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RESUMEN

El epitelio pigmentario de la retina (EPR) es una monocapa de células presente entre la retina y la capa coroides
del ojo que cumple un rol fundamental en el mantenimiento de la homeostasis del tejido. En diversas patologias
retinianas proliferativas, las células del EPR proliferan y experimentan una transicion epitelio-mesénquima
(TEM) que desregula sus funciones naturales. Mediante la TEM las células del EPR modifican su morfologia
cuboide a la forma de huso tipica de las células mesenquimales, muestran una remodelacion de su citoesqueleto
y aumentan el nivel de expresion de marcadores mesenquimales lo que conduce a un comportamiento migratorio
e invasivo de las células que conlleva a una lesion de tipo fibrosa, alterando el normal funcionamiento de la

retina.

La proliferacion y la TEM son procesos que se desencadenan por la presencia de diferentes factores moleculares
que actlian mediante vias de sefalizacion especificas, establecer cuéles son es un componente fundamental para
disefiar tratamientos efectivos que potencialmente den solucidn a las enfermedades proliferativas de la retina. Si
bien en la retina los mecanismos que promueven dichos procesos ain no son claros, al dia de hoy se sabe que el
factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) induce la transicion mesenquimal de las células gliales de
Miiller y de las células del epitelio pigmentario de la retina (Kanda et al., 2019), que la esfingosina-1-fosfato
(S1P) promueve la secrecién de citocinas proinflamatorias, la proliferacion, transdiferenciacién y migracién de
las células gliales de Miller y del EPR (Simén et al., 2021) y que la ceramida-1-fosfato (C1P) induce la
migracién de las células gliales de Muller (Vera et al., 2021) y del EPR (Simén et al., 2022).

El hecho de que C1P tenga un rol inductor en la migracién permite pensar que también podria inducir la TEM.
Por tanto, el objetivo de este trabajo es analizar el rol de la C1P en la proliferacion y transicién epitelio-
mesénguima de las células del epitelio pigmentario dentro del marco de las enfermedades proliferativas de la
retina. Para ello, expusimos cultivos de dos lineas celulares derivadas del EPR al tratamiento con C1P y luego

determinamos sus efectos en la proliferacion, morfologia celular y expresién de marcadores mesenquimales.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que C1P no induce la proliferacion de las células del EPR.
Sin embargo, hemos observado que C1P induce cambios morfoldgicos en estas células y también aumenta el
nivel de expresion de marcadores mesenquimales, como actina de musculo liso a (a-SMA), vimentina, N-
cadherina y fibronectina, lo que permite considerar a C1P como una posible inductora de la TEM en las células
del EPR. A su vez, resultados preliminares evidencian que el tratamiento con C1P generé un aumento en la
expresion de TGF-B y SphK1, estableciendo un antecedente positivo para profundizar en el analisis de C1P
como una posible reguladora de otras vias de sefializacion que también conducen al desarrollo de fibrosis en la

retina.



INTRODUCCION

El epitelio pigmentario de la retina (EPR) es una monocapa de células pigmentadas con microvellosidades que se
ubica entre la retina y la capa coroides del ojo (Figura 1). Como todo tejido epitelial, las células del EPR exhiben
polaridad, es decir las proteinas, las organelas y algunas funciones celulares se distribuyen asimétricamente en
los dominios apical y basolateral de cada una de ellas (Chiba, 2013; Sparrow et al., 2010). Las células del EPR
son un componente central para mantener la salud y la integridad funcional de los fotorreceptores de la retina.
Constituyen la barrera hematorretiniana externa, juegan un papel importante en la absorcion de la luz, en la
proteccion contra la fotooxidacion, en la regulacion de los nutrientes, iones y agua entre la retina y los capilares
de la capa coroides, en la fagocitosis de sustancias extrafias y en la secrecion de varios factores de crecimiento
(Ponnalagu et al., 2017).
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Figura 1. Esquema de la estructura general del ojo y la retina. Nota. Adaptado de https://www.brillpharma.com/retina/

En el ojo sano y desarrollado, las células del EPR no sufren mitosis; sin embargo, en ciertas condiciones
patoldgicas, incluidos casos complicados de desprendimiento de retina, en la degeneracion macular relacionada
con la edad (AMD), la retinopatia diabética (DR) y la vitreorretinopatia proliferativa (PVR), las células
proliferan y migran hacia la retina neural, provocando una lesién de tipo fibrosa o cicatriz (Figura 2) que altera el
normal funcionamiento del tejido (Gelat et al., 2022; Zhou et al., 2020). La cicatrizacion es un proceso biolégico
fundamental que permite el reemplazo sistematico de las células lesionadas. Sin embargo, cuando se produce de
forma prolongada y exagerada puede resultar en una condicion patoldgica, denominada fibrosis, caracterizada
por la produccion, depdsito y contraccion excesiva de la matriz extracelular mediante la accion de los
miofibroblastos (Leask y Abraham, 2004; Shu y Lovicu, 2017).

