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“Regulacion de la migracion celular en la retina por Ceramida-1-Fosfato”

Las enfermedades neurodegenerativas de la retina son la principal causa de
disfuncion visual en el mundo desarrollado. En ellas se produce la degeneracion y
muerte de las neuronas fotorreceptoras, originando una disminucién o pérdida total de la
vision, en los casos mas severos. Las células gliales de Muller (CGM), el principal tipo
de células gliales en la retina, y las células del epitelio pigmentario de la retina (EPR)
desempefian un papel clave tanto en la prevencion como en el progreso de estas
enfermedades. En condiciones fisioldgicas las CGM vy las células del EPR son las
encargadas del mantenimiento estructural, fisioldgico y funcional de la retina. Ante
alteraciones fisioldgicas o frente a dafios de diferentes tipos, las CGM vy las células del
EPR modifican levemente sus funciones a fin de restablecer las condiciones normales o
reparar los dafios existentes. La proliferacion y la migracién se activan como parte de
una respuesta inespecifica, pero cuando el dafio persiste por mecanismos aun
desconocidos  estos  procesos se descontrolan y exacerban, tornandose
contraproducentes. A su vez, la localizacion de estas células en lugares inadecuados
distorsiona severamente la estructura y funcion de la retina, contribuyendo al desarrollo
de la disfuncion visual, particularmente en las patologias retinoproliferativas. Dilucidar
los mecanismos de regulacién de la proliferaciéon y la migraciéon, como asi también las
moléculas que intervienen, es clave para lograr un tratamiento integral de estas

enfermedades.



Los esfingolipidos bioactivos son moléculas sefial que regulan una gran
cantidad de procesos bioldgicos como la supervivencia, proliferacion, migracion e
inflamacién. Entre éstos, la ceramida-1-fosfato (C1P) es un esfingolipido que regula
numerosas funciones bioldgicas en diferentes tipos de células. La C1P es generada por
la accion de la ceramida quinasa (CerK), enzima encargada de sintetizar C1P a través de
la fosforilacion de la ceramida (Cer). La actividad de CerK es clave para la sefializacion
celular mediada por C1P y esta regulada por niveles bajos de Ca*?, fosforilacion y
diversos estimulos. La C1P promueve la proliferacion través de la activacion de
diferentes vias de sefalizacion intracelular y la inflamacion mediante la union y
activacion de la fosfolipasa A2 citosolica (CPLA:), que interviene en la sintesis de
prostaglandinas. Para promover la migracion, se ha propuesto que la C1P activa un
receptor extracelular especifico (parcialmente identificado). Trabajos previos de nuestro
laboratorio demuestran que la esfingosina-1-fosfato (S1P), un esfingolipido bioactivo
muy relacionado a la C1P, promueve la migracion de las CGM (Simoén et al. 2015).
Dada la estrecha interaccion metabdlica y funcional entre los esfingolipidos, es de gran
interés establecer si la C1P, cuyas funciones son semejantes a las de S1P, interviene en
la regulacion de los procesos que contribuyen a las patologias retinoproliferativas.

El objetivo de esta Tesis es investigar si la C1P y la CerK participan en la
migracion y en la proliferacion de las CGM vy las células del EPR.

Mediante el ensayo de la herida y utilizando cultivos gliales puros de retina de
rata y la linea celular humana de EPR, ARPE-19 investigamos los posibles efectos de
C1P/CerK en la migracién de estos dos tipos celulares. En estos ensayos de motilidad
celular, consideramos la reduccién del ancho de la herida como un indicador de la
migracion.

Al evaluar el efecto de C1P sobre la migracion de las CGM, determinamos
que la C1P aumentd la migracion a través de la reorganizacion del citoesqueleto de
actina y la formacion de filopodios y lamelipodios. Mediante ensayos de incorporacion
del nucleétido Bromo-deoxiuridina (BrdU) establecimos que la migracion no
contribuyé al cierre de la herida. Luego investigamos las vias de sefializacién
involucradas en el efecto de C1P. La inhibicion de las vias PI3K/Akt y JNK con
LY294002 y SP600125, respectivamente, disminuyd la migracion glial, tanto en los
controles como en los cultivos tratados con C1P. Mediante ensayos de Western blot
comprobamos que el agregado de C1P aumentd los niveles de p-Akt, forma activa de la

Akt, respecto a los controles, confirmando la activacion de la via de la PI3K. Al inhibir
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la via de ERK / MAPK con el inhibidor U0126 disminuy6 la migracién promovida por
la C1P, pero no se alterd la migracion en los controles. A continuacion, evaluamos el
papel de la cPLA2, mediador de C1P en la inflamacion, que es activada por su union a
C1P. El tratamiento con ATK, un inhibidor de cPLA;, redujo notablemente la migracion
glial en cultivos tratados con C1P, mientras que en los cultivos controles la migracion
no fue alterada. Demostramos asi que la C1P promueve la migracion de las CGM
mediante la activacion de cPLA2 y JNK, PI3K y ERK / MAPK. Ademas, el agregado
conjunto de C1P y S1P, evidencio que estos esfingolipidos tuvieron juntos el mismo
efecto promotor de la migracién glial que cuando fueron suplementados por separado,
evidenciando una interrelacion entre ellos en la regulacion de los mecanismos que
activan rio abajo.

Como la realizacion de la herida activd la migracion celular, decidimos
evaluar si la sintesis enddgena de C1P estaba involucrada en dicha migracién. Para ello,
establecimos en primer término, mediante RT-PCR que las CGM expresaban CerK.
Incubando los cultivos gliales con NVVP231, un inhibidor de la CerK, demostramos que
la sintesis enddgena de C1P fue necesaria para la migracién glial en los controles y para
la estimulacion de la migracion por C1P. Para descartar que la inhibicién de la
motilidad reflejara una pérdida de viabilidad celular, evaluamos dicha viabilidad por
ensayo de MTT. Determinamos que el tratamiento de los cultivos gliales con NVP231
no alterd la viabilidad celular.

En las células del EPR el tratamiento con C1P aumentd la migracion,
mediante la reorganizacion del citoesqueleto de actina y el desarrollo de extensos
lamelipodios. Al evaluar el rol de la sintesis enddgena en la migracion del EPR,
comprobamos que el tratamiento de los cultivos con NVP231 inhibié la formacién de
lamelipodios y blogque6 la migracién de las células epiteliales. Determinamos, mediante
el ensayo de MTT, que el tratamiento con NVP231 no alterd la viabilidad de las células
del EPR. La C1P y la S1P promovieron la migracion de las células del EPR, pero
cuando los cultivos fueron tratados con NVP231 antes del agregado de estos
esfingolipidos, el aumento de la migracion que promovian fue bloqueado. Estos
resultados demuestran que la sintesis endégena de C1P fue necesaria para la migracion
promovida por C1P y S1P, evidenciando que la sintesis de C1P es clave en la
estimulacion de la migracion por estos dos esfingolipidos.

A continuacion evaluamos el rol de C1P en la proliferacion. Ensayos de incorporacién

del nucledtido BrdU en cultivos no confluentes demostraron que el agregado de C1P no
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altero la proliferacion ni en los cultivos gliales ni en los epiteliales. La inhibicion de la
sintesis de C1P redujo la proliferacion en las CGM, mientras que no altero la tasa de
proliferacion de los cultivos epiteliales, lo que sugiere que la C1P seria un mediador
necesario para la proliferacion glial en el periodo activo de mitogénesis de estas células.
En conclusion, en este trabajo evidenciamos por primera vez que la C1P agregada
exodgenamente como asi también aquella sintetizada por CerK en el interior celular,
potenciaron la migracion de las CGM vy de las células del EPR. Demostramos también
que la sintesis de C1P fue necesaria para la proliferacion glial. Considerando la
importancia del proceso de migracion y proliferacion en los dos tipos celulares de la
retina decisivos en la mayoria de las enfermedades retinianas, proponemos a C1P/CerK

como clave en el desarrollo y avance de las retinopatias proliferativas.
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“Regulation of cell migration in the retina by Ceramide-1-Phosphate”

Retinal neurodegenerative diseases are the main cause of visual dysfunction in
the developed world. Their common feature is the degeneration and eventual death of
photoreceptors, which leads to visual impairment and eventual blindness in the most
severe cases. Miller Glial Cells (MGC) are the main type of retinal glia and along with
the Retinal Pigmented Epithelium (RPE) these cell types are two key factors in both the
prevention and progression of these diseases. Under physiological conditions, MGCs
and the RPE are in charge of the structural, physiological and functional maintenance of
the retina. When faced with physiological changes or different damages, they alter their
regular functions in order to either reestablish a proper environment or repair the
existing damages; however, if the damage persists, the long-term changes of their
aforementioned functions can be counterproductive and contribute to the development
of retinal neurodegenerative pathologies.

Proliferation and migration are activated as an unspecific response upon
different damages in order to repair them but, due to unknown mechanisms, these
processes finally provoke retina structural and functional loss, thus contributing to the
progression of the visual dysfunction. The elucidation of the regulatory mechanisms
involved in controlling migration and proliferation, including the molecules involved, is

crucial for developing an integral treatment of these diseases.

Bioactive sphingolipids are signaling molecules that regulate a wide array of

biological processes, such as survival, proliferation, migration and inflammation.
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Among them, ceramide-1-phospate (C1P) is a sphingolipid generated by ceramide
kinase (CerK), the enzyme responsible of phosphorylating ceramide (Cer) molecules.
CerK activity has a central role in C1P-mediated cellular signaling, and is regulated by
low levels of Ca?*, phosphorylation and many other stimuli. C1P promotes proliferation
by activating several intracellular signaling pathways, as well as promoting
inflammation by coupling with and activating the cytosolic phospholipase A2 (cPLA>),
which participates in prostaglandin synthesis. Both for proliferation and migration, it
has been proposed that C1P activates a (partially identified) specific extracellular
receptor. Previous work from our group has shown that sphingosine-1-phospate (S1P),
which is metabolically closely related to C1P, promotes MGC migration (Simén et al.
2015). Due to the close interconversions and functions of sphingolipids, uncovering the

role of C1P in the processes involved in proliferative retinopathies is highly relevant.

The purpose of this thesis is to investigate whether C1P and CerK participate in

the regulation of migration and proliferation of MGC and RPE.

By using the scratch wound assay in pure rat glial cultures and the RPE cell line
ARPE-19, we assessed the effects of C1P/CerK in the migration of these two cell types.
In these cellular motility assays we considered the reduction on the wound width as a
positive indicator of cell migration.

When evaluating the effect of C1P on migration, we determined that C1P
enhanced migration by reorganizing the actin cytoskeleton and the formation of
filopodia and lamellipodia. By quantifying the uptake of Bromide-deoxyuridine (BrdU)
by MGC we determined that proliferation did not contribute to the reduction in the
scratch width. We also investigated the signaling pathways involved in this process.
Inhibition of PI3K/Akt and JNK pathways with the selective inhibitors LY294002 and
SP600125, respectively, showed a decrease in glial migration in both control and C1P-
treated cultures. Western Blot assays showed that the addition of C1P increased the
levels of p-Akt (the active form of Akt) when compared to controls, therefore
confirming the activation of this pathway. Selective inhibition of the ERK/MAPK
pathway with U0126 showed a decrease in C1P-induced migration, but did not alter it in
control conditions. We also evaluated the role of cPLA2, a mediator of C1P in
inflammation, which is activated by C1P binding. Treatment with ATK, a selective
inhibitor of cPLA., showed a substantial decrease in migration on C1P-treated cultures,

11



while there was no alteration of the migrating capabilities in control conditions.
We therefore showed that C1P is a promotor of MGC migration by activating cPLA> as
well as the JNK, PI3K and ERK/MAPK pathways. In addition, the combined addition
of C1P and S1P showed that these sphingolipids had the same effect together than when
they were added separately, suggesting either a direct relation between them or with the

downstream mechanisms they trigger.

Since we determined a basal reduction in the scratch width in control conditions,
we evaluated whether the endogenous synthesis of C1P was involved in this migration.
Initially, we established by RT-PCR assays that CGM expressed CerK. By incubating
glial cultures with NVP231, a selective inhibitor of CerK, we showed that endogenous
C1P synthesis was necessary for glial migration under control conditions, and that when
this synthesis was inhibited addition of C1P did not restore cell migration. In order to
verify that NVP231 did not affect cell viability, we evaluated viability by the MTT
assay. We determined that treatment of glial cultures with NVP231 did not alter cell
viability.

On RPE cells, treatment with C1P increased cell migration by inducing actin
cytoskeleton reorganization and extensive development of lamellipodia. When
evaluating the role of the endogenous synthesis on RPE migration, we concluded that
treating cultures with NVP231 inhibited lamellipodia formation and blocked RPE
migration. We also determined that the viability of NVP231-treated RPE cells was not
altered. Both C1P and S1P promoted RPE cell migration, but treating the cultures with
NVP231 beforehand, abolished the migratory stimulus. These results show that
endogenous C1P synthesis is essential for C1P and S1P-promoted migration,
establishing that C1P synthesis is crucial to promote the migration of these two

sphingolipids.

Furthermore, we evaluated the possible role of C1P on cell proliferation. BrdU
uptake assays on non-confluent cultures showed that the addition of C1P did not alter
the proliferating capabilities on either MGC or RPE cultures. The inhibition of C1P
synthesis impaired proliferation of MGCs, but did not affect that of RPE cells,
suggesting that C1P might be a necessary mediator for glial proliferation in the active

mitogenic stage of these cells.
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In this work we showed for the first time that both addition of C1P as well as the
endogenous C1P produced by CerK promote migration of MGC and RPE cells. We also
demonstrated that C1P synthesis is required for glial proliferation. Taking into
consideration the relevance of migration and proliferation of both cell types in the
development of most retinal diseases, we propose that C1P/CerK is instrumental in the

development and progression of proliferative retinopathies.
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En los dltimos afios se han hecho grandes y alentadores avances en la
investigacion de las enfermedades de la retina. El uso excesivo de dispositivos con
pantallas, complicaciones derivadas de enfermedades sistémicas y cirugias
oftalmoldgicas, sumados a la prolongacion de la esperanza de vida, contribuyen a la
disminucion y pérdida total de la vision, incluso en los paises mas desarrollados. Datos
de la Organizacion Mundial de la Salud, revelan que en octubre de 2018 la cifra
estimada de personas con discapacidad visual fue de 253 millones: 36 millones con
ceguera y 217 millones con discapacidad visual moderada a grave (Blindness and visual
impairment;Tosi et al. 2014). El 15 % de estas disfunciones derivan de las llamadas
enfermedades neurodegenerativas de la retina. La degeneracion macular asociada a la
edad, las retinopatias proliferativas, como la retinopatia diabética, y el glaucoma, son
algunos ejemplos de estas enfermedades. En ellas, la vision comienza a disminuir por la
disfuncion y muerte neuronal, y en ultima instancia, conducen a la ceguera (Blindness

and visual impairment).

Las Células Gliales de Miiller (CGM) vy las Células del Epitelio Pigmentario de
la Retina (EPR) son cruciales en el mantenimiento de la estructura y funcion de la
retina. Mediante cambios en la liberacion de factores troficos, de-diferenciacion,
migracion y proliferacion, ambos tipos celulares conforman la primera linea de defensa
de la retina frente a una gran cantidad de dafios. Una sobreactivacion de estos procesos
en los dos tipos celulares anteriormente mencionados se vuelve contraproducente para
el funcionamiento de la retina, contribuyendo al desarrollo y avance de las
enfermedades retinianas y a la disfuncion y pérdida de la vision. La bldsqueda de nuevas
y potenciales moléculas responsables de la regulacion de los procesos comunes de las
enfermedades neurodegenerativas de la retina, junto con el esclarecimiento de como se
establecen y desarrollan dichas enfermedades, se ha convertido en una imperiosa
cuestion para el tratamiento eficaz de estas disfunciones de la retina. En este trabajo de
Tesis planteamos como hip6tesis que el esfingolipido Ceramida-1-fosfato (C1P) seria

una molécula reguladora de la migracion y proliferacion de las CGM vy células del EPR.

18



La retina: funcion y componentes celulares

De nuestros cinco sentidos, la vista es el méas utilizado y el ojo es el érgano
principal del sistema visual. EI globo ocular esta constituido por tres capas concéntricas.
La primera y més externa es la cornea-esclerdtica, la capa mas resistente. La segunda es
la Gvea, compuesta por el iris, el cuerpo ciliar y la coroides (vascular); la Retina es la
capa interna del globo ocular. Es un tejido neuro-sensorial que recibe los estimulos
luminosos del exterior y los transmite al cerebro, encargdndose asi de la formacion de
imagenes, y por lo tanto de la vision (Fig. 1 A).

La retina es una delgada capa de origen neural ubicada en la zona posterior del
ojo (Fig. 1 A). Durante el desarrollo embrionario, la retina es generada a partir de
evaginaciones del tubo neural, denominadas vesiculas Opticas, que luego se invaginan,
formando la copa dptica. Esta estructura presenta dos laminas, una externa que genera el
EPR, y una interna, que da origen a la retina. En ella, las células progenitoras de la
retina originan a los 7 tipos celulares: 6 tipos de neuronas y un tipo glial. Los 6 tipos
neuronales son los fotorreceptores (conos y bastones), las neuronas amacrinas, las
células ganglionares, las células horizontales y las células bipolares, mientras que, las
CGM corresponden al tipo glial. En la rata, la formacion de la retina comienza en el
décimo dia del desarrollo embrionario y culmina el dia 13 posnatal. Los primeros
componentes celulares que se desarrollan en la retina son las células ganglionares, las
células horizontales y los conos; posteriormente comienzan a desarrollarse las neuronas
amacrinas y por ultimo las células bipolares y las CGM. Las EPR son las Gltimas en
desarrollarse y presentan un origen diferente a las generadas por las células progenitoras
de la retina, conformando una monocapa de células que recubre la neuro-retina. La
microglia y los astrocitos, son tipos de células gliales que también pertenecen a la retina,
pero que tienen un origen diferente a los restantes componentes celulares de dicho
tejido.

La retina estd organizada en diferentes capas, compuestas por los cuerpos
celulares, las interconexiones de las proyecciones celulares, y las membranas basales de
las células de la retina (Fig. 1 B). Desde el exterior hacia el interior del globo ocular, el

orden en el que se encuentran estas capas es el siguiente (Tosi et al. 2014):

I) El EPR: es la capa mas externa, que esta en contacto con la lamina basal de la

coroides, formando la membrana de Brush.
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I1) Espacio sub-retinal: compuesta por los segmentos externos de los fotorreceptores,
envueltos por las proyecciones apicales de las células del EPR y proyecciones de las
CGM.

1) Membrana limitante externa: es la seccion de uniones intercelulares entre
fotorreceptores y CGM.

IV) Capa nuclear externa: constituida por los cuerpos celulares y nucleos de los
fotorreceptores.

V) Capa plexiforme externa: integrada por las sinapsis de los fotorreceptores, las células
bipolares y las células horizontales.

VI) Capa nuclear interna: formada por cuerpos celulares de las células horizontales,
bipolares, amacrinas y CGM.

VII) Capa plexiforme interna: capa donde las células bipolares y amacrinas unen sus
axones a los de las células ganglionares.

VI1I1) Capa de células ganglionares: conformada por los cuerpos celulares de las células
ganglionares y astrocitos dispersos.

IX) Capa de axones de las células ganglionares: constituida por los axones de estas
neuronas, que al salir de la retina forman el nervio dptico.

X) Membrana limitante interna (membrana basal de la retina).

A lo largo de la retina, las células se organizan en unidades o mosaicos
estructurales y funcionales, donde las CGM conforman el nucleo, alrededor del cual se
encuentran los distintos tipos neuronales conectados entre si, para cumplir sus distintas
funciones (Fig. 2) (Reichenbach and Robinson 1995).

Durante el ciclo visual, los conos y bastones (fotorreceptores) convierten la
informacién luminosa en sefiales quimicas y eléctricas que son enviadas a las neuronas
bipolares de la retina interna; esta primera transmision es regulada por las neuronas
horizontales, que contactan ambos tipos celulares. En la retina interna, las neuronas
bipolares establecen contactos con las células ganglionares y con las interneuronas
amacrinas. Estas Ultimas modulan las sefiales provenientes tanto de las neuronas
bipolares, como de las células ganglionares. La informacion luego viaja desde la retina
hacia el cerebro a través del nervio 6ptico, constituido por los axones de las células

ganglionares (Jadhav et al. 2009).
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Células Gliales de Miiller

Las células gliales de Miuller (CGM) son el principal tipo de macroglia
presente en la retina y estan involucradas en la organizacion y mantenimiento de su
arquitectura. Se extienden a lo ancho de toda la retina, contactando a los vasos
sanguineos, el cuerpo vitreo, el espacio sub-retinal y a las neuronas; esta disposicion es
clave para la funcionalidad de estas células (Fig. 2) (Bringmann et al. 2006; Vecino et
al. 2016). Las CGM tienen una gran capacidad de percibir fluctuaciones en la
homeostasis y reaccionar para preservarla (Subirada et al. 2018).

En condiciones fisioldgicas, las CGM se encargan de mantener la homeostasis
del medio extracelular (pH, iones y agua) y regular la vascularizacion y el flujo
sanguineo. Ademas, regulan el metabolismo de la glucosa, proveen a las neuronas de
piruvato y lactato necesario para el metabolismo oxidativo, removiendo los desechos
producidos (Poitry-Yamate et al. 1995; Tsacopoulosl and Magistretti 1996). Por otro
lado controlan la excitabilidad de las neuronas, mediante la liberacion de
neurotransmisores (Newman and Zahs 1998); a su vez, son las encargadas de reciclar
neurotransmisores como el glutamato, necesarios para la foto-transduccion, funcion
llevada a cabo por la enzima glutamina sintetasa (GS) (Bringmann et al. 2013). Esta
enzima sintetiza glutamina a partir de glutamato y amoniaco y es especifica de las
CGM, aunque puede encontrarse en el EPR en el desarrollo embrionario temprano o en
situaciones patologicas (Frohlich and Klessen 2000) Ademas, las CGM reciclan
fotopigmentos necesarios para la foto-transduccion, convirtiendo el todo-trans retinal en
11-cis retinol, mediante la proteina de union al retinaldehido celular (CRALBP) (Das et
al. 1992). Las CGM protegen a las neuronas de la retina frente al stress oxidativo
(Bringmann et al. 2006;Abrahan et al. 2009). Para ello sintetizan glutation que luego
proveen a las neuronas, las que lo utilizan como un captador de radicales libres y
especies reactivas de oxigeno, como las generadas por el proceso de foto-transduccion
(Reichenbach and Bringmann 2013). La funcién neuro-protectora de las CGM
comprende también la defensa frente a elevados niveles de potasio, captacion del exceso
de glutamato, fagocitosis de sustancias exdgenas y produccion y liberacion de factores
troficos, factores de crecimiento y citoquinas que protegen a las neuronas de la

apoptosis (Bringmann et al. 2006).

A diferencia de las neuronas, las CGM son muy resistentes a una gran variedad

de situaciones patoldgicas, como isquemia, hipoxia e hipoglucemia. Esto se debe a que
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su metabolismo energético depende principalmente de la glucdlisis anaeroébica, y a su
capacidad de metabolizar glutamato, piruvato, lactato o glutamina para obtener energia
(Silver, Deas, and Erecinska 1997; Winkler et al. 2000), ademas de contar con efectivos

mecanismos de detoxificacién (Reichenbach et al. 1995).
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Figura 2: Células Gliales de Muller. Disposicion de las células gliales de Mdiller a través de
la retina, y contacto con los diferentes tipos neuronales (Klimczak et al. 2009).
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Recientemente se ha propuesto un nuevo e importante rol para las CGM en
procesos neurodegenerativos de la retina. Ante distintos dafios a la retina, las CGM son
capaces de de-diferenciarse y proliferar; Reh y colaboradores han postulado que bajo
ciertas circunstancias las CGM reingresan al ciclo celular y se diferencian para generar
nuevas neuronas, cumpliendo asi un rol de células progenitoras de la retina (Reh and
Fischer 2001; Goldman 2014).

