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Resumen

Las células de Muller son las células gliales mas abundantes en retina. Cumplen
con diversas funciones entre las que destaca su papel en la regeneracion retiniana
como respuesta a un dafio, a través de un proceso de desdiferenciacion, que se

observa ampliamente en vertebrados como el pez cebra, pero no en mamiferos.

Existe evidencia que sefiala a la metilacion del ADN como un proceso involucrado
en la desdiferenciacion de la glia de Miller e incluso se puede considerar una
barrera epigenética para la regeneracion de la retina en mamiferos. Se ha
demostrado que la expresion de DNMT3a (una enzima involucrada en el
establecimiento y mantenimiento de la metilacion del ADN) en especies con
capacidad regenerativa se mantiene en niveles basales de después de un dafio
mientras que en mamiferos aumenta. Se sabe ademas que esta enzima esta
involucrada en el mantenimiento de la auto-renovacion de células troncales o
estado de pluripotencia. En esta tesis, se disefi6 un sistema CRISPR/dCas9-
KRAB para la inhibicion de DNMT3a en células de Muller murinas con la finalidad

de identificar su relacidén con la desdiferenciacién de la glia de Miiller.

Determinamos que, después de 72 horas de la transfeccion del sistema
CRISPR/dCas9-KRAB en las células de Miller, la expresion de DNMT3a se redujo
en un 90% y que, aunado a esto, se incremento la expresion de genes asociados
a células progenitoras neurales como Lin28, Ascll y Nestina. También se
determind que dicha disminucién incrementa la proliferacion celular y, por lo tanto,
el porcentaje de viabilidad celular. Por otra parte, observamos que la inhibicion de
DNMT3a induce cambios morfolégicos que podrian también estar asociados con
el proceso de desdiferenciacion. Con lo anterior, se determiné que DNMT3a esta
ampliamente involucrada en la desdiferenciacion de la glia de Miiller, por lo cual,
podria ser un blanco terapéutico para la regeneracion funcional de la retina en

mamiferos.

Palabras clave: Glia de Muller, desdiferenciacién, metilacion del ADN, DNMT3a.
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Abstract

Muller cells are the major type of glial cells in retina. Among their multiple
functions, their capacity to dedifferentiate and acquire a “progenitor-like” phenotype
and their role in retinal regeneration as a respond to damage or injury stands out in

vertebrates as zebrafish. However, in mammals this regenerative ability is absent.

DNA methylation is a process widely involved in Muller glia dedifferentiation and it
has even been considered as an epigenetic barrier for retinal regeneration in
mammals. DNMT3a (an enzyme related with the establishment and maintenance
of DNA methylation and involved in the self-renewal ability of several stem cells)
shows ambivalent expression kinetics in regenerative and no-regenerative species.
While in regenerative species DNMT3a expression remains in basal levels after

injury, in mammals it seems to increase.

In order to identify the possible functional role of DNMT3a in mammalian Muller
glia dedifferentiation we designed a CRISPR/dCas9-KRAB system to specifically
inhibit DNMT3a in mouse Miuller primary cultures. We demonstrate that 72 hours
after CRISPR/dCas9-KRAB system transfection in Miller cells DNMT3a
expression decreased by 90% while the neural pluripotent-related genes Lin28,
Ascll and Nestin expression increased. We also show that DNMT3a inhibition
raises cell proliferation and viability, two stem cells characteristics. In addition, we
observed morphological changes in cell cultures after transfection that may be

related to cell dedifferentiation

We concluded that DNMT3a is widely involved in murine Miller glia
dedifferentiation and we speculate that it could be envisioned as a therapeutic

target to improve the functional regeneration in mammalian retina.

Key words: Miller glia, dedifferentiation, DNA methylation, DNMT3a.

12



1. Introduccién
1.1. Lavisién

El ojo es el 6rgano primario sensorial de la vision. Esquematicamente esta
conformado por tres capas de tejidos denominadas tunicas: la tunica externa que
estd compuesta por la cornea y fibras de colageno (esclera) que le proporcionan la
estructura al globo ocular, la tinica media con funcion vascular primordialmente y

la tanica interna sensorial que conforma a la retina.

La vision se fundamenta en la recoleccion de sefales luminicas provenientes del
entorno y su posterior transformacion en la retina a sefiales electroquimicas que
son enviadas por el nervio 6ptico hacia el cerebro para su procesamiento a

imagenes (Graue, 2009).

La retina esta conformada por cinco tipos de células neurales y un tipo glial
principal, cuyos somas se encuentran dispuestos en tres capas definidas: 1) la
capa nuclear externa constituida por fotorreceptores (conos y bastones), 2) la capa
nuclear interna por células bipolares, amacrinas y horizontales y 3) la capa nuclear
ganglionar compuesta de células ganglionares, atravesando estas capas

neuronales encuentra la glia de Miiller (Figura 1) (Prasad & Galetta, 2011).

Las células de Mdller son las células gliales radiales de mayor proporcién en la
retina, son responsables de proveer soporte estructural y metabdlico a las
neuronas retinianas, generan un puente de comunicacién entre neuronas y
diversos compartimentos para el intercambio de sustancias como nutrientes,
productos de desecho, iones y agua, por lo tanto, también juegan un papel
importante en el mantenimiento homeostatico y del volumen extracelular. Ademas,
median la transmisibn sinaptica por su capacidad de reciclaje de
neurotransmisores y, como respuesta a una sefial de dafio, son capaces de
reprogramarse hacia un tipo de célula progenitora para aminorar y/o revertir las
lesiones generadas en la retina (Newman & Reichenbach, 1996; Reichenbach &

Bringmann, 2013).
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Figura 1. Esquema de un corte sagital del globo ocular. Se observan las tres tlnicas que conforman
al ojo y que le proveen estructura y funcion, la tinica interna sensorial constituye a la retina, la cual
integra cinco tipos de células neuronales y tres de tipo glial, siendo la principal la glia de Mdller.
Esquema generado en BioRender.

1.2. Laretina, dafio y regeneracion

Las patologias relacionadas con la retina son una de las principales causas de
ceguera entre la poblacién mundial. Estas tienen diversos origenes etioldgicos que
van desde mutaciones genéticas, como es el caso de la retinitis pigmentosa, hasta
lesiones mecanicas y luminicas (Ail & Perron, 2017). Se caracterizan por la
pérdida de la visidn asociada a la muerte de las células que conforman la retina,
principalmente (pero no exclusivamente) de fotorreceptores, células amacrinas y
ganglionares (Campbell & Hyde, 2017). En algunos vertebrados, como el pez
cebra y el pollo, es posible observar el reemplazo de las neuronas dafiadas por
células nuevas, generadas mediante la reprogramacion de la glia de Muller (M. O.
Karl & Reh, 2010).

Durante este proceso, la glia de Miiller atraviesa tres etapas de cambios que le
permiten transformarse en una célula neuronal (Figura 2).
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1.2.1. Etapa de desdiferenciacion

La primera etapa es la de desdiferenciacion, donde la célula de Mdller diferenciada
adquiere un fenotipo tipo célula troncal (MGDP). Este cambio puede ser
caracterizado por la expresion de diversos elementos como: factores de
crecimiento (TGF-B, EGF-HB, etc.) (Sharma et al., 2020), factores de transcripcion
pro-neurales (Ascll, NeuroD1, etc.) (Chohan, Singh, Kumar, & Kaur, 2017) y
genes asociados a células progenitoras (Sox2, Lin28, etc.) (Masui et al., 2007;
Zhao etal.,, 2017) los cuales aumentan, en gran medida, por cambios en el
metiloma de la glia de Muller (Cheng, Xie, Jin, & Wang, 2015).

La expresion de estos elementos, permite la reprogramacion de la glia de Miiller,
es decir, la adopcion de caracteristicas de células troncales, para generar una
poblacién de MGDP que entren al ciclo celular y comiencen a proliferar (Goldman,
2014). Dentro de este coctel de factores, existen algunos que favorecen en mayor
medida la reprogramacion efectiva de la glia de Muller como lo son Ascll y Lin28
ya que, por si solos, estos factores inducen la activacién de vias de sefalizacién
implicadas en la proliferacion celular, asi como de otros factores de transcripcion
asociados a pluripotencia (Fausett et al., 2008; Pollak et al., 2013; Ramachandran
et al., 2010).

1.2.2. Etapa de proliferacion

Una vez desdiferenciada, la glia de Muller comienza a multiplicarse debido a que,
con el aumento en la expresion de los factores antes mencionados, se activan vias
de sefializacion involucradas en la proliferacion celular como Notch, MAPK y ERK
(Das et al., 2006; Jadhav et al., 2006).

Esta etapa se puede asociar también con cambios en la morfologia celular,
expresion de filamentos intermediarios y proteinas de adhesion que promueven la
migracion celular ya que, como célula troncal, tiene la habilidad de moverse por el

tejido hasta llegar al sitio donde se diferenciara (Nagashima et al., 2013).
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1.2.3. Etapa de diferenciacion

Posteriormente, las células progenitoras derivadas de la glia de Miller (MGDP),
formadas durante las dos etapas anteriores, se diferencian en células de tipo
neuronal, es decir, ocurre una transdiferenciacion (A. J. Fischer & Reh, 2001;
Hitchcock & Raymond, 1992); las nuevas neuronas generadas son capaces de
integrarse a las redes neuronales preexistentes y con ello mantener el flujo de

informacion y la funcién de la retina.

En estudios realizados in vitro, se ha observado que las células de Miuller
provenientes de mamiferos como el raton y el humano (recolectadas post-
mortem), son una excelente fuente de células progenitoras retinianas que tienen la
capacidad de diferenciarse hacia neuronas (Giannelli et al., 2011), principalmente
hacia fotorreceptores y células amacrinas (Ooto et al., 2004). Sin embargo, en
estudios in vivo esta capacidad de diferenciacion de las células MGDPs se ve

disminuida y con ello su potencial neuro-regenerativo (Osakada et al., 2007).

GS P
CRALBP

- A Glia de Mller
] "~ desdiferenciada

Amacrina A

.
.
Glia de Miiller Glia de Maller — 4 J.
desdiferenciada ) ) Fotorreceptores
Bipolar \

Ganglionar

Miiller
Desdiferenciacion Proliferacion ;"T_;,ﬂ_\_\ Transdiferenciacion

Horizontal

Figura 2. Esquema de las fases que atraviesa la glia de Mdiller durante un proceso de
reprogramacion celular, se indican los marcadores que sirven para identificacion, asi como las

principales vias de sefializacion activadas. Creado en BioRender.

