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Lista de abreviaturas

%: porcentaje
pl: microlitro
MM: micromolar

Mm: micrémetro
9C: grados celsius

10X: concentracién diez veces mayor que la
solucién regular

1X: concentracion completa o no diluida
2D: segunda dimensién
3D: tridimensional

4x: ampliacién de una imagen u objeto en
cuatro veces su tamafio original

AD: autosémica dominante

ADN: acido desoxirribonucleico
AFP: alfa-1-fetoproteina

AR: autosOmica recesiva

ARN: acido ribonucleico

BEM: maculopatia en ojo de buey 16
cm?: centimetro cuadrado

CO.: dioxido de carbono

CORD: distrofias de conos y bastones

DAPI: 2-4-amidinofenil-1H-indol-6-
carboxamidina

DMAE: degeneracion macular asociada a la
edad

EB: cuerpos embrionarios

EDTA: &cido etilendiaminotetraacético
ESC: células madre embrionarias
FBS: suero fetal bovino

g: aceleracion gravitatoria

IgG: inmunoglobulina G

IOBA: Instituto Universitario de
Oftalmobiologia Aplicada

iPSC: células madre pluripotentes
inducidas

IRD: enfermedades hereditarias de la
retina

KDa: kilodalton
MCDR2: distrofia macular retiniana tipo 2

mg: miligramo

ml: mililitro
mm: milimetro
mM: milimolar

NEAA: aminoacidos no esenciales

OCT: tomografia de coherencia 6ptica

PBS: solucién salina tamponada con
fosfato

PCR: reaccion en cadena de la
polimerasa

Pm: picémetro

rd1: degeneracion retiniana 1

RP: retinitis pigmentosa

RPE: epitelio pigmentario de la retina
RT: temperatura ambiente

STGD4: degeneracién macular tipo
Stargardt 4

TBS: solucién salina tamponada con tris

TBS+: solucion salina tamponada con tris
plus

TBS++: solucion salina tamponada con
tris plus plus

Tuj1: beta-lll tubulina
U/ml: unidades por mililitro
UVa: Universidad de Valladolid

a-SMA: alfa actina de musculo liso
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Resumen

Las enfermedades hereditarias de la retina (IRD) son un grupo de trastornos que conducen a
la degeneracion progresiva de los fotorreceptores y a la pérdida de la vision, siendo una de
las causas fundamentales de ceguera a nivel global. Una de las estrategias para el estudio de
estas enfermedades es la terapia celular, donde las células madre pluripotentes inducidas
(iPSC) se utilizan para la generacién de modelos de enfermedades, para comprender mejor
los mecanismos subyacentes y para evaluar nuevos enfoques terapéuticos. En este estudio,
se generaron cuerpos embrionarios (EB) a partir de iPSC de pacientes con IRD y se examind
su capacidad de diferenciacion en células de las capas germinales (ectodermo, mesodermo
y endodermo). Para ello, se utilizaron lineas iPSC humanas derivadas de una paciente con
retinitis pigmentosa (RP) causada por una mutacién en el gen PROM1. Estas iPSC se
cultivaron y se indujo la formacion de EB, que se diferenciaron a los tres linajes celulares
mencionados. Se realizé una evaluacién morfoldgica y pruebas de inmunocitoquimica para
identificar y confirmar la obtencién de células de las tres capas germinales. Asi, el ectodermo
mostré células planas, alargadas, con prolongaciones ramificadas o con forma de epitelio, y
expresion de Alfa-1-fetoprotein (AFP); el mesodermo presenté células alargadas y fusiformes,
y expresion de Alfa-smooth muscle actin (a-SMA); y el endodermo exhibié células cubicas,
prisméticas o con forma de copa, y expresion de Beta-lll Tubulin (Tujl). Ademas, los EB
generados a partir de iPSC demostraron capacidad de diferenciacion, adoptando estructuras
multicelulares organizadas. Estos resultados respaldan la utilidad de las iPSC y los EB como
modelos para estudiar los mecanismos moleculares de las IRD y desarrollar potenciales
terapias, lo que podria ayudar a generar nuevas oportunidades para avanzar en el
conocimiento de las bases moleculares de estas enfermedades y el desarrollo de tratamientos
para las IRD.
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Abstract

Inherited Retinal Distrophies (IRD) is a group of disorders that leads to the progressive
degeneration of photoreceptors and to a loss of vision, being one of the primary causes of
blindness all over the world. Cell therapy is one of the strategies for the study of these
diseases, where Induced Pluripotent Stem Cells (iPSC) are used for the generation of disease
models, to better understand the underlying mechanisms and to evaluate new therapeutic
approaches. In this study, Embryoid Bodies (EB) were generated from iPSC coming from IRD
patients and their ability to differentiate into germ layer cells (ectoderm, mesoderm, and
endoderm) was examined. For this study, human iPSC lines derived from one patient with
retinitis pigmentosa (RP) caused by a mutation in the PROML1 gene were used. These iPSC
were cultured, and the formation of EB was induced, and they were differentiated into the three
aforementioned cell lines. A morphological evaluation and immunocytochemical tests were
performed to identify and confirm the obtention of cells from the three germ layers. Thus, the
ectoderm showed flat, elongated cells, with branched extensions or shaped like epithelium,
and Alfa-1-fetoprotein (AFP) expression; the mesoderm presented elongated and spindle cells,
and Alfa-smooth muscle actin (a-SMA) expression; and the endoderm exhibited cuboidal,
prismatic or crown shaped cells, and expression of Beta-lll Tubulin (Tujl). In addition, the EB
generated from iPSC demonstrated differentiation capacity, adopting organized multicellular
structures. These results support the utility of iPSC and EB as models to study the molecular
mechanisms of IRD and to develop potential therapies, creating new opportunities to advance
in IRD treatment.
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1. Introduccion

La visiobn desempefia un papel fundamental en el crecimiento y la supervivencia de muchos
seres vivos. La discapacidad visual perjudica la vida diaria normal ya que afecta la movilidad
y la independencia de las personas. Es una habilidad que depende de la estructura y
funcionamiento de la retina (1). El estrés o lesiones oculares pueden alterar la arquitectura de
la retina y provocar problemas de vision, pérdida o ceguera (2). El sistema inmunitario y la
funcién de la respuesta inmunitaria mantienen la homeostasis en el microambiente. Los
factores genéticos, metabodlicos y ambientales alteraran la homeostasis retiniana y si se
prolongan en el tiempo, pueden contribuir al inicio y desarrollo de trastornos de la retina,
provocando dafios a la salud visual (3).

