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1. RESUMEN

La retinosis pigmentaria (RP), el tipo mas comun de distrofia retiniana es una
enfermedad hereditaria caracterizada por la degeneracion progresiva de
fotorreceptores y de células del epitelio pigmentario de la retina (EPR). A la fecha
se conocen mas de 80 genes que al estar mutados que se asocian a RP con
distintos tipos de herencia monogénica. Las mutaciones en el gen MFRP originan
un sindrome ocular caracterizado por RP autosomica recesiva y nanoftalmos con
afectacion de las células del EPR. Estos defectos, contribuyen al desarrollo anormal
de fotorreceptores que tendra como consecuencia la degeneracion de estas
células. Aun se desconoce la causa por la cual algunas mutaciones de MFRP
causan RP aislada, mientras que otras mutaciones originan un fenotipo del
complejo nanoftalmos-RP. Las células troncales pluripotentes inducidas (iPSC) han
permitido modelar enfermedades retinianas para la recapitulacién in vitro del
desarrollo embrionario, y sucesivamente de la aparicion de los trastornos asociados
a la enfermedad. En este trabajo se generaron células iPSCs de fibroblastos
dermales provenientes de un sujeto con RP por la variante homocigota
€.498 499insC (p.P165fsX198) en MFRP, a partir del método del virus Sendai
(linea iPSC-MFRP). Esta linea celular se caracterizé para la expresion de factores
de transcripcién esenciales para la pluripotencia (SOX2, OCT4, NANOG, SSEA4,
TRA-1-60). Se realizé la diferenciacion a EPR con las moléculas pequefias
nicotinamida y quetomina. Se evaluaron morfolégicamente, y por marcadores de
expresion de precursores de EPR tempranos (OTX2, PAX6, MITF) y de EPR
maduro (MERTK, RPE65, BEST1) mediante gPCR y RT-PCR alos 11, 20 y 82 dias
de diferenciacién. Al dia 11 en iPSC-MFRP y células H9 se observa una expresion
mayor de OTX2 y PAX6; mientras que en el dia 20 se observé una reduccién en la
expresion de OTX2, el mantenimiento de PAX6 y una baja expresion de MITF. Para
el dia 30 se observo una baja en la expresion del marcador temprano OTX2 y una
expresion mayor de MITF, lo cual concuerda con lo descrito durante la
diferenciacioén in vivo. Estos resultados indican que el modelo generado permite
recapitular el desarrollo de precursores retinianos del EPR a partir de las células

somaticas con la variante en el gen MFRP, asi mismo, permite el desarrollo de



estas células pigmentarias maduras en monocapa para el estudio de esta

enfermedad tan incapacitante.



ABSTRACT

Retinitis pigmentosa (RP), the most common retinal dystrophy, is a hereditary
disease characterized by progressive degeneration of photoreceptor cells and
retinal pigmented ephithelium cells (RPE). To date, about 80 genes are known to
be associated with RP with different types of monogenic inheritance. Mutations in
the MFRP gene cause an ocular syndrome characterized by autosomal recessive
RP and nanophtalmos with RPE cell involvement. These defects contribute to the
abnormal development of photoreceptors that will result in the degeneration of these
cells. The cause of why some MFRP mutations cause isolated RP while other
mutations cause a nanophtalmos-RP complex phenotype is still unknown. Induced
pluripotent stem cells (iPSC) have made it possible to model retinal diseases for in
vitro recapitulation of embryonic development, and successively of appearance of
the disease. iPSCs were generated from dermal fibroblast from a subject with RP
due to the homozygous variant ¢.498 499insC (p.P165fsX198) in MFRP, using the
Sendai virus method (iPSC-MFRP line). This cell line was characterized by the
expression of essential transcription factors in pluripotency (SOX2, OCT4, NANOG,
SSEA4, TRA-1-60). Differentiation to RPE was performed with the small molecules
nicotinamide and ketomine. These cells were evaluated morphologically and by
expression markers of early RPE precursors (OTX2, PAX6, MITF) and mature RPE
(MERTK, RPEG65, BEST1), using gPCR, RT-PCR and immunofluorescence at 11,
20 and 82 days of differentiation. At day 11, a higher expression of OTX2 and PAX6
is observed in iPSC-MFRP and H9 cells; while on day 20 a reduction in the
expression of OTX2, the maintenance of PAX6 and a low expression of MITF are
observed; by day 30, a decrease in the expression of the early marker OTX2 and a
higher expression of MITF is observed, which is consistent with that described
during in vivo differentiation. These results indicate that the generated model allows
recapitulating the development of RPE retinal precursors from somatic cells with the
variant in the MFRP gene, as well as allowing the development of these mature

pigment cells in monolayer for the study of a disabling disease.



2. INTRODUCCION

2.1. Distrofias retinianas

Las distrofias retinianas (DR) son un grupo heterogéneo de desordenes
neurodegenerativos que presentan un impacto con respecto a la vision y autonomia
del paciente, y se caracterizan por una degeneracion progresiva de células en las
diversas capas de la retina (Ziccardi et al., 2019). Estas enfermedades tienen una
frecuencia global de 1 en 2,000 y en conjunto se consideran la causa mas frecuente
de ceguera de tipo hereditario, ya que afecta a mas de 2,000,000 de personas en
todo el mundo (Berger et al., 2010). Las DR son ademas la causa mas comun de
ceguera en individuos en edad laboral en paises desarrollados (Francis, 2006). Una
caracteristica importante de las DR es que tienen una alta variabilidad clinica. Si
bien existen subtipos asociados con cierta preservacion visual, la mayoria de ellas
es progresiva y ocasiona ceguera legal, incluso en los primeros afios de vida (Patel
et al., 2016).

Las DR se clasifican de acuerdo con varios criterios, entre los que se
encuentran la edad de inicio de la enfermedad (congénitas, infantiles, adultas), el
tipo de fotorreceptor retiniano predominantemente afectado (conos, bastones, o
ambos), el tipo de herencia de la enfermedad (dominante, recesivo, ligado al X,
esporadico) y la presencia o no de anomalias extra retinianas (sindromicas o no
sindromicas (Chacén-Camacho et al., 2017; Broadgate et al., 2017). Las DR son
una de las enfermedades humanas con mayor heterogeneidad genética, ya que la
mutacion de alguno de cerca de 271 genes origina algun subtipo de la enfermedad
(Chen et al., 2021; RetNet, http://www.sph.uth.tmc.edu/RetNet/).

2.1.2. Retinosis pigmentaria

La forma mas comun de DR es la retinosis pigmentaria (RP), es la mayor
causa de discapacidad visual y ceguera, pues afecta a mas de 1.5 millones de
pacientes en todo el mundo, con una prevalencia que varia aproximadamente de 1
en 9,000, y puede ir a valores mas altos, 1 en 750, dependiendo de la localizacidon
geografica (Verbakel et al., 2018), aunque en general se acepta una frecuencia

global de 1 en 3,000 a 4,000 individuos. La RP incluye un grupo de enfermedades



hereditarias degenerativas de la retina que se caracterizan por una degeneracion
progresiva de fotorreceptores inicialmente bastones, seguido por la pérdida de
conos, y de las células del epitelio pigmentario de la retina (EPR), asi como por la
presencia de depdsitos de pigmento predominantemente en la retina periférica. En
la mayoria de los casos de RP, hay una degeneracion primaria de fotorreceptores
de tipo bastones, que median la visidbn acromatica, con degeneracion secundaria
de conos, que son importantes para la vision a color y para la agudeza visual fina
durante el dia (Hamel, 2006).

En condiciones normales, la retina tiene una arquitectura bien organizada y
esta comprendida en diversas capas, donde diferentes células especializadas estan
conectadas unas con otras. La retina esta compuesta de neuronas sensoriales
especializadas, los fotorreceptores, que forman la capa nuclear mas externa de la
retina, y es esta estructura la que se encuentra severamente alterada en pacientes
con RP. Los fotorreceptores, y particularmente los bastones, requieren un entorno
altamente regulado para funcionar correctamente y cualquier alteracion de su
entorno puede hacer que estas células sean propensas a apoptosis. Por otra parte,
aunque la capa de células ganglionares y la capa nuclear interna (compuesta de
células amacrinas, células bipolares y células neuronales horizontales), se
encuentran bien conservadas en estadios iniciales e intermedios de la RP,
conforme progresa la enfermedad también se presenta degeneracion de estas

capas celulares (Figura 1) (Hartong, Berson y Dryja, 2006).

2.1.3. Epitelio pigmentario de la retina

El EPR es una monocapa de células pigmentadas altamente especializada,
localizada entre la capa coriocapilar y el segmento exterior de fotorreceptores
(Strauss, 2005). El color café oscuro del EPR es originado por la melanina
intracelular, que tiene como funcién principal proteger a la retina neural de la
fotooxidacién (Shu et al., 2017). Su funcién es absorber la luz que no ha sido
capturada correctamente por los receptores, y asi evita la acumulacion de estrés
foto-oxidativo que contribuye a la muerte celular de conos y bastones por via
fagocitica (Datta et al., 2017). La pérdida gradual de la melanina en el EPR



compromete el mecanismo de fotoproteccion, lo que indica una senescencia ocular

y hace susceptible al ojo para las enfermedades degenerativas (Sarna et al., 2003).

Retina sana Tipos celulares neurales de Retina de paciente con
la retina retinitis pigmentosa

Capa de celulas
ganglionares

Capa plexiforme
interna

Capa nuclear
interna

a .
Capa plexiforme 1 n
extpernpa LRI AT gt
Capa nuclear
externa
Segmentos
foterreceptores

externos Ve { A
|

Epteto pigrentari m.c o[00]0[0]0[0]0[0/0000]0|0 imllaiaiomsuniz s
Figura. 1. Apariencia histolégica de la retina humana sana (izquierda) y la retina de
un paciente con retinosis pigmentaria en un estadio intermedio de la enfermedad
(derecha). El espacio localizado entre el EPR y la capa nuclear externa en la retina
afectada esta en proceso de degeneracion, como se indica con flecha negra. (Tomado de

Hartong, Berson y Dryja, 2006).

La interaccion entre el EPR y las células fotorreceptoras es importante para
el mantenimiento de la integridad funcional y estructural de los fotorreceptores,
incluyendo el mantenimiento del ciclo visual en el cual el todo-trans-retinal es
reciclado a 11-cis retinal. EI EPR también ayuda al mantenimiento de los
fotorreceptores por la fagocitosis diurna del segmento externo de los
fotorreceptores, por transporte de agua, iones, y productos metabdlicos del espacio
sub-retinal sanguineo, por la secrecién de factores neurotréficos y por transporte
de nutrientes (como glucosa y acidos grasos) del torrente sanguineo a los
fotorreceptores. La barrera hemato-retiniana existe en el EPR debido a las fuertes
uniones entre las células epiteliales que controlan el movimiento de fluidos y

metabolitos hacia adentro y afuera de la retina neural (Tonade y Kern, 2020).



La morfologia de las células del EPR esta afectada en los diferentes estados
de enfermedad de los padecimientos retinales y maculares. La ruptura del EPR
lleva a la pérdida de la barrera hemato-retiniana. Cuando hay una enfermedad
retiniana, el EPR puede presentar una proliferacién anormal y cambios que incluyen
la transicidn epitelial-mesenquimal (Rizzolo, 2007). Estos cambios varian desde

alteraciones minimas en la morfologia hasta muerte celular.

Se ha descrito, que en modelos de ratones con degeneracion macular por la
edad (DMRE), el EPR desarrolla una subpoblacién celular de células mas grandes.
Para compensar la pérdida celular, las células adyacentes de EPR expanden su
superficie para prevenir uniones de las células adyacentes emergentes, lo que lleva
a estas células a ser mas grandes y multinucleadas, estas diferencias pueden ser
detectadas en etapas tempranas a partir de su morfologia y antes de que ocurra
algun dafio mayor en degeneraciones retinianas hereditarias (Jiang et al., 2014), lo
cual podria aplicarse al EPR humano para detectar marcadores tempranos de

riesgo para estas enfermedades retinianas.

2.1.4. Genes causantes de RP

Dentro de las células del EPR y los fotorreceptores (principalmente
bastones), se expresan genes que codifican a proteinas con diversas funciones
bioldgicas, que ademas contribuyen a la heterogeneidad de la enfermedad (Hartong
et al., 2006). La identificacion del gen mutado es critica para mejorar el cuidado de
los pacientes con RP, asi como a sus familiares, ya que permite una clasificacion
precisa de la enfermedad y permite establecer un prondstico (Chacén-Camacho,

Garcia-Montano y Zenteno, 2017).