Células del Epitelio Pigmentario de la Retina

El Epitelio Pigmentario de la Retina (EPR) consiste en una monocapa de
células epiteliales altamente polarizadas ubicada entre la coroides y la neuro-retina.
Estas células estdn en estrecho contacto con los segmentos externos de los
fotorreceptores por su regién apical, mientras que por su extremo basal se conectan con
la membrana de Bruch. La primera de las interacciones es vital para el proceso de foto-
transduccion, y la segunda para el mantenimiento de la homeostasis de la retina. Las
regiones laterales de las células del EPR adyacentes estan fuertemente unidas entre si,
mediante los complejos de adhesion celular, uniones estrechas y uniones adherentes.
Estas uniones entre células del EPR son claves en la formacion la barrera hemato-
retiniana externa, que regula el intercambio de fluidos y otras moléculas entre la

coroides y la retina (Fig. 3) (Strauss 1995).

Entre las principales funciones de las células del EPR se encuentran la absorcion
de la luz dispersada, y la proteccion contra el stress oxidativo generado por el proceso
de foto-transduccion (Strauss 2005). Como su disposicion lo sugiere, las células del
EPR transportan diferentes metabolitos y agua desde y hacia la sangre. A su vez,
regulan la homeostasis ionica y el pH mediante el transporte de iones (Adorante and
Miller 1990). Del mismo modo que las CGM, las células epiteliales reciclan foto-
pigmentos mediante la accion de CRALBP y RPE65, enzima especifica del EPR,
isomerizando al todo trans-retinal a 11-cis retinal, que retorna a los fotorreceptores
(Rando 1991). Otra de las funciones del EPR es la fagocitosis diaria de los extremos de
los segmentos externos, para su mantenimiento Yy posterior reciclado de sus
componentes (Steinberg 1985). El EPR tiene la capacidad de liberar una gran cantidad

de factores neurotroficos y moléculas sefializadoras hacia la neuro-retina y hacia la
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coroides. El factor neurotrofico derivado del epitelio (PEDF) es secretado hacia la
neuro-retina y previene la apoptosis de fotorreceptores (Becerra et al. 2004). El factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y el inhibidor tisular de
metaloproteinasas de la matriz (TIMP) son liberados hacia la coroides para preservar el
tejido endotelial (Witmer et al. 2003). La liberacion constante de PEDF, TIMP y VEGF
permite el mantenimiento de la integridad estructural de la retina. Por Gltimo, el EPR
tiene funciones en la inmuno-modulacion, debido a la capacidad de liberar diferentes

moléculas inflamatorias frente a diferentes estimulos (Wenkel and Streilein 2000).
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Figura 3: Células del Epitelio Pigmentario de la Retina. Localizacion de las células del EPR y su
disposicién con respecto a los fotorreceptores y la coroides. (Search begins for non-toxic enzymatic
solution to macular degeneration: 2013 intern Anuj Kudva | SENS Research Foundation n.d.)

Gliosis reactiva y transicion epitelio-mesénguima

Las funciones del EPR y de las CGM se ven afectadas en las distintas
patologias. Frente a diferentes alteraciones como desbalances homeostaticos, dafios
mecanicos, inflamacion y estrés oxidativo cronico, ambos tipos celulares modifican sus
procesos fisiologicos para restaurar los cambios ocurridos en su medio. En una etapa
tardia, cuando el dafio persiste, un cese de las funciones de soporte metabdlico,
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funcional y estructural para los fotorreceptores y otras neuronas, contribuyen y

ocasionan, eventualmente, la degeneracion y muerte de estas.

Las CGM reaccionan frente a casi cualquier dafio a la retina, adquiriendo un

estado de activacion denominado Gliosis reactiva. En un principio las CGM sufren
cambios fisiologicos y biosintéticos, como la sintesis de factores neuro-protectores y
VEGF, que protegen a las neuronas de los diferentes dafios, en lo que se conoce como
“gliosis conservativa” (Subirada et al. 2018). Pero una sobre-activacion de este proceso
debido a la exposicién cronica al dafio 0 a una respuesta excesiva a éste, acelera el
avance a la neurodegeneracion, originando una respuesta llamada “gliosis masiva”.
Estos cambios impiden que las CGM lleven a cabo las funciones fisiol6gicas necesarias
para el correcto funcionamiento de la retina, perdiéndose asi la adecuada interaccion
glia-neurona, lo que exacerba alin mé&s a los procesos neurodegenerativos de la retina.
Este proceso se caracteriza por la adquisicion de la capacidad de proliferacion,
migracion y en Ultima instancia, de un fenotipo fibroblastico.
Un marcador temprano, universal e inespecifico de dafio en la retina y de la respuesta
glidtica es el aumento de la expresion de la proteina &cida fibrillar glial (GFAP), un
filamento intermedio componente del citoesqueleto de las células gliales (Bringmann et
al. 2006). Por otro lado, durante este proceso la GS, que recicla neurotransmisores,
disminuye su expresion. Kir 4, trasportador encargado del eflujo de K* hacia la sangre,
también disminuye su expresion, provocando la formacién de edemas (Bringmann and
Reichenbach 2001; Subirada et al. 2018). Como consecuencia del cambio en la
expresion de las proteinas responsables de las funciones de las CGM, se pierde el
fenotipo glial, y se adquiere un fenotipo fibroblastico, caracterizado por el aumento en
la expresion de a-actina de musculo liso (a-SMA), microfilamento propio de células
fibroblasticas (Bringmann et al. 2009; Hui et al. 1988).

Las células del EPR, del mismo modo que las CGM, pueden responder frente a
una gran cantidad de estimulos patogénicos diferentes. Bajo condiciones fisioldgicas,
las celulas del EPR son marcadamente pigmentadas y tienen reducida o nula capacidad
de proliferar y migrar. Mientras que, en situaciones patologicas, frente a diferentes tipos
de estimulos, las células del EPR adquieren un fenotipo fibroblastico, en un proceso
Ilamado Transicion epitelio-mesénquima (TEM). En esta transicion las células del
EPR adquieren una alta capacidad de migracion, proliferacion, y, como las CGM,

aumentan la expresion de a-SMA, caracteristicas distintivas de células fibroblasticas
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(Tamiya and Kaplan 2016). Sumado a estos cambios, RPE65 y CRALBP disminuyen su
expresion y se pierde la polaridad baso-apical. Como consecuencia, se pierde el fenotipo
epitelial requerido por estas células para llevar a cabo sus funciones vitales en la retina.
La TEM es considerada como la acumulacion de pequefios cambios que eventualmente
culminan en la adquisicién de un fenotipo mesenquimatico (Grisanti and Guidry 1995).
Las alteraciones en las uniones estrechas que unen a las células epiteliales entre si son
claves en esta TEM. Estas uniones secuestran factores de transcripcion, que al ser
liberados inician una cascada de sefializacion que culmina en la expresion de genes
involucrados en la TEM. Tal es el caso del factor de transcripcion [3-catenina, que al ser
liberado de las uniones estrechas, se transloca al nucleo y activa la transcripcién de
genes involucrados en la proliferacién y TEM (Tamiya and Kaplan 2016b).

Tanto la migracion como la proliferacion son procesos que estan involucrados
en el desarrollo embrionario, organogénesis y reparacioén de tejidos. Pero frente a
desgarros de la retina, inflamacion o estrés oxidativo cronicos, las CGM vy las células
del EPR se de-diferencian, migran al sitio dafado y proliferan (Bringmann and
Wiedemann 2009; Hu et al. 2017) . Posteriormente las CGM vy las del EPR secretan
VEGF, PDEF, glicoproteinas, colageno, fibronectina, moléculas quimio-atrayentes y
citoquinas proinflamatorias, que promueven la formacion y mantenimiento de las
membranas fibro-celulares. En la mayoria de las enfermedades las localizaciones
ectopicas de ambos tipos celulares son el espacio sub-retinal y el humor vitreo,
generando en (ltima instancia, membranas sub-retinianas y epi-retinianas
respectivamente (Hiscott et al. 2002). El fenotipo celular predominante en estas
membranas es el de fibroblasto (caracterizado por la expresion de a-SMA); estas células
producen miofibrillas y adquieren la capacidad de traccidon. Asi, estas membranas
comienzan a traccionar, conduciendo al desprendimiento de la retina, contribuyendo en
gran medida a la degeneracion neuronal y disminucion y pérdida de la vision (Romano
et al. 2018). Las sefiales moleculares que desencadenan o regulan estos procesos aun no
estan completamente identificadas, y dicha identificacion es clave para el tratamiento de

maltiples retinopatias.
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Enfermedades de la Retina

Entre las enfermedades neurodegenerativas de mayor prevalencia se encuentran
la degeneracion macular asociada a la edad (AMD, por sus siglas en inglés), las
retinopatias proliferativas (como la retinopatia diabética), glaucoma, retinitis
pigmentaria y retinoblastomas. Todas ellas, con excepcién del glaucoma, tienen en

comun la degeneracion y muerte de las neuronas fotorreceptoras.

Las retinopatias proliferativas surgen como una respuesta frente a desbalances
homeostaticos y estrés oxidativo crénico o frente a dafios fisicos o infecciones. Estas
enfermedades se caracterizan por presentar una respuesta exacerbada de los procesos de
reparacion de tejidos por parte de las CGM y EPR, que conducen a la formacion de
membranas intravitreas, sub-retinales y epi-retinales (Tosi et al. 2014). La aparicion de
estas membranas provoca en su gran mayoria desprendimiento de retina, la separacion
fisica de la neuro-retina del EPR. Esta separacion altera la interaccion neurona-epitelio
necesaria para el mantenimiento de la funcionalidad de los fotorreceptores y la
homeostasis en esa zona. Como consecuencia de esto, las neuronas comienzan a
degenerar, hasta morir por apoptosis (Gupta et al. 2016). Las evidencias sugieren que
estas patologias, consideradas inicialmente patologias microvasculares, son en realidad
patologias neuro-vasculares, en la que todas las células de la retina, neuronales, gliales y
epiteliales estan afectadas, y donde la neurodegeneracion precede a los cambios

vasculares.

La Retinopatia diabética (RD) es una alteracion neuro-vascular de la retina que
progresa desde una leve disfuncion visual hasta la pérdida total de la vista, en los casos
mas severos. La RD es consecuencia de la exposicidn cronica a altos niveles de glucosa,
lo que promueve el estrés oxidativo y un ambiente extracelular pro-inflamatorio que
altera la funcionalidad de las células encargadas de la homeostasis de la retina, las CGM
y las células de EPR. Esta enfermedad progresiva puede encontrarse de dos formas. La
retinopatia diabética no proliferativa (RDNP), es caracterizada por micro-aneurismas,
dilatacion de vasos sanguineos, hemorragia interna y exudado lipidico. La retinopatia
diabética proliferativa (RDP) se caracteriza por neo-angiogénesis anormal, hemorragias
pre-retinales y desprendimiento de retina (Subirada et al.2018). Estos ultimos eventos
son promovidos por la liberacion de factores angiogénicos por parte de las CGM y

células del EPR, cambios que contribuyen a la degeneracion y muerte de las neuronas.
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La degeneracion macular asociada a la edad (AMD) es causa de la pérdida
parcial o total de la vision producida por la degeneracion de fotorreceptores. Esta
degeneracion tiene lugar en la mécula (Fig. 1 A), una zona de la retina que contiene a la
fovea, region altamente enriquecida en fotorreceptores conos, especializada en la vision
de alta definicion (lectura) y vision central. Los estadios tempranos de la AMD se
caracterizan por alteraciones con forma de drusas entre la membrana basal del EPR y la
membrana de Bruch, y alteraciones en las células del EPR (Marazita et al. 2016). Los
estadios tardios se caracterizan por atrofia celular y neo-angiogénesis anémala. Los

casos mas severos presentan formacion de membranas epi-retinales (Chirco et al. 2017).

De aqui se deduce la importancia de las CGM vy las células del EPR, tipos
celulares claves tanto en el mantenimiento de la retina en condiciones fisioldgicas como

en la progresion de enfermedades neurodegenerativas en condiciones patoldgicas.

El control de los procesos de de-diferenciacion, proliferacion y migracion de las
CGM vy células del EPR es clave para un tratamiento integral de las enfermedades
neurodegenerativas de la retina. Por ello es cada vez mayor el interés y la investigacion
abocada a encontrar los mediadores y los mecanismos de regulacién involucrados en
estos procesos. Pese a los avances en cuanto a la regulacion de la migracion y la
proliferacion en las CGM y células de EPR, aln restan establecer en su totalidad sefiales
y mecanismos que participan en su regulacién. Su identificacion es el objetivo central

de esta Tesis.

Esfingolipidos Bio-activos

En la busqueda de nuevos mediadores que regulen procesos claves en la
retina, nuestro laboratorio se ha centrado en indagar en la participacién de un grupo de
moléculas sefial cuyas funciones en la retina son aun poco conocidas, los esfingolipidos.
Estos lipidos tienen como bloque estructural al aminoalcohol esfingosina, caracteristica
que le confiere nombre al grupo (Fig. 4, en azul en el esquema). Los Esfingolipidos
fueron identificados en 1880, cuando el neuroquimico J. L. W. Thudichum report6 la
existencia de un lipido cerebral al que llamo “esfingosina” (Sph), en referencia a la
Esfinge, debido a su naturaleza quimica y funcion enigmaticas. Por casi un siglo las
funciones de estas moléculas fueron las estructurales, como componentes ubicuos de las
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membranas bioldgicas. Estudios pioneros a mediados de los 80 identificaron funciones
bioactivas para la esfingosina en la activacion de la proteina quinasa C (PKC) (Smith et
al. 2000). A partir de entonces, numerosos grupos de investigacion se enfocaron en el
estudio de estos Esfingolipidos con actividad biologica o Esfingolipidos Bioactivos. La
Sph también interviene en la muerte celular programada o apoptosis, el arresto del ciclo
celular, senescencia y diferenciacion celular (Hannun and Obeid 2008). Posteriormente
se demostré que otro esfingolipido, la Ceramida (Cer) regula la apoptosis en células
leucémicas (Obeid et al. 1993). Luego se demostrd que la Cer también esta involucrada
en la senescencia, diferenciacion, arresto del ciclo celular, re-arreglos del citoesqueleto,
resistencia a la insulina y en la regulacion de diferentes tipos de muerte celular
(autofagia, necrosis, mitofagia, necroptosis) (Arana et al. 2010; Hannun and Obeid
2017; Obeid et al. 1993). La Ceramida-1-fosfato (C1P) y la esfingosina-1-fosfato (S1P)
son esfingolipidos bioactivos derivados de la fosforilacion de la Cer y la Sph,
respectivamente, y tienen efectos opuestos a sus precursores no fosforilados. La S1P
esta involucrada en la regulacién de la supervivencia, la proliferacion, inflamacién, la
migracion y quimiotaxis (Ratajczak et al. 2014; Spiegel and Milstien 2003). La C1P
también interviene en la supervivencia, proliferacion, migracion, e inflamacion como

desarrollaremos en detalle mas adelante (Gomez-Mufioz 2018).
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Figura 4: Estructura de los esfingolipidos y su distribucién sub celular.

La glucosilceramida, la di-hidroceramida y la liso-esfingomielina son también

esfingolipidos bioactivos, que no han sido investigados con la profundidad de la Cer,

Sph, S1P y C1P, pero ya se ha reportado que estan involucrados en diferentes procesos

bioldgicos (Hannun and Obeid 2008).
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Como vimos, los esfingolipidos bioactivos actdan como moléculas sefal
involucrados en diferentes procesos biolégicos. Como toda molécula sefial, tienen vida
media corta. Su répida sintesis se logra debido a que tanto los esfingolipidos como los
glicerolipidos de membrana constituyen reservorios de estos metabolitos bioactivos,
(Hannun and Obeid 2008; Ratajczak et al. 2014). A diferencia de las moléculas
sefializadoras de naturaleza proteica, cuentan con la gran ventaja de que no son

degradados por proteasas cuando son liberadas al medio extracelular.

Hoy en dia un vasto nimero de trabajos respalda el rol de los esfingolipidos
como importantes moléculas de sefializacién que regulan el crecimiento celular,
supervivencia, inmunidad, integridad epitelial y vascular y son particularmente
relevantes en la inflamacidn, enfermedades neurodegenerativas y cancer (Hait and Maiti
2017; Hannun and Obeid 2017). La sefializacion mediada por los esfingolipidos
bioactivos esta intimamente relacionada a los niveles relativos de los mismos. Esto
quiere decir que un cambio en los niveles de estos esfingolipidos genera una respuesta
sobre un proceso bioldgico determinado. Por lo tanto, el complejo metabolismo de estos
esfingolipidos es clave en la sefializacion de los procesos que regulan, lo que sugiere
que la regulacion de las enzimas del metabolismo de los esfingolipidos es crucial para la
sefializacion celular (Zhou and Blom 2015).

La ruta metabdlica de los esfingolipidos comienza con la condensacién de la
serina y la palmitoil-CoA, catalizada por la enzima serina-palmitoiltransferasa, para dar
lugar a la dihidro-esfingosina. Esta se convierte en dihidroceramida mediante la accion
de la ceramida sintasa, y posteriormente, la dihidroceramida desaturasa genera
ceramida. Este proceso se conoce como “sintesis de novo” de la Cer, metabolito central
en la sintesis de esfingolipidos. La Cer también se puede formar a partir de la hidroélisis
de la esfingomielina o glicoesfingolipidos de las membranas plasméaticas mediante la
accion de las esfingomielinasas (SM) o glicosilceramidasas, respectivamente. La Cer
puede ser degradada mediante ceramidasas, para dar lugar a la Sph, que al ser
fosforilada por la esfingosina quinasa (SphK) origina a la S1P. Ademas, la Cer puede
ser directamente fosforilada por la Cer quinasa (CerK) para dar lugar a la C1P (Hait and
Maiti 2017; Hannun and Obeid 2017; Zheng et al. 2006).
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Los mecanismos de accion de los esfingolipidos para la sefializacion celular son
muy diversos. Pueden actuar como sefial intracelular y regular la actividad enzimatica,
como la C1P que regula a la fosfolipasa A 2 citosolica (cPLA2) encargada de la
liberacion del &cido araquidénico, para la posterior sintesis de prostaglandinas. Por otro
lado, pueden generar poros en la membrana, como lo hace la Cer, para inducir apoptosis
(Colombini 2017). También actdan como ligando de receptores acoplados a proteina G,
como la S1P, para estimular la proliferacion y la migracion celular (Hannun and Obeid
2017).

En la determinacion de la supervivencia celular es particularmente evidente la
interrelacion entre los diferentes esfingolipidos, su sintesis, y la sefializacion celular.
Frente a diferentes dafios S1P, C1P, Cer y Sph aumentan o disminuyen sus niveles,

segun cual sea el estimulo que enfrenta la célula, para sobrevivir o entrar en apoptosis.
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Mientras que la Cer y la Sph activan sefiales de muerte celular programada, C1P
y S1P activan sefiales de supervivencia celular. Por lo tanto, los niveles relativos de
estos metabolitos estan involucrados en la determinacion del destino celular. Los
efectos opuestos de especies de esfingolipidos que pueden interconvertirse entre si,
reflejan el estricto control del denominado “redstato esfingolipidico” en la
supervivencia celular y la importancia de desbalances de este re6stato en el desarrollo
de diferentes patologias (Cuvillier et al. 1996; Jgsko et al. 2018).

Ceramida-1-fosfato/Ceramida Quinasa: unidad funcional clave
en la sefializacion celular

La C1P es un esfingolipido bioactivo que concita un interés creciente. Fue
identificada por primera vez en monocitos de leucemia humana en un estudio sobre los
productos metabolicos de esfingomielina (Dressler and Kolesnick 1990). Este trabajo se
bas6 en una publicacién previa que identifico a la Ceramida Quinasa (CerK), una
quinasa lipidica, cuyo producto no habia sido reportado en sistemas bioldgicos
(Bajjalieh et al.1989). A partir de estos trabajos, se han hecho grandes avances en
relacién a este esfingolipido y la enzima que lo produce. La sintesis de C1P es
catalizada por la CerK, que fosforila a la Cer (Simanshu et al. 2013). Este es el Gnico
mecanismo de sintesis de C1P conocido en mamiferos, aunque la presencia de un
pequefio pool de C1P en organismos o células doble mutante negativo CerK-/ CerK-
sugiere la existencia de algin otro mecanismo todavia no esclarecido (Mietla et al.
2013). Al ser una molécula sefial, la vida media de C1P es relativamente corta. Hasta la
fecha no se conocen fosfatasas especificas de C1P que catalicen su de-fosforilacion. Los
niveles bajos de C1P presentes en los sistemas biologicos se atribuyen a una rapida de-
fosforilacion mediada por fosfatasas de lipidos fosfato de accion inespecifica
(Bornancin 2010; Brindley 2004). La sintesis de C1P se realiza en el aparato de Golgi,
lugar de localizacion de la CerK. Esta sintesis se lleva a cabo a partir de la Cer provista
por las tres vias arriba descriptas, a partir de esfingolipidos mas complejos, como
esfingomielina o glucosilceramida, por sintesis de novo, o a través de la denominada via
de salvataje (a partir de S1P). La Cer generada en lugares diferentes del aparato de

Golgi, es llevada hasta esta organela por su transportador, la proteina transportadora de
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Cer (CERT). Una vez sintetizada, la C1P es transportada a sus sitios de accion por la
proteina transportadora de C1P (CPTP), recientemente reportada (Simanshu et al. 2013;
Zhou and Blom 2015).

Ceramida-1-fosfato

La C1P sintetizada por CerK esta involucrada en numerosos procesos
bioldgicos. A pesar de su breve historia como molécula sefial, reconocida como tal hace
poco méas de dos décadas, existe ya una amplia informacion sobre sus funciones. El
primer rol establecido para la C1P como molécula sefial fue el de estimular la sintesis de
ADN; el agregado exdgeno de CI1P sintética promovid la sintesis de ADN en
fibroblastos de rata (Gomez-Mufioz et al. 1995) Este hallazgo suscité un gran interés en
este esfingolipido. Se establecid luego, que el agregado exdgeno de C1P natural, con un
acido graso de cadena larga, promueve la sintesis de ADN y aumenta los niveles de
antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA) en fibroblastos T17, lo que
evidencia que la C1P estimula la proliferacion (Gomez-Mufioz et al. 1997).
Réapidamente se reportaron efectos semejantes de C1P en la proliferacién de macré6fagos
(Gangoiti et al. 2008) y mioblastos (Gangoiti et al. 2012) y en una cantidad enorme de
tipos celulares (detallados en Gémez-Mufioz 2018). Esto llevd a proponer un rol para
C1P como reguladora de la proliferacion en distintos tipos celulares. La C1P estimula la
proliferacion de macr6fagos mediante la activacion de las vias de sefializacion de
fosfatidilinositol 3 quinasa y proteina quinasa B, mas conocida como Akt (PI3K/AKT),
la via de la quinasa regulada por sefiales extracelulares/quinasa activadas por mitégenos
(ERK/MAPK), la quinasa c-Jun N-terminal (JNK) y la fosfolipasa Ca (PKCa). Ademas
la C1P aumenta los niveles de la ciclina D1 y c-Myc, dos blancos moleculares de GSK-
3 beta (la glucogeno sintasa-quinasa), reguladores claves de la proliferacion celular
(Gangoiti et al. 2008, 2010; Gémez-Mufioz 2018).

Al mismo tiempo que se esclarecia el rol de C1P en la proliferacion, se
establecia el rol de C1P en la apoptosis. La C1P actua también como un esfingolipido
anti-apoptotico. En 2004, el laboratorio de Gomez Mufioz demostré que la C1P
promueve la supervivencia de macrofagos frente a la ausencia de factores tréficos. Este
efecto es mediado por la inhibicién de caspasas y el blogueo de la sintesis de Cer,

mediante la inhibicidn de la esfingomielinasa acida (Gomez-Mufoz et al. 2004a) y la
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inhibicidn de las palmitoiltransferasas (Granado et al. 2009). La activacion de PI3K, de
NF-kB y aumentos en los niveles de la proteina anti apoptética de células de linfoma B
extra larga B (Bcl-xL) también intervienen en la supervivencia e inhibicion de la
apoptosis mediada por C1P (Gomez-Mufoz et al. 2005). Sumado a ello, la C1P inhibe
la estimulacién de las proteinas pro-apoptéticas Bax, y caspasa 3 y 9 y la consecuente
fragmentacion del ADN (Goémez-Mufioz et al. 2004; Gomez-Mufioz 2018).