La discapacidad visual debida a la degeneracion retiniana es un desafio para oftalmologos y
cientificos. Durante la ultima década, se han propuesto enfoques terapéuticos para este
subgrupo de enfermedades que se consideraban no tratables (4). Los mecanismos
degenerativos en las enfermedades hereditarias pueden causar discapacidad visual grave en
los pacientes a edades tempranas de la vida; por lo que, son necesarias estrategias de
optimizacion que potencien la regeneracion retiniana o detengan la progresion de las mismas
(3, 4).

1.1. Enfermedades hereditarias de la retina

Las enfermedades hereditarias de la retina (IRD, de sus siglas en inglés Inherited Retinal
Distrophies) son un grupo heterogéneo de trastornos que conducen a la degeneracién
progresiva de los fotorreceptores y a la pérdida de la vision (1). Los fenotipos graves pueden
mostrar una disfuncién similar generalizada de baston-cono o cono-baston en las que hay
afectacion preferencial de la retina central, con manifestaciones tempranas de sintomas
impulsados por conos, que incluyen fotofobia, discromatopsia, agudeza visual reducida y
escotomas centrales. A medida que la enfermedad progresa, hay una afectacion variable de
los bastones, afectando la vision periférica y nocturna (4, 5). La disfuncion subyacente de los
fotorreceptores tiene impacto en el entorno metabdlico y podria estar asociada con la
remodelacién y la apoptosis que acontecen con la progresién de estas patologias (5).

Son un grupo de enfermedades neurodegenerativas mendelianas causadas por mutaciones
en genes que codifican proteinas esenciales para el funcionamiento y mantenimiento de los
fotorreceptores, el epitelio pigmentario de la retina (RPE, del inglés Retinal Pigment
Epithelium) y otras neuronas de la retina, conduciendo a distrofias retinianas o neuropatias
Opticas (6). Las tasas de prevalencia varian entre 1/750 y 1/5000, segun la region y el nivel
de consanguinidad o etnia. Las IRD son una de las principales causas de ceguera irreversible
en pacientes jévenes y tienen un impacto muy significativo en la calidad de vida y la economia
sanitaria (4, 7).

Se han descrito mas de 300 genes que causan degeneracion retiniana sindrémica o no
sindromica. El diagnostico molecular confirmado permite el manejo clinico, la evaluacion
pronostica y las perspectivas de tratamiento, como los enfoques de terapia génica (8). Dentro
de los genes asociados a las IRD se encuentra PROM1 (PROM1; OMIM 604365) que se
asocia con distrofias de conos y bastones. Las mutaciones en el gen PROM1 han sido
asociadas con todos los grupos que componen las IRD (4, 9).
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Se han identificado mas de 90 variantes de PROML1 asociadas a la enfermedad en formas
autosémica dominante (AD) y autosémica recesiva (AR). PROML1 tiene 27 exones y esta
ubicado en el cromosoma 4p15.32. Es un gen donde la misma mutacion puede causar
distintos fenotipos de los previamente mencionados y ademas se ha visto que en unos casos
se transmite con patron de herencia AD y otras AR. El gen PROML1 codifica la prominina-1,
una glicoproteina de cinco dominios transmembrana identificada por primera vez como un
antigeno de células madre hematopoyéticas, CD133/AC133 (9).

La prominina-1 se expresa en células fotorreceptoras, gliales y epiteliales en 6rganos en
desarrollo y adultos. Participa en la formacion de la membrana del disco en la base de los
segmentos externos de los fotorreceptores en la retina. En tejido humano, se han identificado
siete variantes de empalme alternativas diferentes; dos de estas son las isoformas mas
expresadas en la retina (4, 9). La correlacion genotipo-fenotipo aiin no se comprende bien, a
pesar de que no faltan algunas publicaciones al respecto. Se sabe poco sobre las funciones
moleculares de estas variantes de secuencia y cémo afectan el funcionamiento de las
proteinas. Se desconoce como las variaciones en un mismo gen pueden tener un efecto
recesivo o dominante, o si PROML1 juega un papel mas importante en los conos o en los
bastones (4, 8, 9).

Entre los fenotipos citados la retinitis pigmentosa (RP) (ORPHA:791) es una enfermedad que
afecta primariamente a los bastones y luego a los conos. Es la IRD mas frecuente. Es una
retinopatia hereditaria heterogénea o monogénica, provocada por mutaciones en mas de 160
genes relacionados (2). Conduce a la pérdida de la vision o ceguera nocturna en los
adolescentes, a vision periférica en los adultos y a vision concéntrica en la poblacién de mayor
edad. La prevalencia de la enfermedad es de aproximadamente 1:4000 (1). Se caracteriza
por retinopatia pigmentaria, palidez del nervio Optico, degeneracién progresiva, muerte de los
fotorreceptores y nictalopia (Figura 1). La causa principal de la RP es una mutacién genética
y la secundaria es una inflamacién crénica que produce alteraciones en la homeostasis
retiniana (1, 6).

La RP inicialmente afecta a la vision periférica que progresa a la pérdida de la visién central
en la etapa final. Muchas mutaciones genéticas pueden producir el fenotipo RP y esta etiologia
genotipica heterogénea conduce a dificultades significativas para estudiar la enfermedad y
desarrollar un tratamiento eficaz (6, 7). Con mayor frecuencia las mutaciones en PROML1 son
la causa de distrofias de conos y bastones (CORD del inglés Cone-Rod Dystrophy) (10) y en
concreto una de sus variantes, la CORD12. También produce distrofias maculares y este gen
se ha descrito como causante de la distrofia macular retiniana tipo 2 (MCDR2 del inglés
Macular Dystrophy type 2) (11), de maculopatias en ojo de buey 16 (BEM del inglés Bull's eye
maculopathy) y degeneracion macular tipo Stargardt 4 (STGD4) (12).