Cuando la retina se desprende del EPR (Figura 2), las células epiteliales experimentan una transicion epitelio-

mesénquima (TEM) que involucra el inicio de una intrincada cascada de eventos genéticos y epigenéticos,



culminando en una serie de cambios morfolégicos y moleculares que conduce a la pérdida de caracteristicas
epiteliales para dar lugar a células mesenquimales productoras de matriz extracelular, denominadas
miofibroblastos (Shu y Lovicu, 2017). Dentro de dichos cambios, las células del EPR modifican su morfologia
cuboide regular y adquieren forma de huso (Figura 3). Ademas, experimentan la pérdida de complejos de unién
estrecha, incluidas las ocludinas zonulares (ZO)-1, seguido de la disminucion de la expresion de E-cadherina en
la membrana celular y el aumento en la expresion de N-cadherina, un marcador mesenquimal tipico. En este
proceso las células epiteliales muestran una importante remodelacién del citoesqueleto, con la expresion de novo
de actina de musculo liso o (a-SMA) y de otros marcadores mesenquimales, como vimentina y fibronectina (Shu
y Lovicu, 2017; Zhou et al., 2020). De esa manera pierden su polaridad y adquieren un comportamiento invasivo

y migratorio.
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Figura 2. Esquema de un proceso de vitreorretinopatia proliferativa, trastorno retiniano mediado por RPE en humanos.
(A) ojo intacto, la retina neural esta fuertemente adherida al EPR que se encuentra a lo largo de la membrana de Bruch.
(B) EIl ojo sufre un trauma severo, la retina neural se desprende del EPR vy, en ocasiones, se lesiona. (C) Las células del
EPR experimentan una transicion epitelio-mesénquima y migran hacia la cavidad vitrea. (D y E) Las células del EPR que
migran se adhieren a las superficies epi y subretiniana, proliferan y forman las membranas epi y subretiniana exhibiendo
un fenotipo similar a los miofibroblastos. La membrana epirretiniana crece y se contrae, dando como resultado el progreso
del desprendimiento de retina y la pérdida de la vision. Nota. Adaptado de “The retinal pigment epithelium: an important
player of retinal disorders and regeneration” (p. 107-114), por C. Chiba, 2014, Experimental eye research, 123.

Los mecanismos a través de los cuales se promueve la TEM en las células del EPR adn no son claros.
Investigaciones realizadas en los Gltimos afios demuestran que los esfingolipidos, una de las tres clases
principales de lipidos de membrana, ademés de su rol canénico como componentes estructurales, promueven la
transicion hacia el fenotipo mesenquimal. Los esfingolipidos tienen un papel relevante en la patogenia del cancer
y en muchas enfermedades cronicas, como la diabetes, debido a su papel en la regulacion de la respuesta
inflamatoria, la angiogénesis, la proliferacion, la migracién y la apoptosis (GOomez-Larrauri et al., 2020;
Nagahashi et al., 2018; Spiegel y Milstien, 2003). En la retina, la esfingosina-1-fosfato (S1P) y la ceramida-1-



fosfato (C1P), dos de los esfingolipidos méas importantes y estudiados, ocupan un lugar central en el control de

dichos procesos celulares (Simén et al., 2021).
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Figura 3. Representacion esquematica del proceso de transicion epitelio mesénquima en las células del epitelio
pigmentario de la retina. Nota. Adaptado de “Role of Epithelial-Mesenchymal Transition in Retinal Pigment Epithelium

Dysfunction” (501), por M. Zhou et al., 2020, Frontiers in cell and developmental biology, 8.

La S1P (Figura 4) es un lipido intermedio producido por la accion catalitica de dos esfingosinas quinasas (SphK)
diferentes, SphK1 y SphK2, que promueven la fosforilacion de un aminoalcohol de cadena recta y larga (18-20
atomos de carbono) denominado esfingosina (Sph). La SphK1 esté presente en todos los tipos celulares, se ubica
en el citosol y sus roles en la enfermedad estan ampliamente identificados; mucho menos se sabe de la SphK2,
localizada predominantemente en nucleos y mitocondrias. La S1P puede actuar como mensajero intracelular o
como ligando extracelular, en un mecanismo de sefializacion conocido como “de adentro hacia afuera”, al ser
exportada por transportadores especificos para luego activar 5 receptores de membrana (S1PR1 a 5) (Spiegel y
Milstien, 2003). Por su parte, C1P (Figura 4) se genera por la fosforilacién de la ceramida (Cer) -una molécula
central en el metabolismo de los esfingolipidos- cuya sintesis deriva de la adicion de un 4cido graso a la Sph a
través de un enlace amida. C1P se sintetiza en el trans Golgi por la accién de la ceramida quinasa (CerK), Unica

enzima descrita en mamiferos, y luego puede liberarse para la sefializacion autocrina o paracrina (Simon et al.,

2019).
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Figura 4. Estructuras quimicas de los diferentes tipos de esfingolipidos. Todos los esfingolipidos comparten un esqueleto
de esfingosina (negro). En Cer y C1P dicha cadena se encuentra unida a un acido graso a través del enlace amida (azul).
Nota. Adaptado de “Sphingolipids as Emerging Mediators in Retina Degeneration”, por M. V. Simén et al., 2019,

Frontiers in cellular neuroscience, 13.

En la retina, la S1P tiene propiedades beneficiosas y perjudiciales, actuando como mensajero extracelular e



intracelular. Por un lado, promueve la proliferacion, diferenciacién y supervivencia de los fotorreceptores al
suprimir la apoptosis (Miranda et al., 2009) y facilita la sefializacion en las células retinianas internas. Por otro
lado, S1P desencadena en las células con funciones de soporte (las células gliales de Miller y el EPR) procesos
amenazantes de tipo fibroso que alteran la estructura de la retina y pueden contribuir a la disfuncion visual, como
la secrecion de citoquinas proinflamatorias, la proliferacion, la transdiferenciacion y la migracion celular
(Mondal y Mandal, 2019; Simoén et al., 2021). En el caso de C1P las funciones que cumple en la retina aln son
poco conocidas. Al dia de hoy se sabe que C1P promueve la proliferacién de progenitores de fotorreceptores, su
diferenciacion y supervivencia (Miranda et al., 2011). Por otra parte, estimula la migracion de las células gliales
de Muller (Vera et al., 2021) y del EPR (Simdn et al., 2022). El hecho de que C1P sea una molécula de
sefializacién involucrada en inducir procesos de migracion en las células del EPR permite hipotetizar sobre un

posible rol de inducciodn en la proliferacién y de-diferenciacion de dichas células.