Los mecanismos celulares asociados con los genes de RP (Figura 2B) en el
EPR incluyen a los genes que actuan a distintos niveles. A los genes involucrados
en el metabolismo retinoide, como el gen RPEG65 (codifica para la proteina retinol
isomerasa) que cataliza el paso inicial en la biosintesis de vitamina A y que requiere
la co-expresidn del gen LRAT (codifica para Lecitin-retinol acetil transferasa) que
cataliza la sintesis de ésteres de retinol y actua como transportador de retinoides
(Den-Hollander et al., 2008). Y a los genes que actuan en proteinas involucradas

en la fagocitosis de los fotorreceptores de los segmentos externos como el gen



MERTK (receptor de tirosina cinasa Mer), relacionado con la interaccion entre

fotorreceptores y células del EPR (Smith et al., 2003).

Por otra parte, en los fotorreceptores se expresan preferencialmente genes
involucrados en la cascada de fototransduccién y en el metabolismo de la retina,
entre ellos: el gen que codifica a rodopsina (RHO), el de la periferina-2 (PRPH2), el
gen PDEG6B, el gen SAG, el gen CNGAT1, el gen CNGB1, el gen ROM1, el gen
IMPG2 y el gen PROM1; genes que codifican proteinas con actividad de factores

de transcripcion
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Figura 2. Representacion esquematica del ojo humano, se muestran las capas
estructurales de la retina y genes asociados a RP. A) Localizacién de las diferentes
capas de la retina, ampliacion de fotorreceptores (tipo bastén y cono) y EPR. B)
Localizacion de proteinas traducidas por genes asociados con RP dentro de la célula del

EPR y fotorreceptores (bastén). (Tomado de Dias et al., 2018).

(NR2E3, CRX, ZNF513), asi como los que codifican proteinas que actuan en la
maquinaria de splicing de RNA (PRPF31, PRPF8, PRPF3, PRPF4, PRPF6, RP9,
SNRNP200, DHX38); y los genes que participan en la estructura y funcionamiento
ciliar (BBSs, NPHPs, MKSs, RPGR, RP1, CLRN1, MAK, USH2A) (Dias et al., 2018).



Durante el desarrollo, los tejidos de manera individual sufren una
morfogénesis dirigida por movimientos celulares. La morfogénesis de manera
general se encarga de que cada tejido tome una forma necesaria con tipos celulares
especificos en ubicaciones apropiadas, para que los tejidos puedan llevar a cabo
sus funciones apropiadamente (Cavodeassi, 2018). En el caso particular de la
embriogénesis del ojo, las vesiculas oculares emergen del cerebro anterior y
experimentan una morfogénesis extensiva para producir la copa optica. La regién
exterior de la copa oOptica comprende las neuronas de la retina, mientras que la
region anterior consiste en el EPR, y es el soporte de los fotorreceptores (Heermann
et al., 2015; Bharti et al., 2011).

Los primeros estudios del desarrollo de fotorreceptores se centraron en
ensayos in vitro, y demostraron que las interacciones celulares son importantes en
la diferenciacion de fotorreceptores, principalmente de los bastones. Distintas
sefales candidatas incluyen el acido retinoico, taurina, S-laminina y activina, estas
senales actuan como factores de transcripcion especificos para el desarrollo de los
bastones. Mas tarde, estudios recientes sobre el desarrollo de los fotorreceptores
identificaron relaciones complejas entre factores de transcripciéon reguladores
(entre ellos OTX2, PAX6, MITF, CRX, NR2E3) que determinan el destino celular de
bastones y conos (Swaroop et al., 2010). Los efectos de la manipulacion de los
distintos factores involucrados en estas vias de diferenciacion han sido
demostrados en modelos celulares bidimensionales (2D) (para cultivos de
monocapa) y tridimensionales (3D) (para organoides) (Eldred et al., 2018), ambos
para el estudio del desarrollo de la retina, lo que convierte a este tipo de modelos,

clave para el desarrollo de las terapias génicas de DR.

2.1.5. Gen MFRP

El gen MFRP fue descrito en 2001, esta compuesto por 13 exones y se
encuentra localizado en el cromosoma 11923. Codifica para una proteina
transmembranal con 579 residuos de aminoacidos que se expresa principalmente
en el EPR y el epitelio ciliar del ojo, con una minima expresion en el cerebro (Won
et al., 2008; Mukhopadhyay et al., 2010).



La proteina codificada por el gen MFRP esta organizada estructuralmente
en tres dominios: un dominio rico en cisteina (CRD) en el extremo C-terminal, un
dominio transmembranal tipo Il y una region extracelular con repetidos en tandem
de los dominios CUB-LDLR. El dominio CRD es homdlogo al receptor Wnt candnico
de union a Wnt, lo cual sugiere que MFRP tiene una funcion en la sefalizacion de
Wnt (Katoh, 2001). La sefalizacion de Wnt regula diversos procesos como el
control de la expresidon génica, adhesion celular, proliferacion y apoptosis, o que
también sugiere que hay una relacién entre mutaciones de MFRP, la via de
sefalizacion de Wnt y la degeneraciéon del EPR (Burke, 2009; Mukhopadhyay et al.,
2010). Sin embargo, el papel funcional de MFRP en la retina y otras estructuras

oculares no esta totalmente establecido (Chekuri et al., 2019).

Se han reportado diversas mutaciones en el gen MFRP que originan una
amplia variedad de manifestaciones clinicas oculares que incluyen principalmente
microftalmia, nanoftalmos, retinitis pigmentosa, atrofia del EPR, edema macular y

degeneracion de la retina (Sundin et al., 2005; Velez et al., 2017)

Existe evidencia de que la proteina MFRP participa en el desarrollo normal
de las microvellosidades apicales del EPR y que mutaciones en el gen MFRP dan
lugar a una reduccién en el numero de tales estructuras en ratones mutantes (Li et
al., 2015; Fogerty y Bershase, 2011). Estos defectos en el EPR contribuyen al
desarrollo anormal de fotorreceptores, lo que tiene como consecuencia la
degeneracion de estas células (Won et al., 2008). El conocimiento de los procesos
patolégicos del EPR asociados a mutaciones especificas en MFRP permitira no
solo un mejor entendimiento de la fisiopatologia de las distrofias retinianas sino un

abordaje mas racional de potenciales opciones terapéuticas.

La naturaleza monogénica de la RP y la compartimentalizacion y
accesibilidad de la retina, han hecho que esta enfermedad sea una candidata
idénea a terapias in situ para regeneracion visual (He et al., 2015; Auricchio et al.,
2017; Ovando-Roche et al., 2017). Sin embargo, a la fecha aun no existen
tratamientos aprobados para estas enfermedades y los pacientes progresan hacia

la ceguera legal en la gran mayoria de los casos. Asi, es necesario el desarrollo de
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abordajes terapéuticos adicionales que amplien las posibilidades de los pacientes

a acceder a tratamientos de preservacion de la vision.

2.2. Modelos animales en enfermedades retinianas

Uno de los obstaculos mas importantes para el desarrollo de nuevas terapias
en la RP es que la mayoria de los genes asociados a la enfermedad se expresan
especificamente en el tejido retiniano y por lo tanto existe la dificultad de analizar
los mecanismos celulares afectadas por la mutacién de un gen individual (Liu et al.,
2015), a pesar de que el ojo ofrece muchos beneficios como blanco para terapia

geénica, al ser un 6rgano aislado y de facil acceso.

Se han obtenido numerosos beneficios en investigacién de enfermedades
oculares en un amplio panel de modelos animales con mutaciones espontaneas,
en genes que estan involucrados en enfermedades humanas de la retina
(Slijkerman et al., 2015).

A pesar de su invaluable contribucion en el entendimiento de las
enfermedades oculares los modelos animales no han sido idoneos por diversas
razones (Eintracht, Toms y Moosajee, 2020): 1) Las diferencias en la expresion de
genes en modelos animales no ayuda a nuestro entendimiento de enfermedades
humanas. Un ejemplo de ello es el gen MAB21L2, importante en la morfogénesis
del ojo y la sobrevivencia celular en el desarrollo de copas Opticas y que esta
asociado con microftalmia en humanos. Sin embargo, aun se desconoce el patrén
de expresion mas cercano a humanos debido a los diferentes patrones de
expresion de este gen en pollo, raton y pez cebra. 2) Los fenotipos de
enfermedades observados en humanos no siempre son similares a los observados
en animales. Ademas, primates y roedores divergieron hace 75 millones de afios,
y las diferencias inter-especies hacen imposible que los modelos de roedores
puedan reproducir de forma precisa o recapitular completamente patologias clinicas
humanas (Liu et al., 2018). 3) La letalidad embrionaria descrita en muchos modelos
animales, es incomparable con lo observado en humanos. 4) Las estructuras
oculares y los eventos durante el desarrollo difieren entre humanos y los modelos

animales, por lo que muchos de estos modelos, presentan deficiencias genéticas
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que afectan su vision, un ejemplo de ello es que la mayoria de los roedores, como
muchos mamiferos, son dicromaticos y tienen solo dos tipos de conos, en contraste
a los primates y humanos que tienen tres tipos de conos, mientras que, las aves
son tricromaticas y los reptiles son tetracromaticos (Kostic y Arsenijevic, 2016).
Todas estas diferencias, en conjunto, hacen complicado extrapolar los hallazgos en
eficacia de modelos animales y de uso de farmacos potenciales a humanos, lo que

ha contribuido al fracaso de varios ensayos clinicos.

Como resultado, estudiar el desarrollo y las enfermedades oculares
utilizando tejidos humanos es mas relevante desde el punto de vista fisiologico y
promisorio desde el punto de vista terapéutico. Sin embargo, comprender los
mecanismos de las malformaciones oculares tempranas utilizando muestras
humanas es casi imposible debido a la inaccesibilidad por razones éticas al tejido
fetal (Eintracht, Toms y Moosajee, 2020). En consecuencia, el uso de las células
troncales pluripotentes inducidas humanas (iPSC) es una opcion atractiva para

superar estas dificultades.

2.3. Reprogramacion celular

La reprogramacion celular, permite que el nucleo de cualquier célula sea
des-diferenciado hasta un estado temprano embrionario del desarrollo. En 1962, el
britanico John Gurdon, bidlogo del desarrollo, demostré que el nucleo celular de un
cuerpo celular de un embrion de Xenopus laevis adulto con células endodermales
totalmente diferenciadas, pudo ser restablecido a un estado embrionario temprano
por transferencia nuclear a una célula huevo fertilizada (cigoto). El cigoto se
desarroll6é con la informacién genética del nucleo transferido al cuerpo celular, en
un renacuajo y mas tarde en una rana. Los experimentos mostraron que habia
factores dentro del citoplasma de la célula del ovocito que restablecen la
informacion genética del nucleo transferido a su estado original (Gurdon, 1962).
Tales experimentos fueron llamados transferencia nuclear de células somaticas
(SCNT, por sus siglas en inglés, somatic cell nuclear transfer). Décadas mas tarde
en 2006, Shinya Yamanaka demostré en células de ratén y después en humano,
que la expresion forzada de ciertos factores de transcripcién son suficientes para

restaurar células diferenciadas, asi como la informacion genética contenida en su
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nucleo, al estado pluripotente (Takahashi y Yamanaka, 2006; Takahashi et al.,
2007).

Las células iPSC se obtienen por reprogramacion genética a partir de células
somaticas usando vectores con factores de pluripotencia. Inicialmente, las células
iPSC fueron producidas de fibroblastos de embriones de raton por la introduccion
de cuatro factores de transcripcion: Octamer-binding transcription factor 3/4
(Oct3/4), sex-determining region Y-box 2 (Sox2), c-Myc, y kruppel-like factor 4 (KIf4)
por medio de insercion viral para su induccién. La combinacién de estos factores
generd colonias con morfologia y proliferacion similar a las células troncales

embrionarias (embryonic stem cells, ESC) (Takahashi y Yamanaka, 2006).

Las células troncales que tienen la caracteristica de mantener un estado
pluripotente, son aquellas que son capaces de diferenciarse en cualquier célula de
las tres capas embrionarias (endodermo, ectodermo y mesodermo), capacidad
similar a las células troncales embrionarias humanas (hESC) derivadas del estado
embrionario temprano de la masa celular interna del blastocisto (Thompson et al.,
1998).

