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Las enfermedades genéticas son consideradas raras o huérfanas cuando afectan a un muy
pequefio porcentaje de la poblacidn, usualmente con una prevalencia igual o menor a 5 x 10-
4 en la poblacidn. La Retinitis pigmentosa (RP) es una enfermedad retinal degenerativa,
hereditaria que causa la pérdida gradual de la vision debido a la degeneracion/distrofia de
conos y bastones. RP es considerada una enfermedad rara con una prevalencia de 3.33 x 10-
4. Estudios en RP han reportado que existen mdas de 150 genes asociados a esta enfermedad,
sin embargo, muchos de los casos tienen un origen monogénico.

Actualmente, la diferenciacién de células retinales — en cultivos 2D o 3D — a partir de células
iPSC (células madre pluripotentes inducidas) humanas se presenta como una alternativa
terapéutica interesante para el tratamiento de RP, donde ya se han obtenido resultados
positivos en modelos in vitro e in vivo. Su uso combinado con tecnologia modernas de edicién
génica, como el sistema CRISPR promete ampliar aun mas su potencial terapéutico. En
consecuencia, actualmente existen ensayos clinicos en fase IV para RP donde se vienen
empleando trasplantes autdlogos de iPSC genéticamente corregidas y diferenciadas en linajes
retinales. El presente comentario, es una breve resena de los principales descubrimientos y
hallazgos que han contribuido al desarrollo de estrategias terapéuticas enfocadas en RP y
basadas en el uso de iPSC, asi como en combinacién con la tecnologia CRISPR/Cas9.

Resumen (inglés)

Genetic diseases are considered rare disease when they affect a very small percentage of the
population, usually with a prevalence equal to or less than 5.0x10-4 in the population.
Retinitis pigmentosa (RP) is a hereditary, degenerative retinal disease that causes gradual loss
of vision due to degeneration/dystrophy of rod and cone cells. RP is considered a rare disease
with a prevalence of 3.33x10-4. Studies in RP have reported that there are more than 150
genes associated with this disease, however, many of the cases have a monogenic origin.

Currently, the differentiation of retinal cells —in 2D or 3D cultures — from human iPSC cells
(induced pluripotent stem cells) presents itself as an interesting therapeutic alternative for
the treatment of RP, where positive results have already been obtained in in vitro models and
in vivo. Its use combined with modern gene editing technologies such as the CRISPR system,
promises to further expand its therapeutic potential. Currently, there are some phase IV
clinical trials for RP using autologous iPSC transplants of genetically corrected and
differentiated retinal cells. This is a brief review of the main discoveries and findings that have
contributed to the development of novel therapeutic strategies focused on RP and based on
iPSC, as well as in combination with CRISPR/Cas9 technology.
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EL CUERPO DEL TRABAJO (COMENTARIO)

Introduccion

Orphanet es un consorcio encargado de mantener actualizado el status de las enfermedades
raras (aquellas que afectan a 1 de cada 2000 personas) siendo éstas del tipo genéticas,
autoinmunes o canceres raros. No hay tratamiento definitivo para la mayoria de estas
enfermedades, pero existen tratamientos paliativos adecuados que pueden mejorar la calidad
y esperanza de vida de los afectados (Ana Rath, Stéphanie NGUENGANG WAKAP 2020).
La Retinosis Pigmentaria (RP) es una enfermedad retinal rara hereditaria, de la cual se
conoce que hay méas de 150 genes reportados que estan asociados a ella. RP produce una
pérdida progresiva de la vista debido a la degeneracion/distrofia de conos y bastones
(Diakatou et al. 2019; DisGeNet 2022). Se debe tener en cuenta que el ojo es el 6rgano mas
importante para recopilar informacion sobre nuestro entorno y su pérdida puede ser
devastadora (Maeda et al. 2019). Actualmente, existen algunos tratamientos aprobados para
sub-tipos especificos de esta enfermedad (Trucker et al, 2022). Asimismo, hay varios grupos
de investigacién que vienen realizando estudios en modelos in vitro e in vivo, asi como
ensayos clinicos usando diferentes técnicas que abarcan la reprogramacion celular,
generacion de células madre pluripotentes inducidas (iPSC, y edicion génica usando la
herramienta CRISPR/Cas9 (Deng et al. 2018; Yanai et al. 2019; Schaub et al. 2020).