En 2009 el grupo de Gémez Mufioz reportd que C1P agregada exdgenamente
promueve la migracion de macréfagos RAW 264.7, demostrando un nuevo rol para la
C1P, la estimulacién de la migracién celular (Granado et al. 2009). Sugirieron que este
efecto se deberia a la activacion de un receptor especifico para C1P. La hipdtesis de la
existencia de este receptor se basa en que la C1P agregada exdgenamente promueve la
migracion, mientras que la C1P sintetizada en el interior celular no tiene este efecto. La
activacion por la C1P de receptores acoplados a proteina G (GPCR), conocidos por su
rol en la migracion celular, fue evaluada mediante la utilizacion de la toxina pertusis
(Ptx), un potente y especifico inhibidor de los GPCR. El tratamiento de los cultivos de
RAW 264.7 con Ptx bloquea los efectos de C1P en la migracion (Granado,et al. 2009).
Este grupo de trabajo también demostré que el receptor para C1P es diferente a los
receptores especificos para S1P (Arana et al. 2013), pero aun no ha sido identificado. El
papel de la C1P en la migracion ha sido demostrado en otras células del sistema inmune
y diferentes tipos de células tumorales. La C1P también promueve la migracion de
celulas endoteliales en un contexto de reparacion de tejidos (Hankins et al. 2013). Un
aumento en la sintesis de C1P y su liberacion al medio extracelular estimulan la
quimiotaxis de células multipotentes del estroma y progenitores endoteliales,
promoviendo la reparacion del tejido (Kim et al. 2013). La C1P estimula también la
migracion de las células cancerigenas (Gémez-Mufioz 2018; I. G. Rivera et al. 2016).

Las vias de sefalizacion a través de las cuales C1P promueve la migracion son
PI3K/Akt, ERK/MAPK (Arana et al. 2013), mTOR, NF-KB (I. G. Rivera et al. 2016).
Ademas, C1P estimula el aumento en los niveles de las metaloproteinasas 2 y 9 (MMP2
y MMP9), proteinas encargadas de la degradacion de la matriz extracelular y la
membrana basal, lo que contribuye a la migracion celular (C. Kim et al. 2013a; Ordofiez
et al. 2016).
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Sumado al rol en la migracion, C1P es un potente quimioatrayente, como se ha
demostrado en células de adenocarcinoma ductal pancredtico humano (Rivera et al.
2016), células multipotentes del estroma y células progenitoras del endotelio (Kim et al.
2013a). Ademas promueve la sintesis y liberacion de la proteina quimioatrayente de
macrofagos (MCP-1) (Arana et al. 2013). Un trabajo reciente demuestra que las célula
de adenocarcinoma ductal pancreético liberan al exterior vesiculas cargadas con C1P,
que promueven la quimiotaxis y migracion de células madres de céncer pancreatico
(Kuc et al. 2018). Estos datos sugieren que C1P actua en la motilidad celular de manera

integral.

La funcién de la C1P en la estimulacion de la proliferacion, supervivencia y
migracion, procesos que contribuyen al desarrollo de céancer y metastasis, la coloca
como una molécula que promueve la transicion de las células normales hacia la

malignidad celular (Ratajczak et al. 2014).

La C1P también actua en procesos de inflamacion, con un rol dual, ya que en
algunos tipos celulares y condiciones especificas puede ser pro-inflamatoria, mientras
que en otros actia de manera anti-inflamatoria (Presa et al. 2016). Pettus y
colaboradores demostraron que C1P activa a la fosfolipasa A 2 citosolica (cPLA2)
(Pettus et al. 2004). Esta enzima escinde a los glicerofosfolipidos en la posicion 2 y
libera acido araquidonico, precursor de la gran mayoria de las prostaglandinas. La
interaccion de C1P con sitios especificos de la cPLA> es necesaria para la translocacion
y activacion de esta enzima para la produccion de prostaglandinas E2 en respuesta a
varios estimulos inflamatorios. Esto remarca la importancia de la interaccion
C1P/cPLA: para la activacion de cPLA: durante la respuesta inflamatoria (Lamour et al.
2009). Por otro lado, la C1P agregada exdgenamente atenda la inflamacion de pulmon
inducida por el lipopolisacarido (LPS) (Baudif? et al. 2016). De modo similar, la C1P
bloquea la activacion del factor NF-KB inducida por LPS, inhibiendo la transcripcion
de las citoquinas pro-inflamatorias interleuquina 6 (IL-6), IL-8 e IL-1 (Hankins et al.
2011).

Trabajos recientes reportan un nuevo rol para la C1P en la regulacién de la
angiogénesis. Kim y colaboradores han demostrado que C1P induce la formacién de
vasos incipientes por parte de las células HUVEC se en un ensayo de matrigel in vitro
(C. Kim et al. 2013a).
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La C1P actda principalmente como segundo mensajero intracelular, y es liberada
al medio extracelular solo bajo ciertas circunstancias o cuando las células han sufrido
algin dafio (Kim et al. 2012). La C1P utiliza diferentes mecanismos de accion
dependiendo del proceso bioldgico en el que esta involucrada. Asi, mientras que para
inducir la proliferacion y los efectos inflamatorios actia como un mensajero intracelular
(Gomez-Mufoz et al. 1997; Pettus et al. 2004), para estimular la migracion, actia como
una sefial extracelular que activa a un receptor especifico a través del cual sefaliza al
interior celular (Granado et al. 2009). Mucho queda por entender sobre los mecanismos

de accidn por los cuales actua la C1P.

Ceramida Quinasa

En 1989 Bajjalien y colaboradores reportaron el hallazgo de una enzima
desconocida con actividad de quinasa lipidica, que era activada por pequefias
concentraciones de calcio y que precipitaba junto a vesiculas sinapticas de rata. En el
mismo trabajo propusieron llamarla Ceramida Quinasa (CerK), nombre con el que se la
conoce hoy en dia (Bajjalieh et al. 1989).

En el 2002 esta enzima fue clonada por primera vez (Sugiura et al. 2002). A
partir de entonces, la generacion de mutantes de CerK y desarrollo de técnicas de
medicion de esfingolipidos mas precisas, han impulsado grandes avances en el campo
de la actividad de CerK, y su producto C1P. La CerK pertenece a la familia de las diacil
glicerol quinasas (DAGKS), ya que contiene un dominio catalitico presente en estas
enzimas, pero a diferencia de ellas, CerK presenta una alta afinidad hacia Cer. Ademas,
cuenta con un dominio plecstrina necesario para la localizacion sub-celular y la
actividad enzimatica (Rovina et al. 2009). Esta actividad enzimatica también es
regulada por union a calcio, a través de su dominio de unién a calcio/calmodulina.
Finalmente, la CerK requiere de la fosforilacion de al menos 2 sitios para su completa
activacion (Sugiura et al. 2002). Una vez activada, la CerK utiliza a la ceramida provista
por el transportador de ceramida, CERT, sintetizada por las vias de sintesis ya

descriptas anteriormente (Fig. 4).
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Para indagar en sus funciones, es de gran utilidad el inhibidor especifico y
reversible para la actividad de la CerK, el NVP231 (el N-[2-(benzoylamino)-6-
benzothiazolyl]-tricyclo[3.3.1.13,7]decane-1-carboxamide amida). Este inhibidor es un
analogo del acido araquidénico y derivado de diaminobenzotiasol, que se une
competitivamente al sitio activo de la CerK, inhibiendo su union a Cer y asi su actividad
(Graf et al. 2008).

La CerK se localiza principalmente en el aparato de Golgi, en la membrana
plasmética y en vesiculas citoplasmaéticas. A pesar de estas distintas localizaciones, la
Cer debe ser transportada al aparato de Golgi para ser fosforilada por CerK. Un estudio
reciente reveld que CerK puede ser liberada al medio extracelular, proceso inducido por
C1P, pero aun se desconoce el mecanismo de accion involucrado (Kuc et al. 2018; Van
Overloop and Van Veldhoven 2007)

La CerK se expresa ubicuamente, presentandose en mayores niveles en timo,
leucocitos de sangre periférica, sistema nervioso, musculos esqueléticos, piel, intestino
delgado, higado y células hematopoyéticas (células T y B). Los procesos regulados por
C1P y CerK estan involucrados en el establecimiento y desarrollo de enfermedades de
diferentes etiologias. Por tanto, CerK y su producto C1P tienen un creciente interés
como blanco terapéutico, debido a su papel en la inflamacion, proliferacion vy
migracion, procesos claves en enfermedades de diferentes etiologias, como cancer,
enfermedades inflamatorias o neurodegenerativas (Hait and Maiti 2017; Hannun and
Obeid 2017; Jesko et al. 2018)

La C1P en la retina

La bibliografia referida al papel de C1P en la retina es verdaderamente escasa, lo
que plantea la existencia de un amplio campo de investigacion. En Drosophila
melanogaster, los fotorreceptores mutantes deficientes de CerK degeneran solo en
presencia de luz, producto de fallas en la foto-transduccion. Esto denota que la CerK
cumple un rol importante en la transmision de la sefial luminica. El nexo entre ambos
procesos es NORPA, una proteina homologa a la fosfolipasa C (PLC), proteina de

sefializacion celular) de mamiferos, clave en la foto-transduccion. La inactivacion de la
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CerK provoca una diminucion en la expresion de NORPA, y por lo tanto en su
actividad. Ademés los aumentos de Cer debidos a la ausencia de actividad de CerK
alteran la distribucion de dominios de fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) como asi
también la distribucion de NORPA, lo que en conjunto disminuye aun mas la actividad

de esta enzima (Dasgupta et al. 2009)

Por otro lado, la C1P esta involucrada en la regulacion de la diacilglicerol lipasa
(DAGPL) y de las fosfatasas lipidicas, enzimas del metabolismos lipidico en los
segmentos externos de los fotorreceptores de rata. En concordancia con los resultados
en Drosophila, el efecto sobre las fosfatasas es mayor en los segmentos externos
obtenidos en presencia de luz (Pasquaré and Giusto 2008; Pasquaré, Salvador, and
Giusto 2008).

Las células del EPR expresan CerK y otras enzimas involucradas en el
metabolismo de la Cer. La presencia de dicha enzima en el epitelio las protege de la
apoptosis inducida por los aumentos de Cer, reportado en diferentes patologias

neurodegenerativas de la retina (Zhu et al. 2010).

Nuestro laboratorio ha sido el primero en demostrar que la C1P regula procesos
centrales en el desarrollo de los fotorreceptores. El agregado exdgeno de C1P a tiempos
tempranos a cultivos neuronales puros de retina de rata, promueve la proliferacion y el
aumento de manera dosis dependiente (1-10uM), en el nimero de progenitores de
fotorreceptores. En estadios de cultivo mas avanzados, la C1P aumenta la expresién y la
redistribucion de las proteinas opsina y periferina hacia los procesos apicales de los
fotorreceptores, una caracteristica de los fotorreceptores diferenciados. En este mismo
estadio el agregado de C1P promueve la supervivencia a través de la prevencién de la
apoptosis inducida por falta de factores tréficos (Miranda et al. 2011). Esto establece un
rol clave para la C1P en la promocion de la proliferacion de los progenitores neuronales

en la retina y en la posterior induccion de su diferenciacion y supervivencia.

En un modelo de uveitis inducida por LPS, se observé un aumento de los niveles
de esfingolipidos, dentro de los cuales se encuentran principalmente diferentes especies
de C1P (C12 Ci1P, Cl16 C1P, and C24 C1P), algunos tipos de ceramida y
esfingomielinas. Debido a que determinaron el incremento en los niveles de NF-kB en
correlacion con el aumento de C1P en la retina, los investigadores plantean que la C1P

sintetizada enddgenamente seria incapaz de revertir la inflamacion inducida por LPS
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(Wang et al. 2018). Esto plantea mas interrogantes sobre los efectos pro y anti

inflamatorios ejercidos por C1P en la retina.

El interés en la CerK en la retina aumentd con el hallazgo de que una de las
variantes de la retinitis pigmentaria, retinitis pigmentosa 26 (RP26), esta asociada a la
mutacion de un gen que da lugar a una proteina conocida como “quinasa semejante a la
ceramida quinasa” (CerKL), por su homologia al gen de la CerK. A pesar de su gran
homologia y de haber sido considerada como una CerK de la retina, los estudios de
Bornacin demuestran que las retinas de ratones mutantes dobles negativos CerKL-/
CerKL- presentan los mismos valores de Cer y C1P que las retinas de los ratones
salvajes para este gen (Mietla, Wijesinghe, Hoeferlin, Shultz, Natarajan, Fowler, and
Chalfant 2013). CerKL no tiene la capacidad de fosforilar a la Cer, quedando su funcién
por esclarecer (Graf, Niwa, et al. 2008). Este trabajo establecio también que los niveles
de C1P en retina de ratones estan en el rango picomolar, y que la especie predominante
de C1P en la retina es la C16C1P.

Estos hallazgos sugieren que la C1P podria tener un rol clave en el control de
diversos procesos celulares en la retina. Es mucho lo que queda por hacer para la
comprension de las acciones de C1P y las vias de sefializacién que regula en los
distintos tipos celulares de la retina.
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Trabajos previos en nuestro laboratorio han demostrado que la S1P estimula la
migracion de las CGM (Simon, et al. 2015) y que la C1P y la S1P promueve la
proliferacion de progenitores de fotorreceptores en cultivos primarios puros de CGM y
de neuronas, respectivamente. Pero ¢En qué radica la importancia de los procesos de
migracion y proliferacion en células de la retina? Como describimos anteriormente, en
las enfermedades neurodegenerativas y proliferativas de la retina, la muerte de los
fotorreceptores es precedida por alteraciones funcionales en las CGM y células del EPR,
células responsables del mantenimiento de la homeostasis y la funcionalidad de este
tejido. La adquisicion de la capacidad de migrar y proliferar por parte de estas células
indica una mala prognosis para las enfermedades neurodegenerativas de la retina. En
principio, tanto la proliferacion como la migracion son benéficas en el contexto de la
reparacion de tejidos y formacion de la cicatriz, pero en patologias neurodegenerativas y
proliferativas, ambos procesos se presentan de manera exacerbada y en lugares
incorrectos. ldentificar a las moléculas capaces de regular la migracion y la
proliferacion en CGM vy células del EPR es crucial para la comprensién integral de los
procesos que conducen a las disfunciones visuales y contribuiria al avance en el

tratamiento efectivo de estas enfermedades neurodegenerativas de la retina.

En base a lo expuesto, la hipotesis de trabajo de esta Tesis es que la C1P seria un
potencial regulador de la migracion y la proliferacion celulares en las CGM vy las células
del EPR.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo de Tesis es indagar sobre el papel que tiene la
C1P sobre la migracion y la proliferacién de estos dos tipos celulares de la retina.
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Materiales

Las capsulas plasticas para cultivo celular de 35 mm vy las pipetas plasticas de
cultivo graduadas de 10 y 2 ml fueron compradas en Greiner Bio-One (GBO). El suero
fetal bovino (SFB) fue adquirido de Laboratorios Natocor. ElI medio de cultivo
Dulbecco modified Eagle's (DMEM), el buffer Hank's Balanced Salt Solution (HBSS),
la enzima colagenasa tipo II, el glucogeno, la gentamicina y los random primers
pertenecen a la firma GIBCO y se compraron en Invitrogen Argentina. También en
Invitrogen se adquirieron la sonda faloidina de Molecular Probes y la NBD C6-Cer de
Thermo Fisher Scientific. En la empresa Sigma-Aldrich, Argentina se adquirieron la
Ceramida-1-fosfato (D-eritro-Ceramida C8 1-fosfato, C1P), NVP231, SB203580,
U0126, la tripsina, el inhibidor de tripsina, la sonda 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI), el
paraformaldehido (PF) y el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
o0 MTT. EI LY294002 se obtuvo de la empresa de Enzo Life Sciences (Nueva York, EE.
UU.). EI ATK fue comprado en Cayman Chemical (Michigan, EE. UU.) vy la
esfingosina-1-fosfato (S1P) fue de Calbiochem (EE. UU.). Los anticuerpos primarios
monoclonales, anti-Vimentina (clon 40E-C) y anti-Bromo-deoxi-uridina (BrdU, clon
G3G4) fueron comprados en Developmental Studies Hybridoma Bank (DSHB
perteneciente a la Universidad de lowa, Departamento de Biological Sciences, lowa
City, 1A 52242). En la empresa ABCAM se adquirieron los siguientes anticuerpos: anti-
CRALBP vy anti-glutamina sintasa. Los anticuerpos monoclonales anti-GFAP, anti-AKT
y p-Akt fueron adquiridos en Cell-signaling. Los anticuerpos secundarios conjugados
con Cy2 y Cy3 especie anti-ratén y anti-conejo fueron comprados en Jackson Inmuno
Research (West Grove, PA). Los anticuerpos secundarios para western blotting anti-
raton y anti-conejo conjungados a la peroxidasa de rdbano picante fueron obtenidos de
Santa Cruz. Las membranas de PVDF “Inmobilon-P” fueron obtenidas de Millipor
Corporation, MA, EE. UU.), (Buenos Aires, Argentina) y el anticuerpo primario anti-
RPE65 fue obtenido en Novus Bio (UnitedStates). Las placas para cromatografia en

capa fina (silica gel 60 50 glass plates 10x20 cm) fueron obtenidas en Merck, Alemania.

Para realizar la extraccién de ARNm se utiliz6 el reactivo Quickzol de Kalium
technologies (Embiotec), la enzima transcriptasa reversa para la obtencion del ADN
copia (cDNA) M-MLV se adquirio en Promega al igual que el inhibidor de

ribonucleasas. Los nucleotidos utilizados son de la empresa Thermo Fisher Scientific y
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los primers utilizados para la reaccion de q-RT-PCR fueron adquiridos en la empresa
Sigma-Aldrich. Las secuencias de estos primers utilizados en este trabajo son para CerK
Fw: GCACGGGGTAATTGGGAAGA, Rv: TTTGTGCCCACCGTTGAGTA vy los de
Thp (gen control) Fw: TGGGATTGTACCACAGCTCCA y rv:
CTCATGATGACTGCAGCAAACC. Todos los solventes utilizados fueron de grado

HPLC y el resto de los reactivos fue de grado analitico.

Cultivos Primarios de Células de Retina

Todos los cultivos utilizados durante esta Tesis fueron realizados a partir de
ratas Albino Wistar de dia posnatal (PN) 3-4. Los animales se criaron en el Bioterio del
INIBIBB, y fueron manipulados de acuerdo a los lineamientos publicados en la “Guia
para el cuidado y uso de animales de laboratorio” del National Institute of Health (NIH)
y aprobados por el Comité Institucional de Cuidado de Animales de Experimentacion
(CICUAE) de la Universidad Nacional del Sur.

Cultivos gliales puros

Los cultivos puros de células gliales de Muller (CGM) se obtuvieron siguiendo
protocolos previamente establecidos (Hicks and Courtois, 1990). Brevemente, se
enuclearon ratas PN 3-4 y los 0jos se dejaron durante toda la noche en medio de cultivo
DMEM, protegidos de la luz. Al dia siguiente se realiz6 una disecciéon enzimatica con
tripsina (Img/mL) durante 3,50 min. y colagenasa tipo Il (1 mg/mL) por 7,50 min. y
posteriormente se extrajeron las retinas mediante diseccion mecénica y se cortaron en
fragmentos de aproximadamente 1 mm?. Estos fragmentos fueron sembrados en medio
de cultivo DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB). Luego de 72 hs
se removieron los pequefios trozos de tejido adheridos a la capsula mediante dos
lavados moderados con buffer Hanks. EI medio de cultivo fue reemplazado cada 3-4
dias, previo lavado suave con el buffer Hanks. A los 8 dias in vitro (d.i.v.) (60% de
confluencia) las células se repicaron por disociacion con tripsina 0.25% EDTA 5mM
/Hanks 1X (0.3 ml) y se combinaron las células de todas las placas de cultivo primario
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para obtener un pool unico de células, del cual se sembraron aproximadamente 60000
células por placa de 35 mm. Se obtuvieron asi cultivos enriquecidos en CGM
(contenido de CGM superior al 98%), que alcanzaron confluencia al cabo de 15- 18

d.i.v.

Cultivo de Celulas de Epitelio Pigmentario de la Retina de la
Linea ARPE-19

La linea celular ARPE-19 se utiliz6 como modelo de epitelio pigmentario de
retina (EPR). Las células de esta linea celular humana originada espontaneamente se
repicaron de rutina por disociacion en tripsina 0.25% EDTA 5mM /Hanks 1X, seguido
del resembrado a una dilucién 1:3 en placas de 35 mm para los experimentos o frascos
de T75 de diametro para el mantenimiento de la linea. Las células fueron mantenidas en

el medio de cultivo DMEM 10% SFB, el cual se renovo semanalmente.

Ensayo de la herida

Para evaluar la migracion celular se realizé el ensayo de la herida, donde
consideramos al cierre de dicha herida como un indicador de la motilidad celular. Este
ensayo requiere que los cultivos de CGM vy epiteliales lleguen al 100% de confluencia.
Esta técnica consiste en la realizacion de varias rayas o “heridas” sobre una monocapa
confluente de células, con la punta de un tip de 200ul. Después de realizar las heridas se
cambié completamente el medio, con el fin de eliminar los detritos celulares que se
podrian haber generado. Posteriormente, los cultivos fueron sometidos a los diferentes
tratamientos con las drogas e inhibidores. La migracion celular se midi6 como la
variacion en el ancho de una misma herida entre el tiempo 0 (t0) y las 24 hs (t24). Para
localizar la misma area en diferentes tiempos, se realizaron lineas en el lado exterior de
la base de las placas con marcador permanente. Las heridas sobre la monocapa de
células fueron realizadas perpendicularmente a las lineas de la base. De esta manera
localizando la interseccion entre linea de la base y la herida, fotografiamos la misma

area at0 y t24 (Fig. 6). Las areas de las fotografias fueron medidas mediante el software
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ImageJ (de Wayne Rasband, Nationallnstitutes of Health, Bethesda, MD; disponible de
manera libre en http://rsh.info.nihgov/ij/index.html). Utilizando la herramienta
“Polygon selections” seleccionamos el drea de la herida y con las opciones
Analize>Measure medimos las areas en pixeles. Para evaluar la migracion celular de
cada condicidn, se utilizo la siguiente formula, que relaciona los valores de las areas a t0
y 124:

Porcentaje de Migracion = ((t0-t24) x 100) / t0

El valor obtenido mediante esta férmula representa el porcentaje del area libre
de células a t0 que fue ocupado por las células a 24 hs. En cada experimento, los
porcentajes de migracion obtenidos para todas y cada una de las condiciones fueron
posteriormente relacionados al porcentaje de migracion de la condicion control de cada
experimento. Los valores asi obtenidos, se representan en las ordenadas de los graficos

como migracion relativa.

Tratamiento de cultivos gliales con Ceramida-1-Fosfato

La C1P fue disuelta en dimetilsulfoxido (DMSO) obteniéndose una solucion
stock 10mM (Wijesinghe et al. 2007). Alicuotas de esta solucion fueron agregadas
directamente al cultivo celular, manteniendo la concentracién de DMSO por debajo del
0,1% del volumen del medio de cultivo. EI mismo volumen de la solucion utilizada
como vehiculo se agreg6 a los controles. Las concentraciones de C1P evaluadas en este

trabajo fueron desde 5 a 30 UM (concentraciones finales en cultivo).
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Figura 6: Esquema de trabajo del Ensayo de la Herida. Este esquema experimental es
utilizado para los cultivos de CGM y los de células del EPR en un 100% de confluencia.
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Tratamiento de cultivos gliales con Esfingosina-1-fosfato

La esfingosina-1-fosfato (S1P) se disolvido como se describe en el trabajo de
Simon y col. (2015). Brevemente, a partir de una solucion madre de S1P (0,5 mg / ml)
preparada en metanol: agua (95: 5) se tomaron alicuotas con la masa deseada de S1P.
Estas alicuotas se evaporaron bajo una corriente de nitrégeno seco, se resuspendieron en
una solucion de albumina sérica bovina (BSA) en DMEM (4 mg / ml). Posteriormente
se sonicaron a 40-50 °C durante 30 min. con homogenizacion por vortex ocasionales
para permitir la solubilizacion. En este trabajo se utilizé una concentracion de S1P 5 uM
(concentracion final en cultivo) (Simon et al; 2015). EI mismo volumen de la solucion

utilizada como vehiculo se agreg6 a los controles.