La obtencién de células iPSC mediante reprogramacion ofrece diversas
ventajas bioldgicas y éticas, entre ellas se encuentra reducir la limitante del riesgo
de rechazo inmunologico en caso de aplicaciones de terapia celular; ademas,
poseen una capacidad ilimitada de regeneracion (debido a que su capacidad de
division es alta), al requerir solamente de células somaticas de fuentes accesibles
y no invasivas, y evitan de esta manera los dilemas éticos que representa la
manipulacion de embriones humanos (Zacharias et al., 2011). Las células iPSC
permitieron modelar enfermedades y acceder a tejidos a los que anteriormente no
se tenia acceso, nos permitieron comprender los procesos de diferenciacion en
contextos sanos y de enfermedad durante las etapas embrionarias. A la fecha, se
ha logrado un entendimiento tal de la biologia de la retina que se tiene el potencial
de beneficiar a millones de individuos afectados por ceguera hereditaria de origen
retiniano mediante células iPSC especificas de pacientes que permiten modelar la

enfermedad al ser diferenciadas en células de la retina (Foltz y Clegg, 2018).
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La forma mas comun de desarrollar investigacion basica con células
troncales in vitro es a partir de cultivos celulares, principalmente haciendo uso de
una superficie plana que permita el soporte mecanico para la formacion de una
monocapa celular. Bajo estas condiciones, los nutrientes y los diversos factores de
crecimiento se distribuyen de manera homogénea en el cultivo, sin embargo, se
han descrito modelos 3D que pueden ser mas eficientes dependiendo del objeto de
estudio (Liu et al., 2018).

Las células iPSC (Figura 3), pueden ser reprogramadas a partir de tejidos
de facil obtencion como sangre periférica, o biopsia de piel, y ser diferenciadas en
varios tipos celulares para el modelamiento de enfermedades, en el caso particular
del estudio de la retina, pueden ser diferenciadas a un solo tipo celular como son
bastones, conos, 0 a las vesiculas y copas opticas (Borooah et al., 2013; Achberger
et al., 2019).

2.3.1. Métodos de reprogramacion

Antes de que se induzca la pluripotencia, deben construirse los virus que van
a infectar a las células blanco. Se conocen diversos métodos para inducir
pluripotencia, principalmente retrovirus integrativos como son los lentivirus, que
requieren plasmidos, y los virus Sendai, el cual no requiere preparacion de plasmido
o transfeccién viral, por lo que se le conoce como método no-integrativo. Cada
enfoque tiene limitaciones, como son la eficiencia de reprogramacion, mutagénesis
insercional y reprogramacion parcial (Salas, Gerami-Naini, y Anchan, 2017). Para
los propdsitos de modelamiento de enfermedades relacionadas con la retina, se ha
descrito que los métodos de reprogramacion no-integrativos son altamente
recomendables para reducir la posibilidad de producir efectos fuera de las células
blanco (Foltz y Clegg, 2017).

2.4. Métodos de diferenciacion celular a progenitores retinianos
Existen distintos protocolos para la diferenciacion de tipos celulares de la retina,
especificamente para la produccion de EPR a partir de células hESC. Los métodos

directos de diferenciacion involucran la adicion de factores de crecimiento y
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(Modificado de Achberger et al., 2019).

pequefas moléculas para simular el proceso de desarrollo in vivo de la retina (Foltz
y Clegg, 2019). Se han descrito diferentes métodos en las ultimas décadas, uno de
ellos fue la descripcion de moléculas pequenas para promover los factores de
diferenciacién de EPR como son quetomina, un inhibidor de los factores inducibles
por hipoxia, como fuerte inductor de EPR combinado con nicotinamida (Maruotti et
al., 2015). Sin embargo, mas tarde, se dieron a conocer meétodos de diferenciacion
directa de EPR, que no recapitulan el desarrollo normal de la retina. Estos métodos
se basan en un cultivo adherente en monocapa, manipulando la inhibicion y
activacion secuencial de activina y sefalizacion de BMP (proteina morfogenética
0sea, BMP por sus siglas en inglés), y la adicion de moléculas exégenas y proteinas

recombinantes (Choudhary et al., 2016).

Para el estudio del desarrollo y patologias del EPR, ha sido esencial la
generacion de modelos in vitro que permiten recapitular de una manera adecuada
las caracteristicas de interés. Es por esta razén que las células iPSC son un modelo
idoneo para la regeneracion in vitro de fotorreceptores y células del EPR (Osakada
et al., 2008; Li et al., 2014; Choudhary et al., 2016; Maruotti et al., 2015), pues son

estos tipos celulares los que degeneran predominantemente en individuos con RP.
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3. ANTECEDENTES

De acuerdo con los diversos autores, las células de pacientes con una
mutacion especifica pueden ser reprogramadas hasta el estado pluripotente y ser
re-diferenciadas hacia las células de interés, convirtiéndose asi, en un modelo ideal
para la recapitulacién in vitro del desarrollo embrionario, y sucesivamente de la
aparicion de los signos de la enfermedad (Tsuji, 2010), para el desarrollo de

posibles blancos terapéuticos especificos en los pacientes.

Se ha reportado la generacién de lineas de células iPSC derivadas de
pacientes con enfermedades relacionadas con la retina. Un ejemplo de ello es la
linea de células iIPSC LEIiO07 derivadas de un paciente con enfermedad de
Stargardt autosémica recesiva, causada por una mutacion heterocigota compuesta
en el gen ABCA4. Esta linea generada a partir de fibroblastos dermales haciendo
uso de plasmidos episomales, presenté una morfologia y marcadores de expresion
tipicos de colonias pluripotentes, asi como la presencia de las variantes
heterocigotas que fueron evaluadas por secuenciacion Sanger (Classen et al.,
2019). Otro ejemplo es la linea de células iPSC INMi005-A derivada de un paciente
con retinosis pigmentaria no sindromica autosdmica recesiva, causada por una
mutacion heterocigota compuesta en el gen USHZ2A la cual fue generada a partir
de fibroblastos dermales con un método no integrativo del virus Sendai, y de igual
forma presentd caracteristicas de pluripotencia y estabilidad genética (Sanjurjo-
Soriano et al., 2022).

La generacion de este tipo de lineas celulares con fenotipos caracteristicos
permitira elucidar los mecanismos patologicos de las enfermedades retinales por
considerarse herramientas valiosas para el entendimiento de patologias asociadas

a variantes especificas.

A la fecha, diversos autores han desarrollado modelos de DR con células
iPSC de pacientes a partir de fibroblastos obtenidos por biopsia de piel, y con el SV
como meétodo de reprogramacion, para el desarrollo exitoso, tanto de modelos 2D
o 3D, como de organoides, de células fotorreceptoras. Algunos de los ensayos se
llevaron a cabo para evaluar la degeneracion de bastones en un modelo de RHO

en el que se generaron las células precursoras de fotorreceptores de tipo bastén
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(Jin et al., 2012); para caracterizar los defectos en fagocitosis en EPR en un modelo
de MERTK (Luvikovic et al., 2015); para diferenciar EPR e identificar mutaciones
especificas no descritas en RPEG5 (Tucker et al., 2015); y para describir los efectos

sobre los cilios primarios en un modelo de CEP290 (May-Simera et al., 2018).

En 2008, Osakada y colaboradores, demostraron que es posible la
generacion in vitro de fotorreceptores a partir de células ES de raton, primates y
humanos. Ellos trataron a las células ES bajo condiciones de cultivo definidas libres
de sustancias de origen animal, combinado con el tratamiento de inhibidores de
Wnty Nodal, y a las que se les indujo diferenciacion de progenitores retinianos para
la generacion de células del EPR (Osakada et al., 2008). Se propuso después, que
este método podia ser aplicado a células iPSC generadas de células somaticas de

un humano adulto, por su caracteristica potencialidad.

Li y colaboradores en 2014, utilizaron la tecnologia de las células iPSC
humanas, para modelar y demostrar el efecto de dos mutaciones en estado
homocigoto y heterocigoto, una insercion de 5 pb y una deleciéon de 1 pb
respectivamente, en el exén 5 del gen MFRP para establecer su asociacidén con
RP. Lo lograron generando células iPSC de pacientes portadores de estas
mutaciones a partir de fibroblastos dermales que fueron transducidos con lentivirus,
reprogramados Yy diferenciados. Describieron que las células iPSC derivadas de los
pacientes presentaron una expresiéon menor de MFRP comparada con una linea
control de células iPSC. Ademas, demostraron que su modelo de células iPSC-EPR
puede ser monitoreado morfolégica y funcionalmente para su caracterizacion,
igualmente demostraron que la organizacion de la actina como blanco rio abajo
tiene un efecto sobre el gen MFRP (Li et al., 2014).
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4. Planteamiento del problema

En la actualidad, la reprogramacion celular es una alternativa atractiva para
la generacion de células troncales pluripotenciales humanas que no requiere
meétodos invasivos para su obtencién, por lo que pueden ser obtenidas de cualquier
célula somatica de un individuo y permiten el acceso a los distintos tipos celulares
que se ven afectados en las diversas patologias. Las ventajas de los diversos tipos
de metodologia para reprogramacion celular que ofrecen un abordaje no integrativo
para el modelamiento de enfermedades relacionadas con la retina, es que permiten
reducir los efectos de los transgenes dentro de las células blanco. EI poder
establecer modelos adecuados para el estudio de la RP a partir de la
reprogramacion de células adultas y de la diferenciacion de células iPSC, permitira
estudiar de forma mas eficiente los procesos celulares con el mismo fondo genético,
y comprender como las mutaciones especificas en el gen MFRP originan fenotipos
oculares variables, para después identificar cuales son los mecanismos celulares
precisos que llevan a la ceguera y proponer tratamientos mas racionales y

especificos.

4.1. Justificacion

Los fenotipos asociados a MFRP son muy variables, pues se han descrito
mutaciones en MFRP que derivan en un fenotipo caracterizado por RP de tipo
hereditaria autosémica recesiva, nanoftalmos, drusas del disco 6ptico y cambios en
la macula, originalmente descrito como foveosquisis. En otras mutaciones se han
relacionado a un fenotipo aislado de nanoftalmos sin cambios en la retina. Aun se
desconoce la causa de por qué algunas mutaciones causan nanoftalmos aislado,
mientras que otras mutaciones originan un fenotipo del complejo nanoftalmos-RP-
foveosquisis-drusas del disco optico. Estos fenotipos variados sugieren que el gen
MFRP tiene una participacion en el desarrollo ocular (Ayala-Ramirez et al., 2006;
Zenteno et al., 2009; Won et al., 2008). Debido a ello, se necesitan mas estudios
de mutaciones especificas para identificar mejor los mecanismos involucrados en
estas diferencias fenotipicas. Una alternativa para lograr esto, es la generacion de

un modelo de retinosis a partir de iPSC.
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4.2. Hipotesis
Las células iPSC reprogramadas a células del EPR de sujetos con RP por
mutacion del gen MFRP presentaran diferencias fenotipicas, estructurales, y en

marcadores de expresion, en comparacion con las células reprogramadas sin
mutaciones.
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5. OBJETIVOS

5.1. General

Establecer las diferencias fenotipicas y de expresion de marcadores de la
linea de células del EPR diferenciadas a partir de células iPSC provenientes de

sujetos con RP causada por mutacién del gen MFRP.

5.2. Particulares
e Obtener cultivos primarios de fibroblastos a partir de biopsias dermales de
pacientes con RP asociada a MFRP.
e Reprogramar fibroblastos dermales con mutacion en MFRP en células iPSC.

¢ Diferenciar EPR a partir de células iPSC con mutacién en MFRP.

® |dentificar cambios de expresion en marcadores asociados a progenitores
retinianos durante el proceso de diferenciacion de las células iPSC con
mutacién en MFRP.
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6. METODOLOGIA

Se planted realizar la reprogramacioén de fibroblastos dermales provenientes
de sujetos con RP por la variante genética c.498 499insC en MFRP, haciendo uso
de un virus Sendai que se replica exclusivamente en el citoplasma, sin integracién
cromosodmica. Mas adelante, identificamos colonias primarias de células iPSC para
su propagacion y de forma paralela cultivamos la linea control de células
embrionarias humanas H9 hasta su maduracion y posterior caracterizacion,

mediante qPCR, RT-PCR e inmunofluorescencia (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de la estrategia experimental del proyecto de investigacion.