A pesar del impacto social y las consecuencias econdémicas que provoca esta enfermedad,
los tratamientos actuales son muy escasos y las terapias celulares son las mas prometedoras
(6, 7). La investigacion sobre la terapia con células madre para la neurodegeneracion retiniana
se basa en dos enfoques terapéuticos principales: el reemplazo de las células dafiadas y la
neuroproteccion, a través de sus propiedades paracrinas (13, 14). Las células que més se
han empleado en la terapia celular son las células madre mesenquimales. Estas terapias
favorecen la preservacion de la estructura y organizacion neurorretiniana, reducen la glicosis
reactiva y preservan las neuronas de la retina, como los fotorreceptores (14).
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A Human eye
i Normal ii Affected (RP)

Fundus view

B Mouse eye
i Normal ii Affected (rd7)

Fundus view
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Figura 1. Degeneracion de fotorreceptores de la retina en pacientes con RP y ratones rd1 (A, B) fondo de ojo humano y de ratén
y OCT (tomografia de coherencia éptica) (i) fotografias del fondo de ojo y las imagenes OCT de un humano adulto y la retina de
un raton C57BL/6. (ii) fotografias del fondo de ojo y las imagenes OCT de un paciente adulto con RP y retina de ratén rd1 de 3
meses. Las flechas negras y las lineas verdes representan la ubicacion de la exploracion OCT en la méacula. Se observan cambios
pigmentarios con &reas atroficas que indican degeneracion de los fotorreceptores. Las imagenes de fondo de retina de raton rd1
muestran atrofia, decoloracién y pérdida de vasos sanguineos. Figura tomada de: Kaur G, Singh NK. Inflammation and retinal
degenerative diseases (p. 516); Neural Regeneration Research; (2023).

1.2. Células madre pluripotentes inducidas (iPSC)

En 1998 James Thomson cultivé por primera vez células madre embrionarias (ESC),
consideradas una herramienta terapéutica alternativa, por su capacidad de autorrenovacion y
diferenciacion en otros tipos celulares (Figura 2). Su aplicacion terapéutica se ha propuesto
para el tratamiento de varios trastornos, como la enfermedad de Parkinson, enfermedad de
Alzheimer, distrofias musculares, diabetes y las enfermedades degenerativas de la retina (15).
En 2006, Yamanaka y Takahashi generaron células madre pluripotentes inducidas (iPSC)
artificiales a partir de células sométicas de ratones adultos y embrionarios, usando factores
de reprogramacion, como Oct-3/4, Sox2, Klf4 y c-Myc, los denominados OSKM (16).
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Figura 2. Terapia celular: (a) investigaciones realizadas desde el descubrimiento y aplicacion de las células madre; (b) fuentes
celulares. Figura tomada de: Hoang DM, Pham PT, Bach TQ, Ngo ATL, Nguyen QT, Phan TTK, et al. Stem cell-based therapy
for human diseases (p. 272); Signal Transduct Target Ther; (2022).

En cultivo, las iPSC pueden autorrenovarse y diferenciarse en células de las tres capas
germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo). El desarrollo de la tecnologia iPSC
permite obtener células madre pluripotentes humanas sanas o especificas de la enfermedad.
Por sus caracteristicas son empleadas para su uso en investigacion y desarrollo biomédico
(16, 17, 18). En 2007, Takahashi y otros investigadores generaron las primeras iPSC que
exhibian caracteristicas moleculares y biolégicas similares a las de las ESC utilizando los
mismos factores OSKM. Se han estudiado para el conocimiento de la patogénesis de
enfermedades, desarrollar nuevas terapias celulares y la medicina personalizada (15, 16).

1.2.1. Generacién de iPSC

Las células utilizadas para la generacion de iPSC son las aisladas de la sangre, orina, células
beta de los islotes pancreaticos, células sinoviales, piel y células estromales mesenquimales
de la pulpa dentaria (18, 19). Las células madre o células progenitoras en tejidos como
mausculo, sangre, higado, piel y cerebro responden mas a la reprogramacién en comparacion
con otras células diferenciadas terminalmente (18, 19, 20).

1.2.2. Caracterizacion de las iPSC

Los métodos de caracterizacion comunes para establecer lineas celulares incluyen:
observacién de morfologia de tipo embrionario; silenciamiento transgénico después de la
reprogramacion; evaluacion de pluripotencia con ensayo de fosfatasa alcalina o deteccion de
marcadores pluripotentes y de renovacion, como TRA-1-60, TRA-1-81, Nanog, Oct4; potencial
de diferenciacion tanto in vitro (formacién de cuerpos embrioides) como in vivo (formacion de
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teratomas); analisis de cariotipo para indicar anomalias cromosomicas; confirmacién de
identidad mediante huellas dactilares de ADN, repeticion de PCR corta en tandem; y ensayo
microbioldgico para garantizar que el cultivo esté libre de posibles contaminantes bioldgicos
(15, 17, 21).

1.2.3. Aplicaciones de las iPSC

Las células iPSC permiten la autorrenovacion, pluripotencialidad (diferenciarse a las tres
lineas germinales), fuente autdloga (pueden generarse a partir de células terminalmente
diferenciadas, células extraidas de pacientes con un método no invasivo). Se diferencian in
vitro en diversos linajes (Figura 3), incluidos cardiomiocitos, células endoteliales, células
similares a hepatocitos, o células retinianas, entre otros (18, 19, 20).

El uso de iPSC humanas para la evaluacion de farmacos evita las diferencias entre especies
(animal y humano) antes de la fase de ensayo clinico, esto no solo reduce el nimero de
animales utilizados en las investigaciones sobre farmacos (estudios de seguridad y toxicidad),
sino que mejora las tasas de éxito en los ensayos clinicos (2, 17).

Fl

In vivo In vitro /So satiecd In vitro
blastocyst hESC colony : hiPSC colony

|

7

+
- ‘ 1 .
Patient - }’

L

Ectoderm Endoderm Mesoderm Ectoderm Endoderm Mesoderm
L ¥ ) | J
Cell therapy E Cell therapy

Ethical issues 2 X Ethical issues

Not patient-derived > X Patient-derived

Disease modeling (only after genetic Disease modeling
manipulation/pre-natal diagnosis) = / X

Drug screening/testing 2> X Drug screening/testing

Figura 3. Células madre pluripotentes humanas y su potencial para el modelado de enfermedades, terapia de reemplazo celular
y descubrimiento de farmacos (a) las ESC son derivadas de la masa celular interna del blastocisto y pueden ser cultivadas in
vitro. Tienen la capacidad de diferenciarse en células de los tres linajes germinales (b) las iPSC se obtienen a partir de células
sométicas adultas, como los fibroblastos, con reprogramacion mediante la transduccion de factores como SOX2, KLF-1, c-MYC,
OCT4, que son los mas comunes. Las iPSC y ESC tienen caracteristicas similares y funcionan de manera comparable, pero
tienen diferentes aplicaciones debido a ciertas limitaciones de las ESC en algunos estudios. Figura tomada de: Saito-Diaz K,
Zeltner N. Induced pluripotent stem cells for disease modeling, cell therapy and drug discovery in genetic autonomic disorders: a
review (p. 369); Clin Auton Res; (2019).