El agregado de ambos esfingolipidos fue posterior a la privacion de suero durante 24

hs, a fin de eliminar los posibles efectos que este podria llegar a tener.

Inhibicién de las vias de sefializacion celular

Para eliminar los efectos de las multiples moléculas presentes en el suero, en
todos los experimentos se realizd una incubacion durante 24 hs en medio DMEM sin
suero antes de evaluar los efectos de drogas o inhibidores. Todos los inhibidores
utilizados en este trabajo fueron disueltos en DMSO, manteniendo la concentracion de
DMSO por debajo del 0,1% del volumen del medio de cultivo. Las concentraciones
finales en el cultivo de todos los inhibidores y los esfingolipidos utilizados en esta Tesis
se detallan en la tabla 1. Para evaluar las vias intracelulares implicadas en el efecto de la
C1P sobre la migracién de las CGM, una vez realizadas las heridas, los cultivos se pre-
trataron con U0126 10uM, LY294002 25uM, SB203580 5uM y SP600125 25uM,
inhibidores de las vias de Proteina quinasa regulada por sefiales extracelulares/Quinasa
activada por mitogenos (ERK/MAPK), fosfatidilinositol-3-kinasa/proteina quinasa B,
mas conocida como Akt (PI3K/Akt), P38/MAPK vy quinasa c-Jun N-terminal (JNK),
respectivamente. Después de 1 h de pretratamiento con estos inhibidores, los cultivos se

suplementaron con C1P o con su vehiculo y se incubaron durante 24 hs.
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Inhibicidn de la actividad de la Fosfolipasa A2 citosolica

Para evaluar si la C1P inducia la activacion de la fosfolipasa A2 citosolica
(cPLA:?) para promover la migracion glial, los cultivos fueron tratados con un inhibidor
especifico de esta fosfolipasa, ATK 5 uM o con su vehiculo durante 1 h,
inmediatamente después de realizada la herida. Luego los cultivos fueron
suplementados con C1P o DMSO e incubados por 24 hs. La migracion celular fue

evaluada como se describié anteriormente.

Inhibicion de la sintesis de C1P

Para evaluar el rol de la CerK y la sintesis de C1P en la migracion de las CGM
y células del EPR, se inhibi¢ la sintesis de C1P mediante la utilizacion de NVP231, un
inhibidor especifico de CerK. Para ello cultivos confluentes de células gliales y
epiteliales se privaron de suero durante 24 hs. Inmediatamente después de hacer la
herida, los cultivos fueron tratados con NVP231 1 uM o DMSO durante 1 h. Para
evaluar la interrelacién de la sintesis enddgena de C1P y el agregado exdgeno de C1P
en la migracion, los cultivos fueron tratados 1 h con NVP231 1uM vy luego fueron
suplementados con C1P 10 uM durante 24 hs. Se procedié de la misma manera para

evaluar la interrelacion entre la sintesis endogena de C1P y el agregado de S1P.

Tabla 1: Inhibidores. *concentracion final en cultivo

Inhibidor Blanco de accion Concentracion*
LY294002 Via de la P13/Akt 25uM
u0126 Via de ERK/MAPK 10uM
SP600125 Via de INK S0uM
SB203580 Via de P38/MAPK 5uM
ATK Fosfolipasa A2 Citosdlica 5uM
NVP231 Ceramida Quinasa 15uM
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Determinaciones Citoquimicas

Los cultivos fueron fijados con paraformaldehido (PF) al 4% en PBS 1X, a
temperatura ambiente durante 1 h. Las células fueron permeabilizadas; con Triton X-
100 0,1%/PBS durante 10 min. Estos pasos precedieron a la tincién con sondas

especificas y a la inmuno-marcacion.

e Inmuno-citoquimica: identificacion de las CGM y células del EPR:
Para las técnicas de inmuno-marcacion, a fin de reducir la union inespecifica de los

anticuerpos, las células fueron tratadas durante 30 min. con buffer Tris-NaCl, Tween-20
(TNT) 0,1% vy leche descremada 2%. A continuacion, las células fueron incubadas
durante 24 hs a 4 °C con anticuerpos especificos dirigidos a GFAP, vimentina y
glutamina sintasa, marcadores especificos de las CGM para la identificacion de estas
células, y con anti-RPE65 y anti-CRALBP, marcadores selectivos de células epiteliales,
para la identificacion de células del EPR. Como anticuerpos secundarios se utilizaron
anticuerpos anti-conejo y anti-raton, conjugados con fluoréforos verdes o rojos (Cy2 y
Cy3 respectivamente), incubando a los cultivos con éstos durante 1 h a temperatura
ambiente. En todos los casos se realizaron controles omitiendo el agregado de
anticuerpos primarios, para evaluar la unién inespecifica del anticuerpo secundario.
Finalmente, los cultivos fueron analizados por microscopia fluorescencia utilizando un

microscopio Nikon Eclipse E600.

e Tincion de nucleos:
Para visualizarlos nucleos se utilizo la sonda fluorescente, 4,6-diamidino-2-fenilindol

(DAPI), que se une especificamente al ADN. Para ello, luego de la fijacion y
permeabilizacién las células fueron incubadas durante 15 min. con una solucién de
DAPI 1 pg/ml a temperatura ambiente. Para finalizar se lavo tres veces con PBS durante
5 min. La tincion nuclear se realizé posteriormente a la tincion con sondas e

inmunomarcacion.
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e Tincion de las fibras de actina:
Para visualizar el citoesqueleto de actina, se utilizo la sonda faloidina que se une

especificamente a las fibras de actina. Para ello, las células se incubaron durante 30 min.
con una dilucion 1/50 en PBS de una solucion madre de 200U/1ml de metanol.
Finalizada esta incubacion, se lavaron las células tres veces con PBS durante 5 min.,
para eliminar la sonda que no se hubiera adherido a las fibras de actina, y minimizar la

tincion inespecifica y el fondo.

Western Blotting (WB)

Para evaluar si la C1P afecta los niveles de p-Akt, la forma activa de Akt que denota
activacion de la via, se realizo la técnica de WB. Esta técnica fue dividida en diferentes

etapas:

e Extraccion de proteinas:
En primer lugar se extrajeron las proteinas, para lo cual las células fueron lavadas 2

veces rapidamente con PBS 1X /Na3VO4 1 mM /NaF 10 mM y colectadas en buffer de
lisis (KCI3mM, Tris HCI50 mM pH: 7.4, NaCl 150 mM, EDTA1 mM, Tween-20
1%yNP-401%), conteniendo una mezcla de inhibidores de proteasas y fosfatasas. A

continuacidn, los extractos de células fueron lisados en hielo durante 30 minutos,
mediante agitacion con vortex cada 10 min. Para finalizar, las proteinas totales fueron
cuantificadas con el método de Bradford (Bradford 1976).

e Separacion electroforética de las proteinas:
Una vez cuantificadas, las muestras proteicas se desnaturalizaron con buffer muestra

Laemmli 6X (Tris—HCI250 mMpH 6.8, SDS8%, glicerol 40%, 2-mercaptoetanol 20% y

0.02% azul bromofenol), calentando durante 5 min. a 95° C. Las proteinas (50ug por

calle) se resolvieron por electroforesis en geles de poliacrilamida/bis-acrilamida al 10%.
La corrida electroforética se realizo a 80-120mv durante aproximadamente 1 h,
utilizando el buffer de corrida (Tris 25 mM pH 8,8; glicina 192 mM).
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e Transferencia de las proteinas a membranas de PVDF:
Una vez separadas electroforéticamente, las proteinas de las muestras se transfirieron

desde el gel a una membrana de PVDF, previamente activada en metanol. La
transferencia se realizé en buffer de transferencia (Tris 25 mM pH 8,3; glicina 192 Mm,
metanol20 %), utilizando una cdmara de transferencia (BioHRad, modelo Mini Trans H
Blot, Bio H Rad Life Science Group, California) durante 2 hs a amperaje constante de

350 mA y voltaje variable.

e Inmunomarcacion y revelado:
Para finalizar, las membranas se incubaron en buffer PBS1X; Tween-20 0,1% y BSA

5% durante 2 hs a temperatura ambiente, para bloquear o eliminar las uniones
inespecificas. Luego, estas membranas se incubaron con los anticuerpos primarios anti-
Akt total, p-Akt o GAPDH diluidos 1/1000 en buffer PBS 1X; Tween-20 0,1% y BSA
3%, durante toda la noche con agitacion leve a 4°C. A continuacion, las membranas se
incubaron con los anticuerpos secundarios anti-raton para p-Akt, y GAPDH o anti-
conejo para Akt total (ambos acoplados a peroxidasa), durante 1 h a temperatura
ambiente. El revelado de las bandas inmuno-reactivas se realizd por el método de
quimioluminiscencia, utilizando ECL, para lo que se usaron placas fotogréaficas
especiales para luminiscencia. La identificacién de las bandas proteicas de interés se
determind utilizando como referencia a estdndares proteicos de peso molecular
conocido en el rango de 220-14 kDa. Se utiliz6 el programa Image J para cuantificar las

bandas inmuno-reactivas, de las imagenes obtenidas a partir de las placas radiogréaficas.

Evaluacion de la viabilidad celular: Ensayo de MTT

Para determinar el efecto del tratamiento de NVP231 sobre la viabilidad de las
CGM y las células del EPR, se realizo el ensayo de la reduccion metabolica del bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium o MTT. Este compuesto de color
amarillo es transformado en formazan, que forma cristales intracelulares de color
violeta, por la enzima mitocondrial succinato-formazan deshidrogenasa, cuya actividad
depende de la funcionalidad mitocondrial. En este ensayo, la funcionalidad mitocondrial
(proporcional a la formacion de formazan) se utiliza como indicador de viabilidad

celular.
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Después del tratamiento con NVP231 durante 24 hs, se afiadié una solucion de
MTT (5 mg / PBS 1X) a cada placa, para lograr una concentracion final de 0,5 mg/mi
en el medio de cultivo. Las células se incubaron a 36,5 °C durante 1,5 hs, se lisaron con
tampon de solubilizacion (Triton x-100 al 1% y HCI 0,01 N en isopropanol) y se
realizaron mediciones espectrofotométricas a 570 nm. La absorbancia de fondo (debido
al rojo fenol del DMEM) se midi6 a 670 nm y se resto a todas las placas. La viabilidad
se calculé como un porcentaje de la absorbancia promedio en condiciones no tratadas

(control), a la que se asignd un valor arbitrario de 100%.

Deteccidn y analisis de ARNm

e Aislamiento de ARNm
Para estudiar la expresion de CerK el primer paso fue extraer el ARNm de muestras de

cultivos de CGM con el reactivo de extraccion Quick-zol en hielo siguiendo las
indicaciones del fabricante. Todas las soluciones utilizadas fueron preparadas con agua
ultrapura autoclavada y solventes de calidad HPLC. La integridad del ARNm fue
verificada en gel de agarosa al 0.8% y su concentracion fue medida por absorbancia a
260 nm.

e Reaccion de transcripcion reversa (RT)
Para realizar la reaccion de transcripcion reversa (RT) del ARNm previamente extraido,

se partio de 1 pg de ARNm para obtener una concentracion de 40 ng/ul de ADNc. Para
la reaccion se utilizaron random primers, dNTPs, inhibidor a ARNasa (RNAsin) y la
enzima Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para evaluar la expresion de CerK por parte
de las CGM se amplificaron mediante PCR convencional fragmentos del gen
correspondiente a CerK con los primers fw: GCACGGGGTAATTGGGAAGA vy rv:
TTTGTGCCCACCGTTGAGTA. Luego se separaron los fragmentos obtenidos en
electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y se tifieron con bromuro de etidio, donde se

usaron extractos de ARN de cerebro de rata de 10 dias como controles positivos.
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Analisis de los niveles de C1P

e Incubacion con el precursor metabo6lico NBD-ceramida:
La C1P es sintetizada por fosforilacion de la Cer frente a diferentes dafios como la

inflamacion o exposicion a rayos gamma (Kim et al. 2012). Para evaluar esta sintesis
utilizamos un analogo fluorescente de la ceramida, la NBD-ceramida, altamente
metabolizable, que puede ser utilizado por las células como sustrato para generar otras
moléculas (Don and Rosen 2008). Para analizar si el dafio mecanico producido por la
herida era capaz de promover la sintesis de C1P medimos los niveles de C1P en cultivos
controles y aquellos a los cuales se les realiz6 la herida.

Para evaluar el efecto del dafio mecanico sobre la sintesis de C1P, luego de privarlos de
suero a por 24 hs, los cultivos gliales puros fueron incubados con NBD C6-Cer 1uM en
medio DMEN sin suero durante 2 hs a 36,5°C, para permitir que la NBD-Cer ingrese a
las células. Posteriormente se realizo la herida, se recambio el medio sin reposicion de
NBD-Cer y se incubd durante 2 hs. Al finalizar este tiempo de incubacion se extrajeron

los lipidos.

e Extraccidn de los lipidos:
La extraccion de los lipidos a partir de los cultivos de CGM se realiz6 segln el método

propuesto por Bligh&Dyer (1959). Se realiz6 una particién en cloroformo: metanol:
agua (2: 2: 1.8, v/v), seguida de agitacion usando vortex y centrifugacion durante 20
min. a 2000 rpm. Luego de la centrifugacién se obtuvieron 2 fases: una fase superior
acuosa y una fase organica inferior, quedando las proteinas desnaturalizadas en la
interfase. La fase superior y las proteinas se descartaron, recuperandose la fase inferior
cloroférmica. Esta se llevo a sequedad bajo atmésfera de N2 y los lipidos concentrados
se resuspendieron en una mezcla de cloroformo: metanol (2: 1 v/v) y transferidos a
viales de 2 mL. Nuevamente se llevo a sequedad y los lipidos se resuspendieron en 200
uL de cloroformo: metanol (2:1 en vol.) y de alli se tomaron alicuotas para la siembra

en placas para TLC.
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e Cromatografia de capa fina
La fase cloroférmica obtenida de cada condicion fue concentrada por evaporacion bajo

N2 y los lipidos alli contenidos fueron resuspendidos en cloroformo: metanol (2:1 en
vol.) y sembrados en una placa de HPTLC (Merck). Se desarroll6 la cromatografia
utilizando como fase movil una mezcla de butanol: &cido acético: agua (3:3:1 en vol.).
Las placas con los lipidos fluorescentes fueron fotografiadas bajo luz ultravioleta y el
porcentaje de contribucién de cada banda fue cuantificado por densitometria usando el

software ImageJ.

Evaluacion de la proliferacion mediante la incorporacion y
deteccion del nucleétido BrdU

La evaluacion de la proliferacion en CGM y ARPE-19 se realiz6 en los cultivos
confluentes en los que se hizo el ensayo de la herida y en cultivos no confluentes. Para
evaluar la proliferacion de las CGM vy las células del EPR en estos ultimos, se utilizaron
cultivos donde la confluencia fue de 60% para las CGM y de 20% para las células
epiteliales. Estos niveles de confluencia se obtuvieron 2 dias después del repique en
CGM y a 2 hs de realizado el repique en células del EPR. Esta etapa del desarrollo de
los cultivos fue elegida debido a que en los cultivos confluentes utilizados para los
ensayos de migracion la proliferacion es limitada por la interaccion célula-célula,
mientras que en las etapas iniciales no existen dichas restricciones y presentan mayor
proliferacion. Luego de 24 hs de privacién de suero, los cultivos fueron sometidos a un
pulso de Bromo-deoxi-Uridina (BrdU), analogo de la Timidina, que se incorpora al
ADN en la fase S del ciclo celular, sirviendo como marcador de células en proliferacion.

Las células fueron incubadas con BrdU 30 pM (concentracion final en el
cultivo) durante 24 hs previas a la fijacion. Luego de la fijacion con PF 4% las células
fueron tratadas con HCI 2N durante 30 min. para desnaturalizar el ADN vy, a
continuacion, se neutralizé con borato de sodio 0,1 M. La incorporacion de BrdU se
determino por inmunocitoquimica utilizando anticuerpos monoclonales y realizando los

controles correspondientes.
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Inhibicidn de la proliferacion mediante Hidroxiurea

Para evaluar la contribucion de la proliferacion en el cierre de la herida,
utilizamos el inhibidor de la proliferacion Hidroxiurea (HU). Para ello, la solucion de
HU fue preparada inmediatamente antes de su uso, en agua con calidad de cultivo. De
esta solucion, se tomaron alicuotas para obtener una concentracion final de HU 100 uM.
El tratamiento con HU se realizd una hora antes del agregado de C1P, no fue removida

ni suplementada a los cultivos a lo largo de los ensayos de migracion.

Analisis estadistico

Los resultados muestran el porcentaje de al menos 3 experimentos
independientes (+ desvio estdndar), a menos que se indique lo contrario. En cada
experimento cada condicién fue realizada por triplicado. Para los andlisis de la
evaluacion de la proliferacion por inmunocitoquimica se analizaron un total de 15
campos (elegidos al azar) por réplica. En los ensayos de migracion, se analizaron al
menos 15 fotografias por replica. La significancia estadistica se evalu6 mediante la
prueba t de Student o ANOVA segln se especifique, considerando significativo un
valor p < 0,05. Para realizar los graficos y el analisis estadistico se utilizé el programa
GraphPad Prism 5. Las imagenes mostradas de cultivo celular son representativas de

cada resultado.
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Caracterizacion de las Células Gliales de Miiller en cultivos
primarios

Para iniciar este trabajo, caracterizamos las Células Gliales de Muller (CGM) en
los cultivos primarios utilizados en los experimentos. Estos cultivos obtenidos a partir
de rata de 3 dias posnatal (PN.) estan enriquecidos en CGM de retina. Los cultivos
Ilegaron a confluencia a los 15 dias in vitro (d.i.v.), conformando una monocapa donde
se observaron CGM de gran tamafo, aproximadamente 50 pm de largo, con el cuerpo
celular irregular y ahusado y un gran nacleo (Fig. 7 A). La caracterizacion de estas
células se realizd por inmuno-citoquimica, evaluando la expresion de marcadores
especificos, como la vimentina, la proteina glial fibrilar &cida (GFAP) y la glutamina
sintetasa. La vimentina y la GFAP son filamentos intermedios especificos del
citoesqueleto de las células gliales. La glutamina sintetasa (GS) es una enzima utilizada
por las CGM para reciclar el neurotransmisor glutamato, una de sus funciones
caracteristicas. Marcamos los cultivos primarios con anticuerpos especificos anti-
vimentina, anti-GFAP y anti-GS. La inmuno-marcacion demostro que las células de los
cultivos expresaban los marcadores gliales GS, vimentina y GFAP (Fig. 7 B, Cy D
respectivamente), corroborando asi que las células utilizadas en este trabajo son

efectivamente CGM.
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Figura 7: Caracterizacion de células gliales de Muller. Fotomicrografias de fase (A) y
confocal (B - D) de cultivos primarios de CGM confluentes de 15 d.i.v. obtenidos a partir de
ratas PN 3. Las células de estos cultivos expresan GS (rojo en B), vimentina (verde en C) y
proteina &cida fibrilar glial (GFAP- rojo en D). Los nucleos fueron tefiidos con DAPI (azul
en B-D). La barra de escala representa 20 um.

Caracterizacion del proceso de migracion de las Células Gliales
de Muller

La reparacion de tejidos es un mecanismo por el cual diferentes tipos celulares
se activan para reparar el sitio dafiado mediante la formacion de una cicatriz. En la
retina las células encargadas de esta reparacion son las CGM vy las celulas del EPR,
mediante la adquisicion de la capacidad de migrar y proliferar (Bringmann and
Wiedemann 2012; Tackenberg et al. 2009). El proceso de migracion se inicia para
permitir que las células lleguen a la zona dafada para poder repararla. Pero estas células
pueden migrar de manera exacerbada o a lugares inadecuados, provocando alteraciones
en la estructura de la retina. Los mecanismos y factores que regulan esta migracién no

estan claramente establecidos.

61



Para investigarlos, en primer lugar, evaluamos el proceso de migracion en las
CGM. Cultivos de CGM de 15-18 d.i.v., confluentes, fueron incubados sin suero
durante 24 hs. Posteriormente, se provocé un estimulo mecéanico mediante la realizacion
de una herida con la punta de un tip de 200pl, lo que produjo la ruptura tanto de las
uniones intercelulares como de la unidn al sustrato. Al comparar las fotomicrografias de
fase de la herida en un cultivo control (DMSO) a tiempo inicial o tiempo 0 (Fig. 8
izquierda) y otra después de 24 hs (derecha), notamos que el area libre de células se
redujo levemente. Ademas, después de 24 horas se observo la extension de filopodios
sobre la herida (Fig. 8 B, flechas), lo que permitié el desplazamiento celular y que
células de lados opuestos de la herida llegaran a hacer contacto entre si. Esto indica que
en condiciones controles las CGM activaron mecanismos intrinsecos de motilidad

celular frente al estimulo mecanico para reparar la herida.

Figura 8: Migracion de las CGM inducidas por el dafio mecénico. Fotomicrografias de
fase de las CGM a tiempo 0 (izquierda) y después de 24 hs (derecha) de la realizacion de la
herida. Notar la mayor cantidad de filopodios (flechas) extendiéndose sobre la herida a las
24 hs que a tiempo 0. La barra de escala representa 20 um.

La ceramida-1-fosfato estimulé la migracion de las CGM

Una vez caracterizado el modelo de migracion para las CGM, evaluamos si la
C1P tenia un rol en este proceso. Para ello cultivos confluentes de células gliales fueron
privadas de suero durante 24 hs, y luego de realizar la herida fueron suplementados con
diferentes concentraciones de C1P en el rango de 5uM a 30uM o con DMSO. Este
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rango de concentraciones fue elegido debido a que promueve la migracién de diferentes
tipos celulares (Granado et al., 2009; Arana et al., 2013; Kim et al.2013 Rivera et al.
2015; Presa et al., 2016 y Gomez-Mufioz et al., 2016). El tratamiento de los cultivos con
C1P aumento la motilidad glial comparada con la observada en los controles. Ademas,
promovid la formacion de filopodios y lamelipodios, que se extendieron sobre el area de
la herida (Fig. 9 A, cabezas de flecha). Al comparar las dos condiciones experimentales
determinamos que el ancho de la herida (&rea libre de células) se redujo en los cultivos
tratados con C1P 10uM. Esta disminucion en el ancho de la herida indica que las CGM
se desplazaron avanzando sobre el area libre de células, reduciéndola. También
observamos mayor cantidad de células sobre la herida en los cultivos tratados con C1P
que en aquellos tratados con el vehiculo (Fig. 9 A). Las diferentes concentraciones de
C1P evaluadas produjeron un aumento en la migracion de las CGM. Sin embargo, solo
a partir de 10uM las diferencias en la migracion entre controles y tratados con C1P
fueron significativas (Fig. 9 B). Por tanto, en base a estos resultados decidimos realizar
los experimentos siguientes con una concentracion de C1P 10uM. Para evaluar la
motilidad de las CGM en los cultivos controles y aquellos tratados con C1P 10uM,
cuantificamos el area libre de células a 0 y 24 hs después de realizada la herida en cada
condicién. Determinamos que mientras las CGM solo cubrieron el 12,43 + 1,8 %de la
herida en los cultivos controles, en cultivos tratados con C1P las CGM avanzaron hasta
cubrir méas del 22,27 + 2,2 % de la herida (Fig. 10).
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Figura 9: C1P promueve la migracion de las CGM. A los 15 d.i.v los cultivos fueron
privados de suero durante 24 hs., y luego de realizar la herida, se recambid el medio.
Posteriormente los cultivos se suplementaron con diferentes concentraciones de C1P o su
vehiculo (DMSO) y se cultivaron durante 24 hs. (A) Fotomicrografia de CGM con el
citoesqueleto de actina marcado con faloidina (izquierda, roja), nucleos marcados con
DAPI (centro, azul) y la superposicion (derecha), en controles (fila superior) y cultivos
suplementados con 10 uM C1P (fila inferior). La adicién de C1P estimulé la extension de
lamelipodios (puntas de flecha), la localizacion de células sobre la herida y por
consiguiente, la migracion glial. La barra de escala representa 20 um. Las barras en (B)
representan el porcentaje de migracion relativa provocada por diferentes concentraciones
de C1P en relacidn al control (migracion relativa; medias + SD; n=3). *p <0.05 diferencias
significativas en relacion al control.
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Figura 10: Porcentaje de migracién de las CGM inducida por C1P 10uM. Las barras
indican el promedio del porcentaje de migracién de C1P y de su respectivo control de tres
experimentos (medias + SD);**p<0.01; diferencia significativa con respecto al control.