Entre las citogquinas y factores troficos implicados en el desarrollo de la fibrosis se destaca el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B), un potente inductor de la diferenciacion de los miofibroblastos que, a
su vez, promueve la sintesis de matriz extracelular jugando asi un rol central en el desarrollo de fibrosis en varios
6rganos, incluyendo la retina (Leask y Abraham 2004). Especificamente en la fibrosis retiniana se demostr6 que
TGF-B induce la transiciéon mesenquimal de las células gliales de Muller durante el desarrollo de membranas epi-
retinales idiopéticas y de las células del epitelio pigmentario de la retina (Kanda et al., 2019). En investigaciones
recientes se ha demostrado que en 6rganos tales como higado, pulmdn, rifién, corazon e intestino TGF-f
promueve la fibrosis y aumenta los niveles de SphK1, S1P y algunos de sus receptores, confirmando la presencia
de un crosstalk entre ambas vias de sefializacion (Jiménez-Uribe et al., 2021). Sin embargo, se desconoce aln si

existe una interaccion entre TGF-B, S1P y/o C1P en las patologias fibréticas de la retina.

Analizar los mecanismos moleculares involucrados en la proliferacién y transicién epitelio mesénquima de las
células del EPR reviste una gran importancia en el campo de la salud. Como se mencion6, son procesos
fundamentales involucrados en el desarrollo de las patologias proliferativas de la retina, como la retinopatia
diabética, una de las principales causas de pérdida de la vision en paises desarrollados y la complicacién ocular
mas frecuente y grave asociada a la diabetes (Cheung et al., 2010). Conocer las vias de sefializacion que
promueven la proliferacion y transicion epitelio mesénquima del EPR, indagando particularmente en el rol de
C1P en dichos procesos y en la probable existencia de un crosstalk con otras vias de sefializacion, establecen las
bases bioldgicas que potencialmente permitiran desarrollar herramientas farmacologicas para dar solucion a esta

problematica.

A la luz de estos antecedentes es que planteamos, como hipétesis central de este trabajo de tesis, que la C1P
podria ser inductora de la TEM en las células del EPR mediante la promocién de la proliferacion, la de-
diferenciacion y la activacion cruzada con otras vias de sefializacién que también participan del desarrollo de

fibrosis en la retina.



OBJETIVOS

Objetivo General

Analizar el rol de la C1P en la proliferacion y transicion epitelio- mesénquima (TEM) de las células del epitelio
pigmentario de la retina (EPR) durante el desarrollo de las enfermedades proliferativas del tejido.

Objetivos especificos
+ Determinar si C1P estimula la proliferacion de las células del EPR.
+« Evaluar si C1P promueve la de-diferenciacién de las células del EPR.

«» Indagar si C1P regula otras vias de sefializacidén gue también conducen a la fibrosis de la retina, como TGF-
BySIP.



MATERIALES Y METODOS

Cultivos celulares epiteliales y tratamiento

Para la obtencion de los cultivos de células epiteliales se utilizaron las lineas celulares humanas ARPE-19 y
D407 (ambas derivadas del EPR) sembradas en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado
con suero fetal bovino (SFB) al 10% o 5%, respectivamente. Las lineas celulares se mantuvieron viables a través
del repique o pasaje de frascos de linea incubados a una temperatura de 36,5°C con 5% de CO2 en un Incubador
Sanyo con CO2. El proceso de repique consiste en “levantar” las células que crecen adheridas al sustrato con

Tripsina/EDTA 'y transferirlas a un frasco o capsula en una dilucion 1:10 con nuevo medio de cultivo.

Para los ensayos, las células se cultivaron en cépsulas plasticas de 35 mm sembradas en DMEM suplementado
con SFB. Una vez que los cultivos llegaron a un estado de confluencia del 80%, el medio de cultivo se
reemplaz6 por DMEM sin suero por 24 hs. Transcurrido ese periodo los cultivos celulares fueron suplementados
por 24 o0 48hs con C1P 10 uM o su respectivo vehiculo, dimetilsulféxido (DMSO) o hidréxido de sodio (NaOH),

dependiendo del ensayo.

Andlisis de Proliferaciéon

El analisis de proliferacion celular se realiz6 incubando las células por 24hs con C1P o su vehiculo. En la linea
D407 se contabilizo el nimero de figuras mitdticas (células que se encuentran en metafase) y nicleos totales
utilizando la sonda DAPI, mientras que en las ARPE-19 se evalu6 la incorporacion del nucleétido 5-bromo-2-
desoxiuridina (BrdU).

Tincién de nucleos

Consiste en la tincion fluorescente de los nlcleos celulares con DAPI (4 ',6-diamidino-2-fenilindol), una sonda
que emite un color azul fluorescente tras su unidn a regiones enriquecidas de adenina y timina en la secuencia de
ADN.

Para poder realizar la tincion, las células fueron fijadas con paraformaldehido (PF) 4% durante 15 min. Luego, se
sometieron a tres lavados con buffer fosfato salino (PBS) para posteriormente ser permeabilizadas durante 15
min con Tritdn X100 (0,1%). Finalmente se procedio a incubarlas con la sonda DAPI (1:1000) por 15 min en
camara humeda. Culminado este tiempo se realizaron nuevamente 3 lavados con PBS para proceder con el

montaje y la visualizacion al microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E600.

