modo que la falta de disponibilidad de los mismos compromete su supervivencia y potencial de desarrollo.

El PEDF y su rol en la retina

La proteina PEDF humana esta compuesta por 418 aminoacidos. Es codificada por el gen SERPINF1y
producida por las células del EPR. EI PEDF es un factor con capacidad neuroprotectora frente a varios
tipos de estresores externos, como el estrés oxidativo (Nadal-Nicolas y Becerra, 2018; Kim y col., 2021), la
fototoxicidad (Rapp y col., 2014; Imai y col., 2009) y la excitotoxicidad (Pang y col., 2007). Ademas de
tener un efecto citoprotector en varios modelos animales de degeneracion de la retina (Cayouette y col.,
1999;

Miyazaki y col., 2008; Hernandez-Pinto y col., 2019; Dixit y col., 2020), también se ha observado que
presenta actividad antitumoral para distintas lineas celulares de neuroblastoma, retinoblastoma y
osteosarcoma, entre otros (Becerra y Notario, 2013).

El PEDF también es un importante factor antiangiogénico, responsable de mantener la avascularidad en la
retina y de contrarrestar la accion del Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF) (Bouck, 2002;
Barnastable y col., 2004; Cai y col., 2006; Amaral y col., 2010). Esta es una propiedad importante si se
tiene en cuenta que la Degeneracion Macular Asociada a la Edad (AMD), puede presentar
manifestaciones neoproliferativas, caracterizadas por la intrusién de capilares sanguineos en la retina
neural, resultado de la deficiencia en los factores antiangiogénicos (Biesemeier y col., 2014; Al-Zamil y
Yassin, 2017). Esta funcidn antiangiogénica posee un correlato como factor antitumoral, dado que limita la
angiogénesis en ciertos tumores (Filleur y col., 2005).

Ambas funciones del PEDF, neurotréfica y antiangiogénica, han sido mapeadas en regiones discretas y
separadas de la proteina (Fig. 2). El sitio activo de la region antiangiogénica esta localizado en la seccion
entre los residuos de aminoacidos en posicién 44 a 77 de la secuencia humana (conocido como 34-mer)
(Becerra, 2006) mientras que el sitio activo neurotrofico esta en las posiciones 78-121 (denominado 44-
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mer) (Alberdi y col., 1999; Aymerich y col., 2001; Bilak y col., 2002). Este ultimo posee un fragmento
interno de 17 aminoacidos de longitud comprendiendo los residuos 98 a 114 (denominado 17-mer), el cual
recapitula los efectos neurotréficos con la misma capacidad que la proteina nativa (Kenealey y col., 2015;
Valiente-Soriano y col., 2020).

Figura 2: Estructura tridimensional de PEDF (PDB #1IMV), mostrando la proteina entera (centro), su dominio antiangiogénico 34-
mer (izquierda) y el dominio neurotréfico 44-mer (derecha), junto con un fragmento (17-mer) capaz de recapitular todas sus funciones
neurotréficas. Tomado de Lesley Earl (Office of Science Communications, Public Liaison and Education, NEI)

El PEDF interactua con su receptor, la proteina denominada PEDF-R. Este receptor posee la actividad
enzimatica caracteristica de una fosfolipasa A2 independiente de calcio y es codificada por el gen PNPLA2
(Patatin-like phospholipase A2), que se expresa en todas las capas celulares de la retina (Dixit y col.,
2020), aunque se halla particularmente concentrada en los FRs (Notari y col., 2006). Esta enzima hidroliza
el enlace éster sn-2 de los fosfolipidos, liberando principalmente acidos grasos poliinsaturados,
preferentemente acido docosahexaenoico (DHA, o 22:6n-3) (Pham y col., 2017) y lisofosfolipidos (Jenkins
y col., 2004; Notari y col., 2006). Mientras que la unién al PEDF estimula la actividad enzimatica del PEDF-
R-(Notari y col., 2006) y promueve la supervivencia de las células retinianas R28 y de los fotorreceptores
del ratdn rd1; su inhibicion, ya sea por el péptido bloqueante P1 o por atglistatin, un inhibidor de la
fosfolipasa A2 de PEDF-R, suprime estos efectos (Kenealey y col., 2015). Por otra parte, es importante
sefialar que otro inhibidor de la fosfolipasa A2, la 4-bromoenol lactona (BEL) inhibe los efectos sobre
supervivencia en células R28 del PEDF y la prevencion de la muerte celular mediada por el DHA durante
el estrés oxidativo en neuronas retinales in vitro (German y col., 2013; Subramanian y col., 2013). Estas
evidencias sugieren que el PEDF ejerce una accion directa sobre los FRs, a través de la estimulacién del
PEDF-R para generar DHA probablemente como su mediador lipidico neurotréfico.

La estimulacion del PEDF-R mediante PEDF se ha asociado con varios efectos intracelulares, como la
inhibicion de la translocacion del Factor Inductor de Apoptosis (AlF) al nucleo (Murakami y col., 2008), la
reduccion del contenido de calcio intracelular (Comitato y col., 2018), la activacion de las “quinasas
reguladas por sefales extracelulares 1/2” (Extracellular signal-regulated kinases 1y 2) (ERK1/2) (Tsao y
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col., 2006), el aumento de la expresion del factor del “Linfoma 2 de células B” (B-Cell Lymphoma 2) (Bcl2)
(Sanchez y col., 2012), la activacion de la via de Fosfatidilinositol-3 Kinasa /Proteina Kinasa B (PI3K/Akt)
(Rapp y col., 2014), y la preservacion de la actividad mitocondrial (Tian y col., 2017) entre otros, tanto
frente a injurias directas como en modelos de degeneracion retinal (Pagan-Mercado y Becerra, 2019). El
comun denominador en estos casos es un aumento en la expresion de factores antiapoptéticos en
paralelo con restriccion de la accidon de sus contrapartes proapoptéticas (Murakami y col., 2008; Birger y
col., 2020).

No obstante, aun se desconoce el alcance de los efectos directos del PEDF en los FRs especificamente,
asi como los dominios de la proteina asociados a estos efectos.

Modelos para la caracterizacion de factores tréficos en la retina.

Los efectos del PEDF han sido caracterizados en gran parte en modelos in vivo (Polato y Becerra, 2016),
los cuales, si bien representan una buena aproximacion posible al ser humano, debido a su naturaleza
altamente compleja, junto sus numerosas interacciones concurrentes, los convierte en una especie de "caja
negra", en la que los procesos, vias moleculares y funciones intervinientes, son dificiles de identificar o
caracterizar. En el otro extremo de la escala de complejidad se encuentran las lineas celulares, como las
células R28 de retina (Siegel, 2014) que, aunque permiten realizar estudios de buena resolucion y
reproducibilidad, son células que permanecen activas en el ciclo celular generando diferencias con sus
contrapartes in vivo, limitando asi su fiabilidad.

Los cultivos primarios utilizados en esta tesis, obtenidos a partir de progenitores de retina, permiten capturar
las ventajas de ambos modelos. Utilizando un medio quimicamente definido, carente de suero, y bajo
condiciones controladas de cultivo, estos progenitores se diferencian en neuronas amacrinas y FRs. Ambos
tipos neuronales conservan y recapitulan procesos claves del desarrollo observados en la retina entera. Asi,
la curva de expresion de opsina en estos cultivos conserva los porcentajes hallados en las retinas in vivo a
tiempos equivalentes del desarrollo. Ademas, el crecimiento de los axones sigue un patrén morfolodgico
similar al observado in vivo, y la generacidén de progenitores de los FRs ocurre y se completa al mismo
tiempo que en su contraparte en la retina entera.

Al igual que otras neuronas del sistema nervioso, los FRs en cultivo, durante su desarrollo, sobrellevan una
crisis de supervivencia requiriendo del suministro de FTs, sin los cuales sobreviene su degeneracién y
muerte (Young, 1984). Estas condiciones permiten evaluar los efectos sobre el desarrollo, supervivencia o
diferenciacion, de moléculas o factores durante su interaccion directa con las células. En particular, debido
a que el medio utilizado carece de los FTs requeridos por los FRs, estos cultivos son una herramienta 6ptima
para estudiar los efectos y potencial de FTs como ceramida-1-fosfato (Miranda y col., 2011), DHA (Rotstein
y col., 1998), GDNF (Politi y col., 2001b), insulina (Politi y col., 2001c), luteina y zeaxantina (Chucair y col.,
2007). Todas estas ventajas nos llevaron a utilizar este modelo para evaluar los efectos de PEDF y sus
péptidos derivados.

Hipétesis
La region neurotrofica de la proteina PEDF humana entre los residuos de aminoacidos nimero 98 y 114

activa los mecanismos intracelulares necesarios para promover la supervivencia, diferenciacion y
neuritogénesis en células de retina in vitro.

Objetivos

Para poner a prueba esta hipétesis los objetivos fueron:
a) Determinar la presencia de PEDF-R en neuronas en cultivo.
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b) Determinar el efecto neurotréfico de la proteina y péptidos derivados del PEDF en los fotorreceptores y
neuronas amactrinas in vitro.

Materiales y métodos

Animales

Los cultivos primarios neuronales se obtuvieron a partir de retinas de ratas neonatas Wistar albinas de
entre 1 y 2 dias de edad sin distincion de sexo, criadas en los bioterios del NIH y el INIBIBB, o compradas
a Charles River (Frederick, MD, Estados Unidos). Los progenitores tenian un rango de edad de entre 3y 8
meses y fueron mantenidos en parejas hasta el momento del nacimiento. En todos los casos fueron
sujetos a un régimen de 14 horas de oscuridad y 10 horas de luz, con suministro de alimento y agua ad
libitum.

Todos los procedimientos concernientes a la manipulacién de animales se realizaron de acuerdo con las
normas internacionales vigentes y con aprobacion del protocolo de trabajo por el Comité Institucional para
Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion (CICUAE) de la Universidad Nacional del Sur (058/2015,
059/2015 y 060/2015) y el Animal Research Advisory Committee del NEI (ASP NEI-682). La eutanasia fue
realizada mediante decapitacion con tijeras sin anestesia previa.

Proteinas y péptidos

La proteina PEDF recombinante humana, obtenida del laboratorio de la Dra. Becerra (NEI), fue producida
y purificada siguiendo una metodologia previamente descripta (Stratikos y col., 1996). Especificamente,
células BHK fueron transfectadas de forma estable con un plasmido para el PEDF, se rotaron
periddicamente entre medio con y sin suero, obteniendo el medio condicionado de este ultimo, el cual fue
purificado después de una precipitacion con sulfato de amonio por cromatografia de intercambio catidnico.

El fragmento del sitio activo de la proteina PEDF-R (Péptido P1), y los péptidos 17-mer, 34-mer y 44-mer
fueron sintetizados quimicamente y purificados por Biosynthesis Inc. (Subramanian y col., 2013; Kenealey
y col., 2015) (Secuencias de aminoacidos estan en la Tabla 1 en Apéndice).

Materiales empleados

Todos los materiales utilizados en este trabajo de tesis, junto con los nombres de sus fabricantes y
numeros de catalogo correspondientes, se encuentran listados en la Tabla 2 del Apéndice.

Cultivos neuronales

Para generar un sustrato que permita la adherencia de las neuronas, las capsulas de cultivo fueron
pretratadas con solucién de poli-ornitina disuelta en buffer borato (0,1 mg/ml) durante 1 hora a temperatura
ambiente. La poli-ornitina es un polication que se adhiere a la superficie de la capsula y promueve
adhesion neuronal por su atraccion electrostatica con la superficie cargada negativamente de las neuronas
in vitro. Las capsulas fueron lavadas dos veces con una solucién salina de Hanks (HBSS) e incubadas
durante 16 horas a 37°C con una solucion (al 25% en DMEM) de medio condicionado obtenido de cultivos
de la linea de Schwannoma RN22, el cual posee un factor promotor del crecimiento de neuritas (Adler,
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1982). Justo antes de la siembra de las células, el medio condicionado fue removido, seguido de dos
lavados con DMEM.

Los cultivos neuronales puros fueron obtenidos de acuerdo a protocolos previamente establecidos (Politi y
col., 1988; Rotstein y col., 1996). Las retinas de ratas neonatas de 1-2 dias de edad fueron separadas por
medio de una diseccidn en la cual se eliminaron el tejido conectivo y el humor vitreo, para luego ser
disociadas mecanicamente mediante agujas de tungsteno. Seguidamente fueron sometidas a una
digestion enzimatica incubandolas durante 12,5 min a 36°C con una solucion de tripsina (0,25%) diluida en
6 ml de buffer Hanks sin calcio ni Magnesio (CMF). Luego de esta digestién, se agregaron 500 ul de
inhibidor de tripsina (0,25%) y se incubd durante 30 segundos. A continuacién, las retinas se disociaron
mecanicamente por medio de una pipeta de vidrio de 5 ml o una pipeta automatica con una punta “P1000”,
previa aplicacion de 300 pl de inhibidor de tripsina (0,25%). Las células se resuspendieron en un medio
quimicamente definido y se sembraron en capsulas de cultivo de 35 0 60 mm de diametro, dependiendo
del disefio experimental.

Las células asi disociadas se sembraron sobre capsulas de cultivo de 35 mm o 60 mm de diametro
conteniendo un medio de cultivo quimicamente definido, preparado como se describiera previamente
(Politi y col., 1988). La composicion del medio de cultivo quimicamente definido fue: DMEM suplementado
con penicilina (100.000 U/I), glutamina (2 mM), citidina-5-disfosfocolina (2,56 mg/l), citidina-5-
disfosfoetanolamina

(1,28 mg/ml), hidrocortisona (100 nM) y el suplemento N1 en el doble de la concentracion indicada por
Bottenstein y Sato (1979): Insulina (1,66x10¢ M), progesterona (4x10% M), putrescina (2x10* M), selenio
(6x10® M) y transferrina (1,25x107 M). El uso de medio de cultivo quimicamente definido elimina la
variabilidad inherente asociada a medios que contienen suero fetal bovino y permite identificar y
caracterizar los efectos generados por aquellos componentes agregados experimentalmente.

Los cultivos se incubaron durante 5 dias a 36,5°C en una atmdsfera humidificada con 5% de CO,, con un
Unico cambio de medio a dia 2.

Cada ensayo fue realizado en triplicado dentro de cada camada, y replicado en multiples camadas al
menos tres veces.

Ensayos de inmunocitoquimica

Para los ensayos de inmunocitoquimica, los cultivos fueron fijados con paraformaldehido (2%) durante 30
minutos a 25°C, permeabilizadas con Tritén X-100 (0,2% en buffer fosfato salino [PBS], compuesto por
137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na2HPO4, y 1,8 mM KH2PO4, pH 7,4.) durante 10 minutos e
incubados con los anticuerpos primarios durante 1 hora, seguido de sus respectivos anticuerpos
secundarios durante 1 hora; en ambos casos diluidos en PBS. Cada uno de estos pasos fue intermediado
por tres lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

Todas las combinaciones de anticuerpos primarios y secundarios junto con sus concentraciones se
encuentran detalladas en la Tabla 3 del apéndice.