La proliferacion de las CGM no participo en el cierre de la
herida promovida por Ceramida-1-fosfato

Ademas de incrementar la migracién, algunos tipos celulares aumentan su tasa
de proliferacion para asi lograr reparar los tejidos frente a diferentes tipos de dafio. Se
ha reportado que la C1P estimula la proliferacién en varios tipos celulares (Presa et al.
2016). Para evaluar una posible contribucion de la proliferacion en el cierre de la herida,
estudiamos este proceso mediante la incorporacion del nucleétido bromo-deoxiuridina
(BrdU) en cultivos gliales tratados con DMSO y con C1P 10uM (Fig. 11, paneles
superior e inferior, respectivamente). La incorporacion de BrdU y por lo tanto la tasa de
proliferacion, en ambas condiciones fue baja. ElI agregado de C1P no estimulé la
proliferacion, ya que la cantidad de ndcleos BrdU-positivos se mantuvo similar en las
condiciones control y tratados con C1P. Por otro lado, las células de los margenes de la
herida no incorporaron el nucle6tido BrdU en ninguna de las condiciones mencionadas
y tampoco se observaron células BrdU-positivas sobre la herida. Estos datos nos
sugieren que el cierre de la herida en la monocapa de CGM se debi6 principalmente a la

migracién y no a la proliferacién de estas células.
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Figura 11: Efecto de la C1P en la proliferacion de las CGM luego del dafio mecéanico.
Fotomicrografias de CGM en cultivos controles (panel superior) y tratados con C1P 10uM
(panel inferior) durante 24 hs. El citoesqueleto de actina se visualiz6 con un anticuerpo
anti-actina (verde), los nucleos en division con anticuerpos anti-BrdU (rojo) y los nucleos
con DAPI (azul). La superposicion de estas citoquimicas se observa en la dltima columna
(merge). La incorporacion de BrdU fue baja y similar en ambas condiciones. Ademas, no se
observaron células con nucleos BrdU positivos en los margenes de la herida ni en el area
central de ésta. La barra de escala representa 20um.

Vias de sefalizacion involucradas en la estimulacién de la
migracion de las CGM por la ceramida-1-fosfato

El agregado de C1P aumentd la migracion glial y redujo el ancho de la herida.
Para que la migracion ocurra, se activan multiples vias de sefializacién que culminan en
la reorganizacion del citoesqueleto de actina y la formacién de filopodios y
lamelipodios (Mayor and Etienne-Manneville 2016; Rivera et al. 2016). Evaluamos las
vias de sefializacion involucradas candnicamente en la migracion, como aquellas que
han sido reportadas por ser intermediarias de los efectos de C1P en la migracion de
diferentes tipos celulares. Para analizar estas vias, cultivos confluentes de CGM fueron
incubados durante 1 h con U0126 10uM, LY294002 25uM, SB203580 5uM vy
SP600125 50uM, inhibidores especificos de las vias de la Proteina quinasa regulada por
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sefiales  extracelulares/quinasa activada por mitogenos (ERK/MAPK), la
fosfatidilinositol 3 quinasa/proteina quinasa B (PI3K/Akt), la p38 MAP quinasa
(P38/MAPK) vy la quinasa c-Jun N-terminal (JNK), respectivamente. Las
concentraciones utilizadas de U0126, LY?294002, SB203580 fueron elegidas a partir de
trabajos previos realizados en nuestro laboratorio (Simoén et al. 2015). Por su parte la

concentracion de SP600125 fue elegida a partir de la busqueda bibliografica.

La C1P activé la via de PI3K/Akt para promover la migracion de
las CGM

El tratamiento de los cultivos con LY294002 25uM, inhibidor de PI3K/AKkt,
redujo la migracion tanto en los controles como en los cultivos tratados con C1P 10uM
(Fig. 12). Al comparar las fotomicrografias de las diferentes condiciones (Fig. 12 A),
observamos que el tratamiento de los cultivos con LY294002 25uM no permitié que las
CGM en los cultivos controles redujeran el area de la herida, mediante la migracion
activada por el dafio mecanico. De la misma manera, el efecto promotor de la migracion
de C1P 10uM se redujo por el pre-tratamiento de los cultivos con LY294002. El ancho
de la herida en los cultivos pre-tratados con LY294002 y luego con C1P, fue mayor que
en los cultivos tratados con C1P (Fig. 12 A). La cuantificacion de la migracion relativa,
esto es, las veces de cambio del porcentaje de migracion con respecto a sus respectivos
controles, evidencid que el tratamiento con LY294002 redujo la migracion activada por
el dafio mecanico en los controles, y previno casi totalmente el aumento en la migracién
promovida por C1P. Estos resultados sugieren que la activacion de la via de PI3K/AKkt
seria clave tanto para la migracion activada por el dafio mecanico, como para el
aumento de la migracion inducida por C1P. Para corroborarlo, decidimos evaluar
mediante WB los niveles de la proteina p-Akt, la forma activa de Akt. Este analisis
demostro la presencia de p-Akt en los cultivos controles, lo cual es consistente con el
requerimiento de la activacion de la PI3K para la migracion glial activada por el dafio
mecanico. El tratamiento de los cultivos con C1P aumentd significativamente los
niveles de p-Akt, corroborando asi que la via de PI3K es necesaria tanto para la
migracion glial activada por el dafio mecanico, como para el aumento de la migracion
promovido por C1P (Fig. 12 C).
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Figura 12: C1P promueve la migracion de las
C CGM a través de la activaciéon de la via de
PI3K/Akt: (A) Fotomicrografias de cultivos de 15
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por la CIP. La escala representa 20 um. En (B) las
barras indican el porcentaje de migracion de cada
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La C1P actu0 a través de la via de la JNK para promover la
migracion glial

Una de las vias involucradas en la migracion celular es la regulada por la JNK.
Evaluamos si esta via estaba involucrada en la migracion de las CGM y en el aumento
de la migracion por parte de C1P. Cultivos confluentes de CGM de 15 d.i.v. fueron
privados de suero durante 24 hs, y luego de realizar la herida, fueron tratados durante 1
h con un inhibidor especifico de la via de JNK, SP600125 50puM. A continuacion, se
agregd DMSO o C1P vy se incubd durante 24 hs. El pre-tratamiento con SP600125
redujo ligeramente la migracion de las CGM inducida por el dafio mecanico. En los
cultivos con SP600125 el ancho de la herida se redujo menos que en los controles luego
de 24 hs (Fig. 13 A). El tratamiento de los cultivos con SP600125 antes de agregar C1P
10uM redujo marcadamente la migracién promovida por este esfingolipido; es de notar
que el ancho de la herida de los cultivos tratados con C1P, es mucho menor que los
cultivos tratados con C1P + SP600125 (Fig. 13 A). El andlisis cuantitativo demostro que
el tratamiento con SP600125 disminuyo leve pero significativamente la migracion de
las CGM inducida por el dafio mecanico, y redujo significativamente el aumento en la
migracion promovido por la C1P, que se mantuvo al nivel de los controles (Fig. 13 B).
Estos resultados sugieren que la C1P requiere de la activacion de la via de JNK para

promover la migracion glial.
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Figura 13: C1P promovid la migracion de las CGM a través de la activacion de la via de
JNK. (A) Fotomicrografias de cultivos de 15 d.i.v de CGM confluentes tratados con DMSO,
SP600125, C1P y C1P + SP600125, donde se observa el citoesqueleto de las CGM
marcado con faloidina (rojo) y los nucleos con DAPI (azul). El tratamiento de los cultivos
con SP600125 inhibié levemente la migracion, e inhibié el aumento de la migracion
promovido por la CIP. La barra de escala representa 20 um. En (B) las barras indican el
porcentaje de migracion de cada condicion relativa al control, de tres experimentos (medias
+ SD);**p<0.01; diferencia significativa con respecto al control. ### p<0.001 con respecto
aC1P.

La C1P promovio la migracion glial a través de la via de la
ERK/MAPK

Para evaluar el posible rol de la via ERK/MAPK en los efectos de C1P sobre la
migracion glial utilizamos U0126, un inhibidor especifico para las MAP quinasa,
MEK1 y 2, que fosforilan a ERK 1 y 2. El tratamiento de los cultivos de CGM con
U0126 10uM reveld que la via de ERK/MAPK no intervino en la migracion inducida
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por el dafio mecanico observada en los controles (Fig. 14 A). Por el contrario, el pre-
tratamiento con U0126 de los cultivos durante 1 h, inhibid la estimulacion de la
migracion glial inducida por la C1P, que si se observd en ausencia de este inhibidor
(Fig. 14 A). Un analisis cuantitativo demostro que en cultivos pre-tratados con U0126 la
migracion glial fue similar que en los controles. Sin embargo, el tratamiento con U0126
antes del agregado de C1P, inhibi6 el aumento de la migracion promovida por este
esfingolipido (Fig.14 B). Esto sugiere que la C1P estimula la via de ERK/MAPK para
promover la migracion de las CGM, pero a diferencia de las vias de PI3K/Akt y la de
JNK, la via de ERK/MAPK no interviene en la migracion de las CGM inducida por el

dafo mecanico, en condiciones controles.
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Figura 14: La C1P promueve la migracion de las CGM a través de la activacion de la via
de ERK/MAPK: (A) Fotomicrografias de CGM con el citoesqueleto de marcado con
faloidina (rojo) y los nucleos con DAPI (azul). Las variaciones en el ancho de la herida
sugieren que el tratamiento de los cultivos con U0126 no alterd la migracion de las CGM
inducida por el dafio mecanico en controles, pero inhibi6 el aumento de la migracién
promovida por la CIP. La barra de escala representa 20 um. En (B) las barras representan
el promedio del porcentaje de migracion de cada condicidn relativa al control (medias + SD;
n=3);**p<0.01; diferencia significativa con respecto al control. ## p<0.01 con respecto a
C1P.
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La C1P no utilizo la via de p38/MAPK para promover la
migracion glial

Para continuar con el estudio de las posibles vias de sefializacion involucradas
en el efecto promotor de C1P en la migracién glial, analizamos el papel de la via de
p38/MAPK. Para ello los cultivos confluentes de células gliales fueron pre-tratados con
SB203580 5uM, un inhibidor especifico para esta via, inmediatamente después de
realizada la herida. El tratamiento de los cultivos con el inhibidor de P38/MAPK no
alterd la migracion glial en los cultivos controles, inducida por el dafio mecénico (Fig.
15 A). La C1P estimul6 la migracion de las CGM, y este efecto no fue alterado por el
tratamiento de los cultivos con SB203580 5uM 1 h antes del agregado de la C1P (Fig.
15 A). El ancho de la herida de los cultivos controles y aquellos tratados con SB203580
no mostraron diferencias significativas entre si. De igual modo, el ancho de las heridas
de cultivos tratados con C1P y aquellos tratados con SB203580 + C1P no mostraron
diferencias entre si. (Fig. 15 A). Esto sugiere que la via de p38/MAPK no intervino ni
en la migracién activada por el dafio mecanico, ni en la promocién de la migracion por
parte de C1P. El andlisis cuantitativo, demostré que el pre-tratamiento con SB203580
5uM no afectd la migracién glial en los cultivos controles ni redujo el estimulo de C1P
sobre dicha migracion (Fig.15 B). Esto nos permitié concluir que la via de P38/MAPK
no participa en la migracion glial promovida por C1P ni en aquella activada por el dafio

mecanico.
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Figura 15: La C1P no activa la via de p38/MAPK para promover la migracién de las
CGM. (A) Fotomicrografias de cultivos de 15 d.i.v de CGM confluentes, con su citoesqueleto
visualizado con faloidina (rojo) y los ndcleos con DAPI (azul). Una vez realizada la herida,
los cultivos fueron tratados durante 1 h con SB203580, y luego con C1P o DMSO. La
ausencia de variaciones en el ancho de la herida sugiere que el tratamiento de los cultivos
con SB203580 no alter6 la migracion de las CGM inducida por el dafio mecénico (en
controles), ni la promovida por la C1P. La barra de escala representa 20 um. En (B) las
barras representan el promedio del porcentaje de migracion de cada condicion relativa al
control (medias £ SD; n=3);**p<0.01; diferencia significativa con respecto al control.
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La Ceramida-1-fosfato activo a la Fosfolipasa A2 citosolica para
promover la migracion glial

La Fosfolipasa A2 citosolica (CPLA2) actia como uno de los mediadores de las
funciones de C1P en diferentes procesos como inflamacion y proliferacion. Debido a
esto, nos preguntamos si la cPLA: participaria en la migracion de las CGM inducida por
C1P. Utilizando ATK, un inhibidor especifico para la cPLA2, bloqgueamos la actividad
de esta enzima, para asi evaluar su papel en la induccion de la migracion por parte de
C1P. Una vez realizada la herida, los cultivos fueron tratados con ATK 5uM durante 1
h, tras lo cual se adicioné C1P o su vehiculo a las diferentes condiciones. Los resultados
asi obtenidos nos sugieren que la cPLA> no intervino en la migracion de las CGM
estimulada por el dafio mecanico. En cultivos de CGM en presencia de ATK, el ancho
de la herida fue similar al de los controles, sugiriendo que ATK no inhibi6 la migracion
glial (Fig. 16 A). En contraste, el pre-tratamiento con ATK 5uM durante 1 h antes del
agregado de C1P blogue0 el efecto de C1P sobre la migracién de las CGM (Fig. 16 A).
El ancho de la herida de los cultivos tratados con ATK y C1P fue mayor que en los
tratados solamente con C1P, lo que sugeriria que la cPLA: seria activada por la C1P
para estimular la migracion glial. El analisis cuantitativo demostré que la inhibicién de
la actividad de la cPLA: no alterd la migracion glial activada por el dafio mecénico. Por
el contrario, el tratamiento con el inhibidor de la cPLA; inhibi6 el aumento de la
migracion de las CGM promovido por C1P, que fue practicamente igual a la observada

en las CGM perteneciente a los controles (Fig. 16 B).
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Figura 16: La C1P promueve la migracion de las CGM a través de la activacion de cPLA..
(A) Fotomicrografias de cultivos de 15 d.iv de CGM confluentes tratados con ATK
inmediatamente después de realizarse las heridas, y luego de 1 h tratados con C1P. Se
observan las CGM, cuyo citoesqueleto de actina se visualiz6 con faloidina (rojo) y sus
nicleos con DAPI (azul). Las variaciones en el ancho de la herida sugieren que el
tratamiento con ATK no alter6 la migracion de las CGM inducida por el dafio mecanico (en
controles), pero inhibié el aumento de la migraciéon promovida por la C1P. La barra de
escala representa 20 um. En (B) las barras representan el promedio del porcentaje de
migracién de cada condicion relativa al control (medias + SD; n=3);**p<0.01; diferencia
significativa con respecto al control. # p<0.05con respecto a C1P.
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La sintesis endogena de C1P fue esencial para la migracion de
las CGM

Como observamos en los experimentos anteriores, el dafio mecanico activo
levemente la migracion glial, a través de las vias de PI3K/Akt y en menor medida de
JNK. Ante este hecho, nos preguntamos si la sintesis basal de la C1P podria estar
involucrada en la migracion glial. La enzima que genera la C1P es la Ceramida Quinasa
(Cerk), que en mamiferos es la Unica enzima que se conoce con esta funcion.
Evaluamos entonces el posible rol de la sintesis enddgena de la C1P en la migracién de

las CGM a través de la utilizacion del NVP231, un inhibidor especifico de CerK.

En primer lugar, investigamos la expresion de CerK en las CGM, mediante
retro-transcripcion y separacion de los fragmentos de cDNA en gel de agarosa. EI ARN
fue extraido de cultivos gliales de 15 d.i.v privados de suero durante 24 hs, para evaluar
la expresion de CerK en las mismas condiciones en las cuales se realizaron los
experimentos. Con este ensayo demostramos que las CGM expresaron la CerK de

manera constitutiva (Fig. 17 A).

A continuacion, inhibimos la sintesis endégena de C1P mediante la utilizacion
de NVP231 y asi evaluamos los efectos de la ausencia de C1P en la migracion de las
CGM frente al dafio mecanico. Para ello, cultivos confluentes fueron privados de suero
durante 24 hs., tras lo cual se realiz6 la herida e inmediatamente después los cultivos
fueron tratados con NVP231 1uM. Este inhibidor es reversible, por tanto, no se removié
el medio que lo contenia ni fue agregado nuevamente. Los resultados obtenidos
sugieren que la inhibicion de la sintesis de C1P con NVP231 1uM bloque6
completamente la migracion activada por el dafio mecanico. Es de notar que el ancho de
la herida en cultivos con NVP231 fue notablemente mayor que en los controles después
de 24 hs (Fig. 17 A). Esto sugiere que la inhibicion de la sintesis de C1P bloque¢ la
migracion glial que ocurria en ausencia de C1P exdgena (Fig. 8). El analisis cuantitativo
evidencié que el tratamiento de los cultivos gliales con NVP231 1uM inhibid
aproximadamente el 85 % de la migracion glial inducida por el dafio mecanico (Fig. 17
C).
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Figura 17: La sintesis endégena de C1P fue esencial para la migracion de las CGM. (A)
electroforesis en gel de agarosa del cDNA de CerK obtenido mediante RT-PCR a partir de
cultivos de CGM. Las columnas indican: 1; marcador de peso molecular. 2: cDNA de CGM.
3; ARN de CGM (control negativo). 4; cDNA de cerebro de rata (control positivo). 5; ARN
de cerebro de rata. 6, primers de CerK. Bandas especificas de CerK de 200 pb fueron
observadas en las calles 2 y 4. (B) Fotomicrografias de cultivos de 15 d.i.v de CGM, cuyo
citoesqueleto se visualizé con faloidina (rojo) y sus nucleos con DAPI (azul). Después de
realizada la herida, los cultivos fueron tratados con NVP231 1uM por 1h, tras lo cual se
agrego C1P. Las variaciones en el ancho de las heridas sugieren que el tratamiento de los
cultivos con NVP231 redujo la migracion de las CGM inducida por el dafio mecanico y este
efecto no pudo ser revertido por el agregado de C1P. La barra de escala representa 20 pm.
En (C) las barras representan el promedio de tres experimentos de los porcentajes de
migracién de cada condicion relativos al control (medias + SD; n=3);**p<0.01; diferencia
significativa con respecto al control, ## p<0.01; diferencia significativa con respecto C1P.
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Frente al dafio mecéanico, las CGM reordenan su citoesqueleto de actina para
formar filopodios y asi avanzar sobre la herida. Este reordenamiento de las fibras de
actina, asi como la formacién de filopodios fue visible en las CGM en los cultivos
controles (Fig. 18 A, flechas). En contraste, cuando los cultivos fueron suplementados
con NVP231 la inhibicion de la sintesis enddgena de C1P produjo una marcada
retraccion de los lamelipodios y filopodios, y de la reorganizacion del citoesqueleto,
observandose una notable retraccién y la acumulacion de actina en los bordes celulares
(Fig. 18 A, puntas de flechas). Estos datos sugieren que frente al estimulo mecanico las
CGM sintetizaron C1P para promover la reorganizacion del citoesqueleto de actina para
migrar, proceso que fue blogueado completamente cuando los cultivos fueron tratados
con NVP231.
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Figura 18: La inhibicion de la sintesis de C1P no altera la viabilidad de las CGM. (A)
Fotomicrografias de cultivos de 15 d.i.v de CGM confluentes, cuyo citoesqueleto se visualizd
con faloidina (rojo) y sus ntcleos con DAPI (azul). Se observan fibras de stress y filopodios
en las CGM en condiciones control (flechas), mientras que en presencia de NVP231 las
CGM se retraen, y se observa la ausencia de filopodios y la acumulacion de filamentos de
actina en los bordes celulares (cabezas de flechas). (B) El andlisis de la funcionalidad
mitocondrial como indicador de la viabilidad celular, por el ensayo de MTT, denota que el
tratamiento del NVP231 no alterd la viabilidad de las CGM. Las barras representan el
promedio del porcentaje de viabilidad relativa al control. ns= no significativo (medias + SD;
n=3).

La pronunciada retraccion celular es un cambio morfol6gico caracteristico
también del dafio en las células que antecede a la muerte de las células. Para evaluar si

la inhibicion de la sintesis de C1P activaba la muerte celular analizamos la viabilidad
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celular en cultivos tratados con NVP231. Mediante el ensayo de MTT, que utiliza la
actividad mitocondrial como indicador de la viabilidad celular, demostramos que los
cultivos controles y los tratados con NVP231 no mostraron diferencias significativas
entre si. Esto indica que el tratamiento con NVP231 no alterd la supervivencia de las
CGM (Fig. 17 B). Este resultado nos sugiere que el reordenamiento del citoesqueleto de
actina no estaria provocando la muerte celular, al menos durante las 24 hs. en que las

células estuvieron en contacto con el NVP231.