Técnica inmunocitoquimica para BrdU

La bromodesoxiuridina es un nucle6tido sintético andlogo a la timidina que actia como marcador al incorporarse
al ADN durante el proceso de replicacion, de esa manera permite determinar el nimero de células de una

muestra que se encuentran en division.

Para esta técnica, luego del agregado de C1P - o su vehiculo- los cultivos de ARPE-19 fueron sometidos a un
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pulso de BrdU 30 uM (concentracidn final en el cultivo) durante 4hs. Posteriormente, las células se fijaron con
PF 4% y se permeabilizaron con Triton X100 durante 15 min. Luego, fueron tratadas con HCI 2N por 30 min
para desnaturalizar el ADN y, a continuacion, se neutraliz6 con borato de sodio (buffer borato) 0,1 M.

La incorporacion de BrdU se determind por inmunocitoquimica, utilizando anticuerpos monoclonales.
Finalizados los lavados de neutralizacion y de PBS, se incubaron los cultivos con el anticuerpo 1° (mouse anti-
BrdU) por 1 hora. Posteriormente se realizaron dos lavados con PBS y se agrego el anticuerpo 2° (Cy2 goat anti-
mouse) que actud sobre los cultivos por 1 hora. Luego de los lavados correspondientes se procedié con el

montaje y la visualizacion al microscopio de fluorescencia.

Contabilizacion celular

Para evidenciar cuantitativamente el porcentaje de células en proliferacién se realiz6 el conteo de figuras
mitoticas (nucleos en metafase facilmente identificables con la sonda DAPI) y de nucleos positivos para BrdU
junto con el nimero de células totales presentes en 10 campos tomados al azar de cada réplica por condicién y
experimento. Cada imagen se obtuvo a través de la camara digital Amscope MU1403 adosada al microscopio de

fluorescencia y fue analizada mediante el programa de procesamiento digital de imagen, ImageJ.

Andlisis de De-diferenciacion

Para evaluar la de-diferenciacion celular se utilizaron cultivos expuestos por 24 o0 48hs a C1P o su vehiculo.
Tanto en la condicion tratada con C1P como en el control se observd el aspecto morfolégico general de sus
células en el microscopio de fluorescencia y se analizd el nivel de expresion de marcadores mesenquimales
mediante gRT-PCR.

Cabe destacar que en los cultivos correspondientes a la linea celular ARPE-19, la evaluacion sobre el efecto de
C1P en la expresion de marcadores mesenquimales se llevd adelante en cultivos con y sin ensayo de la herida
(también denominado scratch wound assay). En estos experimentos, previo al agregado de C1P, se realizé una
lesion mecénica (scratch) con la punta de un tip estéril de 200 pL, de manera de dejar una zona libre de células

(Simon et al., 2015). Inmediatamente se suplementaron con C1P y se incubaron por 24hs.

Analisis _de la morfologia celular

Las células de la linea D407 tratadas con C1P, o su vehiculo, por 24hs fueron fijadas y observadas por
microscopia de contraste de fase. En cada condicion se procesaron 10 imégenes al azar obtenidas a través de la
camara digital Amscope MU1403. En cada una se contabilizé el nimero de células irregulares (células que
presentan una forma ahusada o estrellada y cuya conexion celular no es claramente distinguible) y células
regulares (firmemente adheridas entre si y con el aspecto de empedrado caracteristico del epitelio) mediante el

programa de procesamiento digital de imagen, ImageJ.

A su vez, se realiz6 una inmunocitoquimica para evidenciar los filamentos intermedios de vimentina. Luego de

la fijacidn, las células fueron permeabilizadas con Triton X-100 durante 15 min y, posteriormente, incubadas con
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el anticuerpo 1° (mouse anti- vimentina) por 1 hora. Posteriormente, se realizaron dos lavados con PBS y se
agrego el anticuerpo 2° (Cy3 goat anti-mouse) que actud sobre los cultivos por 1 hora. Luego de los lavados

correspondientes se procedio con el montaje y la visualizacién al microscopio de fluorescencia.

Extraccion de ARN
El aislamiento del ARN se realiz6 mediante tratamiento en frio de los cultivos con 500ul de Quick-Zol plus y

posterior centrifugacion en microcentrifuga de mesa Biofuge Pico de Heraeus. EI homogeneado obtenido se tratd
de forma secuencial con 100ul cloroformo, 250ul isopropanol y 500ul etanol 75% con el fin de lograr la
separacion de fases y el precipitado del ARN. La concentracion y pureza del ARNm obtenido fueron
determinadas mediante la cuantificacion de absorbancias a 260nm y 280nm mientras que su integridad fue

verificada mediante electroforesis en gel de agarosa 0,8%.

Retrotranscripcién

La reaccion de transcripcion reversa (RT) del ARNm previamente extraido se realiz6 a partir de 1 ug de ARN
(molde) utilizando random primers, dNTPs, inhibidor a ARNasa (RNAsin) y la enzima Moloney Murine
Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT - Promega). La reaccion se incub6 a 37°C por 1 hora en

Mini Cyclertm (MJ Research, USA), permitiendo obtener el correspondiente cDNA.

gPCR

Para determinar si C1P promueve la de-diferenciacion de las células del EPR, se amplificé el ADNc obtenido en
la retrotranscripcién para asi evaluar si se generan aumentos en los niveles de expresiéon de los marcadores
mesenquimales actina de musculo liso (a-SMA), vimentina, fibronectina y N-cadherina. En cada eppendorf se
colocaron 3ul de ADNc 40ng/ul con 3ul de primers (forward y reverse) dependiendo de la secuencia evaluar
(ver Tabla 1) y 6pl de SENSI FAST SYBRGreen gPCR Kkit; una vez listos se llevo adelante la reaccion en
cadena utilizando un ciclador térmico para gPCR Eppendorf 900E.