Para su visualizacion, los nucleos fueron contrastados con DAPI (35 uM), Hoechst 33342 (20 uM) o TO-
PRO3 (2 yM) adquiridos en Invitrogen (Estados Unidos). Todos fueron incubados durante 1 hora junto con
los anticuerpos secundarios.

Salvo que se especifique lo contrario, todas las incubaciones se realizaron a 25°C. Las desviaciones de
este protocolo estan senaladas en las secciones particulares de cada ensayo.
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Microscopia

Las imagenes fueron adquiridas mediante microscopia laser confocal, utilizando los microscopios Leica
DMIRE2/TSCSP2 y Nikon Eclipse E600, propiedad del Instituto de Investigaciones Bioquimicas de Bahia
Blanca; junto con los microscopios Zeiss 700 y 880 y Olympus FV1000, propiedad del Bioimaging Core del
NEI. Las imagenes fueron analizadas y procesadas con ImagedJ (Schneider y col., 2012) y ZEN, el
software propiedad de Zeiss. Se analizaron tres capsulas por condicién, con 10 campos aleatorios por
capsula.

Administracién y bloqueo de los efectos de PEDF y péptidos derivados

La proteina PEDF y sus péptidos derivados, 17-mer, 34-mer y 44-mer (Tabla 1), fueron diluidos en HBSS
para su agregado en el medio. Como control, se utilizé solo HBSS. La concentracién éptima que redujo la
muerte celular fue de 10 nM, determinada a partir de ensayos preliminares con concentraciones de 1, 10y
100 nM de PEDF.

Para suprimir los efectos de PEDF o sus péptidos derivados, se utilizé el péptido bloqueante P1, diluido en
HBSS a una concentracion final en cultivo de 100 nM. Este péptido representa el sitio activo de PEDF-R,
el cual, agregado en exceso actia como un secuestrante de PEDF (Subramanian y col., 2013).
Alternativamente, se utilizé el inhibidor enzimatico de la lipasa de PEDF-R, atglistatin, en una
concentracion final en cultivo de 3,5 uM (disuelto en DMSO). Ambos agentes se incubaron durante 1 hora
antes del agregado de los efectores.

Identificacion celular

La identificacion de los tipos neuronales presentes en los cultivos se realizé por medio de marcacién
inmunocitoquimica. Para ello, los cultivos fueron fijados; permeabilizados, como fuera previamente
descripto e incubados durante 16 horas con los anticuerpos anti-Cone-Rod Homeobox (CRX)
(Generosamente donado por Cheryl Craft, Universidad de California del Sur, [Zhu et al., 2000]), un factor
de transcripcién expresado en estadios tempranos del desarrollo de fotorreceptores (Furakawa y col.,
1997). Para identificar a las neuronas amacrinas los cultivos se incubaron con un anticuerpo anti-sintaxina
(HPC1), que reacciona con un polipéptido de 35 kDa, idéntico a la sintaxina que marca la membrana
plasmatica del soma celular y la capa plexiforme interna en retina de rata y otras neuronas (Akagawa y
Barnstable, 1986; Barnastable y col. 1985). Ambos anticuerpos fueron incubados simultaneamente,
diluidos en PBS y llevados a concentraciones finales de 1:400

(vol./vol.) para CRX y 1:40 (vol./vol.) para HPC1 durante 16 horas a 4°C. La expresion de rodopsina en los
FRs fue evaluada por medio de ensayos inmunocitoquimicos con los anticuerpos Rho4d2 y Rho1d4 (este
ultimo, generosamente donado por el Dr. Robert Molday de la Universidad de Columbia Britanica, Canada
[Molday y col., 1988]). Ambos mostraron patrones de marcado equivalentes entre ellos. Los cultivos fueron
posteriormente incubados con sus correspondientes anticuerpos secundarios, montados y observados
bajo el microscopio confocal Olympus FV1000.

Inmunomarcacion de PEDF-R en células en cultivo

Las neuronas fueron cultivadas en portaobjetos de 4 cadmaras siguiendo el protocolo previamente
descripto. Una vez fijadas y permeabilizadas, las células se incubaron con un anticuerpo anti-PEDF-R
(Sigma) diluido en una solucién de seroalbumina bovina (BSA) (0,5%) en PBS durante 1 hora.
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Para marcar la membrana celular, las células se incubaron con una soluciéon 10 ug/ml de aglutinina de
germen de trigo (WGA) acoplada al fluoréforo Alexa 555 diluido en HBSS durante 10 minutos, siguiendo
las instrucciones del fabricante.

Las imagenes de los preparados se adquirieron con los microscopios Zeiss 700 y 880, asi como también
Zstacks, adquiridos con una separacion de 0.6 pm por imagen. Todas las imagenes se procesaron con el
software ZEN, utilizando la funcién de colocalizacidon sobre los Z-stacks.

Inmunomarcacion de PEDF-R en tejidos de retina

Para la inmunomarcacion del PEDF-R en tejidos de retina, se enuclearon ojos de ratas de 1 dia de edad,
los cuales se fijaron en formalina 10% por 72 horas a temperatura ambiente, tras lo cual se procedio a
incluirlos en parafina y finalmente a seccionarlos. Algunas secciones fueron tefidas con hematoxilina-
eosina para observar la histologia general; mientras que el resto se desparafiné por inmersion en xileno
durante 5 minutos, seguido de lavados en concentraciones decrecientes de etanol (100%, 95%, 90%, 70%
y 50%) diluido en agua destilada. Estas secciones se lavaron tres veces con PBS e incubaron con
solucion de bloqueo (0,5% BSA 'y 0,1% de Triton X-100 en PBS) durante 30 minutos. Se procedié luego a
incubarlas con anticuerpo antiPEDF-R (Protein Tech) diluido 1:1000 en PBS con 0,5% BSA durante 16
horas a 4°C. Luego de 3 lavados con PBS, las secciones se incubaron con su correspondiente anticuerpo
secundario diluido 1:200 en PBS, junto con DAPI diluido 1:1000 durante 1 hora a temperatura ambiente.
Finalmente, las secciones se lavaron tres veces con PBS antes de montarlas y llevarlas al microscopio
Olympus FV1000 para la adquisicién de imagenes. Tres ojos de dos animales diferentes se procesaron y
analizaron de esta manera.

Evaluacion de muerte neuronal

La muerte celular se determiné utilizando la sonda ioduro de propidio (IP), una molécula pequefa
autofluorescente que es capaz de unirse al ADN, pero que no puede ingresar pasivamente a células con
sus membranas intactas. Dado que la pérdida de integridad de membrana es un evento que ocurre
durante cualquier tipo de proceso que conduzca a la muerte celular, este ensayo permite identificar las
células muertas en general, independientemente de la forma en que ésta haya ocurrido. Para realizar
estos ensayos, los cultivos se incubaron con IP diluido en el medio de cultivo con una concentracion de
7,5 pug/ml durante 30 minutos a 37°C. Pasado este lapso los cultivos se lavaron 2 veces con PBS, y se
fijaron y permeabilizaron segun el protocolo previamente descripto, para luego ser incubados con DAPI o
TO-PRO-3. Se procedié luego a la adquisicion de imagenes por medio de microscopia de fluorescencia o
confocal y su posterior analisis, considerando las células positivas para IP como no viables.

La presencia de ADN fragmentado se determiné por medio del ensayo de TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick-end labeling assay), con el kit de deteccién ApopTag®, siguiendo
las instrucciones del fabricante. Este ensayo marca los extremos 3’-hidroxilo terminales en ADN
fragmentado, para detectar fragmentacion del ADN a nivel celular. Los nucleos fueron contrastados con
DAPI, incubado en una diluciéon 1:100 durante 15 minutos.

Adicionalmente, la fragmentacion de ADN se evalud por medio de citometria de flujo, utilizando el kit
APOBrdU™, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras, junto con los controles positivos y
negativos que forman parte del kit, se analizaron en el citobmetro de flujo CytoFlex NUV LX (Beckmann-
Coulter) propiedad del Flow Cytometry Core Facility del NEI. Previamente, las muestras fueron analizadas
por FSC y SSC. Los datos se obtuvieron con el software CytExpert (Beckmann-Coulter) y procesados con
el software FlowJo (BD Biosciences).

En otros ensayos, se utilizé el kit de Anexina V-Mitotracker de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Anexina V es una sonda que se une selectivamente a la fosfatidilserina, la cual, en condiciones normales,
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solo se encuentra en la cara interna de la membrana celular, pero que durante el proceso apoptético es
translocada al exterior por accién de enzimas denominadas scramblasas.

En ambos casos se agregaron 50 pl de DAPI (10 pg/ml) inmediatamente antes del ensayo para marcar las
células muertas.

Ensayos de citotoxicidad

Para evaluar la presencia de citotoxicidad en el entorno de cultivo se realizé un ensayo con el LDH
Citotoxicity

Kit. Con este propésito, las células se cultivaron en placas de cultivo de 96 pocillos y se analizaron a los
dias 3, 5, 7 y 9, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las placas se leyeron en un lector de placas
SpectraMax iD5 (Molecular Devices).

Ensayos Mitocondriales

El potencial de membrana mitocondrial se evalué mediante el kit de Mitotracker™ Red CMXRos. Esta
sonda permite marcar mitocondrias, y su acumulacién y retencién en estas organelas es dependiente del
potencial de membrana mitocondrial. La marcacién se realizé de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Para ello, los cultivos celulares de 5 dias in vitro fueron incubados durante 30 minutos con la
sonda Mitotracker en una concentracion final de 200 nM. Los cultivos fueron lavados 2 veces con PBS,
fijados, permeabilizados, y finalmente incubados con DAPI o TO-PRO-3 segun el protocolo ya descripto.

Las imagenes se adquirieron con el microscopio Eclipse E600 o microscopia confocal. Para cuantificar, la
intensidad de fluorescencia, ésta se restringid utilizando un filtro ND40 en el Eclipse E600, o ajustando los
parametros de deteccion de fluorescencia de una forma equivalente en microscopia confocal. Las células
con una sefal intensa y discreta localizada en el cono axonal fueron consideradas como sanas.

Desarrollo de Neuritas

Para evaluar el desarrollo de neuritas, las células fueron fijadas y permeabilizadas segun el protocolo de
inmunocitoquimica descripto anteriormente, e incubadas con anticuerpo anti-tubulina acetilada o anti-Tuj1
durante 1 hora. Para la cuantificacion, se midio el largo de la neurita mas larga de cada neurona, el cual
fue dividido por el diametro de su respectivo nucleo. Esta informacion se procesé utilizando el software
GraphPad Prism (Version 8.2.0).

Obtencion del medio condicionado de Schwannoma (RN22)

Para obtener el medio condicionado que promueve el crecimiento de neuritas en los cultivos neuronales se
cultivaron células de la linea celular RN22, incubadas en un medio de cultivo compuesto de DME y 10%
de suero fetal bovino a 37°C y 5% de COg, utilizando frascos de cultivo T25 y T75. Justo antes que los
cultivos alcanzaran el estadio de confluencia celular, se removié el medio de cultivo, se los lavé luego con
DME dos veces, de modo de eliminar vestigios de suero en el medio y finalmente fueron incubados con
DME sin suero durante 48 horas. Una vez concluido el periodo de incubacion, se colectd el medio
condicionado, se lo filtré utilizando filtros estériles de 0.22 um y se lo alicuotd en viales estériles. Para su
uso, el medio condicionado fue finalmente diluido al 25% en DMEM, como se indicara en la seccién de
cultivos neuronales.
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Deteccion de PEDF por ELISA

Para detectar y cuantificar la proteina PEDF se utilizé un kit de deteccion de PEDF por ELISA siguiendo
las instrucciones del fabricante. El ensayo de ELISA permite detectar la presencia de PEDF por medio de
anticuerpos anti-PEDF ubicados en el sustrato de los pocillos de reaccion, los cuales capturan el PEDF del
medio. La presencia de PEDF fue puesta de manifiesto utilizando un segundo anticuerpo anti-PEDF
conjugado con biotina, el cual reacciona con una solucion de estreptavidina-peroxidasa, generando un
producto coloreado, cuya intensidad se mide por espectrofotometria.

Western Blotting

Las células en cultivo fueron sometidas a lisis con el buffer RIPA siguiendo las instrucciones del fabricante,
y los lisados resultantes se almacenaron a -80°C hasta el momento de ser procesados. La cuantificacion
de proteinas se realizé mediante el ensayo de BCA, siguiendo las instrucciones del fabricante. Una
cantidad equivalente de proteina de cada lisado fue sembrada en geles NuPage Bis-Tris 10%, que fueron
sometidos a corridas electroforéticas a 125 volts durante 90 minutos, utilizando MOPS como buffer de
corrida. Las proteinas del gel se transfirieron posteriormente a una membrana de nitrocelulosa mediante el
dispositivo de transferencia iBlot2 (Thermofisher, IB21001, US). Se utilizaron dos métodos para deteccién
de senal: Enhanced chemiluminiscence (ECL) y Li-Cor. Si bien ambos métodos se basan en la deteccién
de proteinas por medio de inmunomarcacion, la deteccién por ECL utiliza anticuerpos secundarios
asociados a peroxidasa, la cual reacciona con H2O2 y luminol, generando un producto quimioluminiscente.
Li-Cor, por su parte, utiliza anticuerpos secundarios conjugados con fluoréforos que emiten en el espectro
rojo e infrarrojo (680 y 800 nm), los cuales son detectables por medio del dispositivo Li-Cor.

Para el método de ECL, el éxito de la transferencia fue evaluado mediante una incubacién de 2 minutos
con Ponceau Red, seguido de 3 lavados con agua destilada.

Las membranas fueron posteriormente incubadas en BSA (5%) disuelta en TBST (137 mM NaCl, 20 mM
Tris, 0,1% Tween 20, pH 7,4) durante 1 hora, y posteriormente incubadas con anticuerpo anti-PEDF-R
(Sigma) diluido 1:1000 en TBST con BSA 1% durante 16 horas a 4°C. Luego de tres lavados de 5 minutos
cada uno con TBST, la membrana se incubd con un anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa diluido
1:1000 y disuelto en TBST durante una hora, seguido de incubacion con el kit de deteccion por ECL
durante 30 segundos antes de realizar la adquisicién de imagenes.

Las imagenes fueron tomadas con la camara Kwik-Quant. Las membranas fueron posteriormente
incubadas con buffer de stripping (férmula registrada por el fabricante; ver tabla 2), durante 10 minutos,
lavadas 3 veces con PBS durante 5 minutos e incubadas con anticuerpo anti-GAPDH diluido 1:10000.