En 2013, investigadores en Japo6n iniciaron ensayos clinicos utilizando células del RPE
derivadas de iPSC para tratar la degeneracion macular asociada a la edad (DMAE). La
aplicacion de la tecnologia con ceélulas madre, para generar células precursoras de
fotorreceptores a partir de células somaticas de pacientes, se puede utilizar para estudios de
ARN y proteinas (2, 22). Varias universidades japonesas desempefian una importante funcion
como centros de investigacion de aplicaciones clinicas, para promover la terapia celular
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basada en iPSC. En 2014 se llevé a cabo el primer ensayo clinico de trasplante de iPSC
mediante el trasplante de células epiteliales del RPE derivadas de iPSC para tratar la
degeneracion macular (17, 22). Las iPSC también han sido empleadas en los trasplantes de
cérnea, insuficiencia cardiaca, diabetes y la inmunoterapia (3).

La genética molecular y la embriologia experimental permiten el uso de iPSC en la medicina
regenerativa, que combina tecnologias bioldgicas moleculares, farmacéuticas, celulares y
tisulares para estimular procesos reparadores en patologias y lesiones retinianas. El uso de
tecnologias celulares consiste en reprogramar experimentalmente células fuente (ESC,
iPSC), obtener organoides a partir de ellas y desarrollar métodos de trasplante (2, 3, 17).

1.2.4. Limitaciones de las iPSC

La recoleccién de muestras de los pacientes, establecimiento de cultivos de iPSC e induccién
de una diferenciacion especifica, requiere mucho tiempo (aproximadamente 30 dias),
esfuerzo laboral y condiciones experimentales (3, 22). La derivacién de iPSC editadas
genéticamente implica multiples pasos que requieren largos periodos de cultivo y varios
eventos clonales (22, 23).

Es necesario conservar la esterilidad microbiolégica de estas células, para prevenir la
contaminacién por micoplasmas, bacterias, virus y hongos. Las iPSC se crean utilizando
factores virales, por ello, los vectores de reprogramacion restantes en las células deseadas
deben verificarse para garantizar la seguridad de las células reprogramadas. El recuento de
células viables antes del trasplante es otro factor de estudio, asi como probar su tiempo de
duplicacion, ya que proporciona informacion sobre la estabilidad genética en el tiempo (3, 22,
23).

La diferenciacién espontanea y dirigida de iPSC en linajes celulares con eficiencia de manera
escalable, controlada y reproducible es importante para aplicaciones terapéuticas, que
requieren cantidades de una o varias poblaciones celulares especificas. En la diferenciacion
de iPSC, la formacién del cuerpo embrionario (EB) permite la diferenciacion posterior para
futuras aplicaciones (2, 17, 24).

1.3. Cuerpos embrionarios (EB del inglés Embryoid Bodies)

Los EB son agregados tridimensionales de células madre pluripotentes utilizados en el estudio
de la diferenciacion. Poseen la capacidad de diferenciarse en las tres capas germinales (19).
El ectodermo es la capa germinal primaria mas externa que da lugar al sistema nervioso, la
epidermis y sus apéndices. El mesodermo es la capa germinal primaria situada entre el
ectodermo y el endodermo que da origen al musculo, hueso, tejido conjuntivo, vasos
sanguineos, glébulos rojos y blancos y mesénquima de érganos como piel, rifibn o gonadas.
El endodermo es la capa germinal primaria mas interna que da origen a las células epiteliales
de los sistemas gastrointestinal, respiratorio, endocrino y urinario (18, 20, 25).
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La diferenciacion a los linajes celulares depende de la calidad de los EB obtenidos, que se
puede afectar por las condiciones del medio, el nimero de células y el tamafio de los cuerpos.
La viabilidad de EB y el rendimiento en la diferenciacion terminal varian segun el tamafio. Los
EB pequefios poseen poca supervivencia durante los procedimientos de diferenciacion y los
cuerpos muy grandes presentan necrosis central (24, 26, 27). El tamafio de los EB individuales
depende del numero de células iniciales que influyen en la diferenciacién de las capas
germinales. Para comparar la variabilidad funcional entre lineas iPSC individuales se requiere
de un protocolo estandarizado, que produzca cuerpos de proporciones similares, para evitar
un sesgo de diferenciacion inducido por el tamafio (26, 27).

Los EB generados a partir de iPSC y cultivados en una estructura tridimensional (3D) difieren
de los cultivos en monocapa segun el entorno microscépico que representan. A diferencia de
los cultivos de segunda dimension (2D), donde todas las células tienen acceso a los mismos
estimulos, los cuerpos 3D presentan una disposicion que se asemeja al entorno fisiol6gico y
proporcionan un modelo mas cercano a la biologia in vivo. Estos modelos pueden ser
utilizados para la medicina personalizada y el modelado de enfermedades (27, 28).
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1.4. Justificacion

El uso de iPSC para la formacién de EB proporciona una herramienta valiosa para el estudio
de las IRD. Estas células se generan a partir de células adultas y se reprograman para adquirir
un estado similar al de las células madre embrionarias. Poseen la capacidad de diferenciarse
a distintos tipos celulares, incluidos los fotorreceptores y otros tipos de células de la retina. Al
diferenciar las iPSC en células de la retina, se pueden formar organoides que imitan la
estructura y funcion de la retina humana. Los EB derivados de iPSC proporcionan un modelo
in vitro que permite estudiar las IRD en un entorno controlado y reproducible.

Una de las ventajas de las iPSC es que se pueden generar a partir de pacientes que tienen
una enfermedad hereditaria especifica de la retina. Las células derivadas de ellas conservan
el genotipo del paciente, lo que permite investigar la relacion entre las variaciones genéticas
y los fenotipos asociados en un entorno de laboratorio. Al comparar las células de la retina
derivadas de iPSC de pacientes con células de individuos sanos, es posible identificar las
alteraciones moleculares y celulares especificas que contribuyen al desarrollo de la
enfermedad en estudio.

La formacion de EB a partir de células iPSC contribuye al modelado de diversas
enfermedades, el descubrimiento de farmacos, la medicina regenerativa y la terapia génica.
Las aplicaciones favorecen la comprensiéon y estudio de las IRD, asi como el desarrollo de
nuevos medicamentos y de terapias personalizadas, ya que permiten el modelado in vitro de
la enfermedad, con el estudio de la relacién genotipo-fenotipo.