En cada corrida se incluyeron 2 controles negativos por condicion, uno sin templado reemplazando los 3ul de
ADNCc por agua (NTC) y otro reemplazando la muestra de cDNA por ARNm (RT-). Los resultados se
analizaron con el método 2 —AACt para obtener una cuantificacion relativa de los niveles de expresion de ARNm
de a-SMA, vimentina, fibronectina y N-cadherina utilizando como genes enddgenos de referencia GAPDH o
18S.
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Tabla 1

Lista de primers utilizados.

Nombre del gen Simbolo genético Primer Secuencia 5'- 3’
Actina de musculo liso o Human aSMAFW CCGACCGAATGCAGAAGG
Human aSMARV ACAGAGTATTTGCGCTCCGAA
Fibronectina HumanFribonectinF CGGGACTCAATCCAAATGCC
HumanFribonectinR GTTGTAGGTGGCACCTCTGG
Vimentina HumanVimentinFW GGACCAGCTAACCAACGACA
HumanVimentinRV AAGGTCAAGACGTGCCAGAG
N-cadherina HumanNCadherinFW GTGCATGAAGGACAGCCTCT
HumanNCadherinRV TGGAAAGCTTCTCACGGCAT
Esfingosina quinasa 1 HumanSphK1FW GGCAGCTTCCTTGAACCATT
HumanSphK1RV TGCAGAGACAGCAGGTTCAT
Factor de crecimiento HumanTGFBFW GGGCTACCATGCCAACTT
transformante beta HumanTGFBRY GCACGATCATGTTGGACAC
18s 18s-humanFwW CGTCGTCCTCCTCGCTTG
18s-humanRW TAGGTAGAGCGCGGCGA
Gliceraldehido -3- fosfato Human_GAPDHFW CACTGAATCTCCCCTCCTCACA
deshidrogenasa Human_GAPDHRW TGATGGTACATGACAAGGTGCG

Anadlisis estadistico

Los resultados muestran el porcentaje de al menos 3 experimentos independientes (+ desvio estdndar). La
significancia estadistica se evalu6 mediante la prueba estadistica ANOVA unidireccional, considerando

significativo un valor p < 0,05. Para realizar los gréficos se utilizo el programa GraphPad Prism (version 5.0).
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RESULTADOS

C1P no induce proliferacion en las células del epitelio pigmentario de la retina

Para este ensayo, se utilizaron cultivos celulares de las lineas D407 y ARPE-19, en un 80 % de confluencia, los
cuales se expusieron a 10 uM C1P por 24hs.

En células de la linea ARPE-19, se contabilizaron los nlcleos positivos para BrdU (Figura 5A) y los nucleos
totales presentes en capsulas control y tratadas con C1P. Los cultivos controles presentan 6,3 +0,28% de células
positivas para BrdU y los tratados con C1P un valor 5,4 +2,4% (Figura 5B). El analisis estadistico ANOVA
empleado para comparar ambas condiciones determiné un valor p>0,05, lo que indica que las muestras no son

significativamente diferentes.

En la linea D407, se contabilizaron las figuras mitoticas (nlcleos en metafase identificables por DAPI) y los
nucleos totales presentes en cada condicién. Los cultivos controles presentan una proliferaciéon de 3 £0,8 % y los
tratados con C1P una proliferacion de 2,75 +0,5% (Figura 5C). El analisis ANOVA utilizado para comparar
estadisticamente las muestras arroj6é un valor p>0,05 lo que sugiere que las muestras no son significativamente

diferentes. Por tanto, C1P no induce proliferacién en las células del EPR.
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Figura 5. (A) Fotomicrografia de cultivos celulares de la linea ARPE-19 con microscopia de fluorescencia donde se
destacan los nicleos positivos para BrdU (verde) y los nicleos totales con tincion DAPI (azul). (B) Las barras representan
el porcentaje promedio de nlcleos BrdU positivos (medias £ SD; n=2) en células ARPE-19 tratadas con C1P o su vehiculo
(CTL). (C) Grafico de barras representando el porcentaje de figuras mitéticas, identificadas como ndcleos en metafase, en
cultivos de D407 tratados con C1P o su vehiculo (CTL) (medias + SD; n=4). ns= no significativo.

C1P induce cambios morfologicos en las células del epitelio pigmentario de la retina

Los cultivos celulares de la linea D407 se trataron de la misma forma que para el ensayo de proliferacion. Al
visualizar las células por microscopia de contraste de fase se observa un sorprendente cambio morfoldgico entre
las capsulas control y las tratadas con C1P, situacion que se manifiesta de forma mas evidente al observar las
células luego de realizar una inmunocitoquimica para observar los filamentos de vimentina (Figura 6A). Las
células tratadas con C1P presentan una morfologia irregular, muy similar a la forma de huso de los
miofibroblastos, perdiendo en varios casos la conexion celular con el resto de las células del epitelio (flechas
blancas, Figura 6A). Por el contrario, las células control mantienen las uniones celulares y la forma de

empedrado caracteristica del tejido epitelial (flechas rojas, Figura 6A).
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Figura 6. (A) Fotomicrografia de cultivos celulares de la linea D407 en fase (panel izquierdo) y con microscopia de
fluorescencia (panel central y derecho), destacando los filamentos de vimentina (rojo) del citoesqueleto y el nicleo con
tincion DAPI (azul). En la condicion C1P se observan numerosas células con morfologia irregular, de aspecto alargado o
de huso (flechas blancas), similar a los miofibroblastos, mientras que en la condicion control las células mantienen la
forma cuboide caracteristica de las células epiteliales al igual que su organizacion en empalizada (flechas rojas), propia del
epitelio. En (B) las barras representan el porcentaje promedio de células irregulares respecto al nimero de células totales

presentes en cada condicion. (medias £ SD; n=4);* p<0.05 diferencia significativa con respecto al control .