Para el método Li-Cor, se utilizé el kit de cuantificacion de proteina total para verificar el éxito de la
transferencia y cuantificar la cantidad total de proteina en cada carril, siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Luego de ser lavadas tres veces con PBS, las membranas fueron incubadas en solucion de bloqueo,
compuesta por el buffer de bloqueo diluido 50% en PBS durante 30 minutos. La solucién de bloqueo se
removid, reemplazandose por el anticuerpo anti-Bcl2, diluido 1:2000 en solucién de bloqueo con 0.1%
Tritén X-1000, y se procedio a su incubacion por 16 horas a 4°C. Pasado este tiempo, las membranas
fueron sometidas a tres lavados de 5 minutos cada uno con PBS e incubadas con el anticuerpo
secundario antiRabbit diluido 1:1000 durante 1 hora en oscuridad. Luego de otros tres lavados realizados
de la misma manera, la sefal se visualizdé por medio del dispositivo Li-Cor DLx (Li-Cor Biosciences, US).
Los anticuerpos se eliminaron de la membrana utilizando el buffer de stripping de Li-Cor, siguiendo las
instrucciones del fabricante.
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Extraccion de ARNm y RT-PCR

La extraccion de ARNm fue realizada por medio del RNeasy Mini Kit siguiendo las instrucciones del
fabricante, incluyendo el paso opcional con ADNasa. En ambos, las muestras fueron almacenadas a -80°C
y procesadas de la misma manera. Previo a su uso, la cantidad y pureza del ARN se evaluaron mediante
absorbancia utilizando las longitudes de onda a 260 y 280 nm usando el espectrofotometro NanoDrop One
(Fisher Scientific, 13-400-518, US).

Para los ensayos de RT-PCR, las muestras fueron procesadas con el kit QuantiTect SYBR Green
siguiendo las instrucciones del fabricante y analizadas en el dispositivo de RT-PCR Viia7 (Thermo Fisher
Scientific). Se realizaron 40 ciclos de amplificacion, consistiendo en un primer paso a 95°C durante 15
segundos, seguido de un segundo paso a 60°C durante 60 segundos, modificando la temperatura a una
velocidad 1,6°C/segundo en todos los casos. La expresion relativa de ARNm fue calculada usando el
método de Comparative Threshold (CT), con ARN 18S como normalizador. La expresién del ARN 18S se
calculd con las respectivas muestras diluidas 1:1000 respecto de las muestras para deteccion de PEDF-R
(Utilizando agua libre de ARNsa como solvente). Ambas muestras fueron analizadas por triplicado.

Los primers utilizados fueron designados para amplificar los siguientes ADNcs: Pnpla2 Forward:
(5TGTGGCCTCATTCCTCCTAC-3’), Pnpla2 Reverse (5-TGAGAATGGGGACACTGTGA-3’), 18S
Forward (5'GGTTGATCCTGCCAGTAGC-3’),18S Reverse (5-GCGACCAAAGGAACCATAAC-3’). La
eficiencia de amplificacion fue de aproximadamente 90% para cada par de primers. Los niUmeros de
acceso son: XM032891430 para Pnpla2, y AHO01747 para 18S.

Perfil de ARNm de factores pro y antiapoptéticos

Las muestras de ARNm se extrajeron mediante el RNeasy Mini Kit, utilizandose 8 capsulas de 35 mm por
condicion, 6 horas después del tratamiento con PEDF a DIV2. El rendimiento promedio fue de 0,5 ug de
ARNmM por capsula.

EI ARNm se proceso a ADNc con el kit RT? First Strand siguiendo las instrucciones del fabricante y se
almaceno a -80°C. Posteriormente se realizd un ensayo de RT-PCR utilizando el kit RT? Profiler PCR
Array (Rat Apoptosis). Se utilizaron los parametros de amplificacion y equipo anteriormente mencionados.
La normalizacion se realizé controlando la cantidad inicial de ARNm convertido a ADNc en ambas
condiciones. En el ensayo de RT-PCR se utilizé el gen de Lactato Deshidrogenasa incluido en el kit como
control interno.

Andlisis estadistico

Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el software GraphPad Prism (Version 8.2.0) usando
el analisis t de student o ANOVA, seguido del test de Tukey o el test de comparaciones multiples de
Dunnett, segun sugerencia del software. Todos los graficos estan construidos con la media mas el desvio
estandar de al menos tres experimentos independientes. Las diferencias fueron consideradas
significativas con un valor de p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***), p<0,0001 (****).
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Resultados
Los cultivos neuronales estan compuestos por fotorreceptores y

neuronas amacrinas

Para identificar los tipos celulares presentes en los cultivos, se evaluaron la morfologia mediante
microscopia de contraste de fases y la expresion de marcadores celulares especificos por técnicas
inmunocitoquimicas.

El analisis morfolégico revelo la existencia de dos tipos celulares, FRs y neuronas amacrinas. Los FRs
exhibieron un cuerpo celular pequefio (5-10 um de diametro) y redondo y, al momento de ser cultivados,
carecieron de neuritas (Fig. 3A). En la medida que progresé su diferenciacion, desarrollaron una unica
neurita corta de 5-10 ym de largo y, eventualmente, un cilio apical y un pie sinaptico conspicuo, similar al
observado en los FRs en las retinas in vivo (Fig. 3B).

A) Fase DAPI

DAPI

Figura 3: Caracterizacion de las neuronas obtenidas en cultivo. A) Imégenes de cultivos retinales a 5 dias de desarrollo,
mostrando la estructura tipica de FRs (Flechas blancas) y neuronas amacrinas (Flechas amarillas). Los FRs son identificables por
su cuerpo celular redondo, de entre 5y 10 um de diametro y por poseer una Unica neurita corta. Las neuronas amacrinas, en
contraste, poseen un cuerpo celular de entre 10 y 30 um de diametro y multiples neuritas, dependiendo de su subtipo. B)
Imagenes de cultivos retinales de 5 dias de desarrollo, mostrando FRs y neuronas amacrinas sanas (Flechas blancas y amarillas
respectivamente) y FRs picnéticos (Flechas rojas), los cuales se observan como nticleos mas pequefios, con mayor intensidad de
fluorescencia por DAPI.
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Adicionalmente, los FRs en cultivo fueron identificados mediante técnicas inmunocitoquimicas usando
anticuerpos contra la proteina Cone-Rod Homeobox (CRX) (Fig. 4A), la cual es uno de los primeros
marcadores que expresan los precursores de FRs al comprometerse a este linaje. Por su parte, las neuronas
amacrinas poseen un cuerpo celular de mayor tamafo (10-30 um) y, al igual que sus contrapartes in vivo,
desarrollan una o multiples neuritas (Figs. 3A, B). Para completar la caracterizacion inequivoca de estas
neuronas, las mismas fueron identificadas con un anticuerpo monoclonal anti-sintaxina (HPC1) (Fig. 4A), el
cual permite marcar la mayoria de los subtipos de neuronas amacrinas.

Tal como se observa en la figura 4A, las células positivas para CRX comprendieron la gran mayoria de las
células en cultivo, las cuales representaron aproximadamente el 80% de neuronas existentes, mientras que
las neuronas amacrinas representaron un 15% (Fig. 4B). Las células restantes fueron constatadas como
muertas por contraste de fases y DAPI, una sonda fluorescente que se une a regiones ricas en Adenina-
Timina en el

ADN, que permite observar nucleos en estado de picnhosis (Fig. 3B).
Ensayos de citometria de flujo revelaron que estas neuronas en cultivo no presentaron una autofluorescencia
significativa (Fig. 4C, panel superior) y que, al ser incubadas con anticuerpo anti-CRX y su correspondiente
secundario, se observd una abundancia relativa de eventos CRX-positivos de aproximadamente un 80%
(Fig. 4C, panel inferior). Ensayos sucesivos permitieron verificar que este porcentaje se mantuvo en
diferentes cultivos, y mostré en concordancia con los valores observados por inmunocitoquimica (Fig. 4D).
Estas observaciones indicaron que los cultivos primarios retinales estan compuestos solo por dos tipos de
neuronas, donde una gran mayoria correspondio a los FRs, mientras que las neuronas amacrinas, de mayor
tamano que los FRs, representaron una fraccion minoritaria.
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Figura 4: Identificacién y cuantificaciéon de neuronas retinales en cultivo. A) Cultivos neuronales de retinas de 5 dias de
desarrollo mostrando los dos tipos de neuronas presentes en estos cultivos, FRs (flechas) y neuronas amacrinas (cabezas de
flecha), identificados por ensayos inmunocitoquimicos utilizando anticuerpos contra CRX (Rojo) y HPC1 (Verde), respectivamente.
Los cultivos fueron preparados por duplicado y obtenidos de 6 camadas de ratas PN1 en dos laboratorios distintos (Laboratorios de
P. Becerra y L. Politi) (Barra: 25 um). B) Analisis cuantitativo mostrando el porcentaje de los tipos celulares marcados con HPC1 y
CRX en cultivos hechos con diferentes camadas (n=6). C) Ensayo de citometria de flujo de neuronas retinales a dia 5 de desarrollo
in vitro inmunomarcadas con CRX (histograma inferior) comparadas con neuronas sin fluoréforo como control de fluorescencia
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(histograma superior). D) Grafico mostrando el porcentaje de eventos CRX+ en tres ensayos independientes por citometria de flujo
(n=3).

El PEDF-R esta presente en neuronas en cultivo

Para investigar la presencia de PEDF-R en retinas enteras y en los cultivos a distintos tiempos del
desarrollo se realizaron ensayos de RT-PCR, western blotting e inmunocitoquimica.

El ensayo de RT-PCR del transcripto para Pnpla2, el gen que codifica a PEDF-R, en cultivos de células a
los dias in vitro 1, 3y 5, y a sus dias equivalentes en retinas enteras, PN 2, 4 y 6, mostré que los maximos
valores de transcripcién (Relacion Pnpla2/18s) fueron observados en las retinas enteras, al dia PN2 y, en
los cultivos, a su tiempo equivalente, correspondiente al DIV1 (Fig. 5A) y, en ambos casos, mostraron un
perfil descendente, alcanzando sus valores minimos en las relaciones Pnpla2/18s de retinas enteras a los
dias PN6 y a DIV5, en cultivos. En correspondencia con estos resultados, la presencia de la forma
proteica de PEDF-R, evaluada mediante ensayos de western blot (Fig. 5B), mostré un patréon decreciente
en funcion del tiempo de desarrollo, similar al observado a nivel del transcripto.

Ademas, ensayos inmunocitoquimicos con anticuerpos anti-PEDF-R permitieron detectar la presencia de
PEDF-R en las células. La marcacion de PEDF-R se distribuyd en “parches” ubicados en la periferia
celular y a lo largo de las neuritas (Fig. 5C). Una proyeccion ortogonal evidencié una superposicion de
PEDF-R con el marcador de membrana plasmatica, la aglutinina de germen de trigo (WGA) (Fig. 5D). Este
fendmeno pudo corroborarse utilizando anticuerpos contra la sodio-potasio ATPasa, un marcador de
membrana, y con anticuerpos anti-PEDF-R provenientes de distintas fuentes comerciales (Fig. 6). La
proteina PEDF-R se detecté también en la retina in vivo de animales al dia PN1, cuando este tejido aun se
encuentra en un estadio temprano de diferenciacion (Fig. 7A). En este caso, el PEDF-R exhibié un
gradiente mas intenso en la capa ganglionar, desvaneciéndose gradualmente hacia las capas mas
externas (Fig. 7B).

Concluimos asi que PEDF-R esta presente en las células del cultivo durante el periodo de incubacién, y
que se encuentra ubicado primariamente en la membrana citoplasmatica.
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Figura 5: Expresion de del gen Pnpla2 y localizacién de la proteina PEDF-R. A) Expresién de Pnpla2 en células retinales en
cultivos de retina a DIV1, 3 y 5 y en retinas de ratas in vivo, a PN2, PN4 y PN6. Los datos fueron colectados mediante ensayos de
RT-PCR con ARN aislado de cultivos celulares y retinas enteras. Los graficos muestran los niveles de expresion relativas de Pnpla2
en relacion a los niveles de 18S en funcién del tiempo de cultivo o edad, respectivamente. Cada punto corresponde a los niveles de
expresion de Pnpla2 en un ojo (in vivo) o una capsula del cultivo celular (in vitro). El andlisis estadistico se realizé por medio de un
ANOVA seguido de un test de Tukey. *p<0,05, **p<0,01. B) Produccién de PEDF-R en cultivos celulares determinada por western
blot. Las proteinas se extrajeron de las células en cultivos a DIV1 (Carril 1), DIV3 (Carril 2) y DIV5 (Carril 3) y los blots se
inmunomarcaron con anticuerpo anti-PEDF-R y anti-GAPDH. El analisis estadistico se realizé por medio de un ANOVA seguido de
un test de Tukey. *p<0,05 (n=4, cada punto representa una camada diferente) C) Fotomicrografia de cultivos neuronales de la retina
inmunomarcados con anti-PEDF-R (Verde), el marcador de membrana plasmatica WGA (Rojo) y contrastada con DAPI (Azul).
(Barra: 20 um). D) Proyeccién ortogonal de un Z-stack, mostrando el area de superposicién de PEDF-R (Rojo) y el marcador de
membrana WGA (Verde) tomada del cultivo mostrado en el panel C.

Na*/K*ATPasa PEDF-R Merge

Figura 6: Inmunomarcacion de PEDF-R y Na*/K* ATPasa. Distribucién de la proteina PEDF-R en células de cultivos de retina
después de 5 dias (DIV5) de incubacién, usando anticuerpos contra PEDF-R proveniente de tres fabricantes diferentes (R&D,
Sigma-Millipore y Cayman, indicado en cada panel en la sequnda columna de la izquierda), con anti-Na*/K* ATPasa (primera
columna de la izquierda), y con DAPI (azul, tercera columna de la izquierda). La columna de la derecha (Merge) corresponde a la
superposicion de las tres marcaciones. (Barra: 10 um)
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Figura 7. Presencia de PEDF-R en la retina neonata. A) Corte histolégico de retina de rata a PN1, tefiido con hematoxilina-eosina,
mostrando una capa de neuronas ganglionares (NGs) separadas de una seccion de neuronas de retina (NRs) que aun no poseen
la estratificacion tipica de la retina madura. B) Inmunocitoquimica para PEDF-R (Verde), mostrando fluorescencia principalmente
ubicada en el estrato de neuronas ganglionares y parcialmente en el resto de las neuronas y el EPR (Barra: 50 um)

El PEDF esta presente en trazas en el medio condicionado de cultivo
de células de Schwannoma RN22

El medio condicionado de RN22 empleado en los cultivos neuronales utilizados en este trabajo de tesis
posee un factor denominado Polyornithine-attached neurite-promoting factor (PNPF), capaz de adherirse al
sustrato y facilitar la adherencia de neuritas al mismo (Adler, 1982). Dada la capacidad de PEDF para
estimular el crecimiento de neuritas en neuronas retinales (Steele y col., 1993; Vigneswara y col., 2013), se
investigd la posible presencia de PEDF en el medio condicionado de RN22. La determinacion de los niveles
de PEDF se realizé en 16 alicuotas de medio condicionado mediante el método de ELISA, seleccionadas al
azar. La cantidad de PEDF presente en las alicuotas tuvo un valor promedio de 10 ng/ml con una dispersion
de + 5 ng/ml (Fig. 8), lo que equivale a una concentracion de 0,2 £ 0,1 nM en el medio condicionado. Las
diferencias observadas en los niveles de PEDF entre diferentes muestras es atribuible a la muy baja
concentracion de PEDF. Considerando que se usaron 2 ml de este medio diluido 1:4 (vol./vol.) para cubrir
la capsula de 9,6 mm?, esto representa una concentracion final de 0,05 + 0,025 nM en la capsula de cultivo.
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Asumiendo una adhesion total de PEDF al sustrato, la cantidad del mismo por capsula de cultivo de 35 mm
de diametro seria de 5 ng/capsula, lo que representa el 0,5% del total agregado en el tratamiento a DIV2.
Este hecho, junto a que el medio condicionado es removido y lavado previo a recibir las células, indicaria
que solo trazas de PEDF quedarian asociadas a la poli-ornitina que forma parte del sustrato, por lo que no
tendria un efecto significativo por si mismo.