(p.P165fsX198)

6.1. Sujetos de estudio

Los sujetos de estudio presentan un fenotipo caracteristico de RP que se
distingue por ser un sindrome de RP, nanoftalmos, y drusas del disco optico. De
estos sujetos de estudio, se realizd previamente la secuenciacion Sanger para la
region codificante del exén 5 del gen MFRP mediante la cual fue identificada la

variante ¢.498 499insC (p.P165fsX198) (Ayala et al., 2006).
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6.2. Aislamiento y cultivo de fibroblastos humanos

Las biopsias de los pacientes y donantes fueron obtenidas y colectadas en
el Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana previo consentimiento informado
(Anexo 1). Este estudio fue aprobado por la Comisién de Etica de la Divisién de
Investigacion de la Facultad de Medicina de la UNAM (protocolo No. IN215720).
Cada biopsia fue realizada por un dermatélogo profesional, mediante puncién en
condiciones de esterilidad y fue tomada del antebrazo de cada uno de los sujetos
de estudio. Los tejidos obtenidos fueron almacenados en medio fresco Opti-MEM
(Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., EUA) suplementado con suero fetal bovino
(SFB) (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., EUA) 5% y Penicilina-Estreptomicina
0.2% (10,000 U/mL) (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., EUA) a 4 °C, y fueron
procesados en las primeras 24 horas.

6.2.1. Cultivos primarios

Cada biopsia se colocd en una caja Petri de vidrio estéril con medio Opti-
MEM fresco suplementado, en donde se realizaron de 6 a 9 cortes a cada una.
Estos cortes, fueron colocados en placas de 6 pozos de 9.5 cm?, previamente
tratadas con Matrigel reducido en factores de crecimiento (Growth Factor Reduced-
Matrigel, Corning, EUA) diluido 1:20 en medio DMEM F-12 (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, EUA), y se colocaron de dos a tres cortes de biopsia por pozo al centro
y separadas entre si. Se agregaron 3 mL de medio Opti-MEM suplementado con
SFB 10% y 0.1% Penicilina-Estreptomicina, con cuidado y sin desprender los
tejidos, y la placa fue colocada en incubadora con 5% de CO2 a 37 °C. Las células
necesitaron un tiempo aproximado de 24 horas para adherirse a la placa, posterior
a esto, el medio se cambid cada 48 horas dependiendo de su crecimiento. Después
de 20-30 dias en estas condiciones, y una vez que las células migraron fuera de
los trozos de tejido, el proceso completo de formacion de la linea celular de

fibroblastos fue establecido, y denominado cultivo primario.

6.2.2. Criopreservacion de cultivos primarios de fibroblastos
Para su criopreservacion, cuando los cultivos de la biopsia alcanzaron una
confluencia del 90%, se les adiciond la enzima TrypLE Select Enzyme (1X) (Gibco,

Thermo Fisher Scientific Inc., EUA), y se incubaron a 37 °C con 5% de CO2 durante
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5 minutos. Posteriormente, las células se cosecharon con PBS 1X, para inactivar la
enzima y se centrifugaron a 1,250 rpm durante 5 minutos. Después de este tiempo
se retir6 el sobrenadante y las células fueron resuspendidas en una preparacion de
medio de congelacion que contenia 7 mL de medio Opti-MEM, 2 mL de SFBy 1 mL
de dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, Alemania) como criopreservante. Las
células fueron alicuotadas en criotubos en 1 mL de medio de congelacion libre de
suero Bambanker (GC LYMPHOTEC Inc., Japdn), y se congelaron gradualmente
12 horas a -50°C y a -80 °C hasta su uso.

6.3. Células pluripotentes embrionarias

6.3.1. Obtencion y cultivo de células embrionarias humanas H9

La linea de hESC Wa09, conocidas como H9 se utilizé como linea celular
control y fueron adquiridas a través de WiCell, EUA. Estas células fueron cultivadas
en Matrigel reducido en factores, diluido 1:20 en medio DMEM F-12, y fueron
utilizadas siempre en una confluencia del 80%, la cual alcanzaron después de 5
dias en cultivo cuando presentaron formacién de colonias con una alta densidad.
De esta linea celular H9, se obtuvieron suficientes cultivos para tener un stock
criopreservado en laboratorio, y de igual forma se mantuvieron en propagacion,

para la subsecuente induccién a diferenciacién de EPR.

6.3.2. Caracterizacion de pluripotencia por inmunofluorescencia

Las células H9 control, fueron caracterizadas por inmunofluorescencia con
el kit comercial Pluripotent Stem Cell 4-Marker Immunocytochemistry Kit
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc., EUA), para los factores de transcripcion
esenciales en el mantenimiento de pluripotencia SOX2, OCT4, SEEA4 y del
marcador TRA 1-60, asi como la tincion nuclear con NucBlue Fixed Cell Stain
(DAPI). Para ello, las células se fijaron con solucién de fijacion (Paraformaldehido
al 4%) a temperatura ambiente durante 15 minutos. La solucion fue retirada y las
células fueron permeabilizadas (0.2% de Tritdbn) y se incub6é a temperatura
ambiente durante 15 minutos. Nuevamente, la solucién fue retirada y las células
fueron bloqueadas con solucion de bloqueo (BSA 1%, Triton 0.2%) durante 30

minutos a temperatura ambiente. Posterior a este tiempo, se adicionaron los
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anticuerpos primarios diluidos en solucidn de bloqueo a una concentracion final de
1Xy las células se incubaron a 4 °C toda la noche. Después, se retird la solucion
de bloqueo con los anticuerpos y se prosiguié con una serie de tres lavados con
solucion buffer (BSA 1%) de 3 minutos cada uno. Luego de los lavados, los nucleos
se tifileron con 1 gota /mL de NucBlue Fixed Cell Stain (DAPI) (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific Inc., EUA). Se realizaron los analisis de fluorescencia mediante un
microscopio Olympus IX71 y el programa QCapture Suite. Los anticuerpos

utilizados para el analisis de inmunofluorescencia se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Anticuerpos utilizados para inmunofluorescencia de células H9 y células
iPSC.

Dilucion 1:X

Anticuerpos primarios

anti-OCT4 (host: rabbit) 200
anti-SOX2 (host: rat) 100
anti-SSEA4 (host: mouse 1gG3) 100
anti-TRA-1-60 (host: mouse IgM) 100
anti-NANOG (host: rabbit) 100
Anticuerpos secundarios

Alexa Fluor 488 goat anti-mouse 250
Alexa Fluor 488 donkey anti-rat 250
Alexa Fluor 594 donkey anti-rabbit 250
Alexa Fluor 594 goat anti-mouse IgG2a | 250

6.4. Generacion y caracterizacion de células troncales pluripotenciales inducidas

6.4.1. Reprogramacion celular de fibroblastos dermales con virus Sendai

La reprogramacion celular de fibroblastos de pacientes con la variante en el
gen MFRP se logré6 mediante el uso del kit comercial de reprogramacion
CytoTune™-iPSC 2.0 Sendai Reprogramming Kit (Invitrogen, Thermo Fischer
Scientific Inc., EUA). La preparacion de las células de fibroblastos inicidé dos dias
antes de la transduccion. Se sembraron en medio de fibroblastos compuesto por
DMEM alto en glucosa suplementado con SFB 10% y MEM NEEA (100X) 1%
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(Gibco, Thermo Fischer Scientific Inc., EUA), en 4 pozos de una placa de 6 pozos
de 9.5 cm?, a una densidad de 190,000 células/mL, una densidad apropiada para
alcanzar entre 200,000-220,000 células en el dia de transduccion (Dia 0). Uno de
los pozos se utilizé para contar y calcular el volumen viral. Las células fueron
cultivadas por 2 dias mas, para asegurar que estuvieran completamente adheridas

y extendidas.

El dia de la transduccién, se colocé 1 mL de medio de fibroblastos en un
bafio de agua caliente, por cada pozo a ser transducido. Las células de un pozo
fueron cosechadas y contadas para estimar el numero de células por pozo.
Después, las células fueron removidas de la placa usando 0.5 mL de TrypLE 1X
(Gibco, Thermo Fischer Scientific Inc., EUA), y se incubaron a temperatura
ambiente durante 3 minutos. Posteriormente, se agregé 1 mL de medio de
fibroblastos a cada pozo y las células se colectaron en un tubo de 15 mL. El
volumen necesario de cada virus fue calculado con la informacion de titulacion en
el Certificado de Analisis del kit para realizar la transduccién con los valores de MOI
(multiplicidad de infeccién) optimizados a: Klif4/Oct3/4-Sox2 MOI=5, hc-Myc MOI=5,
hKIf4 MOI=3. Los tubos de cada virus fueron removidos de su almacenamiento a -
80 °C. Se descongelaron sumergiendo el fondo del tubo en un bafio de agua a 37
°C por 10 s, se permitié continuar su descongelacion a temperatura ambiente, y
fueron colocados en hielo. Mas tarde, los volUmenes calculados de cada uno de los
tubos del kit fueron agregados a 1 mL de medio de fibroblastos pre-calentado a 37
°C. La solucién se mezclé por pipeteo suave arriba y abajo. Se completé el paso
siguiente dentro de los siguientes 5 minutos. Se aspird el medio de fibroblastos de
las células y se agregd la mezcla preparada de virus de reprogramacion al pozo
que contenia las células y se incubaron toda la noche a 37 °C, en incubadora con
atmosfera humeda de 5% de CO02. Después de 24 horas de la transduccion, se
reemplazé el medio con medio de fibroblastos fresco. Las células se cultivaron por
6 dias mas, y el medio fue cambiado por medio de fibroblastos fresco diariamente.

Los fibroblastos fueron cosechados y sembrados en placas de cultivo
cubiertas con Matrigel 1:20. Para esto, el medio fue removido y las células se
lavaron con solucion PBS 1X. Posteriormente, las células fueron removidas con 0.5

mL de TrypLE (1X), y se incubaron a temperatura ambiente durante 3 minutos. Se
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colectaron con 2 mL de medio de fibroblastos adicionales por pozo en un tubo de
centrifuga conico de 15 mL y las células recuperadas se centrifugaron a 1,250 rpm
por 4 minutos. A continuacion, se realizé el conteo de las células y se sembraron
en las placas previamente cubiertas con 1 ml de matrigel 1:20 por pozo a una
densidad de 100,000 células/mL para ser incubadas.

Después de 24 horas, el medio se cambié a medio Essential 8 (Gibco,
Thermo Fisher Scientific Inc., EUA) con 10 ng/mL de recombinant human FGF-
basic (Sigma-Aldrich, EUA) y se removio cada dia siguiente. A partir de este
momento, las células se monitorearon bajo el microscopio por la aparicién de
grupos de células indicativas de células reprogramadas (colonias compactas,
compuestas de células redondas con nucleo prominente y borde refractrante). Tres
semanas después de la transduccion, las colonias crecieron a un tamafo apropiado
para transferirse. Las colonias de iPSC indiferenciadas se eligieron manualmente y
fueron transferidas a otra placa de cultivo previamente cubierta con Matrigel diluido

1:20 para su expansion.

6.4.2. Seleccion y toma de colonias de células iPCSs

Las colonias de células iPSC fueron aisladas después de 3 semanas de
cultivo. Para esto, se marcaron previamente por debajo de la placa de cultivo y se
seleccionaron al menos 10 colonias diferentes. Haciendo uso de una jeringa con
aguja de 25G y bajo el microscopio dentro de la campana de bioseguridad, se
cortaron manualmente las colonias delimitando la periferia de cada colonia
marcada. Se utilizd6 una micropipeta de 200 uL para recuperar cuidadosamente y
transferir los segmentos de las colonias cortadas a tubos de 1 mL con medio fresco
Essential 8 (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., EUA) suplementado con FGF 10
ng/mL que posteriormente fue trasladado a placas previamente cubiertas con
matrigel diluido 1:20. La placa con la seleccion de colonias se incubd a 37 °C con
atmésfera humeda de 5% de COz, por al menos 48 horas antes de reemplazar el
medio con medio fresco. Después de esto, el medio fue reemplazado cada dia para
permitir su crecimiento. Con el transcurso de los dias las colonias mostraron un

comportamiento mas estable, sin diferenciacion repentina, con los bordes mas
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definidos y colonias compactas compuestas de células homogéneas en tamario,

redondas con poco citoplasma y un nucleo grande.