Por todo ello, los EB proporcionaran informacion sobre la fisiopatologia de la RP por su
capacidad de diferenciacién en las tres capas germinales (ectodermo, mesodermo y
endodermo). Al estudiar las células de la retina afectadas por la enfermedad, se comprenden
los mecanismos subyacentes que contribuyen a la degeneracion y disfuncion de los
fotorreceptores y otras células de la retina. Esta informacion permite desarrollar terapias
dirigidas y estrategias de tratamiento.

11



Yenisey Garcia Ferrer

2. Hipotesis y objetivos

2.1. Hipotesis

La diferenciacion a EB de iPSC derivadas de pacientes con RP, demuestra que estas células
son capaces de reproducir la estructura y funcion de los tejidos embrionarios, lo que pone de
manifiesto su potencial para la modelacion de las IRD.

2.2.  Objetivo general

» Analizar la capacidad de iPSC obtenidas de pacientes con RP para diferenciarse en
las tres capas germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo), a partir de la
generacion de EB.

2.2.1. Objetivos especificos

» Desarrollar EB a partir de iPSC de pacientes con RP.

» Caracterizar la capacidad de diferenciacion de los EB en las tres capas germinales
(ectodermo, mesodermo y endodermo).
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3. Materiales y métodos

La presente investigacion se realizé en los laboratorios del Area de Investigacion del Instituto
Universitario de Oftalmobiologia Aplicada (IOBA) de la Universidad de Valladolid, en el periodo
comprendido de enero a junio de 2023. Este estudio ha contado con el visto bueno de los
tutores para la presentacion del Trabajo Fin de Master (Anexo 1), de la Comision de
Investigacion del IOBA (Anexo 2) y el dictamen favorable del Comité de Etica de la
Investigacién con Medicamentos del Hospital Clinico Universitario de Valladolid (Anexo 3).

3.1. Cultivo de iPSC

En este estudio se utilizaron lineas iPSC humanas, derivadas de una paciente con RP
causada por la mutacién (c.1354dupT) en el gen PROM1 (OMIM: 604365) y generadas a partir
de fibroblastos dérmicos obtenidos de muestras de piel de la zona de la espalda. Dichas
células ya presentaban confirmacion de caracteristicas de iPSC a través del test de fosfatasa
alcalina positivo y de la expresiéon de marcadores de pluripotencia (Oct4, Nanog, Sox2,
SSEAS, SSEA4, Tra-1-60, Tra-1-81) mediante inmunocitoquimica (23).

Las células iPSC fueron sometidas al proceso de descongelacion y sembradas en tres placas
p60 (60 mm Ultra-Low Attachment Culture Dish, Corning: 153261), una para cada linea
germinal, adaptadas a 3 ml de Geltrex (Gibco: A1413302) y suplementadas con 3 ml del medio
de mantenimiento mTeSR1 PLUS (Stem Cell: 100-0276), penicilina-estreptomicina (5.000
U/ml, Similar: A15070063) e inhibidor de apoptosis ROCK (Y-27632) (Sigma-Aldrich:
SCMO075). Al dia siguiente se realiz6 el cambio del medio mTeSR1 PLUS sin ROCK, se llevo
a cabo este cambio diario durante siete dias (5 ml por cada placa) y se mantuvieron en el
incubador a 37°C y 5 % de CO, (29).

Cuando la densidad celular alcanzé el 70-80 % de confluencia, se lavd con 3 ml de PBS sin
calcio ni magnesio (BioWhittaker: 17-516F) y se levant6 con 3 ml de EDTA 0.5 mM (Invitrogen:
AM9260G) diluido en PBS. Posteriormente se anadieron 12 ml de medio mTeSR1 PLUS a
cada placa y se resuspendieron, para después pasar el contenido a un tubo falcén de 15 ml.
Se afiadieron 120 ul de la mezcla con las células a cada pocillo de la microplaca de fondo en
forma de V con tratamiento para cultivo de 96 pocillos (Corning: 10462012). Luego se
resuspendieron cada cierto tiempo, se rellen6 toda la placa, se centrifugdé 10 minutos a 900 g
para finalmente dejarlo en el incubador durante dos dias (29).

3.2.  Formaci6n de cuerpos embrionarios

Con una pipeta multicanal se recogieron 150 ul del medio de la placay se liberaron con fuerza.
Se realiz6 esta operacion varias veces hasta traspasar todo el contenido, de todos los pocillos
de la placa en V, a una placa p60 no tratada. Se puso el volumen de la mitad de la placa y se
retir6 un poco hasta observar que los EB no se moviesen libremente y se mantuvieran en el
centro. Finalmente, se depositd el volumen del resto de la placa. Con cuidado, se retirg el
medio, manteniendo los EB en el centro, se afadieron 6 ml de mTeSR1 PLUS y se dejaron
dos dias en el incubador (23, 29).
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Para las tres capas germinales se prepararon 2 ml de medio de endodermo y 200 ul de Geltrex
(28) para una placa de inmunocitoquimica Ibidi de ocho pocillos (Fisher: NC0704855) (1
placa/linaje). Se echaron 200 ul del medio de diferenciacion correspondiente a cada placa. En
la campana de flujo laminar y con el microscopio se fueron seleccionando los EB con una
pipeta y se fueron depositando 3-4 en cada pocillo. Se guardaron en el incubador y se realizo
el cambio de medio en dias alternos durante tres semanas (Tabla 1). Para el medio
mesodermo el acido ascérbico se diluyé en DMEM vy fue filtrado (29).

Tabla 1. Medios de cultivo EB para marcador de endodermo, ectodermo y mesodermo.

Capa germinal Medio Casa comercial Cantidad
empleada
DMEM Gibco: A1286101 40 ml
FBS 20 % Gibco: A5256701 10 mi
Glutamax Gibco: 35050061 500 ul
Endodermo (50 ml) | B-mercapto 0,1 mM Merck: 444203 50 pl
NEAA Gibco: 11140050 500 pl
Pen-strep 1x Gibco: 15070063 500 pl
Neurobasal 50 % Gibco: 21103049 20 ml
DMEM/F-12 50 % Gibco: 21331020 20 ml
Glutamax Gibco: 35050061 400 ul
Ectodermo (40 ml) Pen-strep 1x Gibco: 15070063 400 pl
B27 Gibco: A3653401 400 pl
N2 Gibco: 17502048 200 pl
Medio endodermo - 20 ml
100 puM acido Thermo Scientific 35 mg
Mesodermo (40 ml) (Pmii(;%r,lii;?(Da) Chemicals: 11487487
DMEM Gibco: A1286101 1ml