Cuantificacion de PEDF
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Figura 8: Determinacion de los niveles de la proteina PEDF en muestras de medio condicionado de la linea RN22. Grafico
de la cuantificacién de 16 alicuotas diferentes por medio de ELISA, mostrando las alicuotas elegidas y su respectiva concentracion
de PEDF.

El PEDF y sus péptidos derivados, 17-mer y 44-mer, protegieron a las

neuronas de retina de la muerte

Trabajos previos han demostrado que, una vez alcanzado el periodo de la formacion de sinapsis, las
neuronas se tornan dependientes del suministro de FTs para su supervivencia (Wolff y Missler, 1993; Peng
y col., 2003). En forma similar, en los cultivos, los FRs en ausencia de FTs, degeneran al cabo de un tiempo
de su desarrollo (Rotstein y col., 1996, 1998). En este contexto, se evaluo el efecto citoprotector de PEDF y
péptidos neurotréficos 17-mer y 44-mer sobre cultivos neuronales a DIV5. Para ello, se utilizé la sonda IP,
la cual es capaz de marcar los nucleos de células cuya membrana se encuentra dafiada. Como control
negativo de los tratamientos, se utilizo el fragmento antiangiogénico 34-mer.

Como se observa en la Fig. 9A, el PEDF disminuy6 la marcacion de IP, lo que sugiere que este factor ejercié
un efecto protector sobre las células en los cultivos. La cuantificacién de IP mostré que, en los controles, un
29% de células eran IP-positivas, mientras que en aquellas tratadas con PEDF, 44-mer o 17-mer estos
porcentajes fueron de 13%, 15% y 16%, respectivamente (Fig. 9B). En contraste, cuando estos cultivos
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fueron pretratados con el fragmento del sitio activo de PEDF-R, el péptido bloqueante P1, mostraron valores
comparables a los del control (29%, 30% y 27% respectivamente) (Fig. 9B)
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Figura 9: Efectos de la proteina PEDF y péptidos derivados en la prevencion de muerte celular. A) Fotomicrografias de
fluorescencia tomadas en cultivo de DIV5 suplementados con vehiculo (control), PEDF y PEDF+P1, mostrando nucleos
fluorescentes

(rojo) (flechas) y contrastados con DAPI (azul) (Barra: 20 um). B) Porcentajes de nucleos IP+ en cultivos tratados con vehiculo
(control) o con PEDF y péptidos derivados, con y sin preincubacion con el péptido bloqueante P1, segtin se indica en el eje X. El
anadlisis estadistico se realiz6 por medio de un ANOVA seguido de un test de Dunnett. ***p<0,001, ****p<0,0001 (Cada n esta
indicado en su respectiva barra, comprendiendo el numero de capsulas evaluadas).

Ademas, el ensayo de TUNEL, reveld que, en cultivos control, el porcentaje de células TUNEL positivas fue
de un 14% las que, mayoritariamente, presentaron nucleos fragmentados o picnoticos (Fig. 10A). El
agregado de la proteina PEDF, o los péptidos 44-mer o 17-mer (10 nM), redujo este porcentaje a 8,9%,
6,3% y 8%, respectivamente (Fig. 10B).

En todos los casos, la preincubacion de los efectores con el péptido bloqueante P1 en exceso (100 nM)
cancel6 dichos efectos. Por su parte, los péptidos 34-mer (antiangiogénico) y P1 no ejercieron efectos
protectores (Fig. 10B).
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Figura 10: Efectos de la proteina PEDF y sus péptidos derivados en la prevencién de la muerte celular. A) Fotomicrografias
de cultivos a DIV5 mostrando células con nucleos fragmentados (Flechas), TUNEL-positivas (Verde) y contrastadas con DAPI (Azul)
(Barra: 20 um). B) Porcentajes de nucleos TUNEL-positivos relativos al total de células. El analisis estadistico se realizé6 por medio
de un ANOVA seguido de un test de Dunnett. *p<0,05, **p<0,01 (Cada “n” esta indicado en su tratamiento correspondiente,
representando el numero de capsulas de cultivo).

Los ensayos de TUNEL realizados por citometria de flujo mostraron que el factor PEDF redujo el porcentaje
de células TUNEL positivas de 25,2% a 13,8% (Fig. 11A), y que dicho efecto fue revertido cuando los cultivos
fueron preincubados con atglistatin, un inhibidor de la actividad enzimatica de PEDF-R. Adicionalmente, no
se observaron diferencias significativas entre los cultivos control y aquellos tratados con 34-mer a nivel del
porcentaje de eventos TUNEL+. (Fig. 11B)
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Figura 11: Efectos de la proteina PEDF en la prevenciéon de muerte celular. A) Ensayos de TUNEL para citometria de flujo de
muestras de DIV5 tratadas con HBSS (Control) o con PEDF, PEDF+atglistatin o con el péptido 34-mer, todos agregados en
concentracion 10 nM. Cada histograma muestra el nimero de eventos en funcién de la intensidad de BrdU, con una frontera
delimitando los eventos positivos y negativos situada en 1,4x10° unidades arbitrarias de fluorescencia. B) Porcentaje de eventos
provenientes de ensayos de cultivos de tres camadas diferentes, cuyos porcentajes de eventos TUNEL positivos respecto del total
fueron comparados con sus otros tratamientos dentro de cada camada. El analisis estadistico se realiz6 por medio de un ANOVA
seguido de un test de Dunnett apareado. *p<0,05 (n=3, siendo el cada n una camada diferente).

En su conjunto, estos resultados muestran que la proteina PEDF y sus péptidos derivados 17-mer y 44-mer
redujeron la muerte celular, la cual involucra la fragmentacion del ADN e implica la interaccion del dominio
neurotrofico de PEDF con el PEDF-R como un paso necesario en la activacion de los procesos de
supervivencia celular.

La reduccion de la muerte celular por el PEDF fue selectiva para los
fotorreceptores

Los datos de citometria de flujo de los cultivos, derivados de la medicion del detector frontal denominado
Forward Scatter (FSC), revelaron la presencia de dos poblaciones neuronales de tamanos diferentes
(Figs.12A y 12B). Como fuera descripto previamente, en los cultivos solo se observaron dos poblaciones de
tamanos diferentes, de neuronas amacrinas y FRs, donde la subpoblacién de menor tamafio, con bajo valor
de FSC, probablemente correspondié a la de los FRs.
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Figura 12: Ensayos de citometria de flujo en cultivos control y tratados con PEDF a DIV5. A, B) Gréficos de Forward (FSC) vs
Side (SSC) Scattering, mostrando la presencia de dos poblaciones separadas primariamente por tamario. La poblaciéon de menor
tamario fue seleccionada para los analisis mostrados en el resto de los paneles. C, D) La poblacién de bajo FSC fue marcada con
DAPI (Eje Y) y Anexina V (Eje X), poniendo de manifiesto células cuya integridad de membrana esta comprometida (DAPI+) y
células en proceso de apoptosis (Anexina V+). E) Cuantificacién realizada a partir de cuatro cultivos independientes, contabilizando
el porcentaje de eventos en el cuadrante doble negativo (Q4), representando células vivas en control y DAPI; comparando cada
camada con su respectivo tratamiento. El analisis estadistico se realizé por medio de un t de Student apareado. *p<0,05 (n=4, con
cada n representando una camada diferente). F, G) Graficos de intensidad de fluorescencia para Anexina V (Eje Y) y Mitotracker
(Eje X) de cultivos en condiciones control y tratados con PEDF, respectivamente. H) Cuantificacion de eventos perteneciente a
cuatro camadas distintas, mostrando células en proceso de apoptosis, comparando el porcentaje de eventos en la condicion control
con su contraparte tratada con PEDF. Cada punto corresponde a la sumatoria de valores de porcentajes en Q1 y Q2 (Anexina V+)
de cada cultivo (n=4, con cada n representando una camada diferente). |) Porcentaje de eventos de alto valor de Mitotracker (Q3)
en la poblacién de bajo FSC, comparando los cultivos control con sus contrapartes tratadas con PEDF. Los anélisis estadisticos se
realizaron por medio de un t de student apareado. *p<0,05 (n=4, con cada n representando una camada diferente).

El estudio de la poblacién de bajo FSC, correspondiente a los FRs de la condicion control mostré que un
23.7% de esta poblacion fue negativa para DAPI y Anexina V (Fig. 12C, Q4). Por el contrario, las poblaciones
correspondientes a las fracciones Q1 y Q3, que sumaron un 51.7%, resultaron positivas para uno o ambos,
indicando muerte celular. En contraste, cuando los cultivos fueron tratados con PEDF, un 90.5% resulto
negativo para ambos marcadores (Fig. 12D, Q4), demostrando la proteccion mediada por PEDF (Figs. 12E
y 12H). Estos resultados permiten concluir que PEDF previno la translocacién de fosfatidilserina y la pérdida
de integridad estructural de la membrana plasmatica, lo cual es consistente con la inhibicién de eventos de
muerte celular temprana en los FRs.

La medicion de Mitotracker de la poblacion de bajo FSC, permitié observar la existencia de dos subgrupos,
uno con alta intensidad de Mitotracker (Fig. 12F, Q3) y otro de baja intensidad (Fig. 12F, Q1 y Q4), del cual
procedian todos los eventos Anexina V-positivos (Fig. 12F, Q1). El porcentaje de eventos con alta intensidad
de Mitotracker se vio significativamente incrementado con el tratamiento con PEDF (Fig. 12 G, 1);
evidenciando una preservacion de la funcionalidad mitocondrial operada por PEDF.

Por otro lado, las células de mayor tamafio, presuntamente correspondientes a las neuronas amacrinas, no
experimentaron cambios significativos en su muerte celular, tanto en la condicién control como cuando
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fueron tratados con PEDF (Figs. 13A, B, C). A su vez, el ensayo de Mitotracker para estas neuronas, mostré
una poblacién muy homogénea ubicada enteramente en el cuadrante de alta intensidad, sugiriendo que sus
mitocondrias se encontraban sanas independientemente de la presencia de PEDF (Figs. 13D E, F).
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Figura 13: Ensayos de citometria de flujo en la poblacién de alto FSC (presuntamente amacrinas) a DIV5. A, B) Gréficos
mostrando la intensidad de fluorescencia para Anexina V (Eje X) y DAPI (Eje Y) en poblaciones en condiciones control y tratadas
con PEDF, con la correspondiente cuantificacién de eventos Anexina V- (C). D, E) Graficos mostrando la intensidad de fluorescencia
para Mitotracker (Eje X) y DAPI (Eje Y) en cultivos tratados con y sin PEDF, acomparfiados de la cuantificacion de eventos Mitotracker
positivos (Q3) (F), ambos realizados en tres cultivos independientes (n=3, con cada n representando una camada diferente).

Notablemente, cuando el tiempo de incubacion se prolongd hasta DIV7, se observé una deplecion casi total
de la poblacion de bajo FSC, presuntamente FRs (Fig. 14A) en la condicion control, la cual se preservé
parcialmente al ser tratada con PEDF (Fig. 14B) o 44-mer (Fig. 14D). Por el contrario, el pretratamiento con
atglistatin aboli6 dicho efecto (Fig. 14C). En coincidencia con esto, la poblacién de alto FSC mantuvo un alto
indice de supervivencia incluso hasta DIV7 (Fig. 14).
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Figura 14: El PEDF y el fragmento 44-mer previenen la deplecién de células presuntamente FRs a DIV7. A) citometria de flujo
mostrando la preservacion de una proporcion significativa de neuronas amacrinas, y la desaparicion casi total de la poblacién de
células mas pequerias. B) Los tratamientos con PEDF (B) y 44-mer (D) preservaron parcialmente la poblacion de células pequefias.
C) La preincubacion con atglistatin cancelé los efectos del PEDF, resultando en valores equivalentes a los del control (C).

La muerte neuronal presente en el modelo no genero liberaciéon de
LDH al medio

Para evaluar la generacion de factores citotoxicos liberados por las células durante su muerte, cuya
existencia aporte un factor diferencial en funcién del tratamiento, se realizaron ensayos con el fin de detectar
la presencia de Lactato Deshidrogenasa (LDH) en el medio. Debido a que el proceso de muerte ocurre de
forma relativamente tardia en relacién a la ventana de tiempo observada, esta se tomé desde DIV3 hasta
DIV9, con puntos intermedios en DIV5 y 7. Los resultados no mostraron diferencias significativas a lo largo
de los tiempos analizados (Fig. 15A). Si bien la relacion relativa entre los cultivos control y su respectivo
control positivo en cada punto de tiempo registré un aumento, esto se debi6 a que el valor de absorbancia
de los controles positivos decrecié a medida que avanzo en el tiempo, mientras que el de las condiciones
experimentales se mantuvo estatico.
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Figura 15: Efectos de PEDF y péptidos derivados en la liberacion de LDH al medio. A) Graficos de absorbancia de LDH bajo
los diferentes tratamientos, a lo largo del tiempo, junto con sus respectivos controles positivos, realizado con una Unica camada,

tomando 16 pocillos por condicion.

El PEDF y su péptido derivado 44-mer preservaron la funciéon

mitocondrial en neuronas en cultivo

Para evaluar los posibles efectos del PEDF y el fragmento 44-mer sobre la preservaciéon del potencial de
membrana mitocondrial en neuronas amacrinas y FRs, se incubaron cultivos de DIV5 con la sonda
Mitotracker™. El marcado de cultivos neuronales con esta sonda en condiciones control mostré una senal
intensa y puntuada, primariamente ubicada en las areas de citoplasma alrededor del nucleo y en el cono
axonal (Fig. 16A), ilustrando la preservacion del potencial de membrana mitocondrial tanto en neuronas
amacrinas como en los FRs (Fig. 16A) que exhibian las mitocondrias activas.

En los cultivos control, el 26% de los FRs (flechas) mostraron mitocondrias activas, (Fig. 16A, B). Este valor
se duplico (55%) cuando los cultivos se incubaron con PEDF o 44-mer (Fig. 16B). Este incremento fue
contrarrestado por el pretratamiento con atglistatin (Fig. 16B). Las neuronas amacrinas, por el contrario,
retuvieron mitocondrias activas, independientemente de la presencia de PEDF o sus factores derivados (Fig.