En este trabajo se presentara una breve revision de la literatura acerca de la retinosis
pigmentaria como enfermedad rara, se describirdn algunas caracteristicas clinicas y
moleculares de esta condicidn, asi como las distintas estrategias terapéuticas disponibles
actualmente. Se hablara también del uso de modelos celulares para el estudio de esta
enfermedad y se mencionara el caso particular de una cohorte peruana con retinosis
pigmentaria, asi como los avances que se han hecho para su tratamiento en el Pera.
Finalmente, se mencionaran las conclusiones y perspectivas futuras en el tratamiento de la

retinosis pigmentaria.



1. Enfermedades raras: Retinales
Las enfermedades raras retinales se dividen en enfermedades hereditarias (entre ellas, la
retinitis pigmentosa) y no adquiridas (por ejemplo, la degeneracidon macular relacionada con
la edad). Se conocen 53 enfermedades oftalmolégicas raras y 103 enfermedades asociadas.
Se estima que las enfermedades relacionadas a la distrofia de conos y bastones tienen una
incidencia de 1 por cada 40 000 habitantes (Sburlan et al. 2019; Ana Rath, Stéphanie
NGUENGANG WAKAP 2020). En el Peru, en el afio 2011 mediante la ley N°29698, se declaro
de interés nacional la atencién y el tratamiento de personas que padecen enfermedades raras
o huérfanas. Ademas en el 2019, se aprob6 mediante Resolucion Ministerial N° 1075-219 el
documento técnico para considerar mediante un listado las enfermedades raras o huérfanas
(REPUBLICA 2011; Salud 2019). Se considera que este es un paso importante en el manejo
de este tipo de enfermades, de las cuales, el 95% carecen de un tratamiento aprobado por la

FDA (Food Drug Administration) de los EE.UU. (Shurlan et al. 2019).

2. Retinosis pigmentaria: Incidencia, causas y caracteristicas

A nivel mundial, la retinosis pigmentaria (o retinitis pigmentosa) tiene una incidencia de 26
por cada 100 mil habitantes, lo que es equivalente a aproximadamente 1 en 4 000 individuos
(Diakatou et al. 2019; Ana Rath, Stéphanie NGUENGANG WAKAP 2020). Los patrones de
herencia sugieren que aproximadamente el 65% de los casos son no sindrémicos (20%
dominantes autosomales, 13% autosomales recesivos, 8% ligados al gen X y 24%
desconocidos), 17% sindrémicos (12% sindrome de Usher y 5% Sindrome de Barbet Biedl),
10% sistémicos y 8% son de origen desconocido (Campochiaro and Mir 2018). La retinosis
pigmentaria es causada por mutaciones en los genes regulador de la retinitis pigmentosa
GTPasa (RPGR), Fosfodiesterasa 6A (PDE6A), Fosfodiesterasa 6B (PDE6B), Protooncogen
MER tirosina quinasa (MERTK), factor de procesamiento pre-mRNA 31 (PRPF31), entre otros
(de la Cerda et al. 2019; Maeda et al. 2019).

La retinosis pigmentaria tiene 2 caracteristicas principales: a) el deterioro del campo visual y

b) la degeneracion de fotoreceptores; tanto de los bastones que permiten la visidn nocturna,