3.3. Inmunocitoquimica

A partir del dia 24 del experimento se realizaron pruebas de inmunodeteccion para
marcadores de cada capa germinal (endodermo, mesodermo y ectodermo). Durante el
protocolo se emplearon diversas soluciones: TBS 10X (Thermo Scientific Chemicals:
J60764.K2), TBS 1X (900 ml agua destilada + 100 ml TBS 10X), TBS+ (TBS 1X + 0,1 % Triton
(Sigma-Aldrich: X100-100ML) y TBS++ (TBS 1X + 0,3 % Triton + 3 % Donkey Serum (Sigma-
Aldrich: S30-100ML). Se prepar6 un falcon con 10 ml (5 ml) de TBS++ y luego se afiadieron
300 pl (150 pl) de suero de burro (23, 28, 29).
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En la cabina de flujo laminar se retiré el medio, se lavé dos veces con 200 pl de PBS, se fijaron
las células con 200 pl de formalina (Merck: 47608-250ML-F) y se esper6é 20-30 minutos a
temperatura ambiente (RT). Posteriormente, en el laboratorio se lavaron las placas ibidi tres
veces con 200 pl de TBS 1X durante 5 minutos y 200 ul de TBS+ durante otros 5 minutos mas
a RT. Después se realizé el bloqueo, donde se incubaron con 250 ul de TBS++ de 30-60
minutos a RT. Se realiz6 la preparacion de la combinacion de anticuerpos (Tabla 2) en un
eppendorf (100 ul por pocillo) (28, 29).

Tabla 2. Anticuerpos primarios como marcadores de inmunocitoquimica.

Tejido Anticuerpo Casa comercial pl ul
Anticuerpo | TBS++
Endodermo Alfa-1-fetoprotein (AFP) Invitrogen: 12829152 2 800
(1:400)
Mesodermo | Alfa-smooth muscle actin Invitrogen: MA5- 2 800
(0-SMA) (1:400) 15871
Ectodermo Beta-lll(‘liusbg(l)i)n (Tujl) Invitrogen: 480011 1,6 800

Se afiadieron 100 pl al pocillo que correspondia, incubandolos en frigorifico a 4°C durante 12
horas. Al dia siguiente se dejaron las placas 2 horas a RT. Seguidamente se procedi6 a lavar
tres veces con 200 pl de TBS+ durante 5 minutos (23, 28, 29).

Se prepararon los anticuerpos secundarios (Tabla 3) y se afadieron 100 pl al pocillo
correspondiente (a partir de ese momento todo se hizo en oscuridad). Se incubaron 2 horas
a 37°C en incubador, se dejaron a RT durante 30 minutos y se lavaron tres veces con 200 pl
de TBS 1X durante 5 minutos (28, 29).

Tabla 3. Anticuerpos secundarios como marcadores de inmunocitoguimica.

Tejido Anticuerpo Casa comercial pl ul
Anticuerpo | TBS++

Endodermo | Anti-rabbit 488 verde IgG SANTA CRUZ 4 800

(1:200) BIOTECHNOLOGY,
INC: sc-516248

Mesodermo | Anti-mouse 555 rojo IgG | Invitrogen: A-21147 4 800
(1:200)

Ectodermo | Anti-mouse 555 rojo IgG | Invitrogen: A-21147 4 800
(2:200)
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Finalmente, se realizdé la incubacion con 100 ul de DAPI (2-4-amidinofenil-1H-indol-6-
carboxamidina) (Merck: 10236276001) 1:10.000 (1 pl en 10 ml de TBS++) 10 minutos a RT.
Seguidamente se lavaron dos veces con 200 pl de TBS 1X durante 5 minutos y se afiadieron

100 pl de TBS 1X (26, 28).

Posteriormente, se observaron y se tomaron las imagenes correspondientes (Tabla 4) con un
microscopio confocal LEICA TCS SP5 MDI-6000B (Leica Microsystems), que se analizaron
con el programa digital LEICA LAS AF (Leica Microsystems). El procesamiento final de las
imagenes se realiz6 utilizando el programa digital Adobe Photohop (Adobe Systems) (26, 29).

Tabla 4. Marcadores especificos de estructuras celulares.

Anticuerpo

Estructura celular

Alpha-1-fetoprotein

citoplasmica

Alfa-smooth muscle actin

citoplasmica, filamentosa

Beta-Ill Tubulin Tuj1

citoplasmica, filamentosa
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4. Resultados

4.1, Cultivo de iPSC

Los cultivos de iPSC mostraron grados bajos de diferenciacion espontdnea antes de iniciar el
protocolo de diferenciacion, ya que estos cultivos a largo plazo deben analizarse regularmente
para detectar anomalias cariotipicas y contaminacion. Se presentaron como células
redondeadas con ndcleos grandes con una apariencia prominente y una relacion nucleo-
citoplasma alta (citoplasma escaso y nucléolo grande). No crecieron como células
individuales, sino como agregados en colonias y exhibieron forma homogénea, bordes lisos y
regulares (Figura 4).

(b)

Figura 4. Morfologia de las colonias iPSC mantenidas en cultivo con el medio mTeSR1 PLUS
(a) células con dos dias; (b) colonias celulares de cuatro dias; y (c) colonias de células a los
cinco dias. Magnificacion: 4x.

4.2. Formacion de EB

Las iPSC formaron cuerpos por sedimentacion cuando se colocaron en los pocillos de la
microplaca con fondo en forma de V y fueron sometidas a la centrifugacion. Después de 48
horas, se formaron grupos celulares de forma espontanea, que luego se transfirieron a un
cultivo en suspension para una mayor maduracion. Los EB se formaron como agregados
tridimensionales de células, que adoptaron una forma esférica y tamafio homogéneo, donde
experimentaron crecimiento y estabilizacion durante su mantenimiento con el medio mTeSR1
PLUS. EIl andlisis en diferentes momentos del experimento mostr6 un mayor nivel de
organizacion estructural interna en funcién del tiempo (Figura 5).
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Figura 5. Optimizacion del protocolo de formacion de EB. Agregados después de la formacion
de EB en medio de mantenimiento mTeSR1 PLUS (a) imagenes de pocillos de cultivo en
forma de V después de la formacién de EB por sedimentacion; y (b) EB a los tres dias de
incubaciéon. (c) EB de gran desarrollo y maduracion a los seis dias de incubacién vy
mantenimiento en cultivo. Magnificacion: 4x.

4.2.1. Viabilidad de EB en cultivo de suspension

Se mantuvieron en cultivo en suspension con los diferentes medios de diferenciacion durante
21 dias, el periodo requerido para la formacién de las tres capas germinales durante la
embriogénesis. Durante el tiempo de cultivo prolongado, los EB mantuvieron la viabilidad, sus
estructuras y continuaron creciendo y desarrollandose.