6.4.3. Cultivo y expansion de células iPSC

Las células iPSC se expandieron para asegurar un stock en el laboratorio de
la linea celular generada, y de igual manera se mantuvieron en cultivo para su uso.
Estas células fueron cultivadas en placas previamente cubiertas de matrigel diluido
1:20. Las células fueron alimentadas con medio E8 suplementado con FGF 20
ng/mL e incubadas a 37 °C con atmdésfera humeda de 5% de COz. Al alcanzar una

confluencia del 80% se criopreservaron en medio Bambanker.

6.4.4. Extraccion de DNA de células iPSC

Para el analisis de la secuencia de DNA de las células iPSC en la region
especifica de la mutacion del exén 5 del gen MFRP, las células en cultivo fueron
recolectadas en una confluencia del 80-90% con una solucién de Collagenase 1V al
0.1% y se incubaron durante 15-20 minutos, hasta que las colonias comenzaban a
levantarse de la matriz por el borde y fueron recuperadas. Después de este tiempo,
las células se resuspendieron en medio E8 suplementado con FGF 20 ng/mL y el
DNA fue aislado con el kit All-Prep (QIAGEN, EUA) siguiendo las recomendaciones
del proveedor. La reaccién de PCR con los primers especificos del exon 5 del gen
MFRP, asi como la reaccién para la secuenciacion Sanger se llevo a cabo en el
Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana, siguiendo el protocolo descrito

previamente (Ayala-Ramirez et al., 2006).

6.4.5. Caracterizacion de pluripotencia por inmunofluorescencia

Las células reprogramadas fueron evaluadas por su morfologia, es decir la
formacion de colonias caracteristicas, la apreciacion de la relacion nucleo-
citoplasma, asi como la valoracion de bordes redondos brillantes reflectantes en la
periferia de cada una de estas colonias. Para comprobar la expresion de proteinas
asociadas a la pluripotencia en la linea celular reprogramada, se realizaron analisis
de inmunofluorescencia para factores transcripcionales esenciales en el
mantenimiento de la pluripotencia con el kit Pluripotent Stem Cell 4-Marker

Immunocytochemistry Kit como se mencion6 en el apartado 5.3.2. Los analisis de
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fluorescencia fueron realizados mediante un microscopio Olympus IX71 (Olympus
Scientific Solutions, EUA) y el programa QCapture Suite. Los anticuerpos utilizados

para el analisis de inmunofluorescencia se muestran en la Tabla 1.

6.4.6. Ensayo de actividad de fosfatasa alcalina (AP)

La actividad de la AP se evalué por un ensayo colorimétrico, 3 semanas post-
transduccion en las células que tenian un cambio morfolégico y con crecimiento de
colonias. El ensayo se realiz6 de acuerdo con las instrucciones del kit comercial
SIGMAFAST BCIP/NBT (Sigma-Aldrich, Alemania). Brevemente, después de
retirar el medio de las células éstas fueron lavadas con solucion PBS 1X, y
posteriormente se le colocd 1 mL de una solucion que fue preparada al momento
con una tableta disuelta en 10 mL de agua estéril, y se dejo incubar durante 15
minutos. Al finalizar, la solucion de trabajo fue retirada y se realizaron dos nuevos
lavados con solucién de PBS 1X. Las colonias positivas a AP se mostraron como

colonias azul obscuro.

6.4.7. Analisis de expresion de genes enddgenos por RT-PCR

Para el analisis de expresion de genes de interés se aisld el RNA total con
el kit RNeasy (QIAGEN, EUA) y se siguieron las recomendaciones del proveedor.
Las reacciones de RT-PCR se realizaron con el kit Quantinova (QIAGEN, EUA) con
la enzima Transcriptasa Reversa y se procesaron en un equipo RotorGene 6000
(Corbett Life Science). Las células se evaluaron en dos estadios, como células pre-
iPSC y como células iPSC establecidas del pase 14, para identificar la presencia
y/o ausencia de los genes SOX2, OCT4 y Klif4 (Tabla 2). Como control interno se
utilizaron primers especificos para el gen GAPDH. El analisis de datos se realizd
utilizando el software Roto-Gene Q (QIAGEN) y los graficos fueron realizados con

el programa GraphPad Software (EUA).

Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados para evaluar la expresion de genes asociados a
pluripotencia.

Oligonucledtido Secuencia
SOX2 Forward GCCGAGTGGAAACTTTTGTCG
SOX2 Reverse GGCAGCGTGTACTTATCCTTCT

28



Continuacion Tabla 2.

Oligonucleétido Secuencia

NANOG Forward TTTGTGGGCCTGAAGAAAACT
NANOG Reverse AGGGCTGTCCTGAATAAGCAG
Kif4 Forward CCCACATGAAGCGACTTCCC
Kif4 Reverse CAGGTCCAGGAGATCGTTGAA

6.5. Ensayo de diferenciacion de EPR

Para la generacion del EPR se utilizé el protocolo de diferenciacion de
Maruotti (Maruotti et al, 2015), compartido por el Dr. Shyamanga Borooah de la
Universidad de California San Diego, quien es colaborador del grupo de
investigacion del Departamento de Genética del Instituto de Oftalmologia Conde de

Valenciana.

De manera general, este protocolo consiste en el establecimiento eficiente
de EPR dirigido por moléculas pequefias como son la nicotinamida (NIC) y
quetomina (CTM). Las soluciones fueron preparadas previo a iniciar cada ensayo
de diferenciacion. Para la solucion de NIC 1 M stock (100X), se utilizaron 50 mL de
agua para cultivo, a la que se le adicionaron 6.1 g de NIC (Sigma Aldrich, Alemania).
Posteriormente, esta mezcla se esterilizé con un filtro para jeringa de 40 mm. Esta
solucion se mantuvo a 4 °C hasta su uso, durante 1 mes y fue utilizada a una
concentracion final de 10 nM. Para la solucién de CTM (Sigma Aldrich, Alemania)
se prepard una solucion stock a 1 mM, para esto fue diluido 1 mg de CTM en 1.4
mL de DMSO para cultivo celular (Sigma Aldrich, Alemania) y se utilizé6 a una

concentracion de 25-100 nM. La solucién se almacend a -80 °C hasta su uso.

Adicionalmente se utilizaron dos medios basales, un medio de Diferenciacion
de EPR (MD) (Tabla 3) y otro medio para el mantenimiento de células del EPR
(MEPR) (Tabla 4).

Tabla 3. Composicion de Medio de Diferenciacion (MD) para EPR.

Medio y suplementos Concentracion 500 mL

DMEM/F12 425 mL
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Continuacion Tabla 3.

Medio y suplementos Concentracion 500 mL
Knock Out Serum Replacement 15% 75 mL
Glutamina 100x 2 mM 5mL
Aminoacidos no esenciales 100x 0.1 mM 5mL
Antibiotico-Antimicético 100x 1% 5mL
b-Mercaptoetanol 0.1 mM 3.5mL

Tabla 4. Composicion del medio de mantenimiento de EPR.

Medio y suplementos Concentracion, % 500 mL
(vollvol)

DMEM 70 350 mL

F12 30 150 mL

B27 xenofree, 50x 2 10 mL

Antibiético-Antimicético, 100x 1 5mL

Las células se colocaron en placas de seis pozos previamente cubiertas con
Matrigel diluido 1:20 a una alta densidad, y se colocaron 3 mL de medio E8 por
pozo, hasta la formacion de una monocapa de aproximadamente 80% de
confluencia. Al alcanzar esta densidad, el medio se cambié por 3 mL de MD vy se
utilizaron 3 mL por pozo. Al dia siguiente, las células fueron alimentadas con MD
adicionado con NIC 10 mM a una concentracion de 25-100 nM CTM (MD NC) por
dos semanas. El medio fue cambiado diariamente durante este tiempo agregando
solucion fresca de cada una de las moléculas. Después de dos semanas bajo estas
condiciones, el medio se cambié por MD adicionando solo NIC 10 mM por dos
semanas y nuevamente el medio fue cambiado diariamente con solucion de NIC
fresca. Después de dos semanas, el medio se cambié por MEPR, utilizando 2 mL
por pozo, y las células fueron alimentadas diariamente con este medio durante 35
dias. Al dia 35 el MEPR fue removido y se adiciond 1 mL de StemPro Accutase
(Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., EUA) para disociar las células. Se incubaron

de 10 a 20 minutos a 37 °C con atmésfera humeda de 5% de CO:2 hasta que las
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células se mostraron redondas. Se adicionaron 2 mL de MEPR y fueron transferidos
a un tubo coénico de 15 mL que se centrifugd a 1,250 rpm durante 5 minutos. El
sobrenadante fue removido y las células se resuspendieron en MEPR, fueron
sembradas a una densidad de 250,000 células/cm?, y se rotularon como pase 1
(P1). Posteriormente, alrededor del dia 15 a 20 de cultivo después del P1, las
células se recolectaron con StemPro Accutase y fueron sembradas a una densidad
de 100,000 células/cm?. Finalmente, se realizé 1 pase celular cada 4 semanas bajo
las condiciones mencionadas anteriormente, hasta completar un total de 12

sSemanas.

6.5.1. Analisis de expresion por RT-PCR de genes asociados a diferenciacion
retiniana

Para evaluar la presencia de marcadores en progenitores retinianos y en
células del EPR maduras en las lineas celulares estudiadas, se realizo6 la extraccion
de RNA total con el kit RNeasy (QIAGEN, EUA) como se mencion6 anteriormente,
y las reacciones de RT-PCR se realizaron con el kit Quantinova y se procesaron en
un equipo RotorGene 6000 (Corbett Life Science). Las células fueron recuperadas
al dia 10, 20 y 30 de diferenciacién con moléculas pequefias y en el P2 de células
maduras de EPR. Los oligonucledtidos utilizados fueron descritos en otras
publicaciones (Meyer et al., 2009; Maruotti et al., 2015), y otros fueron disefiados
para este trabajo, OTX2, PAX6 y MITF (Factor de transcripcion asociado a

microftalmia) (Tabla 5).

Tabla 5. Oligonucleétidos para la caracterizaciéon de marcadores de EPR por
RT-PCR.

Oligonucledtido Secuencia

OTX2 (Forward) ACCTTGAACTCCACCTCT

OTX2 (Reverse) GCTTCTCTTCTCTGACTCTCTTTG
MITF (Forward) AAATGGCAAATACGTTGCCTG
MITF (Reverse) ACTCTGTGAGCTCCCTTTTTATG
PAX6 (Forward) AGTGAATCAGCTCGGTGG
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Continuacion Tabla 5.

PAX6 (Reverse)

TGCAGAATTCGGGAAATGTCGCAC

BEST1 (Forward)

CTGGGCTTCTACGTGACGC

BEST1 (Reverse)

TTGCTCGTCCTTGCCTTCG

MERTK (Forward)

CTCTGGCGTAGAGCTATCACT

MERTK (Reverse)

AGGCTGGGTTGGTGAAAACA

RPEG65 (Forward)

GCCAATTTACGTGAGAACTGGG

RPEG65 (Reverse)

CCAGATAGTCTCGTCACTGCAC

32



7. RESULTADOS

7.1. Sujetos de estudio

Los sujetos de estudio presentan un fenotipo retiniano caracteristico de RP
asociado a otros hallazgos oculares como nanoftalmos y drusas del disco 6ptico.
De estos sujetos de estudio, se realizé previamente la secuenciaciéon Sanger en
DNA gendmico para la regién codificante del exén 5 del gen MFRP y se identifico
la variante ¢.498 499insC (p.P165fsX198) en estado homocigoto (Ayala et al.,
2006). Los donantes familiares presentan de igual manera la variante genética en

el gen MFRP en estado homocigoto (Tabla 6).

Tabla 6. Relaciéon de las variantes en el gen MFRP de los sujetos de estudio.