como de los conos que son responsables de la vision nitida y a color (Hartong et al. 2006;
Maeda et al. 2019). El mecanismo de muerte celular de los bastones depende del gen mutado
y de su tasa de degeneracién. La degeneracion celular de los bastones reduce el consumo
de oxigeno en el tejido retinal; consecuentemente, el aumento de los niveles de oxigeno
genera a su vez la muerte celular de los conos por radicales libres de superéxido (ROS)
(Campochiaro and Mir 2018). Esto se produce por desajustes en la cadena de transporte de
electrones en las mitocondrias y por la estimulacién de la actividad de la enzima NADPH
oxidasa en el citoplasma (Campochiaro and Mir 2018). El sistema de defensa antioxidante es
superado por los altos niveles de ROS y generan mas especies reactivas como el peroxinitrito
(dafino y dificil de procesar), dafiando progresivamente -por oxidacion- a los conos. Esto
finalmente contribuye a la muerte celular de la retina por moléculas ROS que son transferidas

a los tejidos adyacentes (Campochiaro and Mir 2018).



3. Estrategias terapéuticas en enfermedades raras retinales
a. Terapia enzimatica
El enfoque terapéutico para reducir los niveles de estrés oxidativo se realiza aumentando los
niveles de superoxido dismutasa con una enzima desintoxicante de peroxido. Esto promueve
la supervivencia y funcionamiento de los conos (DONG et al. 2006), asi mismo, la N-
aceltilcisteina (NAC) reduce la muerte y favorece el normal funcionamiento celular de dichas

células (Lee et al. 2011).

b. Transferencia génica
Esta estrategia busca aumentar el sistema de defensa antioxidante a través de la estimulacion
de una mayor expresion de genes como el factor nuclear (NRF2) (Xiong et al. 2015) y/o el
factor de viabilidad del cono derivado de bastones (RDCVF) (Byrne et al. 2015). Ambos genes
tienen actividad antioxidante y son capaces de reducir la muerte celular de los conos, sin
embargo, estos tratamientos son de larga duracion y pueden generar radicales de oxigeno,
que a su vez pueden interferir con la sefializacion celular u otras funciones (Campochiaro and

Mir 2018).

c. Terapia celular

El desarrollo y obtencion de células madre pluripotentes inducidas (induced pluripotent stem
cells o iPSC) por Yamanaka y colaboradores en el 2006 (Yamanaka 2012), permite
reprogramar células somaticas y diferenciarlas en virtualmente cualquier tipo celular deseado,
incluyendo células retinales.

Hoy en dia, las plataformas celulares iPSC (células indiferencias) son importantes porque
facilitan la edicion ex vivo del genoma del paciente, mediante la tecnologia CRISPR/Cas9
(modificando secuencias nucleotidicas para corregir mutaciones patogénicas). Asimismo, el
uso de CRISPR/Cas9 ha revolucionado la velocidad y el alcance con el que los cientificos

pueden modificar el ADN de las células vivas teniendo un gran potencial para tratar



enfermedades de la retina eliminando genes mutados y/o corrigiendo secuencias patogénicas
(Maeda et al. 2019).

Cabe sefalar que la terapia celular en retinopatias, en general, y retinosis pigmentaria, en
particular, puede realizarse con células madre embrionarias (human embrionic stem cells,
hESC) o células madre pluripotentes inducidas humanas (hiPSC). A continuacién, se

mencionan las ventajas y desventajas de ambas estrategias.

4. hESC vs hiPSC: Ventajas y desventajas de su uso en modelos retinales
a. hESC: Definicion y uso en modelos retinales

El término hESC fue utilizado por primera vez por Thomson et al. (Thomson 1998) quien cre6
la primera linea celular humana de células madre embrionarias derivadas de blastocitos
humanos. Sin embargo, la obtencion de lineas celulares de ESC es un procedimiento
complejo de realizar, ademas, en algunos casos el trasplantes de dichas células puede
producir rechazo (Pappas and Yang 2008).