La adicion de C1P no rescato el blogueo en la migracion de las
CGM provocado por la inhibicion de la sintesis de C1P

Los resultados descriptos demostraron que el agregado exdgeno de C1P
estimuld la migracion de las CGM y que la sintesis endogena de C1P fue necesaria para
que las células gliales migren, ya sea como mediador intracelular o como molécula
sefial que es liberada al exterior celular y actia mediante receptor. Pero entonces ¢Como
actta la C1P para promover la motilidad en las células? Dilucidar si la C1P end6gena es
clave en la migracion de las CGM o si la C1P exdgena puede por si misma estimular la
migracion glial, nos llevo a disefiar el siguiente experimento. Cultivos confluentes
fueron tratados durante 1 h con NVP231 1uM inmediatamente después de realizar la
herida, y luego fueron suplementados con C1P o DMSO, para ser fijados luego de 24
hs. La inhibicion de la sintesis endégena de C1P bloqued el aumento de la migracion
glial promovido por el agregado de C1P. En este experimento, el agregado de C1P
10puM disminuy6 el ancho de la herida marcadamente en comparacion con cultivos
controles. Por su parte, la inhibicion de la sintesis de C1P redujo la migracion celular
activada por el dafio mecanico, y el agregado de C1P 10uM fue incapaz de restaurar
esta motilidad celular (Fig. 17 B). El andlisis cuantitativo evidencié que el tratamiento
con NVP231 1uM redujo la migracioén celular y que el agregado de C1P 10uM no pudo
restaurar la motilidad celular, sino que esta se mantuvo significativamente por debajo de
la observada en las CGM en condiciones controles (Fig. 17 B). Estos resultados
sugieren que la sintesis intracelular de C1P es esencial para la migracion glial y que el
agregado exogeno de C1P podria estimular dicha sintesis para asi promover la

migracion de las CGM.
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Los niveles de C1P no fueron alterados por al dafio mecanico

Frente a distintos tipos de dafios, como irradiacion con rayos gamma (Kim et al.
2012), los niveles de C1P aumentan en diferentes tejidos. En base a esto, decidimos
evaluar si las CGM alteraban los niveles de C1P frente al dafio mecanico inducido por
la herida. Para ello los cultivos gliales fueron incubados durante 2 hs con un analogo de
la ceramida (Cer), la NBD-Cer 1uM, una Cer fluorescente altamente metabolizable, tras
lo cual se realizo la herida y se incub6 por dos hs mas. Esta incubacién nos permitio
medir la sintesis de C1P, ya que las células usan esta NBD-Cer como sustrato para
generar diferentes metabolitos, entre los que se encuentra la C1P. Una vez finalizada la
incubacidn, se extrajeron los lipidos y se separaron por cromatografia en capa fina. Este
estudio demostré que el dafio mecanico no modifico los niveles de C1P comparados con
los observados en los cultivos controles, al menos en las condiciones bajo las cuales se
realizaron los experimentos (Fig. 19 A). Un analisis cuantitativo de las intensidades de
banda de los diferentes esfingolipidos revel6 que los niveles de NBD-C1P sintetizados
por las células gliales antes y después del dafio mecanico no presentaron diferencias
significativas entre si (Fig. 19 B). Tampoco se detectaron diferencias en los niveles de
NBD-esfingomielina (NBD-SM) ni en los de NBD-glucosilceramida (NBD-GlcCer),
que fueron sintetizadas también por las CGM en cultivos con y sin herida. Estos
resultados sugieren que al menos bajo las condiciones experimentales dadas, no hubo un
aumento significativo en los niveles de C1P sintetizados por las CGM frente al dafio
mecanico, aunque no nos permite descartar aumentos locales de C1P en las células

situadas junto a la herida.
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Figura 19: Los niveles de C1P no fueron alterados por el dafio mecanico provocado por la
herida. (A) Separacion de los metabolitos de NBD-ceramida (NBD-Cer) mediante
cromatografia en capa fina. Cultivos gliales de 15 d.i.v fueron incubados durante 2 hs con
NBD-Cer. Posteriormente se realizo la herida (estimulacién por dafio mecénico) a una parte
de los cultivos, mientras que a la otra (control) no se le realizo, y se los incubd por dos hs
mas. Los lipidos de la fase organica de las distintas muestras, se separaron por
cromatografia en capa fina. SM, esfingomielina; GlcCer, glucosil ceramida, Std, estandar.
En (B) las barras representan las intensidades relativas de las bandas correspondientes a los
diferentes metabolitos de NBD-Cer (medias = SD; n=3).

El agregado conjunto de C1P y S1P no tuvo efecto aditivo sobre
la migracion glial

Como mencionamos en la introduccién, los esfingolipidos bioactivos estan
involucrados en diversas funciones bioldgicas y su accion esta intimamente relacionada
con sus tasas de sintesis y degradacion, en el marco de un metabolismo complejo y

altamente interconectado. La S1P, otro esfingolipido bioactivo, ademas de estar
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relacionada metabdlicamente con C1P, estimula la migracion de las CGM (Simén et al,
2015). Para profundizar en la comprension de los mecanismos de accion de la C1P y
determinar si ambos esfingolipidos tienen un efecto sinérgico o aditivo en la migracién
de CGM, evaluamos su interaccién con la S1P. Para ello, luego de 24 hs en ausencia de
suero e inmediatamente después de realizar la herida, los cultivos fueron tratados con
C1P 10uM, S1P 5uM, C1P 10u + S1P 5uM o sus vehiculos. El andlisis del efecto de
estos tratamientos demuestra que tanto la C1P como la S1P promovieron la migracion
de las CGM cuando se agregaron individualmente, reduciendo el area de la herida, pero
su agregado conjunto no tuvo un efecto aditivo. Es decir, los tratamientos con C1P, S1P
o la adicion conjunta de ambos, redujeron el area de la herida en comparacién al
control, pero entre ellos no hubo variacion en cuanto al ancho de las heridas (Fig. 20 A).

El andlisis cuantitativo de la variacion en el area de las heridas demostrd que la
magnitud de la migracion promovida por S1P y C1P agregadas individualmente, no
mostrd diferencias significativas con la migracion promovida por los dos esfingolipidos
agregados juntos (Fig 20 B). Este andlisis también demuestra que la C1P y la S1P
estimularon la migracion en la misma magnitud. Estos resultados sugieren que las vias
por las cuales ambos esfingolipidos actlan son las mismas o estan interrelacionadas,

con un efector comdn rio abajo.
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Figura 20: La adicion combinada de C1P y S1P no tuvo un efecto aditivo sobre la
migracion glial. (A) Fotomicrografias de cultivos de 15 d.i.v de CGM confluentes tratados
con C1P, S1P, C1P + S1P o con sus vehiculos inmediatamente después de realizarse las
heridas. Luego de 24 horas los cultivos fueron fijados y fotografiados. El citoesqueleto de
actina de las CGM se marcé con faloidina (rojo) y los nacleos con DAPI (azul). Es de notar
que si bien el agregado individual de C1P o S1P redujo el tamafio de la herida, esta
variacion fue la misma ante la adicion conjunta de C1P + S1P. La barra de escala
representa 20 um (B). En (B) las barras representan el promedio del porcentaje de
migracion de cada condicion relativa al control (medias + SD; n=3);**p<0.01; diferencia
significativa con respecto al control. ns; no significativo.

Caracterizacion de células del epitelio pigmentario de la retina
de la Linea ARPE-19

Nuestros resultados evidencian gque tanto la C1P agregada exdgenamente como

la sintetizada en forma enddgena promovieron la migracion de las CGM. Dado que las
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células pueden liberar C1P a su entorno, con acciones autocrinas y paracrinas (Kim et
al. 2012), nos preguntamos si la C1P podria ser un regulador general de la migracion en
la retina, impactando sobre otros tipos celulares y promoviendo su migracion. Al igual
que las CGM, las células del epitelio pigmentado de la retina (EPR) son claves en el
establecimiento y desarrollo de las enfermedades neurodegenerativas de este tejido. En
particular, alteraciones en su capacidad de migrar y proliferar contribuyen a las
disfunciones observadas en las patologias retinoproliferativas. Para indagar si C1P
regula la migracion de estas células, utilizamos una linea de células epiteliales de la
retina humana, ARPE-109.

En primer lugar, caracterizamos a estas células epiteliales de la retina mediante
inmuno-marcacion. La proteina de unién al retinaldehido celular (CRALBP) vy la
proteina de 65ka especifica del EPR, RPE65, estan involucradas en la regeneracion de
11-cis retinol, funcion especifica de las células del EPR. Mediante la deteccidén con
anticuerpos anti-CRALB y anti-RPE65 demostramos que las células de la linea ARPE-
19 expresan CRALBP y RPEG65 (Fig. 21). Corroboramos asi, que las células utilizadas
en esta parte del trabajo expresan marcadores caracteristicos de células del epitelio

pigmentario de la retina.

CRALBP RPE65

Figura 21: Caracterizacion de células de la linea de epitelio pigmentario de la retina
ARPE-19. Fotomicrografias de fluorescencia de cultivos confluentes de la linea celular
humana ARPE-19 marcadas con CRALBP (verde) y RPEG65 (verde). Los nucleos fueron
tefiidos con DAPI (azul). La barra de escala representa 20 um.
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La C1P promovio la migracion de las células del epitelio
pigmentario de la retina

A continuacion, evaluamos el efecto del agregado de C1P sobre la migracion de
estas células. Para ello, cultivos confluentes de células de ARPE-19 (5 dias posteriores
al repique) fueron privados de suero durante 24 hs. Posteriormente se realizo la herida e
inmediatamente se tratdé a los cultivos con C1P 10uM o su vehiculo (DMSO). El
tratamiento de los cultivos epiteliales con C1P redujo considerablemente el area de la
herida con respecto al control, debido a que promovié el movimiento celular hacia el

area libre de células, reduciéndola (Fig. 22).

CONTROL C1P

Figura 22: La C1P promueve la migracion de las células del EPR. Fotomicrografias de
cultivos confluentes de la linea ARPE-19 tratados con C1P o su vehiculo inmediatamente
después de realizarse las heridas y fijados después de 24 hs. Las células muestran el
citoesqueleto de actina marcado con faloidina (rojo) y los ndcleos con DAPI (azul). La
barra de escala representa 20 um.

La linea celular ARPE19 tiene una alta tasa de proliferacion, que permite que las
células lleguen a confluencia a los 3 a 5 dias después del repique. Por tanto, para ver si
el cierre de la herida fue promovido por la migracion, proliferacion o por la
combinacion de ambos procesos, realizamos experimentos donde se inhibié la
proliferacion utilizando hidroxiurea (HU), un inhibidor de la divisién celular. Para ello,
cultivos confluentes de la linea ARPE19 fueron privados de suero durante 24 hs, tras lo
cual se los traté durante 1 h con HU 100uM. Una vez transcurrido este tiempo, se
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realizo la herida e inmediatamente se tratd a los cultivos con C1P o su vehiculo. En
forma simultadnea se evalud el efecto de C1P sobre la migracién en cultivos que no

fueron previamente tratados con HU.

El andlisis cuantitativo demostr6 que el pre-tratamiento de los cultivos
epiteliales con HU no altero la magnitud de la migracion activada por el dafio mecanico
que se observa en los controles, ya que su migracion fue la misma en presencia o
ausencia de HU (Fig. 23). Por otro lado, el pre-tratamiento con HU disminuy6 en forma
significativa, pero escasamente el efecto promotor de la migracion de las células
epiteliales inducido por la C1P (Fig. 23 B). Estos resultados sugieren que la migracion
de las células epiteliales fue el principal factor que contribuyd al cierre de la herida
observado en ausencia de C1P, mientras que una mayor proliferacion contribuy6

levemente al aumento del cierre de la herida promovido por C1P.
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Figura 23: Evaluacion de la contribucion de la proliferacion en el cierre de la herida en
ARPE-19. Las barras representan el promedio del porcentaje de migracion de cada
condicién relativa al control (medias = SD; n=3); ns.= no significativo. * p<0.05con
respecto a C1P. Aqui podemos observar una pequefia contribucién de la migracién en el
cierre de la herida promovida por C1P en cultivos de células ARPE-19.

El analisis cuantitativo de las areas de las heridas de cultivos pre-incubados con
hidroxiurea demostrd que el agregado de C1P 10uM aumento significativamente la
migracion de las células del EPR con respecto a los controles (Fig. 24). Los porcentajes
de migracion en los cultivos tratados con C1P fueron de 56 + 4 % mientras que los
porcentajes de los cultivos controles fueron de 39,6 + 3 %, evidenciando un aumento de

la migracion promovido por C1P.
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Figura 24: Aumento del porcentaje de migracién de las células del EPR estimulada por
C1P 10uM. Las barras indican el promedio de tres experimentos de los porcentajes de
migracion de C1P y de su respectivo control (medias * SD);**p<0.01; diferencia
significativa con respecto al control.

La sintesis endogena de C1P fue necesaria para la migracion de
las células del EPR

A continuacién, evaluamos si la sintesis endégena de C1P promovia la
migracion de las células epiteliales frente al dafio mecanico. Para ello, los cultivos
fueron privados de suero durante 24 hs, tras lo cual se realizd la herida e
inmediatamente después fueron tratados con NVP231 1uM. La inhibicion de la sintesis
de C1P con NVP231 disminuy6 la migracién activada por el dafio mecanico presente en
los controles. Es de notar que el ancho de la herida en cultivos con NVP231 fue mayor
que en los controles (Fig. 25 A). Mientras que en los cultivos controles las células del
EPR extendieron sus lamelipodios sobre la herida (Fig. 25 A, flechas), la formacién de
lamelipodios fue totalmente inhibida en presencia de NVP231. Estos resultados indican
que la inhibicion de la sintesis de C1P disminuyo la migracion de las células del EPR, y
por tanto sugieren que dicha sintesis es necesaria para la motilidad celular. El analisis
cuantitativo demostré que el tratamiento de los cultivos epiteliales con NVP231 1uM
redujo a la mitad la migracion inducida por el dafio mecéanico (Fig 25 B). A fin de
descartar una menor motilidad celular debida a una reduccion en la viabilidad,
evaluamos dicho parametro. Mediante el ensayo de MTT demostramos que el
tratamiento con NVP231 no alter6 la viabilidad de las células del EPR (Fig.25 C).
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Figura 26: La sintesis de C1P fue necesaria para la migracion de las células del EPR. (A)
Fotomicrografias de cultivos confluentes de la linea ARPE-19 tratados con NVP231 y su
vehiculo, agregados inmediatamente después de realizada la herida, e incubados durante 24
hs. Las células ARPE-19 fueron marcadas con faloidina (rojo) para visualizar el
citoesqueleto de actina y sus ndcleos con DAPI (azul). La barra de escala representa 20 um
(B). En (B) las barras representan el promedio del porcentaje de migracion de cada
condicion relativa al control. (C) Las barras representan el promedio del porcentaje de
viabilidad relativa al control, determinado por el ensayo de MTT. El analisis de la
funcionalidad mitocondrial como indicador de la viabilidad celular denot6 que el
tratamiento del NVP231 no alterdé la viabilidad de las células del EPR. En los analisis
cuantitativos (B y C) se grafican (medias £ SD; n=3), ** p<0.01; diferencia significativa
con respecto al control. ns.= no significativo
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La adicion de C1P no revirtio el efecto de la inhibicién de la
sintesis de C1P sobre la migracién de las células del EPR

La migracion de las células epiteliales se redujo cuando la sintesis enddgena de
C1P fue inhibida. Esto sugiere que la sintesis enddgena de C1P fue necesaria para la
migracion de las células del EPR, ya sea como mediador intracelular o como molécula
sefial que es liberada al exterior celular y actia mediante un receptor de membrana.
Evaluamos si el agregado exdgeno de C1P podria revertir los efectos de la inhibicion de
la sintesis de C1P en la migracion de las células epiteliales. Para ello, luego de realizar
la herida, los cultivos fueron tratados durante 1 h con NVP231 1 uM, tras lo cual se
agregé C1P 10uM. La inhibicion de la sintesis de C1P redujo notablemente la
migracion celular. EI ancho de las heridas de cultivos tratados con C1P 10uM fue
mucho menor que en los tratados con NVP231 antes de adicionar la C1P. Esto
evidencid que el agregado de C1P 10uM promovio la migracion epitelial, pero en
cultivos pre-tratados con NVP231, la adicion de C1P 10uM no restaurd la motilidad
celular (Fig.26 A).

El anélisis cuantitativo evidencid que el tratamiento con NVP231 1uM redujo a
la mitad la migracion celular y que el agregado de C1P 10uM no restaur6 la motilidad
celular inducida por el dafio mecanico (Fig.26 B). Este resultado sugiere que la
actividad de CerK y la sintesis endégena de C1P fueron necesarias para la activacion de
la migracion de las células del EPR, y que la estimulacion inducida por el agregado

exogeno de C1P también requeriria de dicha sintesis.
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Figura 26: El agregado de C1P no restauré la motilidad celular reducida por la inhibicién
de la sintesis de C1P. (A) Fotomicrografias de cultivos de células del EPR confluentes con el
citoesqueleto marcado con faloidina (rojo) y los ndcleos con DAPI (azul). La barra de
escala representa 20 um. Después de realizada la herida, los cultivos fueron tratados con
NVP231 1uM por 1 h, tras lo cual se agregd C1P. La variacion en el ancho de la herida
(luego de 24hs) sugiere que el tratamiento de los cultivos con NVP231 redujo la migracién
de las células del EPR inducida por el dafio mecanico, y que este efecto no fue restaurado
por el agregado de C1P. (B) las barras representan el promedio de tres experimentos del
porcentaje de migracion de cada condicion relativa al control (medias + SD;
n=3);**p<0.01; diferencia significativa con respecto al control, ## p<0.01; diferencia
significativa con respecto C1P.
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La adicion de S1P no revirtio el efecto de la inhibicion de la
sintesis de C1P sobre la motilidad de las células del EPR

Como mencionamos previamente, la S1P promueve la motilidad de las CGM, y
datos recientes de nuestro laboratorio demuestran que S1P también promueve la
migracion de las células del EPR (Simon et al. 2018). Sabiendo que el agregado de S1P
5uM promueve la migracion celular, es de gran interés evaluar si la S1P podria
promover la migracion de las células epiteliales pese a estar inhibida la sintesis de C1P,
0 si su mecanismo de accion estaria vinculado a esta sintesis. Para ello, luego de
realizada la herida, los cultivos epiteliales fueron tratados con NVP231 1uM por 1 h
antes de agregar la S1P. El tratamiento de los cultivos con S1P estimul6 la migracién
epitelial en ausencia de NVP231 1uM. Al comparar el ancho de las heridas, se observo
que la S1P promovi6 la migracion celular disminuyendo el ancho de la misma (Fig. 27
A). Por el contrario, cuando los cultivos fueron tratados previamente con NVP231 1uM,
el agregado de S1P no restaur6 la motilidad celular. Es de notar, que tanto en los
cultivos tratados con NVP231 como aquellos tratados con NVP231 y S1P la migracion
se redujo en aproximadamente 60 %. Estos datos sugieren que la sintesis endégena de
C1P fue clave en el proceso de migracion de células del EPR, y que el estimulo de la
migracion epitelial generado por el agregado exodgeno tanto de C1P como de S1P

dependieron de esta sintesis.
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Figura 27: El agregado de S1P no restaurd la motilidad celular reducida por la inhibicién
de la sintesis de C1P. (A) Fotomicrografias de cultivos de células del EPR confluentes, con
el citoesqueleto marcado con faloidina (rojo) y los nacleos con DAPI (azul). La barra de
escala representa 20 um. Después de realizada la herida, los cultivos fueron tratados con
NVP231 1uM por 1 h, y luego con S1P por 24 hs. La variacién en el ancho de la herida
sugiere que el tratamiento de los cultivos con NVP231 redujo la migracion de las células del
EPR, y que el agregado de S1P no revirtio este efecto. (B) las barras representan el
promedio de tres experimentos del porcentaje de migracion de cada condicion relativa al
control (medias £ SD; n=3);**p<0.01; diferencia significativa con respecto al control, ##
p<0.01; diferencia significativa con respecto S1P.

La C1P no altero los niveles de proliferacion de las CGM

Numerosos tejidos del sistema nerviosos activan el llamado mecanismo de
reparacion de tejidos frente a una gran diversidad de dafios. Para concretar esta
reparacion, las células diferenciadas adquieren la capacidad de migrar y proliferar luego
de de-diferenciarse. En este trabajo hemos analizado como la C1P regula el proceso de
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migracion. Es de interés establecer si la proliferacion, otro proceso clave en la
reparacion de tejidos, es estimulada por la C1P. Aunque en la retina adulta la
proliferacion no es frecuente, numerosos trabajos reportan que existe una exacerbada
proliferacion en este tejido en diferentes patologias proliferativas. Para tener una vision
integral de los efectos de C1P en la retina, en esta seccion de la Tesis evaluamos el

papel de C1P en la proliferacion de las CGM vy las células del EPR.

En primer lugar, investigamos el efecto de C1P en la proliferacion de las CGM.
Los ensayos de migracion fueron realizados en cultivos confluentes con baja tasa de
proliferacion, y como ya indicaramos, la proliferacion de las CGM en estas condiciones
fue baja, y no observamos un aumento por efecto de la C1P. Dado que la C1P promueve
la proliferacion en distintos tipos celulares (Gémez-Mufioz 2018), decidimos evaluar la
proliferacion en cultivos poco confluentes, donde la proliferacion es elevada. Por tanto,
cuando el cultivo alcanz6 el 50% de confluencia analizamos la incorporacion del
nucleotido BrdU por parte de las CGM. Para ello los cultivos gliales fueron privados de
suero por 24 hs, tras lo cual se adicion6 C1P 10uM y el nucledtido BrdU, y se analiz6
su incorporacion después de 24 hs. En cultivos controles, la proliferacion fue de 24, 2 +
3 % mientras que en los cultivo tratados con C1P la proliferacion fue de 27,7 £ 1,5 %
aproximadamente, un cambio no significativo. Estos resultados demuestran que el
agregado de C1P 10uM no alterd la proliferacion intrinseca de los cultivos, al menos en

las condiciones evaluadas (Fig. 28).
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Figura 28: La C1P no alter6 la tasa de proliferacién de las CGM. Evaluacion de la
incorporacion de BrdU en las CGM en cultivos controles y tratadas con C1P. Las barras
representan el promedio de los porcentajes de proliferacion (nucleos BrdU+/nucleos totales)
de tres experimentos (media = SD; n=3); ns., no significativo.
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La C1P no altero la tasa de proliferacion de las células del EPR

De modo similar evaluamos si la C1P estaba involucrada en la proliferacion de
las células del EPR. Debido a la alta tasa de proliferacion que tienen las células de la
linea ARPE-19, los cultivos se incubaron en ausencia de suero por 24 hs, solo dos hs
después del repique. Aqui, las células presentaban el 20% de confluencia y la tasa de
proliferacion suele ser relativamente mas alta que en cultivos confluentes.
Posteriormente los cultivos fueron tratados con C1P 10uM o su vehiculo, al mismo
tiempo que se adicion6 a ambas condiciones el nucle6tido BrdU, con el que se
incubaron durante 24 hs. El andlisis de la incorporacion de BrdU por parte de las células
del EPR, demostrd que en cultivos controles la proliferacion fue del 68+ 4% y en los
cultivos tratados con C1P 10 1uM la proliferacion fue de 65 + 3% (Fig. 29). Esto
implica que la C1P no alter6 los niveles de proliferacion presente en los controles, al

menos en las condiciones estudiadas.
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Figura 29: La C1P no alter6 la tasa de proliferacion de las células del EPR. Evaluacién de
la incorporacion de BrdU por parte de las células del epitelio pigmentario de retina tratadas
con C1P o su vehiculo. Las barras representan el promedio de los porcentajes de
proliferacion (ndcleos BrdU+/n(cleos totales) de tres experimentos (media + SD; n=3).);
ns., no significativo.
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La inhibicion de la sintesis de C1P disminuyd la proliferacién en
las CGM

Ante la elevada proliferacion observada en condiciones controles, tanto en CGM
como en cultivos de ARPE-19, nos preguntamos si la proliferacion basal era regulada
por la sintesis enddgena de C1P. Para ello evaluamos si la inhibicion de la C1P
sintetizada intracelularmente disminuia la proliferacién de las CGM. Los cultivos
gliales con 50% de confluencia, fueron privados de suero durante 24 hs, tras lo cual se
los traté con NVP231 1uM o DMSO. Al mismo tiempo se incorporé al medio el
nucleotido BrdU y se incubd durante 24 hs. El tratamiento con NVP231 1uM redujo la
proliferacion de las CGM. En los cultivos controles, la proliferacion de las CGM fue de
245 = 15% mientras que en aquellos cultivos tratados con NVP231 1uM la
proliferacion fue del 10,2 + 3,13 %, una reduccién de més del 50%. (Fig. 30). Estos
datos sugieren que la sintesis enddgena de C1P fue necesaria para la proliferacion de las

CGM, pero el agregado exdgeno de C1P no tendria este efecto.
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Figura 30: La sintesis de C1P fue necesaria para la proliferacion de las células gliales de
la retina. Evaluacion de la incorporacion de BrdU por las CGM, tratadas con NVP231 o su
vehiculo. Las barras representan el promedio de los porcentajes de proliferaciéon (nucleos
BrdU+/nucleos totales) de tres experimentos (media = SD; n=3).); * p<0.05 con respecto al
control.
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La inhibicion de la sintesis de C1P no altero la tasa de
proliferacion de las células del EPR

Por altimo, evaluamos el rol de la sintesis enddgena de C1P en la proliferacion
de las células del EPR. Para ello, los cultivos fueron privados de suero cuando
alcanzaron el 20% de confluencia. Posteriormente se trato a los cultivos con NVP231
1uM o con su vehiculo. Al mismo tiempo se agrego el nucledtido BrdU y se incubd
durante 24 hs. La evaluacion de la incorporacion de BrdU por parte de las células
demuestra que la proliferacion en los controles fue de 76,37 £ 5 % mientras que en los
cultivos tratados con NVP231 1uM la proliferacion fue del 65 + 12%. Aunque notamos
una disminucion entre las condiciones evaluadas, la diferencia en la proliferacion entre
cultivos con y sin NVP231 no fue estadisticamente significativa (Fig. 31). En
consecuencia, la inhibicidn de la sintesis de C1P no alterd los niveles de proliferacion

en estos cultivos.
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Figura 31: La sintesis de C1P no alterd la tasa de proliferacion de las células del EPR.
Evaluacion de la incorporacion de BrdU por las células de epitelio pigmentario de la retina,
tratadas con NVP231 o su vehiculo. Las barras representan el promedio de los porcentajes
de proliferacion (ntcleos BrdU-+/nucleos totales) de tres experimentos (media £ SD; n=3).);
ns., no significativo.
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Las CGM vy las ceélulas del EPR son componentes claves en el progreso de las
enfermedades neurodegenerativas de la retina. Ya sea frente a alteraciones fisioldgicas
como a dafos de diferentes tipos, las CGM y el EPR comienzan alterando levemente
sus funciones a fin de restablecer las condiciones normales o reparar los dafos
existentes. Cruzando una delgada linea, cuando el dafio persiste los procesos asi
iniciados se vuelven contraproducentes y contribuyen al desarrollo de estas
enfermedades. La pérdida de las funciones fisiologicas de las CGM y del EPR es una de
las principales causas del establecimiento y desarrollo de las enfermedades
neurodegenerativas de la retina. Si a esta pérdida de funciones sumamos una
descontrolada migracion y una excesiva proliferacion se originan los casos mas severos
de estas patologias.