Sujeto Cigosidad para Fenotipo
# €.498 499insC en
MFRP
1 Homocigoto Afectado (RP, nanoftalmos, drusas)
2 Homocigoto Afectado (RP, nanoftalmos, drusas)
3 Homocigoto Afectado (RP, nanoftalmos, drusas)

7.2. Aislamiento y cultivo de fibroblastos dermales

7.2.1. Establecimiento de cultivos primarios de fibroblastos

Previo consentimiento informado, se obtuvieron biopsias cutaneas de los
tres sujetos de estudio se les realizaron cortes para poder sembrarlas (Figura 5
izquierda). Posteriormente, los fragmentos fueron colocados en una placa con
Matrigel (Figura 5 derecha). El cultivo primario se logré después de 30 dias en
incubacion. En estos cultivos fueron identificadas células de tamafio adecuado con
morfologia normal de fibroblastos: células fusiformes con prolongaciones

citoplasmaticas relativamente cortas y ramificadas (Figura 6).
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Figura 5. Procesamiento de biopsias de los sujetos de estudio. Izq.: se observan los 9
cortes que se realizaron a cada biopsia, se realizd6 el corte en medio Opti-MEM
suplementado. Der.: corte de biopsia en placa con Matrigel para establecer el cultivo de

fibroblastos.

Figura. 6. Establecimiento de cultivos primarios de fibroblastos dermales
provenientes de un sujeto con RP por mutacion en el gen MFRP. Biopsias adheridas
a la matriz: A y B) Se observa por microscopia de contraste de fases cémo las células
comienzan a adherirse a la matriz extracelular, la parte mas oscura corresponde al tejido
de piel que no logra ser enfocada correctamente por sus dimensiones. Barras de escala:
100 um. Células de fibroblastos de biopsia de piel: C) con una confluencia del 90%, D)
acercamiento a estas células, se observan células de buen tamafio, con caracteristicas

morfoldgicas de fibroblastos. Barras de escala: 50 ym.
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7.3. Caracterizacién de marcadores de pluripotencia en células H9

La linea celular H9 se utilizé como linea celular control. Estas células fueron
cultivadas, expandidas y criopreservadas, y se generaron suficientes viales para
asegurar el stock de las células en el laboratorio. Las células H9 formaron colonias
compactas con bordes distintivos y con limites bien definidos, compuestas por
células con un nucleo prominente. Fueron caracterizadas por inmunofluorescencia
para los factores de transcripcion SSEA4 y OCT4, para los que fueron positivas
(Figura 7).

Figura 7. Caracterizacion morfolégica y por inmunofluorescencia de la linea de
células hESC H9. En el primer recuadro superior izquierdo, se aprecia una morfologia
tipica de colonias troncales pluripotentes. En los siguientes recuadros, la expresion de los
marcadores de pluripotencia en células H9 (SSEA4, OCT4) fue demostrada con

inmunofluorescencia; los nucleos fueron tefiidos con DAPI. Barras de escala: 50um.

7.4. Generacion de células iPSC de un sujeto con RP y caracterizacioén de
pluripotencia

7.4.1. Reprogramacion con virus Sendai de fibroblastos de sujeto con RP
La reprogramacion de los fibroblastos dermales provenientes del paciente

con mutacién en el gen MFRP se llevé a cabo con particulas de virus Sendai con
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los factores esenciales para la generacion eficaz de células iPSC. Se utilizé6 una
preparacion de vectores policistréonicos Klf4-Oct3/4-Sox2, cMyc y Kfl4 en un MOI
optimizado a 5, 5, 3, respectivamente. Se obtuvo un registro fotografico para
evaluar la morfologia y su homogeneidad celular durante los dias 3, 5, 7, 10y 19
post-transduccién (Figura 8). A los 21 dias las colonias indiferenciadas fueron
identificadas y seleccionadas. Se identificaron como colonias compactas (Figura 9A
y 9D), compuestas por células con nucleos largos en comparacion con el
citoplasma, redondas y pequefias (Figura 9B y 9E), con bordes distintivos y bien
definidos (Figura 9C y 9F). Las colonias que mostraron una morfologia irregular (un
indicador de que la diferenciacion fue interrumpida, modificando su estatus de
células troncales pluripotentes) no fueron elegidas para su propagacion. Las células
que tenian la morfologia deseada fueron aisladas, expandidas, caracterizadas y
denominadas linea IPSC-MFRP. Estas células se criopreservaron para su
almacenamiento y uso posterior. Las fotografias mostradas de las colonias aisladas
corresponden al pase celular dos (P2), y al pase celular 16 (P16), donde se observa

el mantenimiento de la morfologia caracteristica de esta linea celular generada.
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Figura 8. Fotografias de la reprogramacion de fibroblastos dermales con virus
Sendai a diferentes tiempos de transducciéon. A) Dia de la transduccion, se observa la
morfologia fusiforme tipica de células de fibroblastos y con nucleos de forma ovoide. B) Dia
3 post-transduccion, se observa que la morfologia empieza a cambiar y pierden su forma
fibroblastoide. C) Dia 5 post-transduccion, se distingue un cambio de morfologia a células
mas redondas, asimismo se observa muerte celular. D) Dia 7 post-transduccion, se aprecia
que los fibroblastos que lograron reprogramarse han cambiado su morfologia y se observan
grupos de estas células. E) Al dia 10 post-transduccién, se observa la formacién de
pequefnas colonias compuestas de células compactas. F) Dia 19 post-transduccion, se
observan colonias de células iPSC mas definidas y delimitadas, en las que se aun se

distinguen uniones intercelulares. Barras de escala: 50 ym.
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Figura 9. Morfologia de células troncales en las células de la linea iPSC-MFRP
seleccionadas del ensayo de reprogramacion celular en P2 (A, By C)y P16 (D,Ey
F). Ay D) Se observan las células agregadas en colonias caracteristicas. Bara de escala:
100 um. B y E) se puede observar la relacion nucleo-citoplasma caracteristica. Barra de
escala: 50 ym. C y F) Fotografias de contraste de fase, se observa borde refractante de

una colonia de células iPSC. Barras de escala: 100 ym.

7.4.2. Validacion de la variante del gen MFRP en células iPSC-MFRP

Al haberse establecido la linea de células iPSC-MFRP, se llevé a cabo la
expansion de la linea celular, asi como su criopreservacion. Posteriormente, se
realizo la extraccion de DNA de la linea celular reprogramada y se valido mediante
secuenciacion Sanger que la variante del sujeto de estudio con diagndstico clinico
de RP en exén 5 en el gen MFRP ¢.498 499insC (p.P165fsX198) efectivamente se

encuentra presente en estado homocigoto6 (Figura 10).
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Figura 10. Validacién de la secuencia nucleotidica en la linea celular iPSC-MFRP en
el sindrome de RP, nanoftalmos-retinosis pigmentaria-foveosquisis-drusas del disco
optico. A) Secuencia normal de un DNA control en el panel superior. B) Insercion
homocigota en la posicion del nucleétido 499 (coddn 166) en el sujeto afectado en el panel
inferior (Ayala-Ramirez et al., 2006); C) Secuencia nucleotidica de la linea celular de iPSC-
MFRP con la variante ¢.498_499insC (p.P165fsX198) presente.

7.4.3. Las colonias de células iPSC-MFRP seleccionadas expresaron marcadores
de pluripotencia

Para constatar la expresion de proteinas asociadas a la pluripotencia en la
linea celular reprogramada, se realizaron analisis de inmunofluorescencia para
factores transcripcionales esenciales en el mantenimiento de la pluripotencia. Se
utilizaron los marcadores establecidos de células troncales pluripotentes humanas
(OCT4, NANOG, SSEA4 y TRA-1-60) y se encontré que eran positivas (Figura 11A,
B y C), asi como la evaluacién de la morfologia caracteristica de dichas células en
estado pluripotente, es decir, con una morfologia mas redondeada y compacta,
tipica de células embrionarias, sin sefales de diferenciacion durante todo el
proceso de cultivo. Las colonias seleccionadas evidenciaron la actividad de la
fosfatasa alcalina en todas las colonias formadas (Figura 11D). Estos resultados
demostraron que las células iPSC obtenidas cumplen con caracteristicas de

pluripotencia.
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Figura 11. Caracterizacion por inmunofluorescencia de la linea iPSC-MFRP. Deteccion
de la expresion de los marcadores de pluripotencia (OCT4, NANOG, SSEA4, TRA-1-60)
por inmunofluorescencia; los nucleos fueron tefiidos con DAPI. A) Inmunotincion de
marcador de superficie SSEA4 y nuclear Oct4. B) Inmunotincion de marcador de superficie
SSEA4 y nuclear NANOG. C) Inmunotincién de marcador de superficie TRA-1-60. D)
Deteccidon de la fosfatasa alcalina en las colonias de células pluripotentes. Barras de

escala: 50 pm.

7.4.4. Andlisis de expresion de genes enddgenos por RT-PCR en linea de células
iPSC con mutacién en MFRP.

Las células iPSC-MFRP se caracterizaron por la expresion de los genes de
pluripotencia SOX2, NANOG y KIf4 por medio de RT-PCR y en este analisis se
pudo observar la expresién de los factores (Figura 12A). Paralelamente, se realizdé
este ensayo en células iPSC del pase 14, para verificar que las células expresan
dichos factores (Figura 12B). Estos resultados indican que la linea generada de
células iPSC cuenta con la capacidad de pluripotencia ya que expresan los tres

factores caracteristicos de pluripotencia.
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Figura 12. RT-PCR de genes endégenos del circuito de pluripotencia. Expresion
enddgena de los marcadores de pluripotencia SOX2, NANOG, Kif4 en células iPSC.MFRP.
GAPDH fue utilizado como control constitutivo. A) Células pre-iPSC, B) Células de la linea
iPSC-MFRP pase14.

7.5. Diferenciacion de células H9 y células iPSC-MFRP a células del EPR
Después de haber establecido que la linea de células H9 y células iPSC-
MFRP son pluripotentes, se llevd a cabo su diferenciacion a EPR. Las células
fueron cultivadas en monocapa hasta una confluencia de 90% a la que fueron
utilizadas. Después del tratamiento de diferenciaciéon con moléculas pequenas NIC
y CTM (Figura 13A), se lograron observar células diferenciadas a partir del dia 4.
En los dias siguientes se observaron cambios morfologicos significativos en las
células, las cuales perdieron la pluripotencia, desarrollando un espacio intercelular
dentro de la colonia, asi como también se observa la expansion de la distancia entre
células y un nucleo oscuro (Figura 13B). Adicionalmente, se logré observar la
aparicion de una pequena cantidad de pigmento (que corresponde a melanina), en
las células a partir del dia 20, indicando que las células respondian apropiadamente
a los estimulos de las moléculas pequefias, NIC como inductor neural y CTM como
promotor de la diferenciacién a EPR, lo cual resulté importante para continuar con
la diferenciacion y la sustitucion de medio para células del EPR. Sin embargo, se
puede apreciar en la Figura 13B que las células iPSC-MFRP lograron alcanzar la
morfologia esperada de las H9 del dia 11, hasta el dia 20. Esto nos indica que las

células iPSC-MFRP requieren de un mayor tiempo para su diferenciacion.
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Figura 13. Proceso de diferenciacién a células del EPR. A) Esquema general del
protocolo de diferenciacién de Maruotti et al., 2015 utilizado en este trabajo y los genes
blanco evaluados PAX6, OTX2, MITF, BEST1, RPE65 y MERTK en la diferenciacion ocular
alos 11, 20 y dias. B) Registro de la morfologia a partir de microscopia de las células H9
control y las células iPSC-MFRP al dia 0, 4, 11 y 20. NIC: nicotinamida, CTM: quetomina,
d: dias, s: semanas. Barras de escala: 50 ym. d: dias; s: semanas; >12: mayor a 12

semanas.

Simultdneamente, para determinar el potencial de diferenciacion hacia
progenitores retinianos en el protocolo utilizado, se evalu6 la presencia de la
expresion de los marcadores tempranos OTX2 y PAX6 al dia 10 y 20 de
diferenciacion, asi como de MITF, y fueron comparados con la expresién en la linea
celular control (Figura 14). Los marcadores de células progenitoras de EPR
mostraron expresion al dia 20 con una expresion menor en las células iPSC-MFRP
comparadas con la linea H9. De manera particular, en el dia 20 se observé una

reduccién en la expresion de OTX2, pues se pierde durante el proceso de
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diferenciacién, mientras que la expresion de PAX6 se mantiene durante la

diferenciacion retinal.
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Figura 14. Analisis de expresion de marcadores de progenitores retinianos OTX2,
PAX6 y MITF en la linea H9 y iPSC-MFRP al dia 10 y 20 de diferenciacién. Los valores

mostrados estan normalizados respecto a GAPDH.