16A, células marcadas con cabezas de flecha).

42



A. Fase Mitotracker TOPRO-3 B.

Figura 16: Efectos de PEDF y sus péptidos derivados en la preservacién de la actividad mitocondrial. A) Microfotografias de
contraste de fase y fluorescencia de cultivos a DIV5, mostrando condiciones control y tratadas con PEDF o PEDF+P1, mostrando
el marcado con Mitotracker (Rojo) y TO-PRO-3 (Azul). Las cabezas de flecha demarcan neuronas amacrinas y las flechas indican
FRs con mitocondrias activas. (Barra: 20 um). B) Porcentaje de FRs que poseen mitocondrias activas en cultivos tratados con HBSS
(Control), PEDF o 44-mer con y sin atglistatin. El analisis estadistico se realizé por medio de un ANOVA seguido de un test de
Dunnett. *p<0,05, **p<0,01 (Cada n estéa indicado en su correspondiente tratamiento, representando el numero de cépsulas de
cultivo).

El PEDF promovioé la localizacién apical de rodopsina en los

fotorreceptores

A DIV5, solo una fraccion menor (del 5 a 10%) de los FRs expreso la proteina rodopsina. A este tiempo del
desarrollo, y en ausencia de factores neurotréficos, la mayor parte de estos FRs presentd una distribucion
difusa de rodopsina, tanto en el cuerpo celular como en las neuritas, propia de una fase temprana de
diferenciacion (Figs. 17A y 18A, control). En etapas mas avanzadas de su desarrollo, la rodopsina tendi6 a
desaparecer gradualmente de los axones (Fig. 17B) para concentrarse exclusivamente en el cuerpo celular,
doénde comenzé a experimentar un proceso de polarizaciéon hacia la region apical (Fig. 17C), culminando su
localizacion, en un cilio y una protrusién similar a un primordio de segmentos externos (Figs. 17D y 18A,
PEDF). Sin embargo, bajo condiciones control, solo el 28% de FRs positivos para rodopsina lograron llegar
a la etapa de polarizacion. Este porcentaje experimentd un aumento significativo hasta alcanzar el 72,5%
luego del tratamiento con PEDF (Fig. 18B). Un efecto similar se obtuvo luego del tratamiento con los péptidos
17-mer y 44-mer, y en todos los casos estos aumentos fueron bloqueados por la accién de atglistatin (Fig.
18B). Estos resultados implican que PEDF y sus péptidos derivados neurotréficos tienen un rol promotor en
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la diferenciacion de los FRs, acelerando la polarizacion de la rodopsina. Sin embargo, el numero absoluto
de FRs positivos para rodopsina no experimenté cambios significativos con PEDF (Fig. 18C).

Figura 17: Distribucion de la rodopsina a diferentes etapas de desarrollo de los FRs. (A) Distribucién homogénea y difusa de
la rodopsina en un FR inmaduro (B) Desaparicioén gradual de la rodopsina de los axones y concentracion en el cuerpo celular durante
el proceso de maduracion (C) Localizacion gradual de la rodopsina en el extremo apical del cuerpo celular (D). Etapa avanzada de
la maduracién de un FR mostrando la polarizacién de rodopsina en un extremo de la célula correspondiente a una protrusion similar
a un segmento externo (D) (Barra: 5 um).
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Figura 18: Efectos de PEDF y péptidos derivados en la distribucion de rodopsina en FRs. A) Fotomicrografia de imagenes
obtenidas por contraste diferencial de fases y fluorescencia, mostrando la distribucién de rodopsina (verde) y contrastada con TO-
PRO3 (rojo) en cultivos control y tratados con PEDF. Nétese que en condiciones control, el grueso de los FRs presenta una
distribucion homogénea de rodopsina en cuerpo y neuritas (flechas) mientras que cultivos tratados con PEDF, la rodopsina esta
primariamente concentrada en el cuerpo celular y en una estructura similar a un cilio con su primordio de segmento externo (cabeza
de flecha) (Barra: 10 um). B) Porcentajes de FRs rodopsina-positivos con rodopsina polarizada en el cuerpo celular. El analisis
estadistico se realizé por medio de un ANOVA seguido de un test de Dunnett. ****p<0,0001 (Cada n esta indicado en su respectivo
tratamiento, comprendiendo el numero de capsulas evaluadas). C) Porcentaje absoluto de FRs rodopsina-positivos en condiciones
control, y tratados con PEDF, con y sin P1 (n=3, comprendiendo el numero de capsulas evaluadas).

El PEDF y sus péptidos derivados 44-mer y 17-mer promovieron el
desarrollo de neuritas

Dado que la capacidad de entablar conexiones sinapticas entre las neuronas es fundamental para su
supervivencia (Davies, 2003), se evalu6 el efecto promotor de PEDF y sus péptidos derivados durante la
neuritogénesis en cultivo. Para ello se realizaron ensayos inmunocitoquimicos con anticuerpos contra 3-111
Tubulinay HPC1, biomarcadores para neuritas y neuronas amacrinas, respectivamente. Para estos ensayos
los cultivos no fueron pretratados con el medio condicionado RN22, debido a que, como se describio
anteriormente, contiene un factor que promueve el desarrollo de neuritas (Adler, 1982).

Al igual que el PEDF, los péptidos 44-mer y 17-mer exhibieron un efecto promotor del crecimiento de
neuritas.

Notablemente, este crecimiento afectd principalmente a las neuronas amacrinas (Fig. 19A). En efecto, el
tratamiento con PEDF, 44-mer o 17-mer incrementd significativamente el largo promedio de las neuritas,
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desde 2,8 diametros celulares en los controles, a 3,3, 4 y 3,6 diametros respectivamente (Fig. 19B). Por el
contrario, el uso del inhibidor atglistatin provocé un bloqueo de este efecto, resultando en valores promedio
de 2,8, 2,9 y 3,1 diametros celulares respectivamente, observandose un efecto comparable al del bloqueo
con el péptido P1 (Fig. 1C). La adicion de DMSO, el vehiculo utilizado en la dilucion de atglistatin no altero
la eficacia de PEDF. Ademas, ni el péptido 34-mer, ni el atglistatin ejercieron efectos significativos. El largo
de las neuritas de FRs no fue significativamente afectado por ninguno de los tratamientos.

Efectos de PEDF en el desarrollo de neuritas
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Figura 19: Efectos de PEDF y péptidos derivados en el desarrollo de neuritas. A) Fotomicrografias de inmunofluorescencia de
cultivos DIV5, mostrando neuronas amacrinas, positivas para HPC1 (verde) y neuritas marcadas con [-Tubulina (rojo), con los
ntcleos contrastados con DAPI (azul), mostrando el desarrollo de neuritas en condiciones control y tratadas con PEDF o 44-mer,
con y sin atglistatin. Nétese el incremento en el largo de neuritas en cultivos tratados con PEDF o el péptido 44-mer (Barra: 10 um).
B) Gréfico mostrando el largo de neuritas en diferentes tratamientos con o sin atglistatin, con cada punto representando una medida
individual, en tres cultivos diferentes. El analisis estadistico se realizé por medio de un ANOVA seguido de un test de Dunnett.

p<0,001, ****p<0,0001. C) Gréfico adicional, mostrando el mismo fenémeno mostrado en B, pero con bloqueo ejercido por P1 en
dos cultivos separados. Los analisis estadisticos se realizaron por medio de un ANOVA seguido de un test de Dunnett ***p<0,001.

El tratamiento con PEDF alteré la expresién de multiples transcriptos,
incluyendo los de factores antiapoptoéticos

El ensayo de RT-PCR permitié observar multiples cambios en el perfil de transcripcion de ARNm en cultivos
neuronales luego de 6 horas de exposicion a PEDF 10 nM. Estos cambios incluyeron el aumento en la
expresion de mensajeros, varios de ellos con un rol antiapoptético, como Bcl2, Bel2a1 y Akt1 (Fig. 20),
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conjuntamente con decrecimiento en factores proapoptéticos, como Bcl2I11. Paradéjicamente, se observo
un incremento drastico en la expresion del factor proapoptoético Bax.

RT? Profiler (Tratamiento de PEDF por 6 horas)
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Figura 20: Cambios en el perfil de ARNm inducidos por PEDF respecto de la condicion control. Grafico mostrando los cambios
en diferentes factores, presentados como una transformacion logaritmica de las diferencias entre los ACT entre las muestras Control
y tratadas con PEDF. Los cambios respecto del control estan ordenados por direccién del cambio y magnitud. El ensayo fue repetido
en dos muestras biolégicas separadas, y solo los cambios consistentes entre ambas se consideraron validos.

El tratamiento con PEDF indujo la expresion de Bcl2

Considerando los cambios a nivel transcriptémico previamente observados en el ensayo con el RT? profiler,
se realizaron ensayos de Western Blot para confirmar si los mismos estaban también reflejados en la
produccion de proteina. Para esto se eligié la proteina Bcl2, identificada como un factor antiapoptético en
multiples modelos, cuya induccion por PEDF ha sido previamente documentada (Murakami y col., 2008;
Subramanian y col., 2013; Winokur y col., 2017).

El ensayo de Western Blot mostrd un incremento significativo en la produccion de Bcl2, el cual se localizé
particularmente en la fraccion citosodlica (Fig. 21, Cyto Ctl), pasadas 24 horas de tratamiento con PEDF a
DIV2, en comparacion al control (Fig. 21A, Cyto PEDF). Este cambio fue observado en un entorno libre de
insulina, ya que la misma, dado su rol como FT para las neuronas amacrinas (Politi et al., 2001c) provoca
un enmascaramiento del PEDF (Fig 21A, Cyto Ctl Ins). Este efecto se observo consistentemente en multiples
muestras (Fig 21B).

Estos resultados permiten posicionar al factor Bcl2 como un efector en la cascada de sefializaciéon operada
por el PEDF, actuando como uno de los posibles operadores de la citoproteccion.
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Figura 21: Cambios en la produccion de Bcl2 inducidos por PEDF. A) Ensayo de Western blotting realizado en fracciones
subcelulares de citosol (Cyto) y mitocondrias (Mito), en condiciones de control sin insulina, PEDF sin insulina y control con insulina,
con proteina total como control positivo. Puede observarse la proteina total de cada muestra (superior) junto con la produccién de
Bcl2 (inferior, ver recuadro amarillo). B) Cuantificacién de la produccioén de Bcl2 citosélico respecto de la proteina total del mismo
carril, realizado con tres réplicas técnicas por muestra biolégica, utilizando las condiciones sin insulina (n=3)
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Discusion

En la primera parte de esta tesis se examinaron los efectos del PEDF y dos de sus fragmentos
neurotréficos en un modelo de neuronas de retinas murinas in vitro. Se establecié que el PEDF y los
fragmentos 44-mer y 17-mer (correspondientes a las posiciones 78-121 y 98-114 del PEDF humano,
respectivamente), previnieron la muerte celular de los FRs y promovieron su diferenciacion, asi como
también la estimulacion del crecimiento de neuritas en neuronas amacrinas. En los FRs, el PEDF previno
la fragmentacion del ADN, y la translocacion de la fosfatidilserina hacia la capa externa de la membrana
plasmatica. Ademas, preservo el potencial de membrana mitocondrial de estas células, aumentando la
expresion del factor antiapoptético Bel2.

Los cultivos neuronales puros utilizados en este trabajo de tesis crecen en un medio quimicamente
definido en ausencia de los FTs necesarios para la supervivencia de los FRs. En estas condiciones, al
igual que lo ocurrido para otras neuronas del sistema nervioso, los FRs inicialmente se desarrollan de
forma independiente de estos factores. Sin embargo, durante su desarrollo, sobreviene una crisis de
supervivencia, denominada muerte celular programada, la cual es similar a la ocurrida luego del periodo
correspondiente al establecimiento de las sinapsis observadas en sus contrapartes in vivo. Este tipo de
degeneracién se caracteriza por la fragmentacion del ADN, la pérdida de la actividad mitocondrial, y la
activacion de factores proapoptoticos (Rotstein y col., 1996; Rotstein y col., 1997; German y col., 2006). La
adicion del PEDF a los cultivos previene significativamente varios de estos efectos deletéreos, como la
pérdida de funcionalidad mitocondrial, la fragmentacion del ADN nuclear y la pérdida de integridad de la
membrana plasmatica, revelando que es un factor crucial para el desarrollo y diferenciacion de los FRs.

Los efectos protectores del PEDF fueron especificos para los FRs dado que la tasa de supervivencia de
las neuronas amacrinas no se vio alterada por el agregado del PEDF o de los péptidos derivados.
Estudios previos han demostrado que la insulina, la cual esta presente en el medio de cultivo, al igual que
el Insulin-like Growth Factor 1, actua como un factor de supervivencia para neuronas amacrinas (Politi y
col., 2001c). El tratamiento con PEDF promueve cambios en el perfil transcriptomico, destacandose los
incrementos en la expresion del factor antiapoptético Bel2 y de la Akt1, una serina/treonina quinasa
importante para la supervivencia de neuronas, no solo en la retina (Nakazawa y col., 2003), sino también
en otras areas del sistema nervioso (Dudek y col., 1997; Murakami y col., 2008; Subramanian y col., 2013;
Winokur y col., 2017). Estos incrementos fueron similares a los hallados en otros estudios, tanto para Bcl2
(Sanchez y col., 2012; He y col., 2014; Wang y col., 2019), como también para Akt1 (Rapp y col., 2014).
En particular fue relevante el aumento del transcripto Bcl2a1, dado que el mismo fue identificado como un
factor antiapoptotico, inhibidor de caspasa-3 en modelos de esclerosis lateral amiotrofica (laccarino y col.,
2011); de otros factores proapoptoticos, como Bax, en modelos no neuronales (Sedlak y col., 1995) y en
multiples tipos de carcinomas (Haq y col., 2013; Lin y col., 2020; Liang y col., 2021). Es importante
destacar, que la expresion de Bcl2a1 es inducida por Nf-kB (Zong y col., 1999), el cual es un blanco
identificado de la accion de PEDF en la retina (Unterlauft y col., 2014).

Notablemente, el analisis transcriptémico revela también un marcado incremento en la expresién del factor
proapoptético Bax. La razén de este aumento no ha sido establecida, aunque existe un paralelismo con la
activacion de un mecanismo de control del crecimiento tumoral, documentado en células del endotelio de
la vena umbilical (Ho y col., 2007), asi como en lineas celulares de condrosarcoma (Tan y col., 2010) y
glioma (Zhang y col., 2007). No obstante, dada la ausencia de muerte celular que seria esperable luego de
un aumento en la expresiéon de Bax, es posible que existan mecanismos que anulen su efecto, tales como
control post-transcripcional, o inhibicién de la proteina por otras, tales como Bcl2a1.
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Trabajos previos realizados en el laboratorio de P. Becerra demostraron que el PEDF posee un dominio
antiangiogénico y otro neurotréfico (Becerra, 2006). La identificacion de los péptidos cortos neurotroficos
44mer y 17-mer posee relevancia médica, dado que son potencialmente mas faciles de vehiculizar hacia
la retina gracias a su menor tamafio. Los resultados muestran que, al igual que la molécula entera de
PEDF, los péptidos neurotréficos 17-mer y 44-mer promueven, no solo la supervivencia, sino también la
localizacién apical de rodopsina en los FRs, ademas de estimular el crecimiento axonal de neuronas
amacrinas de forma selectiva. Por su parte, como se esperaba, el péptido derivado del dominio
antiangiogénico 34-mer (posiciones 44-77) no tiene efectos.