Las hESC y hiPSC son modelos celulares que permiten investigar mecanismos moleculares,
alteraciones patoldgicas y realizar ensayos farmacoldgicos para pacientes afectados por
diferentes enfermedades (Sonal et al. 2019). Las células estudiadas son extraidas del mismo
paciente, a través de cultivos celulares primarios. Esta accién es muy recomendada debido a
gue garantiza la prevencion de contagio de enfermedades entre pacientes, la comprension

de la relacién genotipo/fenotipo y el enfoque terapéutico (Pappas and Yang 2008).

b. hiPSC: Definicidon y uso en modelos retinales
Desde que Yamanaka et al. (2006) describieron por primera vez que los fibroblastos de
ratones adultos podian ser reprogramados en células madre, se han realizado muchas
investigaciones sobre la integridad, la tumorogenicidad y aplicaciones terapéuticas de esta
tecnologia (Yamanaka 2012). Una vez obtenidas las células iPSC, pueden ser diferenciadas

en cualquier tipo celular que se desee (Poorna et al, 2021). Las iPSC diferenciadas a epitelio



pigmentario retinal (RPE) han dado como resultado los primeros ensayos clinicos en el campo
ocular, y los resultados se esperan con mucho interés.

Las iPSC diferenciadas en células retinales con ayuda de factores de inducciéon pueden
formar organoides retinales. Los organoides son un cumulo de células que crecen y se
aglomeran de forma tridimensional. Ademas, los organoides tienen estructuras muy similares

a sus pares originales, en términos de estructura celular e interacciones célula-célula.

c. hESC vs hiPSC:

Una vez que se realiza la comparacion entre ambos modelos celulares pluripotenciales, la
plataforma iPSC parece llevar la ventaja debido a que posee: a) una mayor fuente de
extraccion (sangre, orina y piel), b) una mayor eficiencia de reprogramacién a células madre,
C) una composicidn genética estable que permite la edicion gendmica (Pappas and Yang
2008; Yamanaka 2012).

Sin embargo, la reprogramacion de cualquier célula somética (generalmente fibroblastos de
piel) a hiPSC requiere tomar en cuenta ciertos factores como: a) una éptima estequiometria
de los factores de transcripcion de Yamanaka, ya que diversos estudios obtienen iPSC a
distintas concentraciones de factores de transcripcion, esto debido probablemente a la
procedencia del tipo celular (fibroblastos de sangre, orina o piel), b) estados epigenéticos
(metilacion/desacetilacion del ADN e histonas), ¢) senescencia y d) vias de sefalizacion
(Haridhasapavalan et al. 2020). No obstante, algunos autores consideran que la
estequiometria de los factores de transcripcion es el factor mas importante para la
reprogramacion. Asimismo, es trascendental trabajar con muestras de pacientes jovenes; de
lo contrario, se corre el riesgo de utilizar muestras que posean una baja produccion de
telomerasa, pudiendo dafar el material genético de la célula, produciendo mutaciones y una
ineficiente/nula produccion de iPSC. Esto nos lleva a pensar que todos los voluntarios
sanos/enfermos pueden tener sus propias células iPSC siempre que cumplan los requisitos

previamente descritos.



Una vez realizada la reprogramacién, es necesario comprobar que la linea hiPSC obtenida
esta indiferenciada, para lo cual se debe evidenciar la expresién de genes como PAX-6, SOX
17, TRA-1, SSEA 4, FGF 4, REX 1, GDF3, DPPA2, GAPDH, TERT, NANOG, SOX2 y OCT4
(Artero Castro et al. 2019). Una vez comprobada la pluripotencialidad de las células, estas
pueden ser diferencias en células retinales y organoides con la finalidad de estudiar los

mecanismos moleculares de la enfermedad y/o probar posibles estrategias terapéuticas.

En estos ultimos afios, el uso de células iPSC para el estudio de enfermedades retinales ha
tomado un mayor empuje debido a que se vienen generando una gran cantidad de lineas
hiPSC provenientes de voluntarios sanos y pacientes afectados por distintas patologias
retinales, incluyendo retinosis pigmentaria. Recientemente, De la Cerda et al. (2019)
reportaron el caso de un paciente afectado por RP, con un tipo de herencia autosémica
dominante, quien poseia una mutacion heterocigota en el sitio c.165G>A del gen PRPF31.
Para estudiar mejor el mecanismo molecular de la degeneracién progresiva vista en este
paciente, se decidio reprogramar sus células a iPSC, utilizando un vector no integrativo (virus
Sendai) para la transduccién de los factores de reprogramacion (hOCT3/4, hSOX2, hc-MYC2
y KLF4) (de la Cerda et al. 2019). De forma similar, Artero-Castro et al. (2019) generaron una
linea iPSC con el fin de estudiar la variante ¢.992 993del en el gen MERTK a partir de
fibroblastos de un paciente portador (Artero-Castro et al. 2019). Asimismo, la reprogramacion
celular de células adultas a iPSC viene permitiendo el descubrimiento de nuevos genes
involucrados en la patogénesis de la retinitis pigmentosa, como es el caso del gen RS1 (gen