Las células H9 diferenciadas, alcanzaron su desarrollo a células del EPR al
dia 63, después del pase celular 1. En comparacién con las células iPSC-MFRP
tardaron mas tiempo en alcanzar una morfologia similar mediante la diferenciacién.
Las células H9 diferenciadas, mostraron pigmentacion visible (Figura 15A) y una
morfologia caracteristica de células del EPR, es decir, una conformacion estable y
homogénea de células del mismo tamano aparentemente, y se observa una
morfologia hexagonal de células en monocapa, sin superposicion entre ellas
(Figura 15B). Las células pueden mostrar pigmento cuando son recuperadas y
puede observarse una pigmentacion marron (Figura 15C). Las células se cultivaron
por 1 mes adicional, haciendo pase cada 15 dias, durante los cuales se mantuvieron

estables bajo las condiciones del MEPR suplementado con B27.

En el caso de las células iPSC-MFRP (Figura 16), estas no lograron alcanzar
una morfologia como la mostrada por las células H9 en los mismos dias
establecidos para la evaluacion de progenitores retinianos desde el dia 20, dénde
se aprecia una morfologia distinta a la esperada para las células control. Dias mas

tarde en la linea celular generada, al dia 55 (Figura 16A), basados en la morfologia
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observamos que las células no logran madurar a células del EPR, pues muestran
un nucleo prominente. Dias después, al dia de diferenciacion 76 (Figura 16B) y 93
(Figura 16 C), las células logran una morfologia mas homogénea entre ellas, sin embargo,
la forma regular hexagonal de células de EPR no se observa. A pesar de que se
observan los parches de pigmento dentro de las células (Figura 16F), no es
evidente como en las células control, las cuales si lograron una diferenciaciéon

terminal a EPR.

7.5.1. Analisis de expresion de genes de EPR por RT-PCR en linea de células
iIPSC-MFRP y H9 diferenciadas a EPR

Las células diferenciadas a EPR de la linea generada iPSC-MFRP y la linea
de células control H9, se analizaron por la expresion de los genes especificos de
EPR por medio de RT-PCR. En este analisis se pudo observar la expresion de los
marcadores de EPR (Figura 17). Estos resultados indican y confirman que
efectivamente las células diferenciadas estan expresando los genes BEST1,
RPEG65 y MERTK, y que ambas lineas celulares cuentan con la capacidad de
diferenciarse hacia un linaje retiniano. Sin embargo, se observa una expresion
menor en las células diferenciadas a partir de la linea de células iPSC-MFRP,

comparada con las células de EPR derivadas de las células H9.
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Figura 15. Caracterizacion morfolégica de células H9 diferenciadas a células del EPR.
Células al dia 67 de diferenciacion: A y B) se aprecia que las células muestran
pigmentacion visible y, C) se observa una morfologia hexagonal no homogénea. Barras de
escala: 100 yum. Células al dia 87 de diferenciacion (pase 1): D) las células se aprecian en
una monocapa celular mas estable y homogénea, con un tamafo similar entre ellas, E)
fotografia en contraste de fase, se observa una morfologia hexagonal homogénea. Barras
de escala: 50 ym. F) Se aprecia el pigmento de melanina que presentan las células EPR

ya diferenciadas en placa y cuando son recuperadas.
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Figura 16. Caracterizacion morfolégica de células iPSC-MFRP diferenciadas a células
del EPR. Dia 55 de diferenciacion: A y B) Se observa una morfologia homogénea de las
células con un nucleo prominente, C) fotografia de contraste de fases, se observa la forma
irregular de las células. Barras de escala: 100 ym. Dia 76 de diferenciacién: D y E) las
células se observan mas compactas. Barras de escala: 50 ym. Dia 93 de diferenciacién: F
y G) las células continlan compactandose y empiezan a agruparse en formas mas
redondas y pequefas con parches pigmentados (sefialado con flecha blanca). Barras de

escala: 50 uym.
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Figura 17. Anadlisis de RT-PCR de genes especificos de células del EPR diferenciadas
de H9 y células iPSC-MFRP. Se aprecia la presencia o ausencia de expresién de los
marcadores BEST1, MERTK, y RPE65. Se muestran células H9 (pase 3) y células iPSC-

MFRP (pase 1). GAPDH fue utilizado como control constitutivo.
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8. DISCUSION

Por muchos afnos, la investigacion acerca de los procesos fisiopatoldgicos
de numerosas enfermedades retinianas se ha basado en el estudio de células
inmortalizadas de retina, en la histologia de ojos enucleados, en modelos animales,
en estudios genéticos y en ensayos clinicos. En todos estos casos, las alteraciones
celulares precisas no pueden ser recapituladas debido a las diferencias
interespecies y a la inaccesibilidad de tejidos retinianos in vivo. La disponibilidad
reciente de las iPSC especificas de pacientes ha permitido agregar una herramienta
poderosa para la identificacion de alteraciones genéticas que causan
enfermedades, para el estudio de correlaciones genotipo-fenotipo, para la
realizacidon de ensayos de toxicidad y para el desarrollo de terapias celulares
personalizadas. La disponibilidad de la tecnologia de iPSC ofrece la posibilidad de

obtener tejido retiniano sin la necesidad de realizar una biopsia.

En el presente trabajo, se logro la diferenciacion de progenitores retinianos
(células del EPR) a partir de iPSC derivadas de fibroblastos de sujetos con retinosis
pigmentaria debida a mutacion del gen MFRP. Estos progenitores constituyen una
linea celular unica para el estudio de los mecanismos fisiopatogénicos asociados a
RP por mutaciones en el gen MFRP. Hasta donde sabemos, este es el primer
modelo celular derivado de iIPSC para el estudio de una enfermedad ocular

generado en nuestro pais.

Tal y como fue observado después del dia 7 post-transduccién con el virus
Sendai, el cambio morfoldgico fue el primer indicador de que la reprogramacion se
estaba efectuando en las células. Los cambios observados en los fibroblastos del
paciente con RP asociada a MFRP permitié identificar faciimente las células
transducidas de las colonias falsas, para su expansion y el establecimiento de la
linea de células iPSC-MFRP.

La linea celular H9 y la linea de células iPSC-MFRP expresaron a nivel
funcional los factores de pluripotencia. Se pudo verificar que la linea celular
generada en este trabajo expresa los genes SOX2, OCT4, NANOG implicados en
el circuito de pluripotencia, tal como ocurre en las células embrionarias H9. Ademas

de que estos genes se encuentren expresados, es necesario verificar que sean
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capaces de inducir marcadores de superficie como son TRA-1-60 y SSEA4, los
cuales se encontraban expresados en ambas lineas celulares. Estos marcadores
son proteinas que se expresan en etapas tempranas del desarrollo de importancia
para el mantenimiento de la pluripotencia y el silenciamiento de otros genes que

estan implicados en la determinacién celular (Cevallos et al., 2021).

Durante el proceso general de diferenciacion, cuando las células pierden la
pluripotencia hacia un estado indiferenciado, morfolégicamente desarrollan un
espacio intercelular dentro de la colonia, asi como la expansion de la distancia entre
células y un nucleo oscuro (Wakui et al., 2017). De manera particular, en la linea
celular control podemos observar los cambios morfolégicos a partir del dia 11 a 20,
cuando aparecen los primeros progenitores retinianos, es decir las primeras células

pigmentadas caracteristicas, que completaran su desarrollo al dia 82.

Hablando del protocolo utilizado con moléculas pequefias, la NIC es un
derivado de la vitamina B3, y ha mostrado mejorar el fenotipo de células EPR y
prevenir la transicion epitelio-mesénquima (EMT) en multiples modelos de células
EPR (Saini et al., 2017; Zhou et al., 2020). Se ha descrito que reduce la expresion
de los genes de pluripotencia mientras que incrementa la expresion de genes
tempranos de progenitores retinianos Lhx2, Pax6 y Otx2, sugiriendo que estos
cambios se deben a que la adicion de NIC acelera la diferenciacion (Buchholz et
al., 2013; Maruotti et al., 2015). Esto concuerda con los resultados obtenidos, pues
las células adquirieron gradualmente un destino neural con esta molécula ya que
se observo la presencia de los marcadores de expresion OTX2 y PAX6 que estan
presentes en las células comprometidas a un destino neuroepitelial (Borooah et al.,
2013), tal como ocurrié en ambas lineas celulares durante la evaluacién al dia 10y
20 de diferenciacion, y como ocurre en la diferenciacion celular retinal, imitando el
orden y tiempo del curso normal de la retinogénesis. Por otra parte, se ha
demostrado que la CTM es un fuerte inductor de EPR (Maruotti et al., 2015). Por
medio del experimento de diferenciacion, se pudo verificar que la linea control H9,
fue capaz de diferenciarse a células del EPR utilizando esta molécula, pues

presentaron en una etapa tardia, una morfologia hexagonal y en mosaico, asi como
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pigmentacién visible y la expresion a nivel de RNA de los marcadores de EPR:
BEST1, MERTK y REPEG5.

Estos resultados concuerdan con lo descrito por Buchholz et al., 2013
quienes de manera general evaluaron en las células iPSC los marcadores de
pluripotencia Oct4 y Nanog, los marcadores de campo ocular Lhx2, Pax6, Rax,
Otx2, Mitf, y los marcadores de EPR, Pax6, Mitf, Otx2 PEDF, BEST1y Tyrp2 en la
diferenciaciéon a EPR. En comparacion con el presente trabajo, solamente se
evaluaron los marcadores tempranos de diferenciacion de EPR que ellos reportaron
a los 14 dias de diferenciacion y que corresponden a Pax6, Mitf y Otx2. Sin
embargo, este trabajo utiliza moléculas inductoras distintas para llevar a cabo la
diferenciaciéon (IGF1m, Noggin, Dkk1, bFGF y Activina). Se trata de un protocolo
que obtiene las primeras células pigmentadas a los 14 dias, pues al dia cuatro
dirigen la diferenciacion a EPR en vez de retina neural como se realizé en el
presente trabajo. En contraste con nuestro protocolo, la induccién neuroepitelial
tomd mas tiempo y por lo tanto la evaluacion de los marcadores de progenitores
tempranos fue mas tardia, al dia 20, debido a que las células estuvieron expuestas
a NIC y CTM durante un periodo de 30 dias.

Un problema general de los protocolos de diferenciacion es que se requiere
optimizar cada metodologia para lineas celulares individuales. Lo que hace de una
produccion robusta algo demandante, por la variacion de resultados entre lineas
celulares. La eficiencia en la generacion de EPR de la linea generada iPSC-MFRP
fue considerablemente menos eficiente que la linea celular control. Esta diferencia
en la diferenciacion a células maduras del EPR puede deberse al estado del
desarrollo en que se encuentran estas poblaciones celulares. Las células
embrionarias humanas presentan una plasticidad mayor comparada con las células
reprogramadas del paciente, lo cual podria estar reflejando un estado epigenético

mas permisivo para el proceso de diferenciacion.

A pesar de ello, la causa de la diferencia en la eficiencia de diferenciacién
entre las lineas celulares no esta clara. Se desconoce si la patologia asociada a la
mutacion en el gen MFRP, esta afectando los genes de diferenciacion de EPR

tempranos. Se ha descrito que OTX2 codifica para factores transcripcionales
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cruciales que se requieren para el desarrollo del cerebro anterior y la determinacién
del destino de las células de la retina y que la desregulacién de este gen da como
resultado graves malformaciones del prosencéfalo y los rganos oculares, asi como
una especificacion errénea del EPR (Beby y Lamonerie, 2013). Serian necesarios
estudios futuros para determinar las diferencias mostradas por la linea iPSC-MFRP

comparada con la linea control.

Se ha demostrado que lineas celulares de células embrionarias humanas y
células iPSC varian en la produccion de células en monocapa de EPR, ademas se
ha descrito que las células H9 presentan un 60-90% de eficiencia en la
diferenciacién comparada con células iPSC, con menos del 20% de eficiencia
(Reyes et al.,2020). En contraste con los resultados observados al dia 86 de las
células H9, podemos identificar células con caracteristicas morfolégicas de EPR y
que presentan ademas la expresion de los marcadores BEST1, MERTK y RPE65
representativos de este tipo celular, comparado con las células iPSC-MFRP que
tomaron mas dias en alcanzar esta morfologia de forma menos eficiente. No
obstante, en el analisis de expresion hay presencia de estos marcadores en menor
proporcion en los dias 10 y 20 de diferenciacion, lo cual nos indica que la linea se

puede diferenciar, pero a una eficiencia menor.