Debido a la relevancia de la proliferacion y la migracién de las CGM vy del
EPR en las patologias proliferativas de la retina, el estudio de las moléculas encargadas
de regular la de-diferenciacion, la migracion y la proliferacion de estas células se ha
vuelto un tépico de gran importancia. En este trabajo de Tesis investigamos el posible
rol de la C1P en la regulacién de estos procesos. Nuestros hallazgos demuestran que la
C1P es esencial para la motilidad de las CGM vy las células del EPR. La adicion de C1P
aumento la migracion de las celulas gliales, y la inhibicion de la sintesis de C1P la
bloqueo. A su vez, la C1P exogena no pudo restaurar la motilidad de las CGM cuando
se inhibid su sintesis endogena. Establecimos también que C1P requirio la activacion de
las vias PI3K, ERK / MAPK y JNK y de la cPLA> para promover la migracion de las
CGM. Estos resultados también demuestran que la C1P aumento la migracion de las
células del EPR, que la inhibicion de la sintesis de C1P disminuy6 la motilidad epitelial
y que esta sintesis fue esencial para que la C1P exdgena promoviera la migracion en
estas células (Fig. 32).

Por otro lado, demostramos que la C1P exdgena no promovid la proliferacion en
las CGM, mientras que su sintesis enddgena fue necesaria para la proliferacion de
dichas células. Por su parte, ni la C1P ex6gena ni su sintesis endogena alteraron la

proliferacion de las células del EPR.

98



Regulacion por C1P/CerK en la migracion de las CGM

Las CGM migran ante distintos dafios a la retina. En modelos de dafio inducido
por fotocoagulacién con laser (Tackenberg 2009) y en el desprendimiento de retina
(Asaria and Gregor 2002), las CGM se de-diferencian y su nlcleo adquiere la capacidad
de migrar hacia la zona dafiada, donde proliferan (Lewis et al. 2010; Tackenberg et al.
2009b). Ademas, la hiperglucemia (Subirada et al. 2018), las inyecciones sub-retinianas
del factor del crecimiento de fibroblastos b (bFGF) (Kimura et al. 1999), la hipoxia, la
ruptura de la barrera hemato-retiniana y la inflamacion cronica (Tosi et al. 2014)
también se encuentran entre los dafios que provocan una exacerbada proliferacion y
migracion de las CGM.

Se han identificado diversos factores moleculares como responsables de esta
migracion. Ensayos utilizando la linea de células gliales de Miller MIOM1 demuestran
que el factor de crecimiento fibroblastico 2 (FGF-2) (Romo et al. 2011), la o2
macroglobulina (0-2M) mediante su receptor LRP1 (Barcelona et al. 2013), el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) (Z.-X. Hu et al. 2014), el factor de crecimiento
transformante- (TGF-R) (Luo et al. 2016) y el factor de crecimiento tipo insulina 1
(IGF-1) mediante la activacion de su receptor IGF-1R (Lorenc et al. 2015), promueven
la migracién de las CGM. El IGF-1, también promueve la migracion de las CGM de la
linea de células gliales rMC-1 (Pena et al. 2018).

La mayoria de estos reportes se centran en el analisis de moléculas proteicas, las
cuales son degradadas en el medio extracelular. Por otra parte, la mayoria de esta
informacidn proviene de evaluaciones realizadas utilizando como sistema experimental
lineas celulares con caracteristicas gliales. Indagar en la participacion en la migracion
de moléculas de otra naturaleza y la utilizacion de cultivos primarios de CGM resulta de
gran interés para contribuir al entendimiento integral de la regulacién de este proceso en
las enfermedades neurodegenerativas y particularmente, en las patologias proliferativas
de la retina.

Los esfingolipidos bioactivos C1P, S1P, Cer y Sph estan involucrados en una
gran cantidad de procesos biologicos como supervivencia, proliferacion, angiogénesis,
migracion, e inflamacion (Zhou and Blom 2015). Estos esfingolipidos cumplen un rol
crucial en el control de la supervivencia y la apoptosis, ya que mediante la alteracion en

sus niveles relativos, determinan el destino celular, hiptesis conocida como “reodstato
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esfingolipidico” (Cuvillier et al. 1996; Hait and Maiti 2017). Ademés de la
supervivencia, ha sido ampliamente reportado el papel de los esfingolipidos en los
procesos inflamatorios (Pettus et al. 2004).

Nuestro grupo ha demostrado que la esfingosina-1-fosfato (S1P) induce la
migracion en CGM obtenidas a partir de retinas de rata, mediante la activacion de su
receptor S1IPR3 (Simon et al. 2015). Este hallazgo destaco la relevancia de los
esfingolipidos en el control de procesos que contribuyen a las retinopatias proliferativas
y desperto el interés de indagar en el rol de otros esfingolipidos en dichos procesos. La
C1P es conocida por promover el crecimiento, la proliferacion, la migracion y la
inflamacion de diferentes tipos celulares. Sin embargo, el conocimiento sobre sus
funciones en la retina es muy escaso. En este trabajo, abordamos el estudio del rol de la
C1P en la migracién de las CGM vy las células del EPR, evento que conduce al progreso
de las enfermedades proliferativas de la retina. Avanzar en el conocimiento de la
migracion de ambos tipos celulares contribuiria a establecer los limites pasados los
cuales las CGM vy las células del EPR dejan de proporcionar proteccion y estabilidad

para contribuir al desarrollo de estas enfermedades.

La C1P estimula la migracion de muchos tipos celulares como macréfagos,
mioblastos, preadipocitos, células progenitoras de endotelio y numerosos tipos de
células cancerigenas (Arana et al., 2013; Presa et al., 2016; Gomez-Mufioz et al., 2016;
2018; Kim et al.2013 y Rivera et al. 2015). En la retina, la C1P estimula el desarrollo y
la supervivencia de fotorreceptores (Miranda et al. 2011) mientras que Wang y
colaboradores sugieren que C1P estd involucrada en la inflamacién observada en la
uveitis (Wang et al. 2018).

Para indagar en la participacién de la C1P en procesos patoldgicos de la retina,
evaluamos su efecto sobre la migracion de las CGM. Para que una célula migre, las
fibras de actina del citoesqueleto se organizan en estructuras llamadas filopodios
(gruesas fibras dispuestas paralelamente entre si) y lamelipodios (red en forma de
lamela), prolongaciones de la membrana plasmatica que protruyen del cuerpo celular
hacia el lugar donde la célula debe migrar. Es decir, todos los mecanismos involucrados
en la migracion celular, culminan regulando directa o indirectamente la reorganizacion
del citoesqueleto de actina (Mayor and Etienne-Manneville 2016). Nuestros resultados
demuestran que el agregado exdgeno de C1P aumentd la migracion de las CGM.

Mediante el ensayo de la herida, determinamos que los cultivos tratados con C1P
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tuvieron un mayor porcentaje de cierre de la herida que los cultivos controles. El
agregado de C1P promovio la reorganizacion de las fibras de actina en extensos
filopodios y lamelipodios que avanzaron sobre la herida, e incluso se posicionaron sobre
ella.

Debido a que la C1P promueve la proliferacion, y que el estimulo por el dafio
mecénico podria activar este proceso, decidimos evaluar la proliferacion durante los
ensayos de migracion de las GCM. La evaluacion de la division celular mediante
incorporacion del nucledtido BrdU, demostro que la proliferacion fue similar en los
cultivos controles y en aquellos tratados con C1P. Ademas, no se encontraron nucleos
BrdU positivos ni en los margenes ni en el area libre de células de la herida de cultivos
controles y tratados con C1P. Esto nos permite concluir que el cierre de la herida

promovido por la C1P se origind en la migracion de las CGM y no por la proliferacion.

Las concentraciones de C1P de 5 a 30 uM evaluadas en nuestros experimentos
aumentaron la migracién de las CGM. Elegimos la concentracion 10uM debido que
aumento significativamente la migracion con respecto a los controles. La eleccion de
esta concentracion estd respaldada por tres argumentos diferentes: las concentraciones
de C1P que promueven la migracion en otros tipos celulares, la existencia de un
receptor especifico para C1P y los valores fisioldgicos y patologicos de C1P en plasma.
El primer hallazgo que establecié al estimulo de C1P en la motilidad celular demostrd
que la C1P 30 uM aumenta la migracion en macréfagos de la linea RAW 264. En este
trabajo se utilizaron vesiculas obtenidas por sonicacion de C1P en agua, lo que sugiere
que la concentracion efectiva a la que se expusieron las células podria ser inferior a
30uM (Granado et al. 2009). Si bien se evidencid6 que C1P 100nM aumenta la
migracion de células endoteliales del cordon umbilical humano HUVECs (Kim et al.
2013), se ha demostrado que concentraciones de C1P entre 1 y 10uM promueven la
migracion de células endoteliales de cultivo primario (Hankins et al. 2013; C. H. Kim et
al. 2012), células de rabdomiosarcoma (Schneider et al. 2013) y células de
adenocarcinoma pancredatico (Rivera et al. 2016). La concentracion de C1P 10uM esta
en concordancia con la existencia de un receptor especifico para C1P, de baja afinidad
asociado a la funcion promotora de la migracion por parte de C1P. Si bien no ha sido
aun aislado ni identificado, este receptor tiene una constante de disociacion de 7,8 uM

(Granado et al. 2009; Levi et al. 2010) y pertenece a la familia de receptores acoplados a
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proteina G (GPCR), ya que la inhibicion de estos receptores con la toxina Pertusis Ptx

bloquea los efectos de la C1P en la migracion (Granado et al. 2009).

Los valores de C1P en plasma de personas sanas en condiciones fisioldgicas son
de aproximadamente 0.5uM (Hammad et al. 2010). En plasma de ratones los niveles de
C1P rondan los 0.02 uM, valores que pueden aumentar hasta 20uM (Mietla et al. 2013).
En condiciones patoldgicas las concentraciones de C1P aumentan, como en la uveitis
inducida por LPS (Wang et al. 2018), la irradiacion con rayos y al tejido
hematopoyético (Kim et al. 2012) e hipoxia en miocardio (Kim et al. 2013). Estos
hallazgos sugieren que podemos encontrar concentraciones relativamente altas de C1P
en el entorno celular bajo diferentes condiciones, 1o que da sustento fisioldgico a la

concentracion utilizada en nuestros experimentos.

Basados en estos antecedentes que demuestran la liberacion de C1P por parte de
células levemente dafiadas, nos preguntamos si los niveles de C1P aumentaban en las
CGM frente al estimulo mecéanico producido por la herida. Para ello, incubamos
cultivos confluentes de CGM durante 2 hs con NBD-Cer, un precursor de C1P marcado
fluorescentemente, para permitir su captacion, y durante 2 hs méas después de realizada
la herida. El analisis posterior de los lipidos por TLC demostr6 que los niveles de NBD-
Cer fueron los mismos en cultivos controles y en aquellos donde se realiz6 la herida, lo
que sugeriria que la lesién provocada por la herida no aumento la sintesis de C1P en las
CGM. Sin embargo, no podemos descartar un aumento local en la sintesis de C1P, ya
que el estimulo mecéanico sobre la monocapa solo afecta a las células en los margenes
de la herida, que son pocas en relacion a las células totales de las placas. Esto podria
estar impidiendo visualizar un posible aumento en los niveles de C1P sintetizada por las
células afectadas por el dafio mecanico, que podria ser suficiente para activar la
migracion en dichas células.

A fin de profundizar sobre el efecto de C1P en la migracion de las CGM, nos
propusimos explorar las posibles vias involucradas en la estimulacion de la migracion
de las CGM por parte de C1P. Nuestros resultados indican que la C1P estimul6 la
migracion de las CGM a través de la activacion de la via de PI3K/Akt. El agregado de
C1P 10 pM promovié la migracion de las CGM, efecto que fue reducido marcadamente
cuando los cultivos fueron trataron con LY294002, un inhibidor especifico de la via de
PI3K/Akt, antes del agregado de C1P. Es de notar que PI3K/AKkt esta involucrada en la

migracion de las CGM por si misma, ya que al tratar los controles con LY294002, la
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migracion activada por el dafio mecanico disminuyo. Los ensayos de WB concuerdan
con estos resultados. La evaluacion de los niveles de p-Akt, que denota la activacion de
la via, demostrd que los cultivos a los que se realizé la herida presentaron niveles bajos
de p-Akt, lo que concuerda con la activacion basal de la via observada en los controles,
mientras que los cultivos que después de realizada la herida fueron suplementados con
C1P, aumentaron los niveles de p-Akt. Esto sugiere que, si bien la via de PI3K/Akt esta
activada en los controles y es esencial para la migracion basal glial, el agregado de C1P
promueve aun mas la activacion de la via incrementando la migracion en estas células.

Otra de las vias evaluadas en este trabajo fue la de ERK/MAPK. Ensayos donde
los cultivos fueron tratados con U0126, inhibidor especifico de esta via, demostraron
que la C1P no ejercié su efecto promotor de la migracién cuando la via de ERK/MAPK
estaba inhibida. Esto sugiere que C1P estimul6 esta via para promover la migracién
glial. A diferencia de la PI3K/Akt, la via de ERK/MAPK no participd en la motilidad de
las CGM activada por el dafio mecénico, ya que la migracion en los cultivos controles
tratados con U0126 no fue diferente a aquella observada en los cultivos no tratados con
este inhibidor.

Evaluamos también la via de P38/MAPK, cuya estimulacién por la C1P ha sido
demostrada en macrdfagos y preadipocitos (L. Arana et al. 2013). La inhibicion de la
via de P38/MAPK con su inhibidor especifico SB203580 no disminuyé la migracién
glial en ninguna condicion, lo que permiti establecer que esta via no fue activada por la
C1P para promover la migracion glial, ni por las CGM para la migracion inducida por el
dafio mecanico.

Estos resultados en su conjunto sugieren que la C1P activa las vias de PI3K/Akt,
ERK/MAPK y JNK (que discutiremos méas adelante) para promover la migracion de las
CGM. Nuestros resultados concuerdan en su gran mayoria con las vias que han sido
establecidas como involucradas en el efecto promotor de C1P en la migracion en otros
sistemas. Nuestro laboratorio demostro que el esfingolipido S1P estimula la migracion
de las CGM, mediante la activaciéon de las vias de PI3K/Akt, ERK/MAPK, previa
activacion de sus receptores S1PRs (Simon et al. 2015). De modo similar, la C1P
estimula la migracién mediante la activacion de las vias de ERK/MAPK en células
multipotentes del estroma y en células endoteliales; y las vias de ERK/MAPK, p38
MAPK y PI3K en células hematopoyéticas, macrdéfagos y células de adenocarcinoma
pancreatico entre otros (Kim et al., 2013; Arana et al., 2013; Rivera et al., 2016;

Gbmez-Mufioz 2018). Si bien una de las vias involucrada en la migracion de una amplia
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variedad de tipos celulares es P38/MAPK (Arana et al. 2013), nuestros resultados
indican que esta via no participa en la regulacion de la migracion glial promovida por la
C1P, ni en la migracion activada por el dafio mecénico.

Diversos trabajos demuestran que la C1P estimula a la INK y que ademas esta
involucrada en la migracion de diferentes tipos celulares. La JNK es activada por
multiples causas como el stress oxidativo y la radiacion, como asi también por factores
de crecimiento y otras sefiales extracelulares, a fin de regular procesos fisioldgicos
como aquellos involucrados en la inflamacién y enfermedades neurodegenerativas
(Gkouveris and Nikitakis 2017). Ademas de las vias de PI3K/Akt y ERK/MAPK, la via
de JNK ha sido reportada como clave en el proceso de migracién. Debido a ello
decidimos evaluar su rol en el efecto de C1P sobre la migracion glial. De manera similar
a los ensayos anteriores, mediante la inhibicién de la via de JNK con el inhibidor
especifico SP600125 pudimos evaluar su participacion en la sefializacion por C1P.
Estos resultados demostraron que la C1P activo la via de JNK para estimular la
migracion glial, ya que el inhibidor de esta via disminuy6 notablemente la migracion
inducida por C1P. Del mismo modo que PI3K/Akt, la via de JNK es necesaria para la
migracion inducida por el dafio mecéanico, ya que la migracién presente en los controles,
inducida por este dafio, se redujo cuando los cultivos fueron tratados con SP600125.

Nuestros resultados concuerdan con los hallazgos en otros tipos celulares. A
diferencia de las vias de ERK/MAPK vy la de PI3K/Akt, la via de JNK por si misma o
como un efector de C1P, parece ser dependiente del tipo celular. C1P promueve la
fosforilacion de JNK para mediar sus efectos antiapoptéticos y proliferativos en
macrofagos; sin embargo, la inhibicién de la via de JINK no previene la estimulacion de
la migracion por parte de C1P (Granado et al. 2009; Arana et al. 2013). Por otro lado,
C1P estimula la migracién de células tumorales del epitelio de vejiga de rata y la linea

celular de preadipocitos 3T3 mediante la activacion de JNK (Huang et al. 2003).

En la basqueda de los intermediaros de los efectos de la C1P en la migracion
glial, centramos nuestro estudio en la fosfolipasa A2 citosélica (cPLA?). El principal
mediador de C1P en la inflamacion es la cPLA: y existen investigaciones que la asocian
con la migracion celular. Por lo tanto, decidimos investigar si la cPLA; tenia un rol en
la migracion glial promovida por C1P. La cPLA:> es una fosfolipasa del grupo 1V,
caracterizada por su localizacion en el citoplasma y por la especificidad de escision y

liberacion de acido araquidonico, situado en la posicion 2 de los esfingolipidos de
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membrana. Cataliza el paso inicial en la sintesis de eicosanoides y por lo tanto es una
enzima clave en procesos pro-inflamatorios (Leslie 2015). Para activar a la cPLA;, la
C1P se une a ella, promoviendo su translocacion desde el citosol al trans-Golgi
(Subramanian et al. 2005). Ademas, la C1P promueve la permanencia de cPLA, en
estas membranas potenciando su actividad, al poner en contacto a cPLA> con sus
sustratos, los esfingolipidos de membrana. Nuestros resultados indican que la inhibicion
de cPLA:> no tuvo efectos sobre la migracion de los controles. Por el contrario, la
inhibicion de cPLA: disminuyd marcadamente la migracion inducida por C1P. Esto
implica que la C1P podria activar a la cPLA> para promover la migracion en las CGM y
que la activacion de esta enzima seria clave para el efecto de C1P sobre la migracion
glial. La activacion de cPLA, por C1P para promover la migracion concuerda con
hallazgos en otros sistemas. La C1P sintetizada por ceramida quinasa (CerK) promueve
la migracion de fibroblastos a través de la regulacion de la actividad de cPLAz y la
sintesis de eicosanoides (Wijesinghe et al. 2014), y la ablacion genética de CerK
disminuye la liberacion de acido araquidénico y afecta a la migracion de fibroblastos, la
cual es restaurada por la adicion de eicosanoides (Wijesinghe et al. 2014). Reportes
recientes indican que la sobreexpresion de cPLA2a promueve la migracion e invasion de

células de hepatocarcinoma (Fu et al. 2017).

La C1P es sintetizada por la CerK mediante la fosforilacion de la Cer. Una vez
generada, la C1P puede actuar como segundo mensajero dentro de la célula. Aungue no
es totalmente permeable, también puede atravesar la membrana plasmatica hacia el
medio extracelular y activar a su receptor especifico (Simanshu et al. 2013). En
macrofagos la C1P exdgena promueve la migracion, activando su receptor, mientras que
la C1P enddgena sintetizada por CerK, no lo hace (Granado et al. 2009). Debido a que
observamos que el dafio mecanico activa la migracion glial, que conlleva una migracién
basal en los controles, nos preguntamos si la sintesis endogena de C1P podria estar
participando en esta migracion. Para analizar la posible participacion de la sintesis de
C1P en la migracion, evaluamos la expresion de esta enzima en nuestros cultivos. El
analisis de RT-PCR reveld que las CGM expresan CerK. Asi, este trabajo de tesis
constituye la primera evidencia que la expresion de CerK esta presente en CGM de

mamifero.

105


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fu%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28649002

Si bien estudios que reportan niveles bajos de C1P en plasma de ratones CerK’/
CerK™ (Mietla et al. 2013), sugieren la existencia de otro mecanismo de sintesis de C1P,
hasta ahora la CerK es la Unica via conocida de sintesis de C1P. Nuestros resultados
demuestran que en las CGM el tratamiento con NVP231, un potente inhibidor de CerK,
bloqued casi en su totalidad la motilidad glial inducida por el dafio mecanico. En
algunas ocasiones el ancho de la herida se mantuvo igual en relacion al tiempo O e
incluso mayor que en los controles, donde el dafio mecanico activo una leve migracion
basal que redujo el area de la herida. El agregado de NVVP231 provoco la retraccion del
citoesqueleto de actina, observandose una acumulacion de actina en los bordes
celulares. Esto sugiere que la C1P sintetizada enddégenamente por CerK es esencial para
la generacién de filopodios y lamelipodios y asi, para la migracién de las CGM. El
agregado de C1P promovio la migracion de las CGM; sin embargo la inhibicion de la
sintesis enddgena de C1P bloqued completamente el efecto de C1P sobre la migracion
glial, ya que la migracion no se recupero por el agregado de C1P a cultivos tratados con
NVP231. Esto sugiere que la C1P exdgena promueve la migracion glial a través de la
sintesis enddgena de C1P, y que esta sintesis es necesaria para sus efectos en la
estimulacion de la migracion glial. Nuestros resultados sobre la sintesis de C1P en la
migracion glial concuerdan con los presentes en la bibliografia. La C1P sintetizada por
CerK es esencial para la migracion de fibroblastos observada en un modelo doble
mutante negativo CerK’/CerK" de una linea celular de fibroblastos (Wijesinghe et al.
2014). Ademas, el silenciamiennto del gen de CerK o la inhibicion de su actividad por
NVP231 reduce la migracion expontanea de células de céancer pancreatico. En
correlacion, la sobreexpresion de CerK potencia la migracién de estas células (Rivera, y
col 2016). Estos antecedentes y nuestros resultados sugieren un rol clave de la sintesis

de C1P y por consiguiente de la CerK en la migracién de diferentes tipos celulares.