Al contabilizar las células irregulares y regulares presentes en los cultivos, se observo un resultado cuantitativo
que fortalece lo observado al microscopio. En los cultivos controles la presencia de células irregulares es de 3
+2% mientras que en los tratados es de 20 £7% (Figura 6B). El analisis estadistico de las muestras arrojé un
valor p<0,05 lo que sugiere que las mismas son significativamente diferentes. Estos resultados sugieren que el

tratamiento con C1P aumenta la aparicién de células con morfologia irregular, similar a los miofibroblastos.

Estudios preliminares realizados en las células de la linea ARPE-19 muestran cambios morfol6gicos que
concuerdan con los obtenidos en la linea D407. En la Figura 7 se observan cultivos control con células
mayoritariamente de aspecto tipico de epitelio (flechas negras), mientras que en los cultivos tratados con C1P
hay una importante presencia de células con morfologia irregular (flechas blancas), asemejable al fenotipo que

expresan los miofibroblastos.

CTL

Figura 7. Fotomicrografia de contraste de fase de cultivos de la linea ARPE-19 pertenecientes a células control, incubadas
con el vehiculo de C1P (panel superior), y a células tratadas con C1P (panel inferior). En cultivos control, se destaca la
presencia de un mayor nimero de células cuboides (flechas negras) correspondiente al fenotipo de las células epiteliales;
mientras que en los cultivos tratados con C1P hay mayor presencia de células alargadas (flechas blancas), morfologia que

se asemeja a la de los miofibroblastos.
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C1P induce la expresion de marcadores mesenquimales

Cuando las ceélulas atraviesan el proceso de TEM se observa un aumento en la expresion de genes
correspondientes a marcadores mesenquimales, como a-SMA, vimentina, fibronectina y N-cadherina (Shu y
Lovicu, 2017). En este trabajo, para analizar si existe expresion diferencial de los genes correspondientes a estos
marcadores mesenquimales, luego de 24hs de tratamiento con C1P o su vehiculo (CTL), se tomaron muestras de
los cultivos de cada condicion y se cuantific la expresion génica mediante gRT-PCR.

Los resultados obtenidos en las muestras provenientes de la linea D407 establecen que vimentina aumenta 3,72
+1,1 veces respecto al control (Figura 8A), N-cadherina aumenta 6,55 £3,33 veces (Figura 8B) y fibronectina
aumenta 4,5 +1,7 veces (Figura 8C). El analisis estadistico ANOVA comprueba que la diferencia entre las
condiciones para cada marcador resulto ser significativa. Los resultados obtenidos para a-SMA concuerdan con
lo visto en los otros marcadores mesenquimales, aumenta significativamente 3,13 +0,65 veces respecto al control
(Figura 8D). Particularmente para este marcador también se indagd el efecto de C1P a 48hs, y los resultados
preliminares sugieren un aumento de 3,07 veces respecto al control. De esta forma, podemos concluir que el
tratamiento de las células D407 con C1P aumenta la expresién de marcadores mesenguimales, reforzando

nuestra hipdtesis sobre la participacién de C1P en la induccion de la TEM en las células del EPR.
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Figura 8. Analisis por qPCR de la expresion génica relativa a un gen enddgeno, mediante el método de cuantificacion 2—
AACt. Las barras representan las veces de aumento en la expresion de (A) vimentina, (B) N-cadherina, (C) fibronectina y
(D) a-SMA en células de la linea D407 tratadas con C1P o su vehiculo (CTL) durante 24hs (medias + SD; n=3);* p<0.05
diferencia estadisticamente significativa con respecto al control. En (E) se muestra el resultado preliminar del nimero de

veces de aumento para a-SMA en células expuestas a C1P por 48hs.
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El nivel de expresidon de los marcadores mesenguimales vimentina, fibronectina y N-cadherina se evaluaron
también en cultivos de la linea celular ARPE-19. En este caso, se observa un comportamiento diferencial en la
expresion génica de los mencionados marcadores dependiendo de la presencia o no del scratch. Por un lado, en
los cultivos celulares con scratch se evidencia la misma tendencia que los cultivos correspondientes a D407: la
expresion de vimentina aumenta 7,17 +01,8 veces respecto al control (Figura 9A), N-cadherina aumenta 13 +0,5
veces (Figura 9B) y fibronectina 8 +2 veces (Figura 9C), siendo todos estos aumentos estadisticamente
significativos. Por otro lado, en los cultivos de ARPE-19 que no tienen scratch los resultados fueron opuestos:
resultados preliminares del tratamiento con C1P sugieren una leve tendencia a disminuir la expresion de los

marcadores vimentina, N-cadherina y fibronectina tras 24 hs de incubacion (Figura 9 D,E, y F respectivamente).
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Figura 9. Resultados del analisis por qPCR mediante el método de cuantificacion relativa 2— AACt. Las barras en (A),
(B) y (C) representan las veces de aumento para vimentina, N-cadherina y fibronectina, respectivamente, en células de la
linea ARPE-19 a las cuales se les hizo una herida mecénica (scratch) previo al agregado de C1P o su vehiculo (CTL)
(medias + SD; n=2); *p<0.05; ***p < 0.001, diferencias estadisticamente significativas con respecto a los controles
correspondientes. En (D), (E) y (F) se muestran los resultados preliminares del cambio en la expresién de vimentina, N-
cadherina y fibronectina respectivamente, en células de la linea ARPE-19 carentes del scratch y tratadas con C1P o su
vehiculo (CTL).