4.2.1.1. Caracteristicas de los EB mantenidos en los medios de diferenciacion

Durante el periodo de mantenimiento de los EB en los diferentes medios de diferenciacion
(ectodermo, mesodermo y endodermo) se pudo apreciar que inicialmente los EB adoptaron la
capacidad de expansion en la placa ibidi para posteriormente formar vacuolas o quistes.
Cuando los cuerpos se enquistaron, se obtuvieron estructuras encapsuladas dentro de una
matriz extracelular. Esto permitié una organizacion tridimensional mas definida y una mejor
interaccion entre las células (Figura 6).
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(b)

(d)

Figura 6. Formacion de EB en los diferentes medios de diferenciacion (a) células expandidas
a los dos dias de cultivo; (b, c, d) presencia de quistes/vacuolas a las tres semanas de cultivo
en los diferentes linajes; (b) ectodermo; (c) mesodermo; y (d) endodermo. Magnificacion: 4x.

4.2.2. Diferenciacion alas capas germinales mediante analisis de inmunocitoquimica

Para confirmar la pluripotencialidad de los EB producidos, se demostré que los EB fueron
capaces de generar representantes de las tres capas germinales del desarrollo (ectodermo,
mesodermo y endodermo). Se revel6 una regulacién ascendente de genes asociados con los
linajes, Tujl (para ectodermo), a-SMA (para mesodermo) y AFP (para endodermo). El
potencial de diferenciacion de las iPSC generadas se confirmd a través de la detecciéon de
positividad de inmunocitoquimica. Esta técnica permitié visualizar la expresion de los
marcadores especificos en las células diferenciadas. La matriz extracelular en la que se
enquistan los EB proporciond una superficie tridimensional que permitié la adhesion y la
interaccion de las células. Esta interaccion permitio el desarrollo y la diferenciacion celular.

4.2.2.1. Caracteristicas de la capa germinal ectodérmica

En la capa germinal ectodérmica se observaron células planas, alargadas, con prolongaciones
ramificadas o células con forma de epitelio, similares a las células en desarrollo del ectodermo.
Se organizaron formando estructuras epiteliales, como placas neurales. Se observaron
contactos y conexiones celulares, lo que reflejo la organizaciéon y comunicacion celular (Figura
7).
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(a) (b)

(© (d)

Figura 7. Diferenciacion in vitro a la capa germinal ectodermo. Células positivas para Tujl
(rojo) mostrando las estructuras citoplasmatica y filamentosa. DAPI (azul) para tincién de los
nucleos. Barras de escala: (a, ¢) 50 um; y (b, d) 10 pm.

4.2.2.2. Caracteristicas de la capa germinal mesodérmica

En la capa germinal se observaron células alargadas y fusiformes. Las células diferenciadas
expresaron los marcadores especificos. Se apreciaron contactos y conexiones celulares, lo
que reflejé la organizacién y comunicacioén en el tejido mesodérmico en desarrollo (Figura 8).
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(b)

(©) (d)

Figura 8. Diferenciacion in vitro a la capa germinal mesodermo. Células positivas para SMA
(rojo) mostrando las estructuras citoplasmaética y filamentosa. DAPI (azul) para tincién de los
ndcleos. Barras de escala: (a) 25 um; (b) 50 um; y (c, d) 10 ym.

4.2.2.3. Caracteristicas de la capa germinal endodérmica

En la capa germinal endodermo se observaron células culbicas, prismaticas o células
epiteliales con forma de copa. Se organizaron en patrones como placas o formacién de
estructuras tridimensionales similares a los brotes de 6rganos. Se apreciaron contactos y
conexiones celulares, lo que reflej6 la organizacidon y comunicacién celular en el tejido
endodérmico en desarrollo (Figura 9).
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(b)

(©) (d)

Figura 9. Diferenciacion in vitro a la capa germinal endodermo. Células positivas para AFP
(verde) mostrando las estructuras citoplasmaticas. DAPI (azul) para tincién de los nucleos.
Barras de escala: (a) 50 um; (b, ¢) 25 pym; y (d) 10 pym.
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5. Discusioén

Las investigaciones realizadas han demostrado que se utilizan diversas técnicas para obtener
lineas de células iPSC a partir de células de la piel, sangre, rifién, tanto de donantes sanos
como de pacientes con patologias. Estas células se han diferenciado a linajes retinianos,
incluyendo organoides retinianos multicapa, RPE vy fotorreceptores (20, 19). Los resultados
de la presente investigacion respaldan las afirmaciones hechas por los autores, al demostrar
la viabilidad y calidad de las iPSC obtenidas de fibroblastos dérmicos de pacientes con IRD,
sin embargo, Romanazzo et al. (2019) sugieren obtener iPSC de las células sanguineas, por
ser un método menos invasivo.

La heterogeneidad inherente de las iPSC, como el ciclo celular asincrénico y la asimetria
espacial en la adhesion celular, puede afectar su capacidad para diferenciarse en multiples
linajes. Se estan realizando esfuerzos para minimizar la heterogeneidad perjudicial mediante
la mejora de las condiciones de cultivo y los métodos de seleccidn, al tiempo que se utiliza la
heterogeneidad intrinseca para controlar la proliferacion y diferenciacion (26). Los estudios
realizados ratifican lo planteado, demostrando que las iPSC son empleadas en la
investigacion cientifica y médica, ya que permiten la generacion de modelos de enfermedades
y el estudio de su funcionamiento.

Las iPSC se deben mantener con vitalidad y evitar el crecimiento excesivo de las colonias, ya
que esto puede provocar diferenciacion espontanea (23); dichos estudios proporcionan
informacion relevante para que los resultados obtenidos sean veridicos. El uso de placas p60
en el cultivo celular ha demostrado ser exitoso, ya que para obtener resultados relevantes es
importante comenzar con iPSC indiferenciadas para garantizar que su desarrollo en EB sea
sincronico. Estos estudios concuerdan con lo planteado por Koehler et al. (2017), al referir
que estas placas proporcionan un entorno propicio para el crecimiento y la multiplicacion
efectiva de las iPSC, lo que permite a los investigadores generar EB de manera exitosa.

Los resultados de la presente investigacion estan en concordancia con otros estudios que han
utilizado la densidad de siembra de células iPSC para formar EB. Varios autores han evaluado
el uso de placas con fondo en V y han obtenido cuerpos homogéneos y estables (24, 29).
Dentro del rango de densidad celular utilizado, se observo la formacion de EB esféricos de
tamafio uniforme y compacto después de 48 horas de incubacién, que posteriormente fueron
transferidos a un cultivo en suspensién para un mayor desarrollo, coincidiendo con los
hallazgos presentados.