ligado al cromosoma X), segun lo reportado por (Mao et al. 2020).

5. Organoides como modelos celulares para el estudio de laretinosis pigmentaria
Los organoides representan una nueva plataforma de cultivo celular tridimensional con
estructuras celulares que recapitulan los procesos de desarrollo observados in vivo en un
entorno in vitro (Sharma et al. 2020). Se ha demostrado que la diferenciacion de las lineas

iPSC suplementadas con factores de induccién como &cido retinoico (RA), 9-cis-retinal, 11-



cis-retinal, levodopa (L-DOPA), triyodotironina (T3) y el inhibidor de la y-secretasa ( (2S) -N -
[(3,5-Difluorofenil) acetil] -l-alanil-2-fenil] glicinal,1-dimetiletil éster 2L) [DAPT] (Zerti et al.
2020) pueden dar origen a organoides retinales. El desarrollo de organoides retinales ha
permitido la obtencién y caracterizacion de células amacrinas, ganglionares, Miller Glias,
conos y bastones; estas Ultimas presentaron una sinapsis con las células bipolares y
horizontales (células nerviosas de segundo orden) dentro de la capa plexiforme externa (Zerti
et al. 2020), demostrando una similitud funcional con tejido retinal in vivo. Ademas, Cui et al.
(2020) demostraron que el desarrollo de organoides retinales de humano en cultivo celular es
mas lento que el desarrollo de una retina humana durante el embarazo, sin embargo se
evidencié que dicho desarrollo comprendia las mismas estructuras y funciones que el 6rgano
natural (Cui et al. 2020). Al mismo tiempo, los organoides retinales permiten aislar y analizar
estructuras especificas de la retina, como por ejemplo las células Muller glia (EASTLAKE et
al. 2019), muy importantes para estudios terapéuticos de glaucoma. Por ultimo, los procesos
como el metabolismo de acidos grasos, expresion de genes relacionados con las
mitocondrias, procesos catabdlicos de glucdégeno y los receptores de activina se regulan
gradualmente en los organoides retinianos humanos, tal y como sucede en el tejido original
(Cui et al. 2020).

Los organoides son una plataforma muy versatil que permite: a) modelar enfermedades
especificas de los pacientes y b) detectar la toxicidad/respuesta farmacoldgica especifica del
paciente (Sharma et al. 2020). Asimismo, los organoides permiten realizar ensayos
terapéuticos mas especializados y asi comprender mejor los mecanismos patogénicos.
Finalmente, los organoides son estructuras biolégicas muy complejas que en un futuro

podrian reemplazar a los ensayos en animales.

6. Terapia génica para Retinosis pigmentaria
El advenimiento del sistema CRISPR/Cas para la edicion génica en organismos vivos nos
presenta con la oportunidad de “cortar” el genoma de manera especifica para luego

reemplazar/modificar/corregir secuencias defectuosas causantes de diferentes patologias por



secuencias funcionales. Esta herramienta presenta muchas ventajas con respecto a otras
herramientas de edicién génica, siendo igual o superior en cuanto a su precision, costo y
facilidad de uso (Prado et al. 2020; Peddle et al. 2017).