C1P podria inducir TEM a través de la sefializacion cruzada con otras vias

La existencia de un crosstalk entre TGF-f, SphK1 y S1P en diversos o6rganos (Jiménez-Uribe et al., 2021)
constituye una antecedente positivo para considerar a la TEM como un proceso dependiente de varias vias de

sefializacion. Para indagar si C1P también esta involucrada dentro de una sefializacion cruzada con TGF-f y
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SphK1, luego de 24 y 48hs de tratamiento con C1P o su vehiculo (CTL), se tomaron muestras de los cultivos

para cada condicion y se llevo adelante una qRT-PCR.

Los resultados preliminares de este trabajo arrojan resultados prometedores. En los cultivos tratados con C1P por
24hs los niveles de TGF-P llegaron a 1,96 veces de aumento respecto al control (Figura 10A) mientras que en
cultivos tratados con C1P por 48hs el aumento es de 2,46 veces comparado al control (Figura 10B). En el caso
de SphK1 la tendencia fue la misma, aumentando 3,45 veces respecto al control (Figura 10C).
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Figura 10. Resultados preliminares del andlisis por gPCR mediante el método de cuantificacion relativa 2— AACt en
cultivos celulares de la linea D407 tratados con C1P por 24hs (A 'y C) o por 48hs (B). Las barras representan las veces de

aumento de TGF- 3 (A y B) y de SphK1 (C); en cada caso comparado con su respectivo control (CTL).
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DISCUSION

La C1P es un esfingolipido bioactivo que promueve la proliferacion celular en macréfagos, progenitores de
fotorreceptores y en diversos tipos de células cancerosas (Gomez-Mufioz A, 2018). Los resultados obtenidos al
analizar la proliferacién del EPR bajo los efectos de C1P permiten concluir que dicho esfingolipido no induce la
proliferacion, al menos en los tiempos y condiciones ensayados. Tal afirmacion estd sostenida porque en ambas
lineas epiteliales (D407 y ARPE-19) el porcentaje de células en proliferacion no fue significativamente diferente
al control. El hecho de haber empleado dos técnicas diferentes para analizar el rol de C1P en la division celular
también robustece nuestro resultado; si bien la morfologia de los ndcleos con tincion DAPI permite claramente
distinguir un nacleo que se encuentra en mitosis (por ejemplo en metafase) de otro que no, es posible que ocurra
un sesgo por interpretacion del investigador a la hora de procesar las imagenes obtenidas o que se obvie la
presencia de ndcleos en division porque alin no se encuentran en metafase. Emplear la técnica
inmunocitoquimica para BrdU en las ARPE-19 reforzo lo observado en las D407, dado que este nucledtido
modificado se incorpora en el ADN de células en la fase S del ciclo celular, existe mayor probabilidad de
detectar los nGcleos en division y, ademas, los nicleos BrdU positivos se evidencian claramente sin dejar lugar a

dudas, como se observa en la Figura 5A.

Por otro lado, hemos logrado concluir que C1P induce cambios morfolégicos en las células del EPR. Cuando se
observa un cultivo in vitro correspondiente a una tejido epitelial se espera encontrar células de forma cuboide,
con aspecto de empedrado, intimamente conectadas entre si (Yang et al., 2020); sin embargo, los cultivos del
EPR tratados con C1P presentaron células de aspecto irregular en un porcentaje mayor que en los cultivos
control, diferencia que estadisticamente es significativa y que nos permite llegar a la conclusién mencionada.
Cabe destacar que en las células tratadas con C1P aln se observaban células morfoldgicamente similares a las
células epiteliales porque el cambio fenotipico de las células del EPR durante la TEM inicia tras la pérdida de
contacto célula-célula (Tamiya et al., 2010), por tal motivo las células que se ubican en las regién central de los
parches de tejidos presentes en las capsulas mantienen la morfologia epitelial y la transformacion celular

comienza en los bordes.

Como se describid en secciones previas, se consideraron como células irregulares aquellas que presentaban la
forma de huso tipica de los miofibroblastos con polaridad posterior-frontal debido a sus fibras de estrés de actina
(Yang et al., 2020) y también células con forma estrellada. Segin Zhou et al (2021) la TEM es un proceso
continuo que da lugar a fenotipos celulares intermedios de forma estrellada, por lo cual en este trabajo las células
gue presentaban proyecciones de membrana ricas en actina, denominadas filopodios, producidas por
reordenamientos del citoesqueleto de actina y que evidencian el comienzo de la movilidad celular (Troncoso et
al., 2017) fueron consideradas como un fenotipo intermedio de la TEM y por tal motivo contabilizadas de igual

forma que las células con forma de huso.