Como respuesta a un dafio en retina de mamiferos generalmente se lleva a cabo

un proceso conocido como gliosis reactiva (Sardar Pasha et al., 2017) donde las
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células de Miller se desdiferencian y proliferan pero no tienen la capacidad de
transdiferenciarse eficientemente para llevar a cabo un reemplazo celular. Durante
este proceso, las células gliales de la retina como las células de Miuller y los
astrocitos proliferan y segregan factores troficos que permiten la remodelacién del
tejido al formar una especie de cicatriz que sirve para aminorar el dafio de manera

inmediata (Inman & Horner, 2007).

Durante la regeneracion retiniana (en peces) y la gliosis reactiva (en mamiferos)
se han observado diferencias significativas en el perfil de metilacién de la glia de
Muller (Lin etal.,, 2019; Powell etal.,, 2013). Este cambio puede influir en la
direccion de la respuesta a una lesion en la retina, por lo cual seria una limitante
para la regeneracion funcional de este tejido en mamiferos, sin embargo, la
importancia de este proceso, asi como de las enzimas involucradas, no se ha

clarificado.
1.3. Metilacién del ADN

La metilacion del ADN, asi como las modificaciones covalentes en las histonas y la
expresion de micro ARNs (miRNAs), es un mecanismo de regulacion epigenética
gue se encarga de modificar la expresion de los genes pero sin alterar o cambiar
la secuencia de los mismos (Carlberg & Molnar, 2016; Geiman & Robertson,
2002).

Tal fendmeno consiste en la adicion de un grupo metilo al carbono 5 de las
citosinas, generalmente ubicadas en las denominadas islas CpG que son zonas
del ADN donde se encuentra una gran cantidad de citosinas unidas a guaninas y
qgue conforman alrededor del 60% de los sitios promotores de los genes (Jeltsch &
Jurkowska, 2016; Lyko, 2018). Esta modificacion covalente en el ADN promueve
el reclutamiento de proteinas de unién a CpG metiladas (MeCP2), que genera una
super condensacion de la cromatina y, por ende, limitados puntos de acceso para
factores de transcripcion hacia el genoma dando como resultado la represion de la

expresion de ciertos genes (Fuks et al., 2003).

La adicion de los grupos metilo al ADN se lleva a cabo por la accién de enzimas

especializadas conocidas como ADN metiltransferasas.
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1.3.1. ADN metiltransferasas

Las ADN metiltransferasas son las enzimas encargadas de catalizar la union de un
grupo metilo (-CHs) (Lyko, 2018), proveniente de una molécula donadora
(generalmente S-adenosil-L-metionina), al carbono 5 de las citosinas que
conforman el ADN; esta transferencia se caracteriza por la formacién de un
complejo cuaternario y enlaces covalentes intermediarios (Jeltsch & Jurkowska,
2016).

Son enzimas que se encuentran altamente conservadas en la mayoria de los
organismos Vivos. Poseen una region reguladora en el extremo N-terminal y una
region catalitica en el extremo C-terminal (Lyko, 2018) y varian en nimero y tipo
de acuerdo con el organismo, sin embargo, sus funciones son basicamente las
mismas (Ponger & Li, 2005). En el genoma humano se encuentran codificadas
cinco tipos de DNMTs: tres con accién catalitica (DNMT1, DNMT3a y DNMT3b),
una con funcién de coenzima (DNMT3L) y otra que funge como regulador post-
transcripcional (DNMT2) (Lyko, 2018).

En vertebrados inferiores, como el pez cebra, se encuentran hasta ocho tipos de
DNMTs, algunas de las cuales se pueden agrupar por la manera en la que
mimetizan la accién de sus homoélogas en los mamiferos: similar a la DNMT3a se
encuentran las enzimas Dnmt6 y Dnmt8; y asemejando a la DNMT3b las enzimas
Dnmt3, Dnmt4, Dnmt5 y Dnmt7 (T. H. L. Smith et al., 2011).

Las familias de DNMTs generalmente se clasifican por su estructura y funcién, sin
embargo, esta Ultima no es completamente descriptiva ya que estas enzimas
pueden empalmar funciones, generalmente como mecanismo compensatorio por

la ausencia de alguna de ellas (Feng et al., 2010; Liao et al., 2015).

La DNMT1, a grandes rasgos, se encarga del mantenimiento de la metilacion.
tiene un dominio para el reconocimiento de la proteina UHRF1 (que se une a
regiones hemimetiladas del ADN), lo que le permite anclarse en zonas del genoma
donde las citosinas en una hebra del ADN no se encuentren metiladas (Bostick
et al., 2007; Lyko, 2018).
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Las DNMT3a y DNMT3b se encargan del establecimiento de la metilacién de novo
durante el desarrollo embrionario (Watanabe etal.,, 2006) asi como de la
metilacion de reprogramacion (Gagliardi et al., 2018; Weisenberger et al., 2004) vy,

en menor medida, del mantenimiento de la metilacion (Feng et al., 2010).

Se conoce también que las DNMTs de novo intervienen (en diferente magnitud) en
el proceso de reprogramacion celular (De Pauw et al., 2017; Leoni et al., 2017;
Rajavelu et al., 2011), sin embargo, es algo controversial ya que existe evidencia
qgue indica que se puede dispensar de estas enzimas durante el proceso sin
afectar el resultado, ya que su contribucién no es significativa (Pawlak & Jaenisch,
2011).

1.4. DNMTs en la desdiferenciacion de la glia de Mdiller

Durante la desdiferenciaciéon de la glia de Miuller como respuesta a un dafio
excitotéxico (por sobre-estimulacion de receptores de glutamato, principalmente
ionicos de tipo NMDA) (Mike O. Karl et al., 2008), en diversos vertebrados, se han
observado variaciones en el perfil de expresion de las DNMTs (Lin et al., 2019;
Luz-Madrigal et al., 2019; Powell et al., 2013; Reyes-Aguirre & Lamas, 2016).

Como se menciond anteriormente, la metilacion del ADN puede regular la
expresion de genes debido a que mantiene a la cromatina en un estado de
silenciamiento (Luo et al., 2018). En la respuesta a un dafio en retina de peces
cebra, es posible observar fluctuaciones en el perfil de expresion de las enzimas
involucradas tanto de la metilacion (DNMTs) como en la desmetilacion del ADN
(TET, Gadd45, Apobec?2) y, asociado a esto, existe un aumento en la expresiéon de
genes asociados a multipotencia debido a que se pierde, en parte, ese estado de
silenciamiento o super condensacion de la cromatina en diversas zonas del

genoma (Powell et al., 2013).

En pollos jovenes es posible observar un fenomeno parecido: durante la
reprogramacion de células retinianas existe, a tiempos cortos (6 horas), una
disminucién en la expresion de enzimas involucradas en la metilacién del ADN, la
cual se revierte con el paso del tiempo hasta la recuperacion de la expresion basal
(Luz-Madrigal et al., 2019).
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Por el contrario, en ensayos realizados con ratones, se ha observado que,
después de inducir un dafio excitotoxico con NMDA, se estimula la expresion de
genes asociados a multipotencia y se incrementa la expresion de las DNMTs (Lin
et al., 2019; Reyes-Aguirre & Lamas, 2016)

La expresion dinamica de las DNMTs sugiere que se requiere de un ajuste en el
metiloma de las células retinianas durante su desdiferenciacion y reprogramacion.
Sin embargo, haciendo un andlisis detallado se puede determinar que, en
organismos con capacidad regenerativa, la expresiéon de la enzima DNMT3a se
mantiene en niveles bajos o basales constantes, a diferencia de los mamiferos
donde se observa un marcado incremento de la misma (Lin etal.,, 2019; Luz-
Madrigal et al., 2019; Powell et al., 2013).

Lo anterior nos hace pensar que, por la disparidad en la expresion de esta enzima
en la respuesta a una lesion en la retina de diversos organismos, la DNMT3a
podria estar involucrada en que se produzca o no una regeneraciéon funcional del

tejido.

Expresion relativa de DNMT3a durante la
reprogramacion de células retinianas

10

Expresion relativa
[=)]

o s N . I

Pollo Pez cebra Roedores

H Tejido intacto W Después de un dafo

Figura 3. Expresion de DNMT3a durante la desdiferenciacion de células retinianas en especies
con capacidad regenerativa (pollo y pez cebra) y no regenerativas (roedores) (Lin et al., 2019; Luz-
Madrigal et al., 2019; Powell et al., 2013).
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Investigando mas a fondo este fendbmeno, se encontré que al disminuir la cantidad
de DNMT3a en células pluripotentes inducidas o en células troncales de tejidos
como corazon, sangre y cerebro, existe un aumento en la capacidad proliferativa
de las mismas, caracteristica de un estado de desdiferenciacion, pero, al mismo
tiempo, se fomenta la diferenciacion de estas células mediante la regulacion
negativa de la via de sefializacion Wnt (principalmente) (De Pauw et al., 2017;
Leoni etal., 2017; Rajavelu et al., 2011; Z. Wu et al., 2012). El rol dual de la
ausencia de DNMT3a en células progenitoras fue demostrable mediante la
inhibicion selectiva de DNMT3a por accion de un ARN de interferencia (SiRNA) y/o
mediante la transfeccion del micro ARN (miR-29a), que se une al ARN mensajero
de DNMT3a como sefial para su degradacion, por lo que genera una inhibicién a

nivel traduccional (De Pauw et al., 2017).
1.5. Inhibicién selectiva de DNMTs

Con el apogeo de la epigenética en la tltima década, las DNMTs han sido objetivo
de muchos estudios para, principalmente, determinar su funcién o implicacién en

diversas patologias como el cancer (Pechalrieu et al., 2017).

A lo largo de las investigaciones con DNMTs, se han generado organismos
(ratones) genéticamente modificados que expresen una o todas las DNMTs
mutadas en un tiempo especifico de su desarrollo embrionario. Li y colaboradores
en 1992 (E. Li etal.,, 1992), pioneros en este estudio, observaron que aquellos
embriones con deficiencia en la actividad de las enzimas ADN metiltransferasas
tenian un elevado indice de mortalidad prenatal. Sin embargo, en cultivos de
células troncales embrionarias no visualizaron otro efecto adverso mas que la
disminucién en los niveles de metilacion global y un aumento en la capacidad
proliferativa de las mismas (E. Li et al., 1992). También se ha observado que la
inhibicion de DNMT1 en células troncales embrionarias humanas genera un
incremento en la muerte celular (Liao et al., 2015), aunque, en lineas celulares no

embrionarias, la inhibicion de las DNMTs no causa dafios que induzcan apoptosis.

En nuestro laboratorio, se han llevado a cabo diversos estudios, con inhibidores

farmacolégicos de DNMTs (Reyes-Aguirre & Lamas, 2016; Trejo Groba, 2018),
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para entender su papel en el proceso de desdiferenciacion de células troncales.
Un trabajo reciente enfocado en la retina demuestra que, al disminuir la actividad
catalitica de las DNMTs se genera un incremento en la proporcion y el tiempo por
el cual se expresan genes asociados a multipotencia después de un dafio con
NMDA (Reyes-Aguirre & Lamas, 2016), lo que hace que la respuesta sea mas
parecida a lo que sucede en especies con capacidad regenerativa donde la
expresion de genes de multipotencia (como Oct4, Sox2, etc.) se mantiene hasta

por seis dias después de la lesion (Powell et al., 2013).

Sin embargo, al realizar la inhibicién de las tres DNMTs de importancia catalitica y
observar la morfologia de la retina en modelos in vivo de dafio retiniano con
NMDA, se encontré que, si bien la disminucién de la actividad de las DNMTs
favorecia la expresidon de genes como Lin28 (lo que indica multipotencia), se
exacerbaba el dafio generado, dando como resultado un incremento en la
proporcién de muerte celular asi como la pérdida de la estructura del tejido (Trejo
Groba, 2018).

Por lo tanto, si pretendemos conocer a fondo la funcion de estas enzimas en el
proceso de desdiferenciacion de la glia de Miuller, serd necesario la creacién de
herramientas o estrategias que permitan su inhibicién selectiva y transitoria para
con ello aminorar el dafio; una propuesta es el uso de la tecnologia
CRISPR/dCas9.

1.6. Tecnologia CRISPR/dCas9

Las Repeticiones Palindromicas Cortas Agrupadas y Regularmente
Interespaciadas o CRISPR (por sus siglas en inglés) y las proteinas asociadas a
CRISPR o proteinas Cas, descubiertas en argueas y bacterias como un tipo de
respuesta inmune adaptativa, en conjunto tienen una accion de endonucleasa
secuencia especifica que, nativamente, permite la eliminacion de material genético
exodgeno, proveniente de bacteriéfagos o plasmidos (Garneau et al., 2010; Mojica
et al., 2005).

Los sistemas CRISPR/Cas estan conformados por tres unidades esenciales:
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1. La(s) proteina(s) Cas, con funcibn de endonucleasa y helicasa,
encargada(s) de cortar el ADN en ambas cadenas.

2. El ARN asociado a CRISPR (crRNA), que es una secuencia de 24 a 40
pares de bases (pb) homodloga a la secuencia génica de interés, guia a la
proteina Cas hacia su sitio de accién, por lo cual también es conocido como
ARN guia.

3. El ARN asociado a CRISPR trans-activado (tracrRNA), el cual, por una
parte, reconoce y ancla a la proteina Cas y por otra hibrida con un
fragmento del crRNA, creando asi un ARN de doble cadena (Makarova
et al., 2011).

En el 2012, esta tecnologia fue optimizada por Doudna y Charpentier
(recientemente ganadoras del premio Nobel por este trabajo) para su uso en la
ingenieria genética. Es considerada una “tijera molecular” que permite el corte en
ambas hebras del ADN en zonas especificas del genoma (Figura 4) (Doudna &
Charpentier, 2014).

Reconocimiento L %
del ADN diana _Formacion del RuvC Coriedel ADN iy, iy
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Figura 4. Esquema general de la accién de endonucleasa de los sistemas CRISPR/Cas. Se

observa el complejo formado por el crRNA, el tracrRNA y la proteina Cas efectora. PAM: Motivo
Adyacente al Protoespaciador (crRNA), RuvC y HNH: dominios cataliticos de la enzima Cas9.
Modificado de Doudna, 2014.

Existen tres tipos principales de sistemas CRISPR/Cas, siendo los de tipo Il los
mas utilizados debido a su simplicidad y su eficiencia y se caracterizan por la
presencia y accion de la proteina Cas9 (Makarova et al., 2011). Es posible inducir
mutaciones en los dominios cataliticos de esta enzima (RuvC y HNH) para generar
una endonucleasa deficiente o dCas9 (Hsu et al.,, 2014) la cual, fusionada con

dominios efectores puede llevar a cabo modificaciones epigenéticas (como
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metilacion y desmetilacion) o regular la expresion génica positiva y negativamente,

entre otras funciones (Gong et al., 2018).

La proteina dCas9 generalmente fusionada con el efector KRAB (Kruppel-
associated box), es empleada para inhibir la expresion de genes a nivel
transcripcional (Bellefroid etal., 1991), ya que debido a la naturaleza de los
sistemas CRISPR, va a ser capaz de unirse al ADN en un sitio especifico (de -50 a
300 pb del sitio de inicio de la transcripcion) pero sin cortarlo (Dong et al., 2017).
Este complejo va a favorecer el reclutamiento de un conjunto de proteinas
represoras modificadoras de la cromatina que, por impedimento estérico, no va
permitir la unién de los factores de transcripcion ni de la ARN polimerasa tipo Il a
los sitios promotores de los genes de interés (Figura 5) (Gong et al., 2018; Tian
et al., 2017).

RNA pol Il

5

Figura 5. Esquema representativo del sistema CRISPR/dCas9-KRAB y su mecanismo de accion
como inhibidor de la expresidon génica a nivel transcripcional. PAM: Motivo adyacente al
protoespaciador (crRNA), TSS: Sitio de inicio de la transcripcion, KRAB: Kriippel-Associated box,
KAP1: Proteina 1 asociada a KRAB, HPla: Proteina 1 de heterocromatina, TF: Factor de
transcripcion, RNA pol II: ARN polimerasa de tipo Il. Creado en BioRender.

Los sistemas CRISPR/dCas9-KRAB son altamente recomendables para lograr la
inhibicion selectiva de enzimas que comparten dominios cataliticos (como las

DNMTSs) pero que difieren en el gen que les da origen.
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2. Hipotesis

Si se inhibe la expresion génica de DNMT3a en glia de Miller se favorecera la
expresion de genes asociados a multipotencia (Nestina, Lin28 y Ascll).

3. Objetivos
3.1. Obijetivo general

Determinar la relacion entre la enzima DNMT3a y la expresion de genes asociados
a multipotencia durante la desdiferenciacion de la glia de Mller.

3.2. Objetivos particulares

1. Disefar y obtener los plasmidos con el sistema CRISPR/dCas9-KRAB para la
inhibicion especifica de DNMT3a murina.

2. Obtener cultivos celulares de glia de Muller con el plasmido seleccionado para
la inhibicion de DNMT 3a.

3. ldentificar cambios en la viabilidad celular de la glia de Muller asociados a la
inhibicién de DNMT3a.

4. Determinar si la inhibicion de DNMT3a promueve la proliferacion celular.

5. ldentificar cambios en el perfil de expresibn de genes asociados a

multipotencialidad y de genes involucrados en la metilacion del ADN.
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4. Materiales y métodos

4.1. Disefo experimental

Tabla 1. Clasificacion de los grupos experimentales.
Grupo Tratamiento Notas

Medio de cultivo DMEM sin

Ninguno
suero
Control de L Recoleccion de muestras a 6
Adicion de NMDA 100 pM _
NMDA h post-tratamiento

Control de Solamente proceso mecanico de »
- . Electroporacion
L=lsiceelont - transfeccion

Plasmido pLV hU6-sgRNA
hUbC-dCas9-KRAB-T?2a-

Puro

Control del Transfeccion del plasmido KRAB-

plasmido Puro

Plasmido pLV hU6-sgRNA
hUbC-dCas9-KRAB-T2a-
Puro + sgDNMT3a/U6

Transfeccion del plasmido KRAB-

Puro y el sgRNA

4.2. Analisis estadistico

Para los datos que se ajustaron a la normalidad (paramétricos) se utilizo la prueba
ANOVA de una via con prueba post hoc de Tukey para determinar diferencias
estadisticamente significativas; para los datos no paramétricos se empleé la
prueba de Kruskal- Wallis de una via con pruebas post hoc de Tukey o Student-

Newman-Keuls. Se considerd un valor de P < 0.05 como significativo.

26



4.3. Disefo del ARN guia para la inhibicion de DNMT3a

El disefio del ARN guia se hizo mediante el uso de las herramientas Online que se
condensan en la siguiente direccion electronica https://zlab.bio/guide-design-

resources. Para ello fue necesario contar con la secuencia del gen de interés
(DNMT3a murina) en formato FASTA.

Dentro de la herramienta web seleccionada para el disefio se vertieron diversos
datos como la secuencia del gen a inhibir (DNMT3a murina), el tipo de sistema
CRISPR/Cas a emplear (CRISPRI), la secuencia PAM (NGG), la longitud
esperada del ARN guia (20 pb sin contar el sitio PAM) y las discrepancias
permitidas fuera de rango (cero discrepancias), esto para obtener una lista de
posibles secuencias objetivo, de las cuales se eligié la que tuviera la mayor

eficiencia determinada por el programa.

Posteriormente, teniendo una posible secuencia objetivo que se encontrara entre
-200 y +200 pares de bases (pb) del sitio de inicio de la transcripcion (TSS) del
gen DNMT3a murino, se procedié a disefar, in silico, los oligonucleétidos que
permitieran la ligacion de dicha secuencia en el vector de clonacion pAC154-dual-
dCas9VP160-sgExpression, para ello virtualmente se removié de la secuencia
diana el sitio PAM (3’ NGG) dejando asi solamente la secuencia del
protoespaciador a la cual, en el extremo 5’, se le adicioné la secuencia CACCG,

dando como resultado el oligonucleétido sentido.

Para tener la secuencia del oligonucle6tido antisentido, se obtuvo el complemento
reverso del protoespaciador y se le adicioné en el extremo 5’ la secuencia AAAC y
en el extremo 3’ una C (Nageshwaran et al., 2018). Teniendo las secuencias de
los oligonucledtidos disefiadas, se mandaron sintetizar a la empresa Eurofins

Genomics.
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Tabla 2. Secuencia diana y oligonucleotidos disefiados para la inhibicion de DNMT3a murina.

CAAGTCCGTACAATGCCGCG
caccgCAAGTCCGTACAATGCCGCG
aaacCGCGGCATTGTACGGACTTGc

Secuencia diana
Oligonucledtido sentido

Oligonucleétido antisentido

TSS

—200
e DNMTa
==

1 ggecgggecggg agggcacage
Fcgecggtgetg agagegcsfsiy
121 gaggctgcac ttttccgagg
181 tacaaagacc acggcaattc
241 cccagcctge cgcectactge
301 cctctcectgga gcgggaggat

SgRNA

aaggcggtgyg
ccgececcggge
gcttgacatce
cttctctgaa
ccagcaatge
gatcgaaagg

ggagcgceggce
cgagggcaga
agggtctatg
gccctegeag
ccteccagegy

aaggagagga

tcggacceeqg
gccgectgaa
tttaagtctt
ccccacageg
cceceggggac

acaggaggag

caactcoole
gcccageget
agctcttget
ccctegeage
accagcagcet
aaccgtggca

Figura 6. Sitio de hibridacion del sgRNA en el gen DNMT3a (arriba) y su localizacién en el

transcrito del gen (abajo).

4.4.

Ligacion del ARN guia en el vector de clonacion

Se realizdé la ligacibn del ARN guia especifico para la inhibicibn a nivel
transcripcional del gen DNMT3a murino en el vector de clonacion pAC156-dual-

dCas9VP160-sgExpression.
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Figura 7. Vector pAC154-dual-dCas9VP160-sgExpression.Vector para la ligacion del ARN guia.

Se realiz6 primero la apertura del vector mediante una digestién enzimatica con la

enzima Bpil (Bbsl) siguiendo las instrucciones del proveedor (Thermo Scientific®).

Posteriormente se alinearon los oligonucledétidos de la siguiente manera: en un
microtubo de 0.2 mL se mezclaron 10 pL del oligonucleétido sentido (100 uM), 10
uL del oligonucledtido antisentido (100 uM) y 80 uL de agua libre de nucleasas, el
tubo de reaccion fue llevado al termociclador para mantenerse a 37°C por 30
minutos, a 95°C por 5 minutos y posteriormente se disminuyd la temperatura a 25

°C a intervalos de 5°C por minuto.

Para la ligacion del sgRNA alineado en el vector de clonacion digerido se utilizé la
enzima T4 ADN ligasa de Jena Bioscience® siguiendo el protocolo proporcionado

por el proveedor con una relacion 5:1 entre el inserto y el vector.
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4.5. Transformacion de bacterias competentes y comprobacion de

transfeccion

Se realiz6 una siembra de bacterias Escherichia coli de la cepa JM109, para
inducir su competencia, en 5 mL de medio de cultivo Luria-Bertani (LB) y se incub6
a 37°C con agitacion constante a 200 rpm durante 9 horas. Se tomé una alicuota
de 200 pL de la suspension bacteriana y se transfirié a un tubo para centrifuga con
20 mL de medio LB estéril, se incubd a 37°C con agitacion constante a 200 rpm
por un periodo de 1 a 2 horas. Posteriormente se centrifugo la suspension a 7000
X g por 20 minutos a 4°C, se eliminé el sobrenadante, el botdén celular se
resuspendié en 10 mL de amortiguador TFB1 y se dejo reposar por 20 minutos.
Después se centrifugd la suspension a 14000 x g por 5 minutos a 4°C, se eliminé
el sobrenadante, se resuspendio el boton celular en 2 mL de amortiguador TFB2 y
se incub6é en hielo durante 20 minutos. Las suspensiones bacterianas se

almacenaron a -70°C, en alicuotas de 50 pL, hasta su uso.

Se transfirieron 5 pL de la reaccion de ligacion del plasmido pAC154-dual-
dCas9VP160-sgDNMT3a a un microtubo de 1.6 mL y se agregaron 50 pL de
suspensién de bacterias E. coli IM109 competentes, se mezclaron suavemente y
se incubaron en hielo por 20 minutos. Posteriormente se transfirié el tubo a un
bafio maria a 42°C durante 45 segundos y después se incub6 en hielo por 2
minutos. Se agregaron 300 uL de medio de cultivo LB sin ampicilina, se mezcld y
se incub6 a 37°C con agitacion constante a 200 rpm por 1.5 horas. Con un asa
calibrada se sembraron 100 pL de bacterias transformadas en agar Luria-Bertani
(LB) con ampicilina (0.1 mg/mL) y se incubaron a 37°C por 16 a 24 horas.

Asimismo, se realiz6 también la transformacion de bacterias competentes con el
plasmido pLV-hU6-sgRNA-hUbC-dCas9-KRAB-T2a-Puro siguiendo el protocolo

descrito anteriormente.
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Figura 8. Plasmido pLV-hU6-sgRNA-hUbC-dCas9-KRAB-T2a-Puro. Vector que contiene la
informacion para generar la proteina dCas9-KRAB para inhibicion.

Para verificar la transformacion de las bacterias competentes se realizé la
extraccidon de los plasmidos mediante lisis alcalina. Para ello se inocularon 25 mL
medio LB/amp con una colonia aislada de bacterias transformadas y se incubaron
a 37°C con agitacién constante a 200 rpm por 16 a 24 horas, posteriormente se

utilizé el QIAGEN® Plasmid Midi Kit para obtener los plasmidos, se siguieron las
instrucciones del proveedor.

Se cuantificOo la concentracion de ADN plasmidico obtenido mediante

espectrofotometria UV con el equipo NanoDrop 2000 de Thermo Scientific®.
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Se disefaron oligonucledtidos para realizar PCR en punto final a los plasmidos
obtenidos y con ello verificar su identidad. Las secuencias y los pardmetros de

reaccion y ciclado se muestran a continuacion.

Tabla 3. Secuencias de los oligonucleétidos requeridos para las reacciones en cadena de la
polimerasa (PCR) de los plasmidos pAC154-dual-dCas9VP160-sgDNMT3a y pLV-hU6-sgRNA-
hUbC-dCas9-KRAB-T2a-Puro.

VP16 F GCGCACTAGTATTATGATTCCTTCAT
VP16 R GCGCCGTACCTCTAGAGCCATTTG
KRAB-Puro F AGATCTGGAGCCGACACGGG
KRAB-Puro R AGGGACAGCAGAGATCCAGTTTGGTTA

Tabla 4. Parametros de reaccion para PCR.

PCR Master Mix (2X) 1X 5
Oligonucledtido sentido
0.5 uM 0.5

(10 pM)
Oligonucleétido

_ . 0.5 uM 0.5
antisentido (10 pM)
Agua libre de nucleasas - 3
ADN (1 pg/pL) 0.1 pg/pL 1




Tabla 5. Condiciones de cambio de temperatura para PCR en punto final.

1 95°C 3 min
2 95°C 35s
3 65°C 65 s
4 72°C 40 s

Repetir al paso 2, 35 veces
5 72°C 5 min

6 20°C -

4.6. Cultivos primarios de glia de Muller

Se disecaron los ojos de cuatro ratones de ocho a doce dias de nacidos y se
incubaron toda la noche en medio modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado
con suero fetal bovino (SFB) al 10%, en oscuridad, a temperatura ambiente. Se
depositaron los ojos en un tubo para centrifuga de 15 mL y se agregd medio
DMEM suplementado con tripsina al 1% y colagenasa a una concentracion de 70
IU/mL y se incub6 a 37°C por 30 minutos. Se separaron cuidadosamente las
retinas de los demas tejidos oculares y se disociaron por trituracion. Se transfirié la
suspension de retinas a un frasco de cultivo de 75 cm? con medio DMEM
suplementado con SFB al 4% y se incubd a 37°C y 5% de CO:2 toda la noche. Se
cambié el medio de cultivo a las 16 - 24 horas. Después de 3 a 4 dias de
incubacion se agitoé vigorosamente el cultivo para descartar células no adherentes.
Se incubd el cultivo de glia de Miller en DMEM con SFB al 10% a 37°C y 5% de
CO2 hasta que se detectdé un 80 — 90% de confluencia. Se continud la expansion

del cultivo hasta tener 1 millén de células para cada tratamiento.
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4.7. Induccién de la desdiferenciacion de la glia de Miller con NMDA

En placas de 6 pozos se sembraron 1x10* células de Miuller por pozo, se
incubaron en medio DMEM/SFB 10% a 37°C y 5% de CO:2 hasta obtener un
cultivo con 80 — 90% de confluencia. Posteriormente se retiré el medio de cultivo y
se realizaron dos lavados con PBS 1X a temperatura ambiente por 5 minutos cada
uno. Se prepararon seis alicuotas de 1.5 mL de medio de cultivo suplementado
con NMDA 100 pM, se adicion6 una alicuota del medio con NMDA a cada pozo de
la placa la cual se incub6 6 horas a 37°C y 5% de CO:2 y posteriormente se realizo

la toma de muestras para los ensayos subsecuentes.

4.8. Electroporacion de cultivos de glia de Muller

Se prepararon cultivos de glia de Muller 4 dias previos a la transfeccion para
obtener 1x10° células por tratamiento (5x10° células en total), los cultivos celulares
fueron tripsinizados para obtener una suspension de células, las células
recolectadas se depositaron en un tubo para centrifuga de 15 mL y se
centrifugaron a 5600 x g por 2 minutos, se desechd el sobrenadante y se
resuspendié el boton celular en 1 mL de medio DMEM sin suero y sin
antibiético/antimicotico. Se realiz6 el conteo celular en cAmara de Neubauer para

después ajustar la concentracion de las células a 1.1x104 cel/uL.

Por otra parte, se realiz6 la dilucion de ADN plasmidico a una concentraciéon de 1
pg/uL. Se tomaron 90 L de la suspension celular y se transfirieron a una celda

para electroporacion donde se mezclaron con 10 pL de ADN plasmidico.

Se insertd la celda en el electroporador y se ejecuté el programa mostrado en la
tabla 6. Una vez finalizado, se adicionaron 900 pL de DMEM sin suero a la celda
para recolectar todas las células las cuales se transfirieron a placas de 6 pozos y
se incubaron por 24 horas a 37°C y 5% de CO2. Después de este tiempo, se
lavaron las células con PBS 1X a temperatura ambiente por 5 minutos y
posteriormente se reemplazd por medio DMEM/SFB 10%, se dejaron las placas
en incubacién con los mismos parametros por 24 horas mas, tiempo en el cual se

adiciond a cada pozo puromicina a una concentracién de 3 pg/mL y se continué la
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incubacion por 24 horas mas. Se realizo la toma de muestras para su posterior
analisis.

Tabla 6. Programa de electroporacion para glia de Miiller.

Pulso poroso

\ Longitud Intervalo No DV (%) Polaridad
(ms) (ms)
275 0.5 50 2 10 +
Vv Longitud Intervalo No D Rate (%)  Polaridad
(ms) (ms)
20 50 50 5 40 +/-

4.9. Extraccion de ARN total, RT-PCR y gPCR.

Se recolectaron las células de cada tratamiento y se realiz6 el siguiente
procedimiento con cada muestra: se centrifugaron a 2800 x g por 2 minutos y el
botdén celular se resuspendi6 en 1 mL de DMEM/SFB 10%, se transfirid6 a un
microtubo de 1.6 mL una alicuota de 500 pL de la suspensién anterior y se
centrifugd nuevamente, se resuspendié el botdn celular en 300 pL de TRIzol®
Reagent y se incubd a temperatura ambiente por 15 minutos. Posteriormente se
centrifugé a 1050 x g por 5 min, se transfirié el sobrenadante a un microtubo de
1.6 mL limpio y se adicionaron 200 pL de cloroformo frio, se agitd la mezcla en
vortex por 15 segundos, se incubd 15 minutos a 4°C y se centrifugd a 18000 x g
por 15 minutos a 4°C. Se separé la fase acuosa, se adiciondé un volumen de
isopropanol frio y se incubé a -20°C por 15 minutos y a -70°C por 30 minutos.
Posteriormente se centrifugd a 18000 x g por 20 minutos a 4°C, se eliminé el
sobrenadante y se adicion6 cuidadosamente al boton formado 500 pL de etanol al
75%. Se centrifug6 a 18000 x g por 5 minutos a 4°C, se retiré el etanol y se dejé
secar a temperatura ambiente por inversién del tubo sobre papel absorbente. Se
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resuspendid el boton en 20 puL de RNAsecure™ Resuspension Solution. Se
determind la concentracion de ARN por espectrofotometria. Se realiz6 la reaccion
de retrotranscripcion con el RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit de

ThermoScientific® siguiendo el protocolo del proveedor.

Una vez obtenido el cDNA, se procedido a evaluar la expresion de los genes
DNMT3a, Lin28, Ascll, Nestina y GAPDH mediante PCR en tiempo real (QPCR)
con SYBR-Green, para ello en microtubos de 0.2 mL (un tubo por tratamiento) se
mezclaron los componentes enlistados en la tabla 7 y los oligonucledtidos que se
presentan en la tabla 8, posteriormente se ejecut6 el programa de la tabla 9 en el
termociclador para gPCR PikoReal 96 de ThermoScientific®. Se calculd la
expresion relativa de cada gen mediante el método de AACT tomando como

referencia la expresion de GAPDH.

Tabla 7. Componentes para llevar a cabo qPCR.

SYBR-Green Master Mix

1X 5
(2X)
Oligonucleétido sentido
0.5uM 0.5
(10 pM)
Oligonucledtido
_ _ 0.5 uM 0.5
antisentido (10 pM)
Agua libre de nucleasas - 3
ADN (1 pg/uL) 0.1 pg/uL 1
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Tabla 8. Oligonucledtidos utilizados para gPCR

DNMT3aF  GCCGAATTGTGTCTTGGTGGATGACA 63°C

DNMT3a R CCTGGTGGAATGCACTGCAGAAGGA

Lin28 F GGTCTGGAATCCATCCGTGTCA .
Lin28 R TCCTTGGCATGATGGTCTAGCC ooe
Ascll F GCAACCGGGTCAAGTTGGT .
Ascl1 R GTCGTTGGAGTAGTTGGGGG e
Nestina F AGGAGAAGCAGGGTCTACAGAG .
Nestina R AGTTCTCAGCCTCCAGCAGAGT o0e
GAPDH F ACTGGCATGGCCTTCCGTGTTCCTA s3c

GAPDH R TCAGTGTAGCCCAAGATGCCCTTC

Tabla 9. Condiciones de ciclado para gPCR.

1 95°C 10 min
2 95°C 15s
3 65°C 30s
4 72°C 30s

Repetir al paso 2, 40 veces
5 72°C 2 min

6 20°C -
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4.10. Conteo y viabilidad celular

Después de las 6 o 72 horas de tratamiento, se recolectaron las células de cada
grupo y se realizo el siguiente procedimiento con cada muestra: se centrifugaron a
1200 x g por 2 minutos y el boton celular se resuspendio en 1 mL de DMEM/SFB
10%, se transfiri6 a un microtubo de 1.6 mL una alicuota de 250 pL de la
suspension anterior y se centrifugd nuevamente, se ajustd la concentracion a
1x10° cel/mL, se tomaron 50 pL de la suspension celular y se mezclaron con 450
UL de Muse™ Count and Viability Reagent, se incub6 la mezcla por 5 minutos a
temperatura ambiente y protegida de la luz, posteriormente se inserto el microtubo
en el citometro de flujo Muse™ vy se realiz6 la adquisicion de datos como lo indica

el fabricante. Los datos se normalizaron con el conteo obtenido del grupo control.
4.11. Determinacion de células en fase S del ciclo celular

Después de las 6 o 72 horas de tratamiento, se recolectaron las células de cada
grupo y se realizo el siguiente procedimiento con cada muestra: se centrifugaron a
1200 x g por 2 minutos y el botén celular se resuspendié en 1 mL de DMEM/SFB
10%, se transfiri6 a un microtubo de 1.6 mL una alicuota de 250 pL de la
suspension anterior y se centrifugd nuevamente, se ajustd la concentracién a
1x10° cel/mL, posteriormente se centrifugd la suspension celular a 11200 x g por 5
minutos a temperatura ambiente, se descart6 el sobrenadante y se resuspendié el
boton celular en 1 mL de PBS 1X, se centrifugd nuevamente y el boton celular se
resuspendioé en 50 pL de PBS 1X, se adiciond gota a gota la suspension anterior
en 1 mL de etanol frio al 70% con agitacion constante para fijar las células. Se
incubaron las muestras a -20°C por 3.5 horas. Se tom6 una alicuota de 200 pL de
células fijadas y se transfiri6 a un microtubo de 1.6 mL, se centrifugd a 11200 x g
por 5 minutos a temperatura ambiente, se resuspendi6 el boton celular en 250 uL
de PBS 1X y se centrifugd nuevamente, se descartO el sobrenadante, se
resuspendio el botén celular en 200 puL de Muse™ Cell Cycle Reagent, se incubd
la mezcla 30 minutos a temperatura ambiente y protegida de la luz, posteriormente
se insert6 el microtubo en el citdmetro de flujo Muse™ vy se realizé la adquisicidon

de datos como lo indica el fabricante.
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5. Resultados

5.1. Disefio y obtencion del plasmido para la inhibicion de DNMT3a murina

Se realizo la ligacion del ARN guia para DNMT3a (sgDNMT3a) en el vector de
clonacion pAC154-dual-dCas9VP160-sgExpression con lo que se obtuvo el
plasmido pAC154-dual-dCas9VP160-sgDNMT3a. Esta construccion se insertd en
bacterias competentes para obtener un mayor nimero de copias del mismo, estas
se sembraron en placas de agar LB/amp para realizar la seleccidon positiva de las
bacterias transformadas, posteriormente se extrajo, mediante lisis alcalina
(MidiPrep), el plasmido y se comprobd su identidad por PCR. Como resultado,
después de la electroforesis de los productos de PCR se obtuvo el patrén en gel
de agarosa al 1% de la figura 9, donde se observan tres bandas, la banda
mostrada en el primer carril corresponde al fragmento del plasmido comprendido
entre los sitos de restriccion Kpnl y Spel, la banda del segundo carril corresponde
al fragmento comprendido por el sitio de restriccion Kpnl y el sitio de ligaciéon del
sgRNA vy, la banda del tercer carril, al fragmento comprendido por el sitio de

ligacion del sgRNA y el sitio de restriccion Spel

1 2 3 e
ow
’ .-
L e ) 400 pb

200 pb

Figura 9. PCR punto final del vector pAC154-dual-dCas9VP160-sgDNMT3a replicado en bacterias
de la cepa E. coli IM109, en el primer carril se observa una banda que indica la presencia del
plasmido y en los carriles 2 y 3, la ligacion del sgRNA.

Para verificar que la secuencia del sgDNMT3a se inserto en el lugar correcto del
vector, se mando secuenciar el fragmento del mismo comprendido por los sitios de
restriccion Spel y Kpnl, con lo que se obtuvo el siguiente electroferograma (figura

10), donde se observa que, la secuencia del sgDNMT3a es la diseflada con
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anterioridad y que su ligacion se llevé a cabo en la region correcta, delimitada por

el sitio de restriccion Bpil.

GTACCTTGAMGTATT TOGAT TTCTTGGCT TTATATATCT TGTGGAAGGAOGAAACACOBOGCT CTCAGCAO0BOGIGGT TTTAGAGCTAG AMATAGCA/GT TAAAATAAGGCTAGTOCGT TAT CAACT TGAAMA/GT GG COGAGTOGG TGLT Gl
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Figura 10. Fragmento del electroferograma correspondiente a la secuenciacién de la regién Spel-

l.‘lAhl il

250

Kpnl del vector de clonacion de sgDNMT3a. Se resalta en azul celeste la parte correspondiente al
ARN guia para DNMT3a.

Asimismo, se comprob6 que las bacterias transformadas con el vector pLV hU6-
sgRNA hUbC-dCas9-KRAB-T2a-Puro efectivamente tuvieran el plasmido
deseado. Se corrobor6 mediante una reaccién de PCR, de la cual se esperaba
una banda de aproximadamente 400 pares de bases, como resultado de la
comprobacion de tres colonias bacterianas distintas, se obtuvo el siguiente gel de
agarosa al 1%.
. —o
- —
— 400 pb

Figura 11. PCR punto final del vector pLV hU6-sgRNA hUbC-dCas9-KRAB-T2a-Puro replicado en
bacterias de la cepa E. coli IM109, se muestra la comprobacion de tres colonias bacterianas

distintas.
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La visualizacion de las bandas esperadas nos indica que los plasmidos obtenidos
son pAC154-dual-dCas9VP160-sgDNMT3a y pLV hU6-sgRNA hUbC-dCas9-
KRAB-T2a-Puro respecticamente.

5.2. Transfeccion de glia de Muller

Se realiz6 la electroporacion de células de Miller para introducir en ellas las
construcciones necesarias para crear un sistema CRISPR/dCas9 para la inhibicion
de DNMT3a. La evaluacion morfologica de los cultivos por microscopia permitio
identificar cambios que no son atribuibles al proceso de electroporacion (Figura
12). Observamos que en los cultivos control y NMDA, las células de Miiller
presentan, ademas de un alto porcentaje de confluencia (80 — 90%), la morfologia

estrellada caracteristica.

Por otra parte, en el cultivo electroporado y en aquel transfectado solamente con
el plasmido que genera la proteina dCas9-KRAB (pLV hU6-sgRNA hUbC-dCas9-
KRAB-T2a-Puro), se distingue un marcado decremento en la confluencia celular

sin que esto afecte la morfologia radial de las células de Mdller.

Sin embargo, en el cultivo transfectado con el sistema CRISPR/dCas9-KRAB
completo para la inhibicion de DNMT3a se identifica tanto una disminucion en la
confluencia celular como un cambio en la morfologia de las células, torndndose

fusiformes.
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Figura 12. Microfotografias de cultivos de glia de Mdller en diferentes condiciones. Control 72h:
Cultivo sin tratamiento; NMDA 6h: Cultivo tratado con NMDA por 6h; CT 72h: Control de
transfeccion, cultivo solamente electroporado; KP 72h: Cultivo transfectado con el plasmido pLV
hU6-sgRNA hUbC-dCas9-KRAB-T2a-Puro; sgKP 72h: Cultivo transfectado con el sistema
CRISPR/dCas9 completo para la inhibicion de DNMT 3a.

Asi mismo, se determin6 la expresion de DNMT3a en cada uno de los grupos
experimentales para verificar que el sistema CRISPR/dCas9 disefiado, mediante
los parametros establecidos para la electroporacion, se transfecte correctamente a
células de Muller, la informacién de dicho experimento se muestra en la siguiente
grafica (figura 13).
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Nuestras observaciones demuestran que la transfeccion del plasmico con el
sistema CRISPR/dCas9 para la inhibicibn de DNMT3a (sgKP), disminuye en un

90% la expresion relativa de este gen en células de Miiller.

Expresidn relativa de DNMT 3a
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Figura 13. Andlisis por PCR en tiempo real (QPCR) de la expresion relativa de DNMT3a con
respecto a GAPDH en células de Miller. Control: Cultivo sin tratamiento; NMDA 6h: Cultivo tratado
con NMDA por 6h; CT: Control de transfeccion, cultivo solamente electroporado; KP 72h: Cultivo
transfectado con el plasmido pLV hU6-sgRNA hUbC-dCas9-KRAB-T2a-Puro; sgKP 72h: Cultivo
transfectado con el sistema CRISPR/dCas9 completo para la inhibicion de DNMT3a. *** Indica

diferencia significativa en comparacién con los demas grupos con P < 0.001.

5.3.  Viabilidad celular

Se cuantificd, mediante citometria de flujo, la proporcién de células viables a las
72 horas post-tratamiento (a excepcion del grupo NMDA donde la cuantificacion se
realiz6 a las 6 horas después del estimulo). En concordancia con la literatura
observamos que, en aguellos grupos en los que se llevd a cabo una
electroporacion, la viabilidad celular disminuyo significativamente en comparacion

con los grupos que no recibieron los pulsos eléctricos (Control, NMDA).
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Los resultados obtenidos de los grupos electroporados (CT, KP y sgKP)
demostraron que la inhibicibn de DNMT3a induce un aumento del 7.88% en la
proporcién de células viables en comparacion con los grupos controles de

electroporacion (CT y KP 72h), como se puede observar en la figura 14.

Viabilidad Celular
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Figura 14. Determinacién del porcentaje de células vivas de cada grupo experimental a las 6 o0 72
horas después del tratamiento. Valores obtenidos por citometria de flujo. Control: Cultivo sin
tratamiento; NMDA 6h: Cultivo tratado con NMDA por 6h; CT: Control de transfeccién, cultivo
solamente electroporado; KP 72h: Cultivo transfectado con el plasmido pLV hU6-sgRNA hUbC-
dCas9-KRAB-T2a-Puro; sgKP 72h: Cultivo transfectado con el sistema CRISPR/dCas9 completo
para la inhibicion de DNMT3a; **: Indica diferencias significativas en comparacion con los grupos
electroporados; #: Indica diferencia entre los grupos electroporados. Prueba de ANOVA de una via
con prueba post hoc de Tukey con P < 0.05.

5.4. Analisis de proliferacion celular

Se realiz6 el andlisis de la proliferacion celular de los cultivos tratados, a las 6 0 72
horas después de los tratamientos, por citometria de flujo con ayuda de un agente
intercalante del ADN (yoduro de propidio), el cual al ser excitado a una longitud de

onda de 493 nm — 535 nm emite una fluorescencia que es directamente
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proporcional a la cantidad de ADN presente en las células. Como resultado, el
equipo indica, mediante un histograma, la proporcion de células en cada una de
las fases del ciclo celular dependiendo de la cantidad de ADN contenido en cada
célula, siendo de importancia para este proyecto las de fase S, ya que las células
se encuentran activamente sintetizando o replicando su ADN para llevar a cabo la

mitosis, es decir, proliferantes.

Los resultados obtenidos demuestran que la inhibicion de DNMT3a induce un
aumento del nimero de células proliferantes (figura 15) que incluso es mayor que

el aumento en la proliferacion inducido por el tratamiento con NMDA.
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Figura 15. Determinacion del porcentaje de células de Miller proliferantes de cada grupo
experimental a las 6 o 72 horas después del tratamiento. Valores obtenidos por citometria de flujo.
Control: Cultivo sin tratamiento; NMDA 6h: Cultivo tratado con NMDA por 6h; CT: Control de
transfeccion, cultivo solamente electroporado; KP 72h: Cultivo transfectado con el plasmido pLV
hU6-sgRNA hUbC-dCas9-KRAB-T2a-Puro; sgKP 72h: Cultivo transfectado con el sistema
CRISPR/dCas9 completo para la inhibicion de DNMT3a; * Indica una P < 0.001; # Indica una P <

0.05. Datos analizados mediante ANOVA de una via y prueba post hoc de Tuckey.
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5.5. Analisis de expresion génica

Con el fin de determinar si la inhibicion de DNMT3a estéa involucrada en el proceso
de desdiferenciacion de la glia de Mdiller cuantificamos, mediante gPCR, la
expresion de genes caracteristicos de un fenotipo “tipo célula troncal neural”
(Ascll, Lin28 y Nestina) en los grupos experimentales, en las figuras 16, 17 y 18
se muestran los resultados obtenidos en expresidon relativa con relacion a la
expresion del gen constitutivo GAPDH, calculada con el método de AACt y en la

figura 19, el perfil de expresion obtenido mediante PCR punto final.

Se observd que, asociado a la inhibicibn de DNMT3a, existe un aumento en la
expresion de genes asociados a células progenitoras neurales. En el caso de
Ascll observamos un aumento de 34 veces la expresion en comparacién con el
grupo control, para Lin28 de 25 veces la expresion del grupo control y para
Nestina determinamos un aumento de 4 veces la expresion observada en el grupo

control.

Estos aumentos pueden ser comparables a su vez con la expresiéon de genes
asociados a pluripotencia obtenida en el grupo NMDA, nuestro control positivo a
desdiferenciacion, por lo tanto, esto implica que la inhibicibn de DNMT3a, a

grandes rasgos, induce la desdiferenciacion de la glia de Miller.

Expresion relativa Ascl1
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tiempo real (QPCR) de la expresion
de Ascll respecto a GAPDH en
células de Muller. Control: Cultivo sin
tratamiento, NMDA 6h: Cultivo
tratado con NMDA por 6h; CT:
Control de transfeccién, cultivo
solamente electroporado; KP 72h:
Cultivo transfectado con el plasmido
pLV hU6-sgRNA  hUbC-dCas9-
KRAB-T2a-Puro; sgKP 72h: Cultivo
transfectado con el sistema
CRISPR/dCas9 completo para la
inhibicién de DNMT3a. P < 0.001.
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Figura 17. Andlisis por PCR en tiempo real (qPCR) de la expresién de Lin28 respecto a GAPDH en
células de Miller. Control: Cultivo sin tratamiento; NMDA 6h: Cultivo tratado con NMDA por 6h; CT:
Control de transfeccién, cultivo solamente electroporado; KP 72h: Cultivo transfectado con el
plasmido pLV hU6-sgRNA hUbC-dCas9-KRAB-T2a-Puro; sgKP 72h: Cultivo transfectado con el
sistema CRISPR/dCas9 completo para la inhibicion de DNMT3a. ** Indica diferencia significativa en
comparacion con los demas grupos con P < 0.001. & Indica diferencia significativa contra el grupo
NMDA con P £0.05
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Figura 18. Andlisis por PCR en tiempo real (QPCR) de la expresion de Nestina respecto a GAPDH
en células de Miller. Control: Cultivo sin tratamiento; NMDA 6h: Cultivo tratado con NMDA por 6h;
CT: Control de transfeccion, cultivo solamente electroporado; KP 72h: Cultivo transfectado con el
plasmido pLV hU6-sgRNA hUbC-dCas9-KRAB-T2a-Puro; sgKP 72h: Cultivo transfectado con el
sistema CRISPR/dCas9 completo para la inhibicién de DNMT3a. ** Indica diferencia significativa en
comparacion con los demas grupos con P < 0.05. *** Indica diferencia significativa en comparacién
con los demas grupos con P < 0.001.
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Figura 19. Perfil de expresidon de genes involucrados en la metilacion del ADN (DNMT3a y
DNMT3b) y genes asociados a pluripotencia (Ascll, Lin28 y Nestina) en células de Miiller. Control:
Cultivo sin tratamiento; NMDA 6h: Cultivo tratado con NMDA por 6h; CT: Control de transfeccion,
cultivo solamente electroporado; KP 72h: Cultivo transfectado con el plasmido pLV hU6-sgRNA
hUbC-dCas9-KRAB-T2a-Puro; sgKP 72h: Cultivo transfectado con el sistema CRISPR/dCas9
completo para la inhibicion de DNMT3a.

6. Discusion

La regulacibn de la expresion génica mediante procesos epigenéticos es
fundamental para el establecimiento de lineas celulares especificas durante la
formacién de un organismo (Luo et al., 2018; Seritrakul & Gross, 2019). Después
de muchos afios de estudio y con base en el trabajo de diversos grupos de
investigacion, se ha determinado que las DNMTs tienen un papel muy importante
en los procesos relacionados con el desarrollo embrionario, asi como en
situaciones patoldgicas e inclusive durante la reprogramacion celular (Asmar et al.,
2015; Epsztejn-Litman et al., 2008; Jorstad et al., 2017; C. Li et al., 2018; Suzuki &
Bird, 2008).

Existe evidencia que sefiala que las DNMTs con actividad catalitica muestran un
patron especifico de expresion que depende de la etapa del desarrollo en la que
se encuentre el organismo al que pertenecen (Nasonkin et al., 2011). Es to revela

una posible especificidad funcional para las diferentes DNMTs y sugiere que
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podrian ser aplicables de forma diferencial para terapias génicas que impliquen el
uso de células troncales, reprogramacion celular o la induccién de un fenotipo tipo
célula troncal en células diferenciadas (Brueckner et al., 2005; Pasha et al., 2011).
Por ejemplo, la enzima DNMT3a, una de las metiltransferasas de novo, se
encarga del establecimiento de los patrones de metilacion y, en menor medida, del
mantenimiento de la metilacién a lo largo de la vida del organismo (Okano et al.,
1998); ademas estd involucrada en la metilacion de reprogramacion (Chanda
et al., 2014; Powell et al., 2013), proceso que ocurre en la glia de Miller después

de una lesion en la retina.

A pesar de que se tienen bien caracterizadas algunas funciones de las DNMTs, su
papel no necesariamente debe ser el mismo en todos los tejidos y en todas las
condiciones, sin embargo, con esta informacion previa y la inhibicion selectiva de
cada DNMT en los tejidos de interés, como la retina, se puede obtener una nocién

sobre la funcién de las mismas, lo cual se realiz6 en este proyecto.

6.1. Sistema CRISPR/dCas9 para la inhibicion de DNMT3a en células de

Miller murinas

Con antelacion se habia observado que, en la retina, la inhibicién farmacolégica
de las ADN metiltransferasas provoca un incremento en la expresion de genes
asociados a pluripotencia, tanto en proporcién como en tiempo (Reyes-Aguirre &
Lamas, 2016). Este incremento es indispensable para llevar a cabo procesos
como la desdiferenciacion de la glia de Miller que forma parte de una respuesta a
un dafio en la retina (A. J. Fischer & Reh, 2001).

Sin embargo, a pesar de tener informacion acerca de la relacién de estas enzimas
con la induccion de un fenotipo tipo célula troncal en la glia de Midller, no se
conocia el papel de cada DNMT en este proceso. Por lo tanto, en este trabajo se
abordo la caracterizacion inicial de la funcion de la enzima DNMT3a durante el
proceso de desdiferenciacion de la glia de Mdiller en respuesta a una sefal de

dafio.
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Se incorpor6 a las células de Miller una construccion plasmidica con la
informacion para generar un sistema CRISPR/dCas9-KRAB que permitiera el
silenciamiento, a nivel transcripcional, del gen de DNMT 3a.

El uso de los sistemas CRISPR/dCas9-KRAB como represores génicos es mas
recomendable que otras herramientas moleculares para la inactivacion de genes,
como los ARN de interferencia (RNAI), por su especificidad y eficiencia, ademéas
de que si llegan a hibridar con secuencias de ADN fuera de obijetivo (off targets)

esta union es deébil y no generan una actividad relevante (Zheng et al., 2018).

El resultado obtenido por PCR en tiempo real evidencio una disminucion del 90%
en la expresion génica de DNMT3a demostrando la eficiencia de la hibridacion del
SgRNA, que requiere el sistema CRISPR/dCas9-KRAB, con el gen DNMT3a en el
sitio de la regidon promotora comprendida entre -200 y + 300 pb del sitio de inicio
de la transcripcion (TSS) (Du & Qi, 2016; Zheng et al., 2018).

Ademas, se comprobd que la inhibicion de la expresion de DNMT3a es altamente
selectiva ya que la transfeccién del sistema CRISPR/dCas9-KRAB disefiado no
afectd la expresion de DNMT3b. En este sentido es importante sefalar que los
genes que dan origen a las diversas DNMTs son diferentes entre si. Por ejemplo,
la enzima DNMT3a de ratdbn se genera a partir de un gen presente en el
cromosoma 12gAl.1 (Dnmt3a: Chrl2 - Genome Data Viewer - NCBI, s/f); su
homologa, la enzima DNMT3b, de un gen en el cromosoma 2qH1 (Dnmt3b: Chr2 -
Genome Data Viewer - NCBI, s/f); mientras que la DNMT1 se origina en el

cromosoma 9gA3 (Dnmtl: Chr9 - Genome Data Viewer - NCBI, s/f).

Posterior a la inhibicion a nivel transcripcional de DNMT3a en cultivos celulares de
glia de Mdller, se demostr6 su relacion con el proceso de desdiferenciacion, ya
qgue la deficiencia de DNMT3a generd un incremento en la expresion de genes
asociados a pluripotencia, asi como de la proliferacion celular y se evidenciaron
cambios morfolégicos. La discusion de estos hallazgos se realizara en los

siguientes apartados.

50



6.2. Cambios morfolégicos en cultivos de glia de Muller transfectados con el

plasmido para la inhibicion de DNMT3a.

Mientras que las células de Miller in vivo presentan una morfologia lo que les
permite su extension a lo largo de la retina de vertebrados y con ello contribuyen al
mantenimiento de la estructura del tejido (Wang et al., 2017), las células de Mdller
en cultivo poseen una morfologia caracteristica radial estrellada. Sin embargo,
nuestros resultados muestran que la inhibicion de DNMT3a induce alteraciones en

esta morfologia se presentan mas compactas y fusiforme.

Esta observacion se puede asociar a un estado de desdiferenciacion de la glia de
Muller, ya que, al existir variaciones en la expresion de genes, algunos de estos

pueden estar relacionados con cambios en la polimerizacion del citoesqueleto.

En ensayos de dafio retiniano in vivo en peces cebra, se ha observado que la
desdiferenciacion de la glia de Mdiller induce la expresion de proteinas de
adhesion, como N-cadherina y la reorganizacion del citoesqueleto. Esto permitiria
la migracion de la glia de Muller desdiferenciada hacia los sitios de lesion para su

posterior diferenciacion neural (Nagashima et al., 2013; Raymond et al., 2006).

Asi mismo, Fausett y Goldman determinaron que deben existir cambios en la
expresion de al-Tubulina (una proteina de microtibulos neuronales) para la
distribucion de las células derivadas de neurogénesis durante el desarrollo o
regeneracion a diferentes puntos del sistema nervioso central. Esto también es
observable en retina después de un dafio y se puede traducir como cambios en el

citoesqueleto (Fausett & Goldman, 2006).

También se han determinado cambios en la expresion de filamentos
intermediarios, como nestina y vimentina, en células tipo progenitoras
provenientes de la desdiferenciacion de la glia de Muller, los cuales repercuten en

la morfologia de las células (Walcott & Provis, 2003).

En un estudio reciente realizado en nuestro laboratorio, se determind que, las
células de Miller estimuladas con NMDA (desdiferenciadas), liberan exosomas al
medio extracelular, con un cargo aun indeterminado, que tienen la capacidad de

inducir la polimerizacibn de la actina en las células receptoras (Carapia
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Hernandez, 2020). La actina es una proteina, presente en gran proporcion en las
células, que intervine en procesos como la migracién celular o movilidad, asi como

en la transcripcion de genes y en la endocitosis (J. Guo et al., 2014).

Esto puede indicar que no solo la desdiferenciacion de la misma célula provoca
cambios en el citoesqueleto, sino que esos cambios son también consecuencia de

la comunicacion intercelular mediada por exosomas.

6.3. DNMT3a en la proliferacion y viabilidad celular

Una cuestion muy importante durante el desarrollo de este proyecto fue determinar
si los tratamientos experimentales afectaban, de alguna manera, la viabilidad de
las células. Observamos una disminucion significativa en la proporcion de células
viables en aquellos grupos que pasaron por un proceso de electroporacion. Esto
se puede atribuir netamente a la técnica empleada, ya que esta ampliamente
descrito que variables como la fuerza, duracién y namero de pulsos eléctricos
aplicados asi como la composicion de la célula pueden afectar tanto, la eficiencia
de la transfeccion como la supervivencia celular (Miklav&i¢, 2017; Sherba et al.,
2020).

Sin embargo, dentro de los grupos electroporados, observamos que el grupo
transfectado con el sistema CRISPR/dCas9-KRAB para la inhibicion de DNMT3a
tenia un mayor porcentaje de células viables, lo cual podria indicar que la
disminucién de DNMT3a protege de cierta manera a las células de la apoptosis

(Gao et al., 2011) o bien que hay un aumento en la proliferacion celular.

La relacion de DNMT3a en el proceso de proliferacion celular es todavia muy
controversial ya que se le ha atribuido la capacidad de regular este proceso tanto
negativa como positivamente (Banerjee & Bacanamwo, 2010; Challen et al., 2012,
2014; Tadokoro etal., 2007). Por ejemplo, en células troncales neuronales
(NSCs), se determind que, si bien la deplecion de DNMT3a favorecia la
diferenciacion de NSCs en mas tipos de células, esta misma deficiencia parecia

incrementar su capacidad de proliferacion, la cual se midi6 contabilizando el
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namero de células en fase S del ciclo celular en cada condicién (Z. Wu et al.,
2012).

Como parte de los resultados obtenidos en esta tesis, observamos que, después
de la inhibicion de DNMT3a en células de Muller provenientes de ratones con 8 a
12 dias de edad, la proporcion de células proliferantes (en fase S) aumenté un 7 %
con relacion a las células sin tratamiento lo que implica que el ingreso de las
células de Miller al ciclo celular no es sincronico o que no todas las células son
capaces de hacerlo (Nagashima et al., 2013). Esto parece indicar que la ausencia
de DNMT3a, al igual que lo que ocurre con la depleciéon de DNMT1, genera un
estado de hipometilacion parcial derivado de una desmetilacion pasiva (He et al.,
2017) que permite la expresion de genes asociados a la reintegracion de las
células al ciclo celular (Sun et al., 2021). Este proceso se ha observado en células
del sistema nervioso central, donde la deficiencia de DNMT3a facilita la expresion

de genes relacionados con la produccién de nuevas células (H. Wu et al., 2010).

Se conocen diversas vias por las cuales, al inhibirse las DNMTSs, se genera un
incremento en la proliferacion celular, sin embargo, no se tiene certeza de cual
esta involucrada directamente con DNMT3a. En estados patolégicos, como en el
cancer de pulmén, se ha observado que la deficiencia de DNMT3a promueve el
crecimiento de los tumores (Gao et al., 2011) mediante la transactivacion de genes
pro-metastasicos (Chik & Szyf, 2011). Sin embargo, también existen reportes de
qgue la disminucion de DNMT3a induce la expresiébn de genes supresores de
tumores como CDH1 (T. Liu et al., 2018), lo cual disminuye la actividad de la via
de sefalizacion Wnt/B-catenina y con ello la proliferacion celular (De Pauw et al.,
2017). Asimismo, se ha reportado en la literatura que la sobre-expresion de
DNMTs también genera un incremento en la proliferacion celular, lo que puede dar
origen a un tumor (Qu et al., 2010), cuestion que no sucede durante la inhibicion
de DNMT3a, ya que, en ese estado, solamente se promueve el crecimiento de un

tumor pre-existente, no se evoca la aparicion de uno.

Estas actividades contrapuestas de la DNMT3a pueden atribuirse a su capacidad

de metilacion tanto de zonas CpG y zonas no-CpG en el ADN, y que al disminuir
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esta actividad, se puede alterar la estabilidad del genoma propiciando la expresion
de un sinnimero de genes que, como se menciond anteriormente, tienen acciones
contrarias, ya que algunos pudieran estar involucrados en la activacion de vias de
sefalizacion proliferativas o en la reintegracion de las células de Miiller al ciclo
celular y, por otra parte, también se podrian estar activando genes represores de
las mismas (Ehrlich, 2002).

Debido al desarrollo de estados patoldgicos derivados de la inhibicibn de DNMT3a
en diversos tejidos, seria recomendable estudiar detalladamente las vias mediante

las cuales se propicia la proliferacion celular en retina.

6.4. DNMT3ay su relacion con la expresion de genes asociados a

pluripotencia

Posterior a un dafio en retina, existe un aumento en la expresion de genes
asociados a pluripotencia (GAsP) por excelencia como Lin28 (Festuccia et al.,
2013), ademas de factores pro-neurales como Ascll y filamentos intermediarios
caracteristicos de células troncales neuronales como Nestina. Esto les permite a
las células de Muller entrar en un estado de desdiferenciacion donde adquiere un
fenotipo tipo célula troncal. Este proceso es fundamental en la regeneracion

funcional de la retina.

En mamiferos se observa la expresion de genes asociados a células troncales
neuronales (NSCs) hasta por 24 horas después de la lesion (Reyes-Aguirre &
Lamas, 2016), mientras que en especies con capacidad regenerativa, como el pez
cebra, esta expresion se mantiene de 4 a 7 dias después del dafio (Powell et al.,
2013). Esto proporciona un amplio margen de tiempo para que las células de
Miuller desdiferenciadas puedan proliferar y posteriormente transdiferenciarse, lo
cual es una diferencia significativa entre especies con capacidad no regenerativa y

regenerativa (Powell et al., 2013).

En este proyecto identificamos que, la enzima DNMT3a pareciera estar regulando
negativamente la expresion de genes asociados a células troncales ya que,

después de la represidon génica de DNMT3a, se observé un aumento en la
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expresion de genes como Lin28, Ascll y Nestina (marcadores asociados a células
progenitoras derivadas de glia de Miller) a pesar de que se conoce que existe un
estado de hipometilacion de los promotores de los genes asociados a

pluripotencia (Aldiri et al., 2017).

El incremento en la expresion de genes asociados a pluripotencia podria deberse
basicamente a una desmetilacion pasiva (Luo et al., 2018), donde la disminucion
de DNMT3a impediria el correcto mantenimiento de la metilacion en diversos sitios
del genoma. Estos sitios promotores y/o sitios reguladores estarian involucrados
en la transcripcion de genes y en la proliferacion celular (J. U. Guo et al., 2013; He
et al.,, 2017). En otras palabras, las DNMT3a existentes serian insuficientes para
mantener el metiloma de la célula después de multiples divisiones (Z. D. Smith &
Meissner, 2013).

Hemos demostrado que la inhibicion de la DNMT3a induce la expresion de Ascli,
Lin28 y Nestina (probablemente entre otros genes). La activacibn o sobre-
expresion del gen Ascll es suficiente para inducir un estado de desdiferenciacion
en la glia de Muller (Pollak et al., 2013) y es necesaria para la regeneracion de la
retina. Ademas, también se ha observado que es suficiente para la
transdiferenciacion de células diferenciadas hacia neuronas (Vierbuchen et al.,
2010). Por lo tanto, Ascll puede promover la diferenciacion neural o la
proliferacion en células de Miller desdiferenciadas y, en combinacion con otros
factores, incrementa la probabilidad de supervivencia de las glias de Miuller
proliferantes durante su reprogramacion hacia células troncales para participar en

la neurogénesis. (Y. Liu et al., 2019)

Ademas, Ascll es necesario para la expresion de Lin28, un gen de pluripotencia
(Ramachandran et al., 2010) que produce una proteina de union a ARN y cuya
expresion en sistema nervioso central juega un papel importante en la regulacion
de la neurogénesis en cerebro y en retina (Ahmad et al., 2011; Balzer et al., 2010).
La sobre-expresion de Lin28 en retina, ademas de ser un indicativo de

pluripotencia, induce preferencialmente la formacion de neuronas y, al estar
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presente en células de Miuller podria impulsar la transdiferenciacion de eéstas
(Zhao et al., 2017).

Por otra parte, la expresion de Nestina, un filamento intermediario, se emplea
como un marcador para identificar células progenitoras neurales (Lendahl et al.,
1990). Se ha descrito que esta presente tanto en las células de Mdiller adultas o
diferenciadas como en células de Miller desdiferenciadas (Walcott & Provis,
2003). Ademas, este filamento da paso a la formacién de neurofilamentos, propios
de neuronas (Andy J. Fischer & Omar, 2005; Kohno et al., 2006).

Asimismo, Nestina es necesaria para el mantenimiento y autorrenovacion de
células troncales (Park etal.,, 2010) por lo que puede estar involucrada en la
capacidad proliferativa de las células de Miiller desdiferenciadas y se encuentra
ampliamente expresada en retinas que han sufrido una lesion (Kohno et al., 2006;
Luna et al., 2010; Xiao et al., 2017).

La expresion de genes como Lin28, Ascll y Nestina es un indicativo de la relacion
de la glia de Muller con las células progenitoras retinianas y de su capacidad de
adquisicién de un fenotipo tipo célula troncal y de la facilitacion, ya sea, de la
regeneracion del tejido o la aminoracién del dafio (Hamon et al., 2016; Inman &
Horner, 2007; Reichenbach & Bringmann, 2013; Suga et al., 2014).

Aunque estos genes son solamente una pequefia fraccion de aquellos
involucrados en la generacion de células troncales derivadas de glia de Miller,
ofrecen informacién relevante para comprender la magnitud de las acciones
ejercidas por DNMT3a, su relacion con la desdiferenciacion de la glia de Muller y
su posible uso como blanco terapéutico.
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7. Conclusiones

La disminucion de la cantidad de la enzima DNMT3a en células de Mdller, por
medio de un sistema secuencia especifico CRISPR/dCas9-KRAB, induce la
expresion de genes asociados a pluripotencia y un incremento en la proliferacion

celular, caracteristicas de un proceso de desdiferenciacion.

La DNMT3a regula la adquisicion de un fenotipo tipo célula troncal en la glia de
Muller, por lo tanto, la hipétesis planteada en esta tesis fue verdadera.

8. Perspectivas

Con lo realizado en esta tesis conocimos que DNMT3a estd ampliamente
involucrada en la desdiferenciacion de la glia de Miiller. El siguiente paso a dar
sera determinar si la inhibicion de DNMT3a en conjunto con la sobre-estimulacion
de receptores de glutamato tipo NMDA, caracteristica de un proceso de dafio
excitotoxico en retina, es capaz de generar un estado de desdiferenciacibn mas
estable que permita, posteriormente, la transdiferenciacion de la glia de Mduller

hacia neuronas funcionales tanto in vitro como in vivo.

Anteriormente, en nuestro grupo de investigacion se observd que, en un modelo
de dafio retiniano in vivo, al administrar conjuntamente un inhibidor de las Dnmts
con un inductor de dafio (NMDA) se perdia completamente la estructura de la
retina, esto a consecuencia de la desdiferenciacién de las células de Miller y su
incapacidad de mantener a las neuronas adyacentes en su sitio, una de sus
principales funciones, por lo que, se propone que con el uso de nuestro sistema
CRISPR/dCas9-KRAB sera posible inducir solamente la desdiferenciacion de
alrededor del 20% del total celular (nuestra eficiencia de transfeccion), por lo que
se podran generar células tipo troncales al mismo tiempo que se mantiene la

estructura de la retina con aquellas células de Muller no desdiferenciadas.

También se propone estudiar a fondo los cambios en la morfologia de las células
de Muller observados en este trabajo y que fueron relacionados con la inhibicién
de DNMT3a.
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