Estos resultados se confirman con el analisis de los genes BEST1, RPEGS5 y
MERTK, cuya expresion se encontro disminuida en las células mutantes
comparada con la expresion de estos genes en el EPR diferenciado de células H9.
En este analisis de expresion podemos distinguir una expresion similar de BEST1
y MERTK en ambas lineas celulares, no obstante, para la expresion de RPEGS las
células iPSC-MFRP muestran una expresion menor. De manera particular, el gen
RPEG5 esta involucrado en la fase de recuperacién de ciclo visual y la conversion
de 11-trans-éster retinal a 11-cis retinal después de la excitacion del pigmento
debido a la luz (Nash et al., 2021). Esto sustenta por qué hubo una expresion menor
de RPEG65 en la linea celular iPSC-MFRP, que podria deberse a que las células no
lograron alcanzar la morfologia en mosaico esperada, y a que los parches de

pigmentacién no fueron suficientes para una correcta expresion de este marcador.
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Se ha demostrado que la fraccion hexagonal de la superficie de la monocapa
de células del EPR es un indicador de la estabilidad mecanica del tejido, la forma
de mosaico hexagonal es la forma mas eficiente de cubrir el plano con una
monocapa celular. El cambio en la morfologia indica estrés que genera
desequilibrio (Rashid et al., 2015). Aunado a esto, se sabe que la muerte y division
celular, pueden afectar la forma de mosaico regular y estos defectos pueden
comprometer la fuerza y durabilidad de la capa del EPR, y en consecuencia generar
parches de pigmentacion mas vulnerables a neovascularizacion y lesiones atréficas
(Shirinifard et al., 2012). Esto podria estar ocurriendo en la linea celular iPSC-MFRP
pues no hay similitud en la morfologia al dia 93 de diferenciacion, en comparacion

con la morfologia de células H9 al dia 87.

El sujeto de estudio descrito en este trabajo presenta la variante homocigota
€.498 499insC en el gen MFRP. Localizada en el exdn 5, esta mutacion deriva en
una mutacion de desplazamiento del marco de lectura (frame-shift), que resulta en
la pérdida de los dominios CUB-LDL y CRD; y como consecuencia en la pérdida de
la proteina MFRP. Hay evidencia de que la deficiencia de MFRP resulta en un
malfuncionamiento del EPR (Chekuri et al., 2013). Esta proteina se expresa de
manera predominante en el EPR y el cuerpo ciliar dentro del ojo. Los resultados de
este trabajo sugieren que la deficiencia de MFRP causada por la mutacién
c.498 499insC podria verse reflejada en la menor eficiencia de la linea iPSC-MFRP
para generar EPR maduro, a diferencia de lo que ocurre en las células H9, siendo
que esta disfuncién tiene un rol en la patogénesis de la RP asociada a MFRP
principalmente en el EPR. Sin embargo, no esta claro por qué los marcadores de
expresion propios del EPR en etapas tempranas (PAX6, MITF, OTX2) tuvieron una
expresion relativamente menor, esto podria deberse a que no se alcanza la
diferenciacion terminal funcional de estas células, a diferencia de las células control
que si lo logran. Estudios funcionales de la proteina MFRP en las células iPSC-
MFRP son necesarios para identificar las causas de la ausencia de pigmento y la
diferenciacién tardia que mostraron para entender los mecanismos de la

diferenciacion retinal asociado a esta mutacion homocigota.
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La generacion de modelos a partir de células iPSC derivadas de pacientes
con RP, ha permitido una gran amplitud en el entendimiento de las DR.
Especificamente, las vias moleculares que se alteran en la enfermedad, qué tipos
de células de la retina se ven afectadas y como esas células de la retina pueden
ser rescatadas funcionalmente, esto se ha establecido para varias mutaciones en
muchas DR hereditarias (Foltz y Clegg, 2018). El desarrollo de modelos de la
enfermedad a partir de células iPSC, nos permite obtener informaciéon que tiene
valor en términos de conocimiento cientifico basico, asi como para futuras terapias
de reemplazo celular. Los resultados de este trabajo en la comprensiéon de la
produccion de tipos de células retinales permitiran que, en el campo de estudio de

las DR, se establezca un modelo de enfermedad robusto e informativo.

En conjunto, estos resultados demuestran la competencia de la linea de
células iPSC-MFRP obtenidas para diferenciarse hacia algunas de las células
adultas de gran importancia a nivel clinico, en este caso para el entendimiento de
la RP y sobre sus mecanismos implicados en la diferenciaciéon celular, para
comprender las células de la retina de una manera que puede beneficiar a millones

de personas que padecen ceguera hereditaria.
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9. CONCLUSIONES

Se puede concluir que las células de fibroblastos dermales pueden ser
inducidas hacia un estado pluripotente con el método del virus Sendai, facilitando
la generacion de células iPSC asociadas a la RP a nivel técnico y permitiendo su

reprogramacion para la obtencién de lineas celulares.

Se logré establecer un modelo de RP, en el que se observé la expresion de
marcadores de progenitores de EPR incluyendo los genes OTX2, MITF y PAX6, y
la expresion de marcadores de expresion de EPR, como los genes BEST1, MERTK
y RPEG5 en células embrionarias H9 y en células iPSC-MFRP. La expresion de los
marcadores indica que las células obtenidas del proceso de diferenciacion son

efectivamente de linaje retiniano.

El modelo desarrollado en este trabajo permite demostrar que las células
iPSC generadas son competentes para diferenciarse a células progenitoras
retinianas, las cuales resultan de gran importancia a nivel clinico, pues nos
permitiran mejorar el entendimiento sobre los mecanismos implicados en la

diferenciacion celular de células asociadas a la RP por mutacion en el gen MFRP.
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9. ANEXO

9.1 Consentimiento informado.

Presentado a la Division de investigacion, Comision de Etica de la Facultad de

Medicina, y que permitio la participacion de los sujetos del presente estudio.

-

FACULTAD 5 RETSCINA DIVIS| &N - -
DISON DE INVESTIGAION ca INVESTHRACT ] -~
COMEISN DE BOVEETIRACION [T DI AT -

ANEXDOS

FACULTAD DE MEDICINA

DIVISHIN DE INVESTIGACIHSN
COMISIGN DE ETICA

COMSENTIMIENTD INFORMADO PARA PARTICIPAR EM UN ESTUDMD DE INVESTHACION
MEDICA

Titulo ded protocole: "Estudios fenotipicos y funclonales de fotorreceptores humanos
diferenciados de células pluripotentes inducidas para la implementacién de un modelo de
distrofia retiniana®

Investigador principal: Prol. Tit C TC Dr, Juan Carlos Zenteno Ruiz

Seds donde se realizard el estedio; instituto de Oftaimologia “Conde de Valenciana®

Mombne del paciente:

A usted se le estd invitando a participar &n este estudo de investigacion médica. Anes de decidir
si participa o no, debe conocer y comprender cada ung de los siguientes apartados. Este pmceso
568 CONDCE COMG consentimiento informado, Sientase con absolla ibenad para preguntar sobne
cualquisr aspecto que ke ayude a aclarar sus dudas &l respecto.

Lina vez que haya comprendido el estudio v si usted desea participar, entonces se le padicd que
firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregard una copia fimada y fechada.

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO:

Las enfermedades heraditarias de la rting son ceusadas por aleracionss an &l materal gendtica
dal paciante. |dentificar cudles son l08 MEcENISMOS PrCSOS &N 18 célula que (IEVan 3 18 ceguers
o5 die gran imporancia puss pammite antender Mejor 2 |a enfarmedsd ¥ proponer tratamientos mas

racionales



CHVESION DE INVESTIGRCH®M s
COMIION DF IVESTIGACION IRUITAD OE MIeCrn g

2. DBJETIVO DEL ESTUDND

A usted se le estd invitando a participar en un estudio de investigacidn que liene como objefivo
astudiar célukas de su piel, transformarlas en cliulas samajantes a la de su mlina y comparar

cudiles san las alteraciones que sulren esas células cuando se comparan con células de ofras
PEMs0nas con o sin MUEBCones an genas que causan dafo en |a reting,

3. BENEFICIOS DEL ESTUDND

En estudios realizados anteriormente por otros investigadores se ha demostrado que es posible
una mejor comprension del dafio que se produce en la refing debido a cleras mutaciones en
genes que tenen una participaciin en la funcidn de la retina. Este conocimiento estd impactando
positivamente no solo en un mayor entandimients de lo que les sucede a las ciiulas de la rating
en las distrofias retinianas, sino que también esté permitiendo propaner Nuevos tratamientos para
dabener o nevertic i discapacidad visual.

Con este eatudio podremaos establecer una forma objetiva de estudiar el efecto que tienen ciertas
ateraciones gendticas an al funcionamiento de la reting y &n la péndida da la visidn. Tamblén sard
posible con esle eshudio astablecer una manera de estudiar o posible efects banéfico de
bratamienios femacoidgicos, o que en la actuaidad es imposible puss no se puste estidiar
directarmente b reting de una persona.

Este estudic parmititd que enun futuro oinos pecientes puedan beneficlarss del conacrmienio
oblenido ya que se conocard cudles son las alteraciones a nivel celulsr causadas por diversas
alteraciones gendSicas
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FACULTAD DE MEDICINA DIVISIeN 5.
[HVISION DE IVESTIGACKN o INVESTHSACIEN ", »="
COMIZION DE INVESTIGE S PACULTAL 6 AR F-..!:.

4. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

&mmmmundmnhmlmmMmmm.sm
hﬁﬂmrmmmm,rmiahm:rﬁumhh:‘nudaphlmlﬂr&ﬁndﬂlmm
Lahhp&h:ﬁdamh’e:rammﬂiinm.B&lmlzarﬁmpmumlﬂbul,amﬁmin
quiningica siguiendo los procedimientos de asepsia y antisepsia y e reaizard sutura para el cieme
el sitio de la biopsia. Los puntos de sutura serin retimdos T dias despuis del procedimiento,

5. RIEBGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

Este estudio consts de las siguisntes fases: La primera implica |a toma de |a biopsia de piel y
Subera del sitis de biopsia, Aunque se rata de una biopsia supeicial, Usied puede llegar a
experimentar dolor en 8l sitio de bicpsia o sangrado escass. El Investigador principal estard an
contachs con L. para indicare medicamenlos analgésioos en caso da dolor importants o kas
acciones a tomar en caso de sangrado, Del mismo modo, o Ineastigedor responsable se
encargard de retirars los punios de sutera T diss después del procedimiento,

& ACLARACIONES

«  Su decisidn de particpar en el estudio es complelaments voluniana.

» Nohabrd ninguna consecuencia desfavorable para usted, an caso de no aceptar a

» 5ies usted pacients de esta Institecion, mantendra la atencibn que reclbes sin cambios.

+ 5 decide participar en el estudio puede retrarse an el momento que lo deses, -aun cuanda
&l imsestigador responsable no se ko solicite-, pudienda informar o no, las mzones de su
decisidn, 1& cual serd respatada en su inlegridad.

= Mo tendrd que hacer gasto alguno durante & ashudio,

= Norecibird pago por su participacicn.

] &mmmdﬂmﬂbummﬁmMMMMHmm,m
invastigador responsable
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La informacion obienida en este estudio, utiizada para la identificacian de cada paciants,
sard mankenida con estricta confidencialidad por al grupo de investigadores,

La muestra que se cbienga por medio de la biopsia serd uliizada sclaments para los fines
safialados an este esudio.

En caso de que usted desamolie algin efecto adverso secundario no previsto, ens denscho
& una indemnizaciin, sempre que estos efectos sean consecuencia de Su paricipacian en
| estudio,

Usted también tiene acceso a las Comisionas de Investigacidn y de Etica de [a Facultad de
Medicina de la UNAM en caso de que lenga dudas sobre sus derechos como participanta
dal astudio: Tekfona: 5623 2138

S considera que no hay dudas ni preguntas acerea de su participecion, pueds, Si si o
desea, firmar [a Carta de Consentimients infarmado que forma parte de este docurments.
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&N paricipar an 8506 ashudio dé investigaciin, Recibing una copi frmada y fechada de asta forma
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propasitos da la investigacion; ke he explicado acerca de s nesgos y baneficios que implica su
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invesligaciin con seras UMENas y me apego & alla Lina vez conciuida la sesidn de praguntas y
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