Dado que los fragmentos neurotréficos 17-mer y 44-mer poseen los mismos efectos que el PEDF, es
razonable deducir que la prevencién de la muerte celular para los FRs, asi como también la funcién de
orquestar el desarrollo y diferenciacién de la retina, pueden atribuirse casi exclusivamente a sus dominios
neurotroficos.

En relacion al tamafio del PEDF, es deseable contar con péptidos de menor tamafio; los cuales pueden
sortear los inconvenientes asociados a la vehiculizacion de proteinas de gran tamafio, como baja
biodisponibilidad y vida media reducida (Craik y col., 2013). Ademas, estos péptidos de menor tamano
pueden preservar los efectos de la proteina nativa separados de su dominio antiangiogénico (34-mer), lo
que posee relevancia terapéutica para patologias en las que la vasculatura no es afectada, como la RP o
la variante seca de la AMD.

Junto con su relevancia para los FRs, estudios previos de Pang (2007) y Vigneswara (2013) demuestran
actividad neurotrofica del PEDF también en neuronas ganglionares de retina, en cultivos provenientes de
retinas de rata adulta y de ratones de 7 dias de vida (Unterlauft y col., 2012). Estos autores demuestran
que el PEDF protege a las neuronas ganglionares frente a la citotoxicidad inducida por glutamato e
hipoxia, o por remocién de FTs (Pang y col., 2007; Unterlauft y col., 2012), ademas de promover
crecimiento axonal en estas células (Vigneswaray col., 2013).

Aunque el EPR es fundamental para el desarrollo y preservacion de los FRs, se ha demostrado que por si
solo, el PEDF es capaz de promover el desarrollo de FRs, aun en ausencia del EPR (Jablonski y col.,
2000), involucrando la proteccién contra apoptosis asociada a disfuncion mitocondrial (Tian y col., 2017).
Este fendmeno se ha observado también en los cultivos neuronales usados en este trabajo de tesis (Fig.
16), indicando que la disfuncién mitocondrial, la cual es revertida por el PEDF y sus péptidos neurotroficos,
seria uno de los procesos responsables de la muerte celular.

Los receptores de PEDF estan presentes en la retina de ratas neonatas in vivo a PN1 (Fig. 7). En nuestros
cultivos, el PEDF-R esta ampliamente distribuido en la superficie celular de los FRs y de las neuronas
amacrinas en los primeros dias de desarrollo post-natal (Fig. 5C), aunque mostrando luego un rapido
descenso de su expresion, tanto in vitro como in vivo. Si bien se desconoce la razén de este declive,
podria atribuirse a mecanismos de control post-traduccional. Alternativamente, una explicacion plausible
de este hecho seria que en etapas mas avanzadas del desarrollo, ademas del PEDF, la retinal neural
dependeria también de otros factores tales como el GDNF (Rothermel y Layer, 2003; Volpert y col., 2009),
el BDNF (Pinzén-Duarte y col., 2004), el FGF (Zhao y Barnstable, 1996; Giordano y col., 2007) y el acido
retinoico (Kelley y col., 1994; Hyatt y Dowling, 1997), los cuales intervienen en procesos importantes como
el desarrollo de los FRs (Kelley y col., 1994; Giordano y col., 2007; Volpert y col., 2009), la formacion de
neuronas ganglionares (Zhao y Barnstable, 1996) y otros efectos tales como la estimulacion del
crecimiento y ramificacién de neuritas (Pinzén-Duarte y col., 2004). En este contexto, es importante
sefalar que, en la rata albina adulta, el PEDF-R fue detectado en los segmentos internos de los FRs
(Notari y col., 2006). La extensa distribucién de PEDF-R en la membrana plasmatica de FRs como en
neuronas amacrinas demostrada en esta tesis, explica la diversidad de efectos mediados por la
interaccion PEDF/PEDF-R en ambos tipos neuronales, indicando que las funciones del PEDF estarian
asociadas a vias de sefializacion mediadas por la activacién de PEDF-R.
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Ademas de los efectos sobre los FRs, el PEDF y sus fragmentos neurotroéficos promovieron el crecimiento
de neuritas en neuronas amacrinas (Fig 19), un efecto que no se observo en los FRs. Sin embargo, dado
que, debido a la presencia de insulina, las neuronas amacrinas no mueren durante el tiempo utilizado para
estos cultivos, se requieren estudios posteriores para evaluar el potencial rol neurotréfico de PEDF en esta
poblacion.

Por otro lado, los FRs en cultivo experimentaron una estimulacion de su desarrollo por parte del PEDF y
sus péptidos neurotroficos, reflejado en un aumento en la polarizacion de rodopsina (Fig. 18). No obstante,
dado que el porcentaje absoluto de FRs que expresan rodopsina se mantiene sin cambios, el rol del PEDF
como factor de diferenciacién es limitado.

Los efectos protectores de los péptidos 17-mer y 44-mer son suprimidos mediante el uso del péptido
bloqueante P1, y por la inhibicion de la actividad enzimatica de PEDF-R mediante el uso de atglistatin,
indicando que la interaccion con entre el dominio neurotréfico de PEDF y PEDF-R es un paso fundamental
en el inicio de estos procesos. La capacidad de los péptidos 44-mer y 17-mer para unirse a PEDF-R
(Kenealey y col., 2015), asi como la incapacidad del péptido 34-mer para hacer lo propio, indican que la
region 17-mer de PEDF, la cual esta contenida en el péptido 44-mer, es fundamental para su unién a
PEDF-R y su consecuente actividad (Kenealey y col., 2015, Figs. 2-7, S1). El requerimiento de la union del
PEDF al PEDF-R para su estimulacion posterior demostrada en este trabajo se corresponde con
resultados similares obtenidos en cultivos de la linea celular R28 luego de la suplementacién con PEDF
(Subramanian y col., 2013; Burger y col., 2020).

Notablemente, los efectos neurotréficos del PEDF sobre los FRs son coincidentes con aquellos reportados
para el DHA (Garelli y col., 2006). En forma similar al PEDF, el DHA preserva también la funcionalidad
mitocondrial, previene la apoptosis y promueve la diferenciacién de FRs (Rotstein y col., 1996; 1997; 2003;
Politi y col., 2001a, German y col., 2006; 2013). Estas similitudes no son inesperadas, dado que el PEDF-
R posee la capacidad de actuar como una fosfolipasa A2; cuya actividad es estimulada por PEDF,
permitiéndole hidrolizar fosfolipidos para liberar acidos grasos libres, el DHA entre ellos (Subramanian y
col., 2010; Pham y col., 2017). Al respecto, es importante sefialar que la BEL, un inhibidor de fosfolipasas
A2 independientes de calcio, es capaz de bloquear la proteccion inducida por DHA frente a apoptosis por
estrés oxidativo en FRs (German y col., 2013).

También, se ha demostrado que la 4-bromoenol lactona es capaz de inhibir al PEDF-R y bloquear los
efectos citoprotectores de PEDF, asi como también la induccién del factor antiapoptético Bel2 (B-Cell
lymphoma 2) en células R28 (Notari y col., 2006; Subramanian y col., 2013). En este mismo contexto, es
importante sefialar que la Neuroprotectina D1, un derivado del DHA que actua como efector de su efecto
neuroprotector (Bazan, 2005) es también inducida por PEDF (Reinoso y col., 2008). Sus efectos estan
caracterizados por la induccion de factores como Bcl2 y Bcel-xL, con la conjunta supresiéon de Bax, Bad y
Caspasa-3 (Mukherjee y col., 2004), lo que muestra paralelismos con los cambios transcriptémicos
observados en el presente estudio. Los hallazgos de este trabajo de tesis indican que los efectos
protectores del DHA y el PEDF estan

fuertemente relacionados y sugieren que la activacion del PEDF-R, con su actividad de fosfolipasa A2, por
el PEDF liberaria DHA, activando las vias de neuroproteccion observadas. Al respecto, trabajos previos
del grupo de L. German, demostraron que el DHA interactia con receptores nucleares RXR y que
agonistas de este receptor activan vias de supervivencia ante el estrés oxidativo (German y col., 2013).

La hipoétesis de la interrelacion entre PEDF y DHA requiere estudios posteriores, para los cuales la
elaboracion de perfiles lipidomicos y protedmicos seria instrumental en la identificacion de lipidos
bioactivos y proteinas involucradas en la sefalizacién de PEDF en FRs. Diferentes FTs han mostrado
activacion de vias de sefializacion MEK/ERK y PI3K, cuya induccion esta asociada a la supervivencia de
los FRs (German y col., 2006); convirtiendo a estas vias en posibles candidatos para futuros estudios
sobre los efectos de PEDF a nivel molecular.
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En suma, los hallazgos de este trabajo de tesis posicionan a los péptidos neurotroficos de PEDF como
guardianes neuronales de la retina, denotando su potencial como promotores de la diferenciacion, asi
también como inhibidores de la muerte celular en la retina, la cual conduce a pérdidas progresivas de la
vision. Ademas, estos hallazgos demuestran que los cultivos primarios retinales son un modelo util para la
comprension de los multiples efectos inducidos por PEDF en diferentes poblaciones de la retina, como fue
evidenciado en los FRs y neuronas amacrinas aqui presentados.
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Capitulo 2: El EPR derivado de CMP como fuente de
PEDF

Introduccion
El EPR como sistema de soporte de la retina y el rol de PEDF

El EPR es un tejido fundamental para mantener la homeostasis de los FRs, por lo que posee multiples
adaptaciones para cumplir su funcion. De entre ellas, los melanosomas, organelas prominentes del EPR,
permiten absorber la luz impidiendo que vuelva a estimular a los fotorreceptores. Al respecto, los
compuestos contenidos en los melanosomas remueven radicales libres de oxigeno; quelando ademas
iones metalicos (Hu y col., 2008; Simon y col., 2008), y disminuyendo el estrés oxidativo (He y col., 2007;
Lukinova y col., 2009). El mantenimiento de los FRs es otro proceso altamente dependiente del EPR. Los
fotones de luz isomerizan al 11-cis retinal a todo-trans retinal, el cual es reisomerizado por el EPR y
devuelto a los fotorreceptores en el proceso conocido como ciclo visual. Para esto, las células de EPR,
que estan intimamente unidas a los FRs

(Williams y Fisher, 1987), son capaces de fagocitar las porciones terminales de los segmentos externos de
los FRs (Young y Bok, 1969); lo que suele estar asociado al ritmo circadiano en los mamiferos (LaVail,
1976). Estos fragmentos de segmentos externos (SEs) son ingresados al EPR en el interior de fagosomas,
y combinados con lisosomas para su digestion (Bosch y col., 1993). Dado el dafio fotoxidativo al cual son
sometidos los SEs durante la captacion luminica, su reemplazo y renovacion ocurre diariamente en los
FRs. Por ello, la fagocitosis de los SEs es un proceso critico para la supervivencia de estas neuronas
permitiendo, mantener un largo constante de los mismos y reciclando componentes importantes, tales
como los acidos grasos y retinoides (Nguyen-Legros y Hicks, 2000). Durante este proceso, el EPR
fagocita y metaboliza los extremos de los segmentos externos de los FRs, los cuales utiliza como sustrato
para la B-oxidacion de acidos grasos y procesos de cetogénesis, satisfaciendo asi la demanda energética
del EPR (Reyes-Reveles y col., 2017). Ademas, estos metabolitos sirven de sustrato para la sintesis de
otros lipidos (Chen y Anderson, 1993), algunos de los cuales son mediadores en procesos de sefializacion
intracelular, como el DHA (SanGiovanni y Chew, 2005).

El establecimiento de la polaridad es otro factor fundamental para el correcto funcionamiento del EPR Al
igual que ocurre con otros tejidos epiteliales, como el epitelio intestinal; las células de EPR estan
altamente polarizadas, exhibiendo un gran nivel de asimetria entre sus caras basal y apical (Caceres y
RodriguezBoulan, 2020). La bomba de Na+/K+, cuya actividad es fundamental para mantener un nivel de
iones necesario para la corriente oscura de fotorreceptores, esta primariamente localizada en la cara
apical (Miller y col., 1978), asi como también proteinas asociadas a la Na+/K+ ATPasa (Gundersen y col.,
1991). Esta polaridad se observa en otros elementos, como la Molécula de Adhesiéon de Células
Neuronales (N-CAM), localizada unicamente en el lado apical (Gundersen y col., 1993).

Asimismo, esta polarizacién no se circunscribe unicamente a la disposicién interna de los componentes
celulares, sino también a sus patrones de secrecion de moléculas como la Neuroprotectina D1, la cual es
preferentemente liberada hacia la cara apical (Bazan, 2009), o el factor de crecimiento endotelial VEGF, el
cual es secretado principalmente desde la cara basal (Witmer y col., 2003). El PEDF es otra molécula
cuya secrecioén ocurre asimétricamente en el EPR, siendo liberado preferentemente hacia la cara apical
(Becerra y col., 2004). Adicionalmente, PEDF cumple una funcién fundamental; no solo en la preservaciéon
de la retina neural, sino también del EPR. Se ha demostrado que la delecion de PEDF genera defectos de
fagocitosis y senescencia a nivel del EPR, similares a los asociados a la ausencia de PEDF-R (Bullock y
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col., 2021; Rebustini y col., 2022) en otros tipos celulares (Palmieri y col., 1999; Kojima y col., 2006). Por
otro lado, el PEDF-R posee un rol central en metabolismo de los SEs, y su delecién provoca disfunciones
a nivel del procesamiento de lipidos y de la rodopsina por parte del EPR (Bullock y col., 2021). Es
importante mencionar que disfunciones similares a nivel del metabolismo lipidico, asociadas a la delecién
de PEDF-R, han sido reportadas también en hepatocitos (Sathyanarayan y col., 2017; Cui y col., 2021),
cardiomiocitos (Haemmerle y col., 2011) y adipocitos (Zimmerman y col., 2004).