Adicionalmente, el sistema CRISPR/Cas es capaz de modificar genéticamente células in vivo
y en células que no se encuentran en division celular (Meng et al. 2020). El éxito visto en
diversos estudios in vitro e in vivo, ha promovido el desarrollo de diversas terapias
experimentales destinadas que curar/tratar una gama amplia de patologias retinales (Piri et
al. 2021). Por ejemplo, Editas Medicine (compafia especializada en edicion genética y con
base en EE.UU.) recientemente ha iniciado un ensayo clinico “randomizado” en Fase I/ll en
pacientes afectados por LCA10 (Amaurosis congénita de Leber 10), ocasionada por
mutaciones en el gen CEP290 (Piri et al. 2021).

En un estudio reciente, Gumerson et al. (2022) utilizaron la técnica CRSPR/Cas9 para
restaurar la correcta expresion del exébn OFR15, en modelos murinos in vivo. Utilizando este
enfoque, los autores lograron restaurar la expresion del exén OFR15 en un sub-set de células
con amplia distribucion en la retina. Estos resultados, sugieran que seria posible que el
sistema CRISPR/Cas es capaz de restaurar la expresion del exdén OFR15, y

consecuentemente la funcion del gen RPGR in vivo (Gumerson et al. (2022).

7. Retinosis pigmentaria en el Per(: Reporte del caso multifamiliar de Paran e
implementacién de una plataforma molecular para terapia génica

En el Peru, se ha reportado una cohorte de pacientes afectados por RP en la comunidad de
Paran (Lima). Los pacientes afectados poseen una delecién de 11 pares de bases (pb) en el
gen RPGR (OMIM: #312610, RefSeq: NG_009553.1) (Guio et al. 2018). El caso multifamiliar
de Paran, como se le conoce, fue detectado hace mas de 10 afios por nuestro Centro de
Investigacion de Genética y Biologia Molecular de la Universidad de San Martin de Porres
(Lima, Perd). Recientemente, nuestro centro de investigacion ha comenzado la
implementacién de una plataforma molecular para terapia génica, la cual tiene como modelo

inicial de estudio este caso multifamiliar. Dicha plataforma, busca generar células iPSC a



partir de fibroblastos de pacientes afectados provenientes de la comunidad de Paran y
pacientes sanos no portadores de la mutacion. Seguidamente, se plantea la estandarizacion
de protocolos de diferenciacién celular que permitan obtener células del epitelio retinal
pigmentado (células RPE por sus siglas en ingles), no sin antes editarlas genéticamente para
revertir la mutacion patogénica usando la herramienta de edicion génica CRISPR/Cas9. La
implementacién de la mencionada plataforma permitira obtener células RPE modificadas
genéticamente y libres de la mutacién patogénica que aqueja al caso multifamiliar.
Finalmente, esta plataforma servirA como base para la implementacién de futuras terapias

gue combinen edicidn génica y uso de células iPSC en nuestro pais.

8. Conclusion

Las enfermedades raras o huérfanas afectan tan solo a un pequefio porcentaje de la
poblacion, razén por la cual son poco estudiadas y como resultado, muchas de ellas carecen
de tratamientos o curas efectivas. La Retinitis pigmentosa (RP) es una de estas
enfermedades y actualmente carece de una cura o tratamiento efectivos.

Los avances recientes en terapia génica han vislumbrar la llegada de enfoques terapéuticos
gue permitan cambiar el curso de RP en pacientes afectados. La generacion de células iPSC
se presenta en este respecto, como una alternativa terapéutica viable para terapia de
reemplazo celular, ya que permite la obtencién de células retinales diferenciadas. Mas aun,
si utiliza en combinacién con novedosas técnicas de edicion génica como el CRISPR/Cas9,
gue permitan revertir los insultos genéticos causantes de las diferentes patologias retinales
antes de trasplantar las células derivas en los mismos pacientes afectados que sirvieron como
donadores para el desarrollo de las iPSC.

Estas estrategias de terapia génica buscan ser simples en su ejecucion, ademas de no
necesitar repetirse. Los desarrolladores de estas terapias deben tener en cuenta que estas
no deben representar una carga financiera desmesurada ni para los pacientes, ni para los

sistemas de salud que las adopten.
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