Si bien los cambios morfolégicos solo fueron comprobados estadisticamente en la linea celular D407, pudimos
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observar la misma tendencia en los cultivos de ARPE-19, lo que nos motiva a profundizar en estos resultados
para asi confirmar nuestra hip6tesis. No obstante, el hecho de que C1P induzca cambios morfoldgicos en la linea
D407, caracteristica observable durante la TEM, otorga una importante evidencia para considerar que C1P
induce la de-diferenciacion de las células del EPR.

Otro aspecto de esta tesis que fortalece a C1P como inductora de la TEM son los resultados obtenidos en la
expresion de marcadores mesenquimales. Vale la pena recordar que en las células mesenquimales las
citoqueratinas propias de las células epiteliales desaparecen y se sintetiza vimentina. La E-caderina se pierde o se
redistribuye como consecuencia de la represion y activacion simultanea de genes relacionados con N-cadherina,
lo que debilita las uniones entre células epiteliales y facilita la migracion producto de interacciones débiles. Las
uniones celulares se rompen, aparecen nuevos receptores de matriz extracelular, siendo reemplazada la laminina
de las células epiteliales por fibronectina (Montenegro y Rojas, 2001; Troncoso et al., 2017). Al analizar el rol de
C1P sobre la expresién de vimentina, N-cadherina y fibronectina observamos que C1P aumenta su expresion de
forma estadisticamente significativa, pudiendo concluir que CI1P induce la expresion de marcadores

mesenguimales en las células del EPR.

El incremento en la expresién de los marcadores mencionados fue contundente en las muestras correspondientes
a la linea D407; sin embargo en la linea ARPE-19 se observé un comportamiento diferencial segun la presencia
0 no del scratch: los cultivos celulares que sufrieron la lesion mecéanica revelaron un aumento en la expresion
génica de los marcadores ensayados tras la exposicion a C1P, al igual que lo observado en la linea D407. Sin
embargo, los cultivos de ARPE-19 que no se sometieron al scratch previo al suplemento con C1P evidenciaron,
al menos de forma preliminar, una pequefia disminucion en la expresion de los marcadores. Tal discordancia en
los resultados debe ser corroborada en futuros experimentos, pero en principio podria explicarse en la diferencia
de comportamiento que presentan ambas lineas derivadas del EPR (Dunn et al., 1996). Las células D407, por
sus caracteristicas intrinsecas, nunca alcanzan a formar una monocapa estable y pareja por muchos dias in vitro,
requiriendo de pasajes periédicos para mantenerlas en cultivo. Por el contrario, las ARPE-19 rapidamente
establecen el aspecto de empedrado tipico del epitelio, el cual se estabiliza y se hace mas compacto a medida que
pasan los dias en cultivo. Asi, es probable que en las ARPE-19 se necesite una lesidn mecanica, que irrumpa la
integridad del tejido, para que se dispare la expresién de marcadores mesenquimales, los cuales se incrementan
significativamente si las células estdn expuestas a C1P. Las células D407, al ser naturalmente menos estables, no

requieren de una lesion mecénica que gatille la expresion de dichos marcadores.

Por otro lado los resultados obtenidos para el marcador a-SMA, cuya sintesis de novo aumenta durante la TEM
incrementando significativamente la actividad contréctil de las células y en consecuencia su capacidad
migratoria (Shu y Lovicu, 2017), también avalan nuestra hipotesis. La expresion de a-SMA en células tratadas
con C1P por 24hs aumenta de forma significativa, lo mismo se observa en los resultados preliminares en
tratamientos con C1P por 48hs. Considerando que la TEM es un proceso que inicia a partir de una sefial, ya sea

interna o externa, que genera un cambio en la expresion génica (Troncoso et al., 2017) es l6gico pensar que
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siendo las células tratadas por mas tiempo con un posible inductor de la TEM el cambio de expresidn génica se

mantenga.

Como ultimo aspecto evaluado en esta tesis indagamos sobre la posibilidad de que C1P aumente la expresion de
otros factores que promueven la TEM en el EPR, como es el caso de TGF-f (Kanda et al., 2019) y de la enzima
SphK1, encargada de la sintesis citoplasmética de S1P - esfingolipido que promueve procesos fibroticos de la
retina (Swaney et al., 2008)-. Los resultados preliminares obtenidos son alentadores, en los cultivos tratados con
C1P por 24hs se observa un aumento de la expresién de TGF-p y de SphK1, tendencia que en TGF-B se
mantiene incluso en cultivos tratados con C1P por 48hs.

Nuestros hallazgos estan en concordancia con otros estudios, en los cuales se ha demostrado que C1P modula las
funciones de SphK1 al interactuar con multiples sitios de la misma (Nishino et al., 2019) y que inhibe la
produccion del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) (Lamour et al., 2011), una citoquina antagonista de TGF-
B. Colectivamente, estos antecedentes y nuestros resultados preliminares refuerzan la hip6tesis aqui planteada

sobre la posibilidad de que C1P induzca la TEM por sefializacion cruzada con TGF-f y SphK1.

En sintesis, los datos obtenidos en este trabajo permiten descartar a C1P como inductora de la proliferacién y
establecer un rol como promotora de la de-diferenciacion de las células del EPR, proceso que junto a la
induccion de la migracion epitelial previamente reportado por el grupo de investigacién en el que se llevd
adelante esta tesis (Simon et al., 2022), dan fundamentos relevantes para considerarla como un esfingolipido que
facilita el proceso de TEM. Los hallazgos aqui presentados no s6lo avalan nuestra hipétesis sino que invitan a
seguir trabajando en futuras investigaciones que permitan ampliar el conocimiento sobre las funciones de C1P y

su interaccidn con otras vias de sefializacion que disparen el desarrollo de fibrosis en la retina.
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