La disfuncion del EPR posee implicancias patolégicas

La integridad estructural y funcional del EPR es critica para el mantenimiento y normal funcionamiento de
la retina. Las alteraciones de este tejido epitelial conducen a procesos degenerativos ocasionando
pérdidas progresivas de la vision. De entre estas patologias, la degeneracién macular asociada a la edad
(AMD) es la principal causa de ceguera central bilateral en paises desarrollados (Gehrs y col., 2006). Esta
enfermedad esta caracterizada por la degeneracion del area macular y presenta dos variantes: la variante
seca, que presenta rasgos tales como la formaciéon de acumulos extracelulares de lipidos y proteinas
denominados drusen (Gass, 1972), entre la porcion basal del EPR y la membrana de Bruch. Si bien estos
acumulos se generan naturalmente con la edad, su cantidad y tamano pueden predecir la AMD (Sarks y
col., 1999), asi como también su localizacion (Lewis y col., 1986). A estos rasgos se suman el
adelgazamiento y la pérdida de pigmentacion de ciertas areas del EPR. Estos procesos ocurren previos a
la atrofia geografica, caracterizada por la emergencia de areas desprovistas de EPR, acompanadas de
atrofia de los fotorreceptores subyacentes

(Green y Key, 1977). Esta atrofia también es precedida por la acumulacién de granulos de lipofuscina en el
EPR, la cual puede detectarse mediante autofluorescencia (Holz y col., 2001). Por otro lado, la atrofia
también esta acompanada por un proceso de neovascularizacion coroidal (McLeod y col., 2002).

Por su parte, la variante humeda o exudativa, se caracteriza por la neoproliferacion de vasos sanguineos
desde el coroides, pudiendo quedar debajo del EPR o llegar a penetrar el espacio subretinal (Green y
Enger, 1993). Esta variante suele acarrear severas pérdidas en la vision (Guyer y col., 1986), pudiendo
progresar a un desprendimiento del EPR, resultando en ceguera poco tiempo después de este evento
(Casswell y col., 1985). Histéricamente se ha considerado a la variante hUimeda como una fase posterior
de la variante seca, con 10-15% de los pacientes de la variante seca progresando a la humeda (Gehrs y
col., 2006).

La AMD es de origen multifactorial; de entre estos factores, uno de los mas importantes es el aumento del
estrés oxidativo causado por componentes genéticos o ambientales. La macula se encuentra expuesta a
un entorno con un nivel elevado de estrés oxidativo, el cual puede magnificarse por factores como el
cigarrillo, siendo este el factor de riesgo no-genético de mayor peso fuera de la edad (Jonasson y col.,
2014). Otros factores que incluyen son las dietas con contenidos altos en hidratos de carbono refinados
(Chiu y col., 2007; Kaushik y col., 2008) y la obesidad (Lechanteur y col., 2012). También existen factores
genéticos, particularmente las mutaciones que comprometen la capacidad de combatir el estrés oxidativo
a nivel mitocondrial (Canter y col., 2008; SanGiovanni y col., 2009), asi como también mutaciones a nivel
del complemento (Edwards y col., 2005; Hageman y col., 2005). Ademas de estas causas, se ha reportado
una correlacién entre la deficiencia de PEDF y el aumento en la incidencia de AMD (Holekamp y col.,
2002; Bhutto y col., 2006), asi como también en otras enfermedades degenerativas, como la retinitis
pigmentosa (Ogata y col., 2004). Dado su rol prominente como factor antiangiogénico y neurotréfico, la
deficiencia de PEDF podria estar implicada en procesos degenerativos de los FRs y de angiogénesis
patoldgica (Bhutto y col., 2006; Wang y col., 2013; Dixit y col., 2020; Ye y col., 2022).
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Por ello, reestablecer los niveles normales del PEDF en la retina es uno de los objetivos para lograr una
terapia mas efectiva en estas patologias. Sin embargo, resulta dificil mantener un nivel constante de PEDF
en la retina. Si bien los tratamientos mediante inyecciones intraoculares de PEDF han tenido resultados
positivos a corto plazo en otras patologias (Ogata y col., 2001), la necesidad de reiterar un tratamiento
invasivo lo convierte en un enfoque poco deseable a largo plazo. Frente a esto, la posibilidad de
reestablecer el EPR permitiria mantener niveles estables de PEDF a largo plazo con minima invasividad.
Los trasplantes de EPR han sido planteados como una posible via terapéutica, pero incluso considerando
el inmunoprivilegio del espacio subretinal, estos trasplantes han suscitado frecuentes respuestas inmunes
que agravan la situacion existente (Zhang y Bok, 1998). Otra alternativa consiste en la translocacion
autéloga de EPR en la retina, de forma libre (Maijwee y col., 2007) o integrado al resto del EPR (Joussen y
col., 2006; Maijwee y col., 2008), lo cual se ha ensayado con éxitos limitados.

La posibilidad de inducir la transformacién de células somaticas en células madre, puede ahora ser
inducida inyectando los factores, Oct3/4, Sox2, c-Myc, y Klif4 (Takahashi y Yamanaka, 2006). Una vez
transformadas en células madre, es también posible su posterior diferenciacion a otro tipo celular. Esta
técnica ha provisto oportunidades sin precedentes en multiples areas, como la posibilidad de modelar
enfermedades a base de células madre tanto para investigacién basica como identificar y validar
estrategias terapéuticas para dichas enfermedades, asi como también la posibilidad de generar células o
tejidos de reemplazo para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas (Canto-Soler y col., 2016).
En este contexto, estos avances posibilitarian la generacion de EPR a partir de células somaticas, lo que
tiene el potencial de generar trasplantes de RPE con minimas invasividad y respuesta inmune (Bharti y
col., 2011).

Sin embargo, la posibilidad de regenerar el EPR por este medio posee obstaculos, dada la dificultad de
integrar el nuevo EPR en la retina, junto con el riesgo de generar una respuesta inflamatoria debido al
procedimiento de insercion o de las estructuras de andamiaje sintéticas para favorecer su integracién
(Sugita y col., 2021). También existe el riesgo potencial de que la monocapa de EPR forme agregados
tridimensionales, comprometiendo su eficiencia (Vugler y col., 2008). Asi, los problemas de implantacion
del EPR se han convertido en un area de profundo interés, Otro posible riesgo radica en la introduccion de
elementos desconocidos en una zona inmunoprivilegiada como es la retina, lo cual podria generar
teratomas (Hentze y col., 2009; Gutierrez-Aranda y col., 2010). Por lo tanto, es necesario evaluar las
caracteristicas y comportamiento del EPR derivado de CMP para garantizar que pueda desempefar
correctamente sus funciones (Sharmay col., 2020).

Para ello, es necesario evaluar si las caracteristicas distintivas del EPR original, tales como la polaridad,
capacidad de fagocitosis y metabolismo de segmentos externos, asi como la secrecién de PEDF en
cultivos de EPR derivado de CMP inducidas, se mantienen en el EPR derivado de las CMP.

Hipétesis
Las células de EPR derivadas de CMP se comportan como el EPR nativo, recapitulando sus
caracteristicas distintivas, tales como la produccién de PEDF.

Objetivos

El objetivo general de esta parte de la investigacion fue evaluar las caracteristicas distintivas y la capacidad
de produccion de PEDF del EPR derivado de CMP. Con este fin se evaluaron aspectos funcionales del EPR
derivado de CMP, especificamente:

a) El nivel de secrecion de PEDF y su polarizacion,

b) Su capacidad de fagocitosis de los segmentos externos de los FRs
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Materiales y métodos

Obtencion de muestras bioldgicas

Las muestras biolégicas utilizadas en este trabajo de tesis; medio condicionado y extractos proteicos de
EPR derivado de CMPs, fueron provistas por el laboratorio de la Dra. Canto-Soler (Universidad de
Colorado, USA).

El medio condicionado se obtuvo de dos maneras: En la primera, el EPR derivado de CMPs fue cultivado
en capsulas transwells, durante 48 horas después de 15, 30 y 50 dias de diferenciacion.; el cual se obtuvo
permitiendo generar medio condicionado derivado de los compartimentos basal y apical

En la segunda, se obtuvo medio condicionado de cultivos a 50 dias post-diferenciacion, los cuales se
trataron con SEs de fotorreceptores bovinos (1x10” SEs/ml) durante 5 horas (Bullock y col., 2021),
utilizando cultivos sin tratar como controles.

Para la obtencion de extractos proteicos se tratd el EPR derivado de CMP a los 50 dias post-diferenciacion
con SEs bovinos como se mencionara anteriormente. El medio conteniendo los SEs se removid y las
células se lavaron con medio fresco antes de ser sometidos a lisis con el buffer RIPA siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los lisados resultantes se almacenaron a -80°C hasta el momento de ser
procesados.

Deteccion de PEDF por ELISA

El medio condicionado proveniente de los compartimentos basal y apical a dias 15, 30 y 50, como se
indicara anteriormente, fue analizado para detectar y cuantificar la presencia de PEDF por ELISA
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para asegurar que los valores se ajusten al rango de deteccion
del kit, los medios condicionados de los compartimentos basal y apical se diluyeron 1:2000 y 1:20000,
respectivamente.

Cuantificacion de R-Hidroxibutirato en EPR derivado de CMP

Con el fin de evaluar el potencial metabolismo de los segmentos externos de los FRs, se eligié el
Bhidroxibutirato como parametro, ya que es un subproducto del metabolismo de los segmentos externos
(SEs) el cual es liberado al medio (Reyes-Reveles y col., 2017).

La presencia de R-Hidroxibutirato en el medio de cultivo se observé mediante del kit colorimétrico Stanbio
BHydroxibutyrate Liquicolor kit siguiendo las instrucciones del fabricante. Este kit permite detectar la
presencia de 3-Hidroxibutirato por medio de una reaccion enzimatica que resulta en un producto
coloreado.

Deteccion de rodopsina y PEDF por Western Blotting

La cuantificacién de proteinas se realizé mediante el ensayo de BCA, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Una cantidad equivalente de proteina de cada lisado fue mezclada con buffer muestra (40%
glicerol, 4% dodecil sulfato de litio, 4% Ficoll™ 400, 0,8 M trietanolamina-Cl, 0,025% rojo fenol, 0.025%
coomasie G250y 2mM de EDTA disédico) y sembrada en geles de poliacrilamida 10% NuPage Bis-Tris.
Las proteinas se separaron por electroforesis con voltaje constante a 125 volts durante 90 minutos,
utilizando buffer NuPage™ MOPS como tampdn de electroforesis. Las proteinas del gel se transfirieron
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posteriormente a una membrana de nitrocelulosa mediante el dispositivo de transferencia iBlot2
(Thermofisher, 1B21001, US). Para la deteccion de PEDF, el medio condicionado de los franswells se
proceso6 de la misma manera, sembrandose un volumen de 20 ul por carril en todos los casos.

La deteccion de rodopsina y PEDF se realizé mediante el método de enhanced chemiluminiscence (ECL)
En primer lugar, el éxito de la transferencia fue evaluado mediante una incubacién de 2 minutos con
Ponceau Red, seguido de 3 lavados con agua destilada. Las membranas fueron posteriormente incubadas
en BSA 5% disuelta en TBST (137 mM NacCl, 20 mM Tris pH 7,4, 0,1% Tween 20) durante 1 hora, y
posteriormente incubadas con anticuerpo anti-PEDF (XPressBio) diluido 1:100000 o anti-Rodopsina
diluido 1:5000 (Novus

Biologicals) en TBST con BSA 1% durante 16 horas a 4°C. Luego de tres lavados de 5 minutos cada uno
con TBST, la membrana se incubé con un anticuerpo secundario (Anti-rabbit y anti-mouse,
respectivamente) conjugado a peroxidasa diluido 1:1000 y disuelto en TBST durante una hora, seguido
de incubacion con el kit de deteccién por ECL durante 30 segundos antes de realizar la adquisiciéon de
imagenes. Las imagenes fueron tomadas con una cdmara Kwik-Quant.

Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el software GraphPad Prism (Version 8.2.0) usando
el analisis t de student o ANOVA, seguido del test de Tukey o el test de comparaciones multiples de
Dunnett, segun sugerencia del software. Todos los graficos estan construidos con la media mas el desvio
estandar de al menos tres experimentos independientes. Las diferencias fueron consideradas
significativas con un valor de p<0,05 (*), p<0,001 (***).
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Resultados
El EPR derivado de CMP exhibié polarizacién

Los cultivos de EPR fueron preparados por el laboratorio Canto-Soler a partir de la diferenciacion de una
linea comercial de células madre pluripotentes derivadas de sangre umbilical CD34+ la cual fue inducida
por la transduccion de siete factores (SOX2, OCT4, KLF4, MYC, NANOG, LIN28, SV40L) por medio de un
sistema

episomal basado en el antigeno nuclear 1 del virus Epstein-Barr (EBNA1) (Flores-Bellver 2021). La
diferenciacion a EPR fue realizada segun protocolos previamente establecidos (Zhong y col., 2014;
Capowski y col., 2019; Flores-Belver y col., 2021). Para este ensayo, el EPR derivado de CMP se cultivd
como una monocapa en transwells, exponiendo las caras apical y basal de la monocapa a sendos
compartimentos (Superior e inferior, respectivamente). El medio condicionado de ambas caras se produjo
reemplazando el medio de cultivo con medio fresco e incubando el EPR durante 48 horas luego de 15, 30
y 50 dias después de la induccion a EPR. Una de las caracteristicas distintivas del EPR es la existencia de
polaridad, o asimetria en su cara apical respecto a su cara basal (Caceres y Rodriguez-Boulan, 2020).
Esto es un resultado de la diferencia de funciones entre ambos extremos, siendo la cara apical la unica
que interactua con la retina neural. Si bien esta polaridad es generada por las senales diferenciales
recibidas del entorno circundante durante el desarrollo, estas senales no existen en el caso del EPR en
cultivo. Para evaluar la existencia de polarizacion, se utilizé la secrecién de PEDF como parametro, ya que
es preferentemente liberado por la cara apical en células de EPR confluentes en cultivo (Becerra y col.,
2004).

Los resultados, evaluados por ensayos de ELISA y western blot para PEDF de medio condicionado de
ambos compartimentos, mostraron una asimetria significativa respecto de la produccién y liberacion de
PEDF al medio, siendo ésta unas 20, 25 y 50 veces mayor en la cara apical que en la basal, a dias 15, 30
y 50, respectivamente (Fig. 22).

Estos resultados permiten concluir que el EPR derivado de CMP esta polarizado desde al menos DIV15, y
que esta polarizacion se acrecienta en funcion del tiempo, al igual que en el EPR in vivo.
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Figura 22: Asimetria en la liberacion de PEDF del EPR derivado de CMP. A) Cuantificaciéon por ELISA de PEDF liberado al
medio por las caras apical y basal del EPR, realizado en tres cultivos separados de EPR a dias 15, 30 y 50, comparando ambas
caras (n=3). B) Misma cuantificacion realizada por western blotting (n=3).
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El EPR derivado de CMP es capaz de fagocitar y metabolizar
segmentos externos de fotorreceptores.

Otra funcion central del EPR es la captacion y fagocitosis de la porcion terminal de los segmentos externos
de fotorreceptores, lo cual es un proceso fundamental tanto para el mantenimiento de estos ultimos como
para el EPR, dada la importancia de los SEs como fuente de energia y de sustrato para la sintesis de
metabolitos.