Otros autores establecieron criterios de evaluacion, como una minima area de diferenciacion
espontanea antes de la formacion de los EB, el aumento de tamafio a lo largo del tiempo y
una baja mortalidad celular. En el dia 6 de diferenciacion, se esperaba que una fraccion
significativa de los EB se volviera quistica, representando entre el 15 % y el 25 % de la
poblacion total, lo que indica una diferenciacion eficiente (24). En otras investigaciones
realizadas se determiné que un tamafio de aproximadamente 200 ym de didmetro para los
EB y una densidad de recubrimiento de 2-3 cuerpos por cm? son apropiados para la
diferenciacion al tejido retiniano. Se confirmé que con el protocolo utilizado se obtienen
cuerpos tridimensionales a partir de células iPSC. Se estimé que una placa de 6 pocillos con
un pocillo de iPSC al 80 % de confluencia puede generar alrededor de 1000 EB, lo que sugiere
que desarrollar protocolos eficientes es beneficioso para la produccion a gran escala de
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organoides retinianos (20). Estos estudios concuerdan con los resultados hallados en la
presente investigacion al obtener EB viables y realizar la diferenciacion a los linajes celulares.

Inicialmente, la formacion de EB a partir de células iPSC presentaba desafios para obtener
cuerpos de tamafio uniforme y evitar la alta tasa de muerte celular durante la disociacion de
las células individuales. Para superar estos obstaculos, se utiliza el inhibidor Y-27632 (ROCK),
gue bloguea la muerte celular inducida por la disociacion. Esto permite mantener la viabilidad
celular y promover la formacion eficiente de EB a partir de células individuales en condiciones
de cultivo (26). Los resultados obtenidos en la investigacion respaldan la eficacia del uso del
inhibidor mencionado, al obtener cultivos eficientes de EB sin una alta tasa de muerte celular.

Estudios anteriores han indicado que el inhibidor de ROCK no es esencial para el cultivo de
células iPSC, la formacion de EB y la diferenciaciéon en sistemas basados en micropocillos de
hidrogel de fondo redondo. En sus experimentos no encontraron diferencias significativas en
la viabilidad y pluripotencia de los EB formados con y sin el inhibidor. Esto sugiere que la
presencia del inhibidor de ROCK puede no ser necesaria en este sistema especifico. Se ha
demostrado que es posible obtener EB utilizando diferentes medios de diferenciacion y
formatos (24). Sin embargo, otros estudios realizados por Dziedzicka et al. (2016) desarrollan
un protocolo de formacion de EB a partir de iPSC cultivadas en un sistema libre de ROCK en
laminin-521, donde obtuvieron que la tasa de proliferacion celular afecto la eficiencia de la
formacion de agregados, planteando que la adicién del inhibidor de ROCK era esencial para
la formacion reproducible de los EB. En el presente estudio se decidi6 utilizar el inhibidor
ROCK durante el cultivo celular. No obstante, seria necesario realizar investigaciones en el
futuro para comparar los resultados y determinar si el inhibidor de ROCK es realmente
necesario o no en el cultivo de células iPSC para la formacion de EB, empleando placas p60
y con fondo en V, respectivamente. Esto es relevante dado que los autores mencionados
utilizaron placas de fondo redondo de 96 pocillos.

Un enfoque mas controlado para la produccién de EB implica el uso de micropocillos. En este
método, las células iPSC se disocian y se siembran en pequefios micropocillos, donde se
agregan y crecen hasta alcanzar el tamafio maximo. Al controlar el nimero de iPSC
sembradas y utilizar la centrifugacion para promover la agregacion, se logra un control del
tamafio de los EB y se obtienen cuerpos homogéneos. Este método requiere el uso de
centrifugacion y la manipulacion individual de los EB formados, un paso adicional de cultivo
para su crecimiento y maduracién posteriores (24). Los estudios realizados en la presente
investigacion ratifican las afirmaciones hechas por estos autores sobre la aplicacién de este
método.

Los EB obtenidos en este experimento demostraron una alta viabilidad durante un cultivo
prolongado de hasta 30 dias y exhibieron una diferenciacion a los diversos linajes celulares,
coincidiendo con lo planteado por Pettinato et al. (2014), donde los EB que se mantuvieron en
medio de diferenciacion durante 20 dias en cultivo en suspension revelaron una regulacion
ascendente de genes asociados con cada una de las tres capas germinales. Las células
diferenciadas adquirieron caracteristicas distintivas del linaje deseado, lo que sugiere su
potencial aplicacion en estudios biolégicos y clinicos.
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Para comprobar la diferenciacién celular en las tres capas germinales se emplearon los
anticuerpos AFP, a-SMA y Tujl, aunque otros autores, como Pettinato et al. (2014) utilizaron
otros marcadores, como Sox-1 (para ectodermo) y Brachyury (para mesodermo) obteniendo
resultados positivos. En el presente estudio, se observéd que los EB generados a partir de las
células iIPSC mostraron una forma esférica consistente para todas las condiciones de
diferenciacién. Estos resultados respaldan lo planteado por Saito-Diaz y Zeltner (2019) sobre
el uso de las células iPSC para la formacion de EB como herramienta valiosa en la
investigacion biomédica, permitiendo el modelado de IRD, la diferenciacion celular dirigida, la
evaluacion de farmacos y el estudio del desarrollo embrionario. El protocolo utilizado en la
formacion de EB fue satisfactorio y coinciden con las investigaciones realizadas por Koehler
et al. (2017) que describen estrategias similares para obtener organoides retinianos a partir
de iPSC cultivadas en placas p60.
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6. Conclusiones

1. Los hallazgos presentados en este estudio han demostrado que los EB generados a
partir de las iPSC de una paciente con RP causada por la mutacién (c.1354dupT) en
el gen PROML1 son capaces de diferenciarse en las capas germinales ectodermo,
mesodermo y endodermo, donde exhiben viabilidad y estructuras organizadas.

2. Los resultados obtenidos evidencian que, con el protocolo empleado, el uso de las
iPSC para la formacion de EB ofrece oportunidades significativas en el desarrollo de
este campo de estudio.

3. Los experimentos realizados in vitro, constituyen precursores para su posterior

aplicacion in vivo, aunque existen desafios, los avances en tecnologia y la
investigacion continua permiten impulsar este campo de la medicina.
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