De manera similar a C1P, S1P induce la migracién de las CGM. La S1P es un
esfingolipido que promueve la proliferacién y migracion en diversos tipos celulares,
incluidas las CGM de la retina (Simdn et al. 2015; Spiegel and Milstien 2003). A su
vez, este efecto de S1P sobre la migracion disminuye cuando la actividad de la
esfingosina quinasa (enzima responsable de la sintesis de S1P) es inhibida (Simon et al.
2015; Yu et al. 2009). La S1P y la C1P comparten vias de sefializacion para promover
la motilidad celular; S1P promueve la migracion de las CGM por activacion de las vias
PI3K, ERK/MAPK (Simon et al. 2015) y la via de JNK (Takabe et al. 2008). Nuestro
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resultados demuestran que C1P activa las vias de PI3K, ERK1/MAPK, JNK y cPLA>, la
cual no es activada por S1P (Pettus et al. 2005). Debido a que se ha demostrado que
tanto C1P como S1P promueven la migracion de las CGM en forma independiente, y
que ambos esfingolipidos podrian ser liberados por las CGM o células del
microambiente en la retina, decidimos evaluar si estos dos esfingolipidos podrian actuar
sinérgicamente en la migracion glial. Nuestros resultados indican que la adicion
combinada de C1P y S1P estimuld la migracién en las mismas proporciones que cuando
se agregaron estos esfingolipidos por separado. Esto implica que C1P y S1P no tienen
un efecto aditivo en la migracion. Estos resultados sugieren ademas que C1P y S1P
interactlan entre si para promover la migracon de las CGM. Una explicacion podria ser
la intercomunicacion en la regulacién cruzada de la sintesis y de los blancos de accion
de ambos esfingolipidos, como sucede en la inflamacion. Frente a diversos estimulos
inflamatorios C1P y S1P activan la cPLA: y la COX, respectivamente, promoviendo la
produccion de prostaglandinas (Pettus et al. 2005). Otro ejemplo de interconexion de
estos esfingolipidos es la quimiotaxis de células madres/progenitoras hematopoyéticas
(HSPC) luego de la irradiacion de la medula 6sea para el trasplante hematopoyético.
Luego de ser irradiadas S1P, C1P vy el factor derivado del estroma SDF-1, un péptido
quimiotéctico, crean un gradiente quimioatrayente para las HSPC que estan en
circulacién como parte del proceso de reparacion de tejidos (Kim et al. 2012). Nuestros
resultados de la interrelacién entre C1P y S1P para promover la migracion glial estan en
concordancia con los datos que evidencian la interrelacion en el metabolismo de S1P y
C1P necesario para la activacion de diferentes procesos bioldgicos.

Estos resultados en su conjunto sugieren que la C1P y la enzima que la sintetiza,
la CerK, son claves para la migraciéon de las CGM. Debido a la relevancia del proceso
de migracion de células gliales de la retina en el desarrollo de las enfermedades
proliferativas de la retina, proponemos que el eje C1P/CerK contribuiria en forma

crucial al desarrollo de estas enfermedades.

Regulacion por C1P/CerK en la migracion de las células del EPR

Las células del epitelio pigmentario de la retina (EPR) tienen también gran
relevancia en las retinopatias proliferativas. Del mismo modo que las CGM, las células

epiteliales exacerban la proliferacion y la migracion contribuyendo al progreso y
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desarrollo de las disfunciones visuales. La hiperglucemia y el consecuente stress
oxidativo, (Farnoodian et al. 2016), la fotocoagulacion realizada como método de
reparacion en distintas patologias de la retina (Madrakhimov et al. 2018) y las
alteraciones desencadenantes de la AMD (Ho et al. 2011) activan la migracion de
células del EPR. Se han identificado diversas sefiales extracelulares que promueven la
motilidad celular del EPR. En diferentes tipos de células epiteliales, la translocacion de
R-catenina al nucleo es una sefial que activa la migracion; 3-catenina es clave en la
migracion y proliferacion de células del EPR obtenidas de ojos porcinos, como asi
también en la formacion de membranas contractiles (Umazume et al. 2014). EI TGF-i
(Moon et al. 2017), la trombina (Aguilar-Solis et al. 2017), la gremlina (Liu et al. 2017),
el factor derivado del epitelio pigmentario (PEDF) (Farnoodian et al. 2016), el factor de
crecimiento derivado de plaqueta (PDGF) y distintos factores de crecimiento del
endotelio vascular (Hinton et al. 1998; Li et al. 2007) promueven la proliferacion de las
células del EPR. Estos hallazgos se centran en moléculas de naturaleza proteica que
promueven la migracion en las células epiteliales de la retina. Para una mejor
comprension de la regulacion de la migracion en las células del EPR es necesario
evaluar la posibilidad de la existencia de moléculas de distinta naturaleza. Nuestros
resultados evidencian que la C1P promueve la migracion de las CGM, dado que la C1P
puede liberarse al entorno celular ante distintos dafios y podria impactar en otros tipos
celulares, como las células del EPR. Para profundizar en el conocimiento acerca del rol
de este esfingolipido en la retina decidimos evaluar el papel de la C1P en la migracion
en las células del EPR. Nuestros resultados demuestran que el agregado de C1P a los
cultivos de una linea humana de células epiteliales de la retina, ARPE-19, promovi¢ el
aumento de la migracion en estas células. El agregado de C1P disminuyé el ancho de la
herida considerablemente. A diferencia de las CGM, la C1P ademéas de promover la
migracion de las células epiteliales, promovi6 un leve, pero significativo aumento en la
proliferacion en cultivos confluentes, como los utilizados para el ensayo de migracion.
Ensayos de migracion en presencia y ausencia de hidroxiurea (HU), un inhibidor de la
proliferacion, demostraron que el ancho de la herida en cultivos epiteliales con C1P fue
menor que en aquellos tratados con C1P y HU. Estos datos sugieren que en las células
del EPR el cierre de la herida promovido por la C1P se debio a la migracion y en menor
medida a la proliferacion. En contraste, en los cultivos controles de células del EPR no
se observaron diferencias entre los cultivos tratados o no con HU. Esto sugiere que el

dafio mecéanico no activd significativamente la proliferaciéon en los controles. El
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agregado de la C1P promovio la organizacion de los filamentos de actina en extensos
lamelipodios que se extendieron y avanzaron sobre la herida. En la mayoria de los
experimentos la incubacion durante 24 hs con C1P produjo el cierre casi total de la
herida. Estos datos concuerdan con el efecto de la C1P en la migracion de distintos tipos
celulares como células del sistema inmune, células de diferentes tipos de cancer y
células madre de distintos tejidos (Granado et al. 2009; C. H. Kim et al. 2012; Presa et
al. 2016) . Estos resultados identifican por primera vez el papel de C1P en la migracion
de las células del EPR.

Las células del EPR expresan CerK entre otras enzimas del metabolismos
lipidico (Zhu et al. 2011). Debido a que el dafio mecénico de la herida activé una leve
migracion en los cultivos epiteliales controles, decidimos evaluar si esta migracion
podria deberse a la sintesis enddgena de C1P. El tratamiento de los cultivos celulares de
ARPE-19 con NVP231 redujo la migracion al 50% de la observada en los controles. En
estos ensayos, los cultivos controles presentaron un menor ancho de la herida que
aquellos cultivos tratados con NVP231. Estos resultados se correlacionan con los
determinados en las CGM y con los hallazgos de otros grupos, que evidencian la
relevancia de la actividad de la CerK para estimular la migracién. Como describimos
previamente, la actividad de CerK es esencial para la migracion de fibroblastos
(Wijesinghe et al. 2014) y para las células de cancer pancreético (Rivera, y col 2016).
Por tanto, estos resultados demuestran que la sintesis endégena de C1P por CerK fue

esencial para la motilidad de las células del EPR.

El agregado exdgeno de la C1P aumentd la migracién de las células del EPR y la
sintesis de C1P fue necesaria para la migracion activada por el dafio mecanico en los
controles. Por lo tanto, decidimos evaluar una posible interrelacion entre la C1P
exogena y la C1P endogena en la migracion de las células del EPR. El tratamiento de
los cultivos con NVP231 antes del agregado de C1P, redujo considerablemente la
estimulacién de la migracion por parte de C1P. Los cultivos tratados con C1P redujeron
el ancho de la herida mucho mas en ausencia de NVP231 que en presencia de este
inhibidor. Esto resultados sugieren que la sintesis endogena de C1P fue necesaria para
que la C1P agregada exdgenamente promoviera la migracion de las células epiteliales
de la retina, lo que nos lleva a proponer que la C1P exdgena podria estimular la sintesis

endogena de dicho esfingolipido.
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La S1P es un esfingolipido metabdlica y funcionalmente relacionado a la C1P.
Promueve la migracion célular en diferentes tipos celulares, y trabajos de nuestro
laboratorio demuestran que estimula dicha migracion en las CGM (Simon et al. 2015) y
en las células del EPR (Simon et al. 2018). Decidimos evaluar si la sintesis de C1P
estaba relacionada con la promocion de la migracion por parte de S1P, a fin de ampliar
las posibles funciones de la sintesis de C1P en la migracién de las células de la retina.
El tratamiento de los cultivo con NVP231 antes del agregado de S1P demostrd que la
inhibicidn de la migracion no pudo ser rescatada por la S1P, es decir que la sintesis de
C1P fue necesaria para que la S1P promoviera la migracion epitelial. Esto plantea
grandes interrogantes, ya que la S1P activa a sus receptores para inducir la migracion,
entonces ¢Estan relacionadas las vias por las cuales S1P y C1P inducen migracion en
las células de la retina?. Como desarrollamos previamente, el agregado conjunto de la
C1P y la S1P a cultivos gliales promovio la migracion en la misma magnitud que
cuando ambas fueron agregadas por separado. Esto sugiere que ambos esfingolipidos
comparten vias o blancos claves para promover la migracion glial. Considerando que la
adicion conjunta de C1P y S1P tienen el mismo efecto juntas que separadas y que la
sintesis de C1P fue necesaria para que la C1P y la S1P promovieran la migracion,
sugerimos que un posible intermediario comin en la estimulacién de la migracion por
parte de la C1P y la S1P podria ser la CerK. La S1P podria estimular a la CerK y por

consiguiente estimular la sintesis enddgena de C1P, que asi promoveria la migracion.
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Regulacion de proliferacion en las CGM vy las células del EPR
por C1P/CerK

Del mismo modo que la migracion, la proliferacion de las CGM y de las células
del EPR esta exacerbada en las enfermedades proliferativas de la retina. La primera
evidencia del rol de C1P como promotor de la proliferacion fue identificado en
macrofagos derivados de médula 6sea (Gomez Mufioz et al. 1995), y posteriormente se
observd el mismo efecto en células del musculo liso de la vasculatura adrtica (Kim et al
2011). La C1P también promueve la proliferacion de un gran numero de células
cancerigenas como mioblastos C2C12, células de adenocarcinoma de pulmén humano
Ab549, células epiteliales de cancer de bronquio y pulmén, NCI-H358, de cancer de
mama MCF-7 (Gomez Mufioz et al. 2018). Las vias activadas por C1P para estimular la
proliferacion son la proteina quinasa activada por mitogeno MEK, y ERK /MAPK,
PI3K/Akt, GSK-3beta, y los Ultimos efectores de estas vias, la ciclina D1, c-Myc, c-Jun
y el factor de transcripcion nuclear NF-kB. Otros intermediarios de CIP en la
proliferacion de diferentes tipos celulares son cPLA, y CerK, pero estos mediadiores
requieren de mayores estudios (Gomez Mufioz 2018). Trabajos realizados en nuestro
laboratorio han permitido determinar que el agregado exdgeno de 5-10 uM de C1P
promueve la proliferacion de las células progenitoras de fotorreceptores obtenidas de
cultivo primario de retinas de rata (Miranda et al. 2011). Para evaluar el efecto de C1P
en la proliferacion, tratamos a los cultivos con el nucle6tido BrdU a las 24 hs luego del
repique en caso de las CGM vy a las 2 hs después del repique de los cultivos de ARPE-
19. En los estadios elegidos, los cultivos presentan mayor tasa de proliferacion que en
los cultivos confluentes utilizado para los ensayos de migracién. La incubacion con
BrdU en presencia y ausencia de CI1P indicaron que la C1P no promovio la
proliferacion de las CGM, al menos en las condiciones evaludas. De modo similar, la
incubacion de los cultivos epiteliales con BrdU demostré que el agregado de la C1P no
altero los niveles de proliferacion en las células del EPR. A pesar que la C1P promueve
la proliferacion en diferentes tipos celulares, otros trabajos reportan lo contrario. La C1P
no altera la proliferacion en cultivos primarios de células endoteliales de la
microvaculatura de la retina (HREC) y de células endoteliales de arteria coronaria
(HCAEC) (Hankins et al. 2013) ni en las células de adenocarcinoma ductal pancreatico

(Kuc et al. 2018). Nuestros resultados concuerdan con estos ultimos hallazgos donde la
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C1P no promovio la migracion celular. Es de notar que la C1P puede activar la
proliferacion de diferentes tipos celulares como asi también no intervenir en ella,
dependiendo del estadio en el que las células son evaluadas. Tanto en las CGM como en
las células epiteliales, evaluamos la proliferacion en un estadio temprano del cultivo en
el que dicha proliferacion era muy elevada, por lo cual las vias por las cuales C1P
promueve la proliferacion ya estaban previamente activadas en ambos tipos celulares, y

la C1P no aumentd dicha activacion.

Como se evidencid con este resultado, la C1P no estimul6 la proliferacién en las
células epiteliales en estadios poco confluentes. Pero entonces (A qué se debe el
pequefio porcentaje de proliferacién observado en los cultivos epiteliales confluentes en
los ensayos de migracion donde se evalud el papel de C1P en la motilidad epitelial? Una
posible explicacion es que en los ensayos de proliferacion los cultivos estaban en una
fase exponencial de crecimiento con una alta tasa de proliferacion, con todas las vias
implicadas en la proliferacion activas, y por tanto la C1P ya no podia activarlas. En
contraste, en los ensayos de migracién, la proliferacion estaba disminuida por el
contacto célula-célula. Aqui, el agregado de C1P podria activar las vias de sefializacion

gue no estaban activas previamente para asi poder promover la proliferacion.

Como vimos, la proliferacion en los cultivos gliales y epiteliales fue elevada
en estadios iniciales de dichos cultivos, y el agregado de C1P exdgena no la modificé.
Con el objetivo de entender en forma integral del rol de C1P en la proliferacion
decidimos evaluar el rol de la sintesis endégena de C1P en la proliferacion de las CGM
y en las células del EPR. La disminucién en la incorporacién de BrdU en cultivos
gliales donde la sintesis de C1P estaba inhibida con NVP231, demostr6 que la actividad
de la CerK fue necesaria para la proliferacion de las CGM. EIl tratamiento de los
cultivos gliales con NVP231 redujo considerablemente la incorporacion de BrdU,
evidenciando que la sintesis de C1P fue necesaria para la proliferacion de las células
gliales. Estos resultados concuerdan con las evidencias que demuestran que la actividad
de CerK es necesaria para la proliferacion de células de adenocarcinoma de pulmoén
humano A549 (Mitra et al. 2007), células de cancer de mama MCF-7 y pulmén NCI-
H358 (Pastukhov et al. 2014), y células de neuroblastoma humano (Bini et al. 2012).

En contraposicion a esto, la inhibicién de la sintesis de C1P en los cultivos
epiteliales no evidencié cambios en la incorporacion de Brdu y por lo tanto en la

proliferacion. Por tratarse de una linea celular, la proliferacion es muy activa y esta
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regulada por diversos factores (Dang et al. 2015; Jun et al. 2007; Steindl-Kuscher et al.
2011), por lo que aun si la CerK participara en su estimulacion, y su actividad estuviera
inhibida, existirian otras vias y factores que promoverian la proliferacién ain en

ausencia de sintesis de C1P.

Estos resultados muestran que la actividad de CerK es necesaria para la
proliferacion de las CGM, mientras las células del EPR no dependen de la sintesis de
C1P para la proliferacion. Esto nos sugiere que la C1P/CerK es clave para la
proliferacion de las CGM.

Devido a la importancia de la inhibicion de la sinteis de C1P en la migracion y
la proliferacion, debemos tener en consideracion los efectos de la inhibicion de esta via
en la viabilidad celular. La marcada retraccion de lamelipodios y acumulacion de actina
en los bordes celulares principalmente en las CGM y en menor medida en las células del
EPR al tatar los cultivos con NVP231 es caracteristica de las células que han sufrido
algun dafio. Esta observacion sumada al hecho de que la inhibicion de la sintesis de C1P
podria estar asociada a aumentos en los niveles de ceramida y asi, a la induccién de
apoptosis, nos llevé a preguntarnos sobre el efecto del NVP231 sobre la viabilidad
celular. La inhibicion de la actividad de CerK implica no solo la disminucion en los
niveles de C1P sino también, la acumulacion y aumento en los niveles de Cer. La
relacién entre los niveles de Cer y C1P es clave para la supervivencia celular, ya que
tienen efectos opuestos. La Cer promueve la muerte por apoptosis activando diferentes
efectores y generando poros en la membrana mitocondrial (Colombini 2017). En
contraste, la C1P promueve la supervivencia, inhibiendo las enzimas involucradas en la
sintesis de Cer y activando vias de sefializacion de supervivencia celular, como
PI3K/Akt. El andlisis de los niveles de Cer luego del tratamiento con NVP231 muestra
resultados dispares. En un modelo de sobreexpresion de CerK en la linea celular de
fibroblastos COS-1, los niveles de ceramida no se alteran frente a la inhibicion de la
actividad de CerK, mientras que los niveles de glucosil-ceramida aumentan de manera
inversamente proporcional a la disminucion de C1P (Graf et al. 2008). Estos autores
plantean un “switch anabdlico de ceramida”, en el que participan la glucosilceramida
sintetasa y esfingomielina sintetasa que re-direccionan a la ceramida, para mantener
estables sus niveles (Rovina et al. 2010). Otros trabajos reportan que la inhibicion de la

CerK induce muerte celular por apoptosis. El tratamiento con NVP231 aumenta los
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niveles de ceramida y reduce la viabilidad celular en una linea celular de cancer de
mama (Pastukhov et al. 2014b); ademas la CerK estd involucrada en el progreso y
recurrencia de este tipo de cancer (Payne et al. 2014). Debido a ello, decidimos evaluar
los efectos de la inhibicion de la sintesis de C1P en la viabilidad de las células no
neuronales de la retina. Cuando evaluamos la viabilidad en las CGM y del EPR luego
tratamiento con NVP231 durante 24 hs, comprobamos que la inhibicién de la sintesis de
C1P no tuvo efectos sobre la viabilidad de las células gliales y epiteliales de la retina.
Esto nos sugiere que la retraccion de los lamelipodios en las CGM vy las células del EPR
no se origind en una disminucidn en la supervivencia, sino que la ausencia de C1P
redujo enormemente la migracion celular. Seria de vital importancia evaluar el efecto de
este inhibidor en la viabilidad de los distintos tipos neuronales de la retina, para poder
descartar potenciales efectos deletéreos del mismo en su eventual aplicacion con fines

terapedticos.

¢ Como actua C1P en la migracion de las células de la retina?

Los mecanismos de accién planteados para C1P son varios. La C1P tiene la
capacidad de alterar multiples aspectos de las membranas bioldgicas dependientes de
pH y Ca, generando efectos en los procesos celulares donde la sefializacion es mediada
por proteinas de membranas (Kooijman et al. 2008). La C1P puede actuar como
segundo mensajero intracelular regulando diferentes enzimas relacionadas al
metabolismo lipidico como cPLA: (Pettus et al. 2004), y la esfingomielinasa (Gomez
Mufioz 2004). Y por ultimo, la C1P puede ser liberada al exterior celular y actuar como
ligando que se une a su receptor para pomover sus funciones celulares (Fig. 32). Este
ultimo mecanismos de accion es el que se desprenderia de los resultados mostrados en
este trabajo de Tesis. La liberacion de vesiculas (Shinghal et al. 1993), la fagocitosis
(Hinkovska-Galcheva et al. 1998) y la de-granulacién de mastocitos (Hinkovska-
Galcheva et al. 1998) son promovidos por la sintesis de C1P. Los efectos pro-
inflamatorios de C1P estan modulados por la activacion mediante union de la C1P a la
cPLA2 del mismo modo que los efectos anti-apoptoticos son dependientes de la
inhibicién por contacto de la C1P y la esfingomielinasa Todos estos mecanismos son

promovidos por C1P de manera independiente de receptor extracelular. Los efectos de
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C1P en la migracién de macréfagos estan asociados a la activacion de un CPGR
especifico para este esfingolipido (Granado et al. 2009). Esta hipdtesis es cada vez mas
aceptada, ya que se ha demostrado que la C1P es liberada al medio extracelular para
promover la migracién en numerosos modelos biologicos (C. H. Kim et al. 2012; Kuc et
al. 2018), mientras que cada vez mas publicaciones apoyan la existencia de un receptor
especifico para C1P (Granado et al. 2009). Con respecto a esto un reciente trabajo
establece que las células de carcinoma ductal pancreéatico (PDAC) liberan al medio
extracelular vesiculas cargadas con C1P que promueven la migracion de células madres
de PDAC (PCSC), pero las vias y los mecanismos por los cuales actGa no fueron aun
descriptos (Kuc et al. 2018). Esto sugiere que la C1P podria liberarse al medio
extracelular para promover la migracion de las CGM y el EPR (Fig. 32). La
interrrelacion entre C1P exogena y esfingolipidos relacionados como S1P vy la sintesis
enddgena de C1P, requiere de mayor investigacion, para lo cual seria crucial la
caracterizacion completa del receptor de C1P, como asi también los mecanismos de
accion por los cuales este receptor actua.

Como desarrollamos al comienzo de este trabajo la migracion y la proliferacion
de las CGM vy las células del EPR estan exacerbadas en las retinopatias proliferativas
como en retinopatia diabética y vitreo-retinopatia, contribuyendo al desprendimiento de
retina y alteraciones caracteristicas de estas enfermedades, con la consecuente
disminucion y pérdida de la vision (Subirada et al., 2018; Tosi et al. 2014). A lo largo
de este trabajo, demostramos que la C1P promuevié la migracion de las CGM vy las
células del EPR, al mismo tiempo que no altero la proliferacion en estos tipos celulares.
Por otro lado, demostramos que la sintesis enddgena de C1P fue crucial para la
migracion y proliferacion de las CGM y para la migracion de las células del EPR, sin
alterar la viabilidad de estas celulas.

La proliferacion y la migracion de las CGM vy las células del EPR juegan un rol
protagonico en el desarrollo de la mayoria de las enferemedades neurodegenerativas de
la retina. Los hallazgos presentados en este trabajo de Tesis nos permiten hipotetizar
que el eje C1P/CerK tendria un rol clave en la regulacion de ambos procesos celulares
y, por lo tanto, podria ser un potencial blanco terapeutico en el tratamiento de estas

patologias.
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Figura 32: La sintesis de C1P fue esencial en la migracion de las células de la retina. La
C1P ex6gena podria activar un receptor especifico no identificado completamente o
internalizarse a través de un transportador de la membrana y asi promover la sintesis de
C1P dependiente de CerK. Este incremento en los niveles de C1P activaria a la P13/Akt,
ERK/MAPK, JNKy la cPLA; para promover la migracion de las células de la retina.
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Conclusiones
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Los resultados obtenidos a lo largo de esta Tesis nos permiten concluir que:

v El agregado de C1P promovi6 la migracion de las Células Gliales de Miller y de

las del epitelio pigmentario de la retina.

v' La C1P estimul6 las vias de PISBK/AKT, ERK/MAPK y JNK para promover la

migracion glial.

v" La C1P estimul6 la migracidn glial a través de la activacion de la Fosfolipasa A2

Citosolica.

v' La sintesis enddgena de C1P, mediada por la CerK, fue esencial para la

migracion de las CGM vy las células del EPR.

v' La C1P y la S1P utilizarian las mismas vias de sefializacion intracelular para

estimular la migracion glial.

v' La C1P y la S1P exdgenas promoverian la migracién epitelial regulando la
sintesis de C1P.

v' La sintesis enddgena de C1P participaria en la proliferacion glial, pero no en la

proliferacion de las células del EPR.

Este trabajo sugiere un rol esencial para el eje C1P/CerK en la regulacion de la
migracion de las células gliales y epiteliales de la retina. Considerando la importancia
de una migraciéon exacerbada en el desarrollo de las patologias proliferativas de la
retina, concluimos que la regulacién de la sintesis de la C1P y sus vias de sefializacion
podria proporcionar nuevos blancos terapéuticos en el tratamiento de estas

enfermedades de la retina.
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