Como se observa en la figura 23A, extractos proteicos de EPR a DIV50 incubado con segmentos externos
de fotorreceptores mostraron inmunorreacion frente a la proteina rodopsina (Carriles B1-B3), lo que
contrastd con su ausencia en cultivos control, sin segmentos externos (Carriles A1-A3). La presencia de
rodopsina pudo observarse de igual manera en el medio de cultivo tratado con segmentos externos
(Carriles D1-D3), pero no en el medio de cultivo control (Carriles C1-C3). Debido a que los SEs estan
primariamente compuestos por fosfolipidos, su metabolizacién resulta en un aumento del doble en la
produccion del compuesto Rhidroxibutirato liberado al medio como consecuencia del incremento en la tasa
metabdlica (Fig. 23B). Ambos hechos permiten concluir que este EPR derivado de CMP mantiene la
capacidad de reconocer, captar y procesar segmentos externos de una forma comparable a la que ocurre
in vivo.
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Figura 23: Capacidad metabdlica del EPR derivado de CMP. A) Ensayo de Western blot mostrando la presencia de rodopsina
en su forma monomérica (36 kDa), dimérica (72 kDa) y trimérica (118 kDa) en extractos de proteina de cultivos de EPR en ausencia
de SEs (A1-A3) y tratados con SEs (B1-B3). El mismo ensayo en muestras de medio de los cultivos sin SEs (C1-C3) y con SEs (D1-
D3), los cuales sirven como controles negativo y positivo de la inmunomarcacién, respectivamente. B) Incremento en la liberaciéon
de Bhidroxibutirato al medio frente al agregado de segmentos externos en comparacion con la condicion control en tres cultivos
diferentes (n=3).
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Discusion

Los resultados obtenidos en esta parte de la tesis han demostrado que el EPR derivado de CMP, exhibe
rasgos fundamentales del EPR in vivo, tales como la capacidad de fagocitosis; la metabolizacion de
segmentos externos y la secrecion polarizada de PEDF (Flores-Bellver y col., 2021). Estos hallazgos
tienen valor médico, dado que los cultivos de EPR podrian obtenerse, con un minimo de invasividad y
menores riesgos, a partir de pacientes con patologias oculares tales como la degeneracion macular.
Ademas, permitiria avanzar en la generacion de diagndsticos y tratamientos mas apropiados que los
existentes, permitiendo realizar estrategias especificas para cada paciente (Garcia y col., 2015; Lukovic y
col., 2015; Nguyen y col., 2015; Smith y col., 2019).

Dada su importancia como estructura de soporte, cualquier dafo o disfuncién que sufra el EPR impacta en
la retina en general. Este es el caso de varias enfermedades neurodegenerativas como la AMD
(Kaupinnen y col., 2016; Datta y col., 2017; Kaarniranta y col., 2020), la retinopatia diabética (Fan y col.,
2021; Tonade y Kern, 2021) o la enfermedad de Stargardt (Taubitz y col., 2018).

El rol del EPR como iniciador o catalizador del dano en la retina pone de relieve la importancia crucial de la
preservacioén o reemplazo del mismo para el tratamiento de multiples enfermedades neurodegenerativas.
En este contexto, el uso de EPR derivado de CMP es un recurso relativamente facil de obtener.
Lamentablemente, al igual que ocurre con las células madre embrionarias, este EPR podria poseer el
potencial de desdiferenciarse y, potencialmente, transformarse en tumorogénico (Merkle y col., 2017), lo
que hace imperiosa su caracterizacion y asegurar que preserve su identidad celular en el mediano-largo
plazo. Este problema es particularmente critico, dado que aun un nimero muy bajo de células madre
embrionarias indiferenciadas son suficientes para dar lugar a teratomas (Cao y col., 2009). Por otro lado,
si bien la naturaleza autéloga de los trasplantes ostensiblemente reduce el riesgo de sindrome de rechazo,
es importante sefalar que estos aspectos no han sido todavia totalmente resueltos, existiendo aun el
riesgo de desencadenar respuestas inmunes (Mandai y col., 2017; McGill y col., 2018; Rajendran Nair y
col., 2021, German y col., 2021). Ademas, estos trasplantes deben asegurar que no se localicen
incorrectamente dentro de la retina, por lo que requieren estructuras de sostén artificiales (Sharma y col.,
2019) e instrumental quirdrgico especifico (Li y col., 2022). Por otra parte, también existen aspectos éticos
referidos a los trasplantes que requieren ser examinados en mayor detalle. No obstante, se han reportado
resultados positivos de estos trasplantes en modelos de degeneracién retinal (Takagi y col., 2019; Zhu 'y
col., 2020).

Pese a estas dificultades aun no totalmente resueltas, nuestros resultados, con la demostracion que las
células del EPR derivado de CMP exhiben caracteristicas similares y compatibles con el EPR de la retina
in vivo, han logrado superar un escollo critico. Estos avances en su conjunto, son, por ende, de potencial
médico indudable para avanzar hacia un posible tratamiento de enfermedades degenerativas de la retina
como la AMD.
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Conclusiones generales

El conjunto de resultados obtenidos en este trabajo de tesis permitio cumplir dos objetivos generales: Evaluar
el rol de PEDF y sus péptidos derivados en un modelo de cultivo primario de neuronas de retinas neonatales,
y evaluar aspectos funcionales de un modelo de EPR derivado de CMP inducidas. Este ultimo aspecto abre
la posibilidad de realizar trasplantes de células que sobreproducen y secretan PEDF, como alternativa al
uso farmacoldgico de PEDF recombinante.

Las neuronas amacrinas y FRs obtenidas en estos cultivos demuestran que poseen caracteristicas similares
a las de la retina en desarrollo. Las mismas recapitulan en sus aspectos principales la expresion de PEDF-
R, tanto a nivel de transcripto como de proteina, observada en su contraparte in vivo. Esto se observa
también en otros procesos, como el crecimiento de neuritas y el desarrollo de fotorreceptores, los cuales
son comparables a los que ocurre en el organismo entero. Por todo ello, estos cultivos son un modelo
apropiado para el estudio de la retina en desarrollo.

El PEDF, asi como los péptidos derivados de su dominio neurotréfico, promueven selectivamente la
supervivencia de la poblacién de fotorreceptores en los cultivos celulares. Estos compuestos protegen a los
FRs de un tipo de muerte celular derivada de la ausencia de factores tréficos en el medio, la cual se
caracteriza por la fragmentacion del ADN nuclear, la translocacién de la fosfatidilserina hacia la cara externa
de la membrana plasmatica, la pérdida de la funcién mitocondrial y la pérdida de integridad de las
membranas celulares. Parte de estos efectos protectores involucran la induccién de factores antiapoptéticos
como Bcl2 y Bcl2a1. Tanto el PEDF como sus derivados neurotroficos, también promueven el desarrollo y
diferenciacion de los fotorreceptores y neuronas amacrinas, al inducir la polarizacién apical de rodopsina,
en las primeras; e incrementar el largo de neuritas en las segundas.

Todos estos efectos requieren de la interaccion del dominio neurotréfico de PEDF con el sitio activo de
PEDFR. En general, si esta interaccion se ve comprometida, ninguno de estos efectos tiene lugar.

Estos resultados permiten considerar al PEDF como un factor fundamental para el desarrollo la retina, al
ejercer multiples efectos necesarios para la supervivencia y diferenciacién en neuronas FRs y amacrinas.

Por otro lado, el EPR derivado de CMP puede adquirir y preservar en el tiempo varios aspectos funcionales
caracteristicos del EPR nativo, como la polarizacion apical-basal, la capacidad de captar y metabolizar
segmentos externos de fotorreceptores, y de secretar PEDF al medio desde su cara apical. Estos resultados
permiten concluir que el EPR derivado de CMP conservaria los aspectos funcionales criticos del EPR nativo,
los cuales se mantienen estables en el corto-mediano plazo.
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Apéndice

Tabla 1: Secuencias de los péptidos utilizados

Nombre del péptido Secuencia de aminoacidos, del terminal COOH al terminal NH;
P1 TSIQFNLRNLYRLSKALFPPEPLVLREMCKQGYRDGLRFL
34-mer FFVPVNKLAAVSNFGYDLYRVRSSMSPTTN

44-mer VLLSPLSVATALSALSLGADQRTESIIHRALYYDLISSPDIHGT
17-mer QRTESIIHRALYYDLIS

Tabla 2: Materiales utilizados

Preparacién del medio de cultivo neuronal

Nombre Fabricante Numero de catalogo
Medio Dulbecco modificado por| Thermo Fisher Scientific 31600034
Eagle (DMEM)

Insulina Sigma 14011
Hidrocortisona Sigma H0888
Putrescina Sigma P5780
Apotransferrina Sigma T1147
CDP-Etanolamina Sigma C0256
Progesterona Sigma P8783
Gentamicina Thermo Fisher Scientific 15750060
Agua destilada Thermo Fisher Scientific 15230147
Penicilina-Estreptomicina Thermo Fisher Scientific 15140122
CDP-Colina Sigma 90756
Diseccion retinal

Nombre Fabricante Numero de catalogo
Hanks Balanced Salt Solution | Thermo Fisher Scientific 14170112
(HBSS)

Tripsina Thermo Fisher Scientific 15090046
Poli-Ornitina Sigma P3655
Inhibidor de tripsina Sigma T6522
Portaobjetos de 4 camaras Thermo Fisher Scientific 154526
Placas de 96 pocillos Thermo Fisher Scientific 07-200-90
Capsulas de cultivo (35 mm) Greiner Bio-One 627160
Capsulas de cultivo (60 mm) Greiner Bio-One 628160
Tripsina-EDTA Thermo Fisher Scientific 25200-056
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Inhibidores

Nombre Fabricante Numero de catalogo
Atglistatin Sigma SML1075

Cultivo de RN22 Fabricante Numero de catalogo
Linea celular RN22 Sigma 93011414

Suero Fetal Bovino Thermo Fisher Scientific 1614089

Medio Dulbecco modificado por| Thermo Fisher Scientific 31600034

Eagle (DMEM)

Tripsina-EDTA Thermo Fisher Scientific 25200-056

Frasco de cultivo T25 Corning 430639

Frasco de cultivo T75 Corning 430641

Deteccion de PEDF

Nombre Fabricante Numero de catalogo
Kit de deteccion de PEDF por XPressBio PEDG613

ELISA

Inmunocitoquimica

Nombre Fabricante Numero de catalogo
Paraformaldehido Sigma P6148

Formalina 10% Sigma HT501128

Triton X-100 Sigma T8787

Wheat Germ Agglutinin  (WGA)| Thermo Fisher Scientific W32464

conjugada a Alexa 555

DAPI Sigma D9542

Hoechst 3342 Sigma H3570

TO-PRO-3 Sigma T3506

Ensayos celulares

Nombre Fabricante Numero de catalogo
Kit Anexina-V/Mitotracker Thermo Fisher Scientific V35116

Kit de Citotoxicidad LDH Thermo Fisher Scientific 88953

Kit de TUNEL APO-BrdUu™ Thermo Fisher Scientific A23210

loduro de Propidio Sigma P4170

Kit de TUNEL ApopTag® Sigma S7110

Kit de Mitotracker Red CMXRos Sigma M7512

Western Blotting

Nombre Fabricante Numero de catalogo
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Kit de cuantificacion de proteina Thermo Fisher Scientific 23227

(BCA)

Geles NuPAGE 10% Thermo Fisher Scientific NP0301

Buffer muestra 4X Thermo Fisher Scientific NPO0007
Dispositivo de transferencia iBlot2 | Thermo Fisher Scientific 1B21001

Buffer de Stripping (ECL) Thermo Fisher Scientific 46430

Buffer de electroforesis MOPS Thermo Fisher Scientific NP0001

Buffer RIPA Thermo Fisher Scientific 89900
Inhibidor de  proteasas y| Thermo Fisher Scientific 78440
fosfatasas

Ponceau Red Sigma P7170
Anticuerpo secundario conjugado| Kindle Biosciences R1005

a HRP (Anti-rabbit)

Anticuerpo secundario conjugado| Kindle Biosciences R1006

a HRP (Anti-mouse)

Kit de deteccion por ECL Kindle Biosciences R1004
Camara Kwik-Quant Kindle Biosciences D1001
Anticuerpo anti-GAPDH Genetex GTX627408
Kit de cuantificacion de proteina Li-Cor Biosciences 926-11010
total

Buffer de bloqueo Li-Cor Biosciences 927-70001
Anticuerpo anti-Bcl2 Abcam ab59348
Anticuerpo secundario conjugado| Li-Cor Biosciences 926-32211

a IRDye 800 (Anti-rabbit)

Buffer de Stripping (Nitrocelulosa) | Li-Cor Biosciences 928-40030
RT-PCR

Nombre Fabricante Numero de catalogo
RNAeasy Mini Kit Qiagen 74106
ADNasa Qiagen 79254
Agua libre de ARNsa Qiagen 129112
NanoDrop One Thermo Fisher Scientific 840274200
Kit QuantiTect SYBR Green Qiagen 204143
Kit RT2 First Strand Qiagen 330401
RT? Profiler PCR Array (Rat Qiagen PARN-012Z
Apoptosis)

Ensayos en Epitelio Pigmentario Retinal (EPR)

Nombre Fabricante Numero de catalogo
Stanbio B-Hydroxibutyrate| EKF Diagnostics USA 244-058
Liquicolor kit

Anticuerpo anti-Rodopsina

Novus Biologicals

NBP2-251159
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Tabla 3: Anticuerpos utilizados

Anticuerpo | Fabricante | Numero de | Dilucion | Anticuerpo Fabricante Numero de
primario catalogo secundario catalogo
HPC-1 Abcam ab3265 1/40 Goat Invitrogen 115-16-003
antimouse
(Cy3)
CRX Donado por | - 1/400 Goat  anti-| Invitrogen A11001
C. rabbit (Alexa
Craft. 488)
PEDF-R Sigma- ABDG66 1/100 Goat  anti-| Invitrogen A27039
(1) Millipore rabbit (Alexa
555)
PEDF-R Cayman 10006409 1/100 Goat  anti-| Invitrogen A27039
(2) rabbit (Alexa
555)
PEDF-R Protein 55190-1- 1/1000 Goat  anti-| Invitrogen A11001
(3) Tech AP rabbit (Alexa
488)
PEDF-R R&D AF5365 1/100 Goat Invitrogen A28175
(4) antim
ouse
(Alexa 488)
Rodopsina | Sigma- MAB5356 1/100 Goat Invitrogen A28175
4d2 Millipore antim
ouse
(Alexa 488)
Rodopsina | Donado por | - 1/100 Goat Jackson 115-225-146
1d4 R. antimouse Immunoresearch
Molday (Cy2)
TUJ Abcam ab24610 1/300 Goat Jackson 115-225-146
antimouse Immunoresearch
(Cy2)
Tubulina | Abcam ab18207 1/300 Goat  anti-| Jackson 115-16-003
acetilada rabbit (Cy3) | Immunoresearch
Bomba de | Sigma- 06-520 1/100 Goat  anti-| Invitrogen A27039/A28175
Na*/K* Millipore rabbit/mouse
(Alexa
555/488)
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