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RESUMEN

El ojo es el 6érgano sensorial fotosensible encargado de proporcionar la vision en los
animales, y que es necesario para el correcto desarrollo y adaptacion de los
organismos en el medio que habitan. Tanto la retina como la cérnea son componentes
que otorgan funcionalidad exclusiva al globo ocular. Por lo tanto, alteraciones en su
estructura se traducen en un déficit de la capacidad visual de los animales. Tanto las
ciliopatias como el queratocono, son dos ejemplos de patologias que afectan a la
vision en humanos. Las ciliopatias constituyen un grupo de trastornos que afectan a la
retina, entre otras estructuras. Por otro lado, el queratocono se caracteriza por un
defecto en la estructura de la cérnea, ocasionando un adelgazamiento bilateral
progresivo que afecta a la calidad visual de quienes lo padecen. Si bien, en la ultima
década se han logrado avances significativos en el entendimiento de los fenotipos
asociados a ambas patologias, aun existe una brecha en el conocimiento de su
etiologia genética y de los mecanismos moleculares involucrados en su desarrollo.

El sistema modelo de vertebrados pez cebra (Danio rerio) representa una
valiosa herramienta genética para estudiar afecciones oculares retinianas como
corneales. Lo anterior, debido a que dado a que el ojo de este organismo presenta
similitudes estructurales de estos dos componentes con el de humano. En este trabajo
de tesis se realiz6 la caracterizacion genético-molecular de los genes ift80 y pnpla2,
cuya pérdida de funcion se encuentra asociada a ciliopatias y al queratocono,
respectivamente. Adicionalmente, se realiz6 una caracterizacion fenotipica del
mutante ift80 del pez cebra. Asi, el analisis fenotipico del ojo del mutante ift80 revela
la pérdida de las capas externas de la retina que incluyen a los fotorreceptores. Esto
sugiere un control por parte del gen ift80 en la formacion y mantenimiento de los
fotorreceptores en vertebrados. Por otro lado, nuestros resultados indican que el factor
Pnpla2 del pez cebra posee caracteristicas genéticas, estructurales y funcionales
homaologas a su version descrita en mamiferos. Lo anterior sugiere que Pnpla2 jugaria
un rol en el mantenimiento y funcion de la cornea en teledsteos y que el pez cebra
seria un excelente modelo para el estudio de la biologia de esta importante estructura
ocular. Estudios futuros de pérdida de funcion de Pnpla2 seran requeridos para
determinar su modo de accion molecular en la homeostasis del ojo. Tomar ventaja de
los estudios de asociacion genotipo-fenotipo durante periodos post-embrionarios del
desarrollo incrementaran nuestro conocimiento de la red genética que regula la
formacién, mantenimiento y funcion de estructuras oculares, como asi también de las
causas moleculares de patologias que las afectan y eventualmente, contribuir a
mejoras clinicas a estas.

Palabras clave: Fotorreceptores, ciliopatias, Ift80, transporte intraflagelar, WD40,
cérnea, queratocono, Pnpla2, pez cebra.



ABSTRACT

The eye is the photosensitive sensory organ responsible for providing vision in
animals, and is necessary for the correct development and adaptation of organisms to
the environment they inhabit. Both the retina and the cornea are components that
provide exclusive functionality to the eyeball. Therefore, alterations in their structure
result in a deficit in the visual capacity of animals. Both ciliopathies and keratoconus
are two examples of pathologies that affect vision in humans. Ciliopathies are a group
of disorders that affect the retina, among other structures. On the other hand,
keratoconus is characterized by a defect in the structure of the cornea, causing a
progressive bilateral thinning that affects the visual quality of those who suffer from it.
Although significant advances have been made in the last decade in the understanding
of the phenotypes associated with both pathologies, there is still a gap in the
knowledge of their genetic etiology and the molecular mechanisms involved in their
development.

The vertebrate model system zebrafish (Danio rerio) represents a valuable genetic
tool to study retinal and corneal eye conditions. This is due to the fact that the eye of
this organism presents structural similarities of these two components with the human
eye. In this thesis work, the genetic-molecular characterization of the ift80 and pnpla2
genes, whose loss of function is associated with ciliopathy and keratoconus,
respectively, was performed. Additionally, a phenotypic characterization of the
zebrafish ift80 mutant was performed. Thus, phenotypic analysis of the eye of the ift80
mutant reveals loss of the outer retinal layers including photoreceptors. This suggests
a control by the ift80 gene in the formation and maintenance of photoreceptors in
vertebrates. On the other hand, our results indicate that the zebrafish Pnpla2 factor
possesses genetic, structural and functional characteristics homologous to its version
described in mammals. This suggests that Pnpla2 may play a role in the maintenance
and function of the cornea in teleosts and that zebrafish would be an excellent model
for studying the biology of this important ocular structure. Future loss-of-function
studies of Pnpla2 will be required to determine its molecular mode of action in eye
homeostasis. Taking advantage of genotype-phenotype association studies during
post-embryonic periods of development will increase our knowledge of the genetic
network that regulates the formation, maintenance and function of ocular structures, as
well as the molecular causes of pathologies that affect them and eventually contribute
to clinical improvements to these.

Keywords: Photoreceptor, ciliopathies, ift80, intraflagellar transport, WD40, cornea,
keratoconus, Pnpla2, zebrafish.



1. INTRODUCCION

1. 1 RELEVANCIA FUNCIONAL DE LA CORNEA Y LA RETINA EN LA VISION DE LOS VERTEBRADOS

El ojo es el érgano sensorial fotosensible encargado de la vision en los animales (Lamb
et al. 2007; Land & Nilsson 2012; Schwab 2017). Este érgano es capaz de absorber la
luz proveniente del medio externo y transformarla en impulsos electroquimicos que
son posteriormente procesados por el cerebro, otorgando al organismo interaccionar
y desenvolverse en su entorno (Cajal 1915; Land & Fernald,1992; Zhu et al. 2012). El
ojo humano posee una estructura globular que mide en promedio entre 26-28
milimetros de diametro y esta constituido por tres capas: la masexterna o escleraética,
media o coroides y la mas interna o retina (Figura 1)(Ferreruela2007; Adler's 2011). La
esclerética o esclerocérnea a su vez consiste en dos componentes: la cornea y la

esclera.

La retina consiste en una delgada lamina semitransparente ubicada en la parte
posterior del globo ocular (Figura 2A), y que cuenta con la presencia de diversas capas
de tejido neural (Wiechers & Moreno 2020). Dicha estructura cumple la funcion de
recibir las sefales luminosas que provienen del medio externo para posteriormente
transformarlas en una serie de impulsos nerviosos que llegan hasta el cerebro a través
del nervio 6ptico (Vaughan & Asbury 2012). En los vertebrados, la retina se encuentra
constituida por dos capas sinapticas; la plexiforme externa y la plexiforme interna,
cada una de ellas esta interrelacionada junto a tres capas celulares que se disponen
en serie: células bipolares, células ganglionares y células fotorreceptoras (Figura
2A)(Martin  2013). Estas células altamente especializadas, juegan un rol
imprescindible en lo que respecta a la respuesta visual, debido a que son las
encargadas del proceso de fototransduccion, en donde la energia luminosa es
transformada en energia quimica. Dependiendo de su morfologia y funcién, los
fotorreceptores se clasifican en dos tipos: conos y bastones (Figura 2B) (Rodieck
1973).



La cdrnea por otro lado, es una estructura avascular transparente que continua a la
esclera anteriormente y representa el principal medio refractivo del ojo. Ademas,
proporciona integridad estructural al globo ocular y protege de las lesiones fisicas que
puedan dafar a las capas mas internas y componentes de este mismo (Figura 3A)
(Mora et al. 2016; Gipson & Stepp 2021). Esta posee un grosor de entre 540-700 pm
y esta organizada en cinco bien diferenciadas capas basicas de anterior a posterior
que incluyen: epitelio, membrana de Bowman, estroma, membrana de Descemet y
endotelio (Figura 3B). En la cérnea es posible también encontrar tres tipos principales
de células denominadas: epiteliales, queratocitos estromales y células endoteliales
(Figura 3C) (Dawson & Edelhauser 2011).

1.2 CONOS Y BASTONES: RECEPTORES Y PROCESADORES DE LA LUZ

Los conos estan encargados principalmente de la vision a color, proporcionan una
mayor definicion visual que los bastones y son mas activos durante la visidén diurna
(Fox 2017). Por el contrario, los bastones cumplen un rol primordial en lo que respecta
a la vision nocturna, son acromaticos (poseen un solo pigmento), y son mucho mas
sensibles a niveles altos de luminosidad (Kawamura & Tachibanaki 2022). En este
sentido, tanto conos como bastones cumplen roles imprescindibles en el correcto
procesamiento visual de los organismos, de manera que, ausencias parciales o
completas de estas células, provocan una serie de alteraciones que repercuten de
manera directa en la calidad visual de los organismos. La fotobia (intolerancia a la luz)
y la discromatopsia (impedimento para la percepcion de los colores) son dos claros

ejemplos de lo descrito anteriormente (Kohl 2009; Simunovic & Moore 1998).

Funcionalmente, conos y bastones presentan diferencias, no asi a nivel estructural
(Figura 3B). Asi, tanto conos como bastones cuentan con la presencia de: un cuerpo
celular, un terminal axénico, un segmento interno y otro externo. Estos dos ultimos
segmentos estan conectados a través de un cilio que enlaza a ambas estructuras,
permitiendo de esta manera el correcto funcionamiento de los fotorreceptores
(Ramamurthy & Cayouette, 2009).
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Durante las dos ultimas décadas, diversos estudios han reportado la relevancia
funcional que este cilio cumple en las células fotorreceptoras, actuando como un
verdadero “puente” que comunica tanto el segmento externo como interno de conos y
bastones (Wolfrum & Schmitt 2000; Reiter & Leroux 2017; Ran & Zhou 2020). Dada la
importancia funcional otorgada tanto por la retina como por la cérnea al globo
ocular, en términos de proteccién, control, definicién, procesamiento y enfoque
de la entrada de la luz hacia el interior del ojo, alteraciones que repercutan en
estas dos estructuras se traduciran en un impacto en la capacidad visual de los
vertebrados. Por lo tanto, identificar y caracterizar dichas alteraciones,

contribuirdn a comprender y extender el conocimiento de su etiologia.
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Figura 1. Anatomia general del ojo humano y sus respectivas estructuras. Se destacan en negrita
las principales capas externas del globo ocular: la esclerocérnea que incluye a la cérnea y la esclera
(capa externa), la coroides (capa media) y la retina (capa interna). Modificado de biorender.com.
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Figura 2. Caracteristicas estructurales de la retina en vertebrados. (A) La retina (indicada con una
flecha) es una delgada lamina semitransparente ubicada en la parte posterior del globo ocular, y que
cumple la funciéon principal de recibir las sefales luminosas que provienen del medio externo para
posteriormente transformarlas en una serie de impulsos nerviosos, dicha estructura cuenta con una
serie de capas que procesan estos impulsos y lo llevan al cerebro a través del nervio optico. (B)
Esquema representativo de los dos tipos de células fotorreceptoras que se encuentran en la retina:
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bastones y conos. Ambas estructuras cuentan con un segmento externo fotosensible, unido mediante
un cilio al segmento interno, un terminal sinaptico que permite la comunicacion entre neuronas vecinas
y el resto de organulos propios para el mantenimiento de la célula. Modificado de biorender.com &
Richardson et al. 2016.

B . Células
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, . : : :
/ *— Membrana de Bowman : : H

: : C s s
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Membrana de Descemet EEEEEREEEEEEEEEEEEEEEREEL

o 13 oo Posterior Tij &
Capas de la cérnea Endotelio Tipos de células corneales

Figura 3. Capas celulares presentes en el tejido corneal. (A) La cornea (indicada con una flecha)
es el principal medio refractivo del ojo, junto con ser la primera barrera protectora frente a posibles
traumatismos. (B) Esquema representativo de las cinco capas que componen el tejido corneal, de
anterior a posterior son: Epitelio, membrana de Bowman, estroma, membrana de Descemet y endotelio.
(C) Esquema representativo de los diferentes tipos celulares que forman parte de estas capas: células
epiteliales (epitelio), queratocitos estromales (estroma) y células endoteliales (endotelio). Modificado
de biorender.com

1.3 CILIOPATIAS Y SU RELACION CON AFECCIONES RETINIANAS

Los cilios son estructuras celulares méviles y sensoriales que se encuentran en
organismos unicelulares como multicelulares (Satir et al. 2008; Ishikawa & Marshall
2011). En los vertebrados, los cilios cumplen diversas funciones y es posible
localizarlos en distintos tipos de células (Gerdes et al. 2009). Estructuralmente, los
cilios estan conformados por un axonema central compuesto por microtubulos y
rodeados periféricamente por una membrana ciliar que se extiende hasta el cuerpo

basal del axonema (Figura 4A). Dependiendo de la disposicion de los microtubulos en
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el axonema, los cilios se suelen categorizar en dos clases: mdviles e inmoviles, los
primeros estan conformados por nueve dobletes que encierran a un par central de
microtubulos (9+2), y que junto a brazos de dineina axonemal posibilitan el movimiento
ciliar mediado por la hidrdlisis de ATP. Por otra parte, los cilios inméviles no cuentan
con este par central de microtubulos ni tampoco poseen brazos de dineina(Figura 4Cy
4D) (Wang & Dynlacht, 2018). Si bien ambos tipos de cilios no presentandiferencias
significativas en lo que respecta a su estructura, si lo hacen a nivel funcional. Por
ejemplo, los cilios méviles han sido asociados con el flujo de fluidos mediante impulsos
ritmicos en las células epiteliales de la traquea y el oviducto. Por otro lado, los cilios
inmdviles actuan como verdaderos sensores de sefiales extracelulares, ya sean estas
fisicas o quimicas (Pedersen & Rosenbaum 2008; Wang& Dynlacht 2018). Durante las
dos ultimas décadas, esta compleja estructura ha sidoel foco de interés de diversos
estudios, debido a que su incorrecto funcionamiento puede ser critico para cierto tipo
celular (Mockel et al. 2011; Chen et al. 2016). Paralelamente, se ha demostrado que
diversos trastornos, o ciliopatias, en humanos estan relacionados con un mal
funcionamiento de los cilios (Waters & Beales 2011; Zaloszyc et al. 2021). Las
ciliopatias son un grupo heterogéneo de trastornos raros que involucra una variedad
enorme de sindromes tales como el de Senior-Lgken, Bardet-Biedl (BBS), Meckel-
Gruber, Alstrom, Joubert, McKusick-Kaufman, entre otros(Reiter & Leroux, 2017).
Importantemente, la comprension de tales sindromes ha estado fuertemente ligada en

conocer las alteraciones subyacentes que afectan a la biologia del cilio.

1.3.1 EL TRANSPORTE INTRAFLAGELAR (IFT) Y SU FUNCION PARA EL MANTENIMIENTO DEL
CILIO PRIMARIO

Numerosas investigaciones se han enfocado en comprender de manera holistica las
alteraciones presentes en la biogénesis del cilio, su mantenimiento, estructura e
interacciones moleculares de sus componentes (Pan & Snell 2014; Reiter & Leroux
2017; Mirvis et al. 2018). Por ejemplo, es bien sabido que para que ocurra una correcta
biogénesis del cilio y un correcto ensamblaje-mantenimiento de este, se requiere de
la maquinaria de transporte intraflagelar (IFT), el cual mantiene el transporte y

recambio activo de proteinas de manera bidireccional entre la membrana plasmatica

14


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1245178921454843#!

y el axonema, permitiendo de esta manera el normal funcionamiento del cilio
(Rosenbaum & Witman 2002). El IFT fue descrito por primera vez en 1993 por
Kozminski y colaboradores (Kozminski et al. 1993), cuando estudiaban el movimiento
intraflagelar en el organismo Chlamydomonas reinhardtii. Estos investigadores
propusieron un mecanismo complejo de transporte en la cual existia la participacion
activa de polipéptidos, ATP y otras macromoléculas (Kozminski et al. 1993).
Posteriormente, el IFT ha sido explorado con mayor precisién y se ha descrito que
existe como un movimiento anterogrado y otro retrégrado. El primero provoca un
movimiento en direccidn hacia la punta del cilio, mientras que el segundo movimiento
va dirigido hacia la base de esta estructura (Ou et al. 2005). Complementariamente,
tanto el movimiento anterégrado como retrogrado esta mediado por los complejos
proteicos llamados particulas IFT (Klena & Pigino 2022). Estas a su vez, se subdividen
en dos principales tipos de complejos; el complejo A y el complejo B (Figura 4B). El
complejo A esta ensamblado a la dineina citoplasmatica 2 que recorre de manera
retrégrada el axonema ciliar y esta constituido por las proteinas IFT A-1, 43, 122, 139,
140 y 144 (Klena & Pigino 2022). Por otro lado, el complejo B se encuentra
ensamblado a la Kinesina-2, compuesta de dos subunidades motoras conocidas como
KIF3A y KIF3B, sumado a otra subunidad que no es motora (KAP3) y el complejo
homodimérico de kinesina KIF17. La kinesina 2 recorre de manera anterégrada el
axonema ciliar y contiene la presencia de las proteinas IFT 20, 27, 46, 52, 55, 57, 72,
74, 80, 81, 88 y 172 (Rosenbaun et al. 2002).
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Figura 2. Estructura general de un cilio, transporte intraflagelar (IFT) y sus diferentes tipos de
complejo. (A) Representacion esquematica de la estructura general que presenta un cilio. Esta
consiste en tres grandes porciones: axonema, zona de transicion y el cuerpo basal. En (B) se
esquematiza un movimiento intraflagelar basico, en donde primordialmente existen dos tipos de
movimiento que son: anterogrado y retrogrado, el primero provoca un movimiento en direccion a la
punta del cilio, mientras que el segundo movimiento va dirigido hacia el cuerpo basal del axonema.
Tanto el movimiento anterogrado como retrogrado esta mediado por los complejos proteicos llamados
particulas IFT, estos a su vez, se subdividen en dos principales tipos de complejos; el complejo Ay el
complejo B, el primero esta ensamblado al motor de dineina citoplasmatica 2 (movimiento retrogrado),
mientras que el segundo complejo esta asociado al motor de kinesina 2 (movimiento anterégrado), cabe
mencionar que, cada uno de estos motores moleculares interactia con las proteinas IFT. En (C) y (D)
se representa el corte transversal de un cilio mévil y un cilio primario. El primero posee una configuracién
(9+2), en la cual hay nueve dobletes de microtubulos que encierran a un par central, mientras que el
segundo, presenta la misma configuracion periférica que el primero, pero con la ausencia del par
central. Modificado de biorender.com & Gerdes et al. 2009.

Como fue mencionado anteriormente, las proteinas IFT juegan un rol relevante en el
transporte a lo largo de los cilios, los cuales a su vez estan presentes en la gran
mayoria de células de los vertebrados (Gerdes et al. 2009). Si bien, ala fecha se han
identificado y caracterizado la mayoria de las proteinas IFT, su modo de accién
no hasido del todo dilucidado. El uso de organismos modelo tanto vertebrados
como invertebrados, ha contribuido en expandir el conocimiento que se tiene
acerca de las proteinas IFT, y como su pérdida de funcién se traduce en

alteraciones fisiol6gicas (Hirokawa et al. 2006, Krock et al. 2008 & Prevo et al.
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2017). Por ejemplo, Hudak y colaboradores (2010), demostraron que la alteracion de
la funcion de ift80 en el pez cebra, ocasionaba un defecto en el mantenimiento del
segmento externo de los fotorreceptores. Sin embargo, la metodologia utilizada para
generar la pérdida de la funcién de este factor es imprecisa y sujeta a artefactos
(Hudak et al. 2010). Asi, el estudio de mutantes se ha convertido en una herramienta
util para estudiar la relacion entre secuencia génica y funcion. Por lo tanto, la
caracterizaciéon de un mutante de ift80 podria entregarnos valiosa informacién de

como su pérdida de funcion impacta en el aparato visual de los vertebrados.

A
I Axonema

I Cuerpo basal

Baston

Mitocondria

Aparato de Golgi

? Movimiento anterogrado

v Movimiento retrégrado

KIF17

l Kinesina-2

Dineina-2
@ Particula IFT
@ Carga

Figura 5. Transporte intraflagelar (IFT) y su funcién en una célula fotorreceptora. (A) Esquema
representativo de un cilio que une al segmento externo e interno de los fotorreceptores, en este caso
un bastén. EI movimiento intraflagelar (IFT) ocurre en este cilio de conexion, con la participacion de
diferentes proteinas que interaccionan para llevar a cabo tanto el movimiento anterogrado como el
retrégrado. Para que este tipo de transporte se mantenga activo, es necesario que las proteinas
interaccionen de manera correcta en su ensamblaje. En el movimiento anterégrado los motores de
kinesina-2 y KIF17 se unen a una particula IFT, y esta a su vez se une a la dineina-2 y a una carga que
puede ser una molécula o proteina que se requiera para el mantenimiento del segmento externo o en
el proceso de fototransduccion. Una vez que termina el movimiento anterégrado de esta maquinaria, la
dineina-2 que fue transportada anterogradamente regresa de manera retrograda trayendo devuelta a
los motores Kinecina-2 y KIF17 y la particula IFT que generalmente son del complejo B. Cabe
mencionar que, este tipo de mecanismo varia segun el tipo de fotorreceptor.

1.4 EL QUERATOCONO: UNA ENFERMEDAD OCULAR QUE AFECTA EL MANTENIMIENTO
ESTRUCTURAL DE LA CORNEA
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Una ectasia es definida como una dilatacion o distension de una estructura tubular
(Gomes et al. 2015). Asi, las ectasias corneales son patologias asociadas con el tejido
corneal y que afectan de manera progresiva la forma y la curvatura de la cornea. Entre
estas podemos mencionar a la degeneracién marginal pelucida, el queratoglobo y el
queratocono (Marcos 2005; Ruiz-Morales et al. 2010). Este ultimo, corresponde a una
alteracion degenerativa que genera deformacion y adelgazamiento progresivo de la

cérnea (Figura 6) (Bravo Vanegas 2009).

Cérnea normal Cornea con queratocono

Figura 6. Morfologia de la cérnea en salud y enfermedad. (A) Esquema representativo de la cérnea
y su curvatura normal. (B) Esquema representativo de una cornea debilitada, formando una protrusion
anterior en el tejido corneal. Esto genera la adquisicion de una forma cénica, lo cual ocasiona una
distorsion del medio refractivo de la luz, caracteristica propia de la patologia conocida como
queratocono. Modificado de biorender.com

Su nombre proviene del griego képaro que significa "cuerno, cérnea" y kwvog¢ cuyo
significado es "cono" (Sanchez Villacis et al. 2018), y se caracteriza por la formacién
de una protrusion anterior de la coérnea en forma conica lo que genera la pérdida
gradual de la visién (Tirado Martinez & Hernandez Pérez 2011). Como se menciono
anteriormente, la cornea presenta cinco capas, cada una de las cuales sufre diferentes
cambios morfoldégicos como consecuencia del queratocono (Martinez Afanador &
Urrea-Victoria 2015). Esta patologia tiene una incidencia de 1/2000 individuos y se
distribuye entre ambos sexos sin diferencias significativas (Martinez Afanador &Urrea-
Victoria 2015). Diferentes estudios han revelado que, durante el desarrollo de un
individuo, el queratocono comienza a evidenciarse durante la pubertad y progresa

alrededor de los 30 afios de edad (Sanchez Villacis et al. 2018; Rojas-Alvarez 2019).
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Puede afectar a uno o ambos ojos, aunque normalmente se desarrolla de manera
bilateral (Mora et al. 2007; Villa Collar & Gonzalez-Méijome 2009) y produce como
consecuencia astigmatismo asimétrico, distorsidn visual, mayor fotosensibilidad y una
menor capacidad visual (Castillo Ruiz & Hernandez Quintela 2008). La deteccion de
esta alteracion resulta sencilla cuando se encuentra en estado avanzado; sin
embargo, presenta dificultades en su deteccidon temprana (Diaz Cominches et al. 1999;
Tirado Martinez & Hernandez Pérez 2011), debido a la ausencia o presencia minima

de signos clinicos (Pérez Parra et al. 2014).

Si bien a la fecha no existen mecanismos de prevencidén de esta enfermedad, esta
puede ser tratada con el uso de lentes en etapas tempranas de su progresion y con
trasplante corneal en etapas tardias de la adolescencia y tempranas de la adultez
(Downie & Lindsay 2015). Debido a que las causas bioldgicas que conllevan a la
generacion del queratocono son poco entendidas (Sanchez Villacis et al. 2018), hay
opciones limitadas para un tratamiento efectivo de la enfermedad desde sus origenes.
Existen ciertos factores, intrinsecos y extrinsecos, que influirian en aquellas personas
que padecen de queratocono. Asi, esta patologia se asocia a algunas enfermedades
sistémicas, tales como: sindromes de Apert, de Rieger, de Crouzon y de Marfan,
osteogénesis imperfecta, prolapso de la valvula mitral, enfermedades atdpicas,
enfermedades del colageno, patologias oculares, amaurosis congénita de Leber,
aniridia, retinosis pigmentaria y sindrome del parpado colgante (Pusseto et al. 2011).
También, a anomalias cromosémicas como el sindrome de Down y alteraciones
metabdlicas como el sindrome de Thalasselis o deficiencia al zinc asociada con
personalidad tipo A y aumento en las catepsinas (Mora et al. 2007). Ademas, factores
indirectos como habitos higiénicos y de lectura, ambiente, iluminacién, alimentacion,
condiciones de trabajo, disponibilidad de servicios de salud, entre otros, son
causantes de esta patologia (Mora et al. 2007; Gordon et al. 2015). También, se ha
reportado que el queratocono puede estar fuertemente asociado con influencias
ambientales como lo son el uso de lentes de contacto, frotarse de manera frecuente
los ojos, atopia del ojo y aquellas relacionadas con un dafno oxidativo mayor, como la

luz ultravioleta, entre otros (Keating et al. 2010; Balasubramanian et al. 2013).
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Sumado a lo anterior, diversos estudios epidemiolégicos han estudiado Ila
fisiopatologia que subyace al queratocono, mediante metodologias dispares en su
deteccion, y la observacion de su variacidon. Sin embargo, y a pesar de este sesgo, en
general los datos sugieren una mayor incidencia en determinados paises y/o
poblaciones, entre las que se cuentan: la India, Oriente Medio y las poblaciones
maories (Jonas et al. 2009; Al-Amri 2018; Torres Netto 2019; Papali’i-Curtin 2019).
También los asiaticos que viven en el Reino Unido presentan una mayor prevalencia
(Pearson et al. 2000; Georgiou et al. 2004). Todos estos estudios sugieren diferencias
poblacionales subyacentes a esta enfermedad. Para entender las alteraciones
relacionadas a la biologia de la estructura y funciéon corneal, es importante
dilucidar los mecanismos genético-moleculares involucrados en su

mantenimiento durante la ontogenia de los animales.
1.4.1 ETIOLOGIA GENETICA DEL QUERATOCONO

Desde el punto de vista genético, la etiologia del queratocono es considerada
multifactorial. Es decir, estda determinada por alteraciones de multiples genes
presentes en distintos loci (Pérez Parra et al. 2014; Bykhovskaya et al. 2016). Laidea
de que el queratocono sea una enfermedad que involucra factores genéticos
asociados, se ha incrementado con fuerza en las ultimas tres décadas como
consecuencia del desarrollo de técnicas moleculares y de secuenciacién, que han
permitido dilucidar y entender los mecanismos genéticos que subyacen a esta
patologia. La consanguinidad representa factor de riesgo para padecer de
queratocono (Millodot 2011; Gordon-Shaag et al. 2013). También, los antecedentes
familiares de primer grado poseen un riesgo mucho mayor de contraer la enfermedad
que la poblacion en general (Rabinowitz 2003). En este sentido, algunos estudios han
dilucidado mecanismos genéticos asociados con la herencia (Kriszt 2014). Si bien la
deteccion de esta enfermedad es ampliamente variable, la identificacion de
marcadores genéticos especificos puede ser una herramienta valiosa y certera en el
diagnéstico clinico. Asi, se han utilizado multiples enfoques gendmicos para identificar
loci cromosdémicos y genes implicados en esta patologia (Bykhovskaya & Rabinowitz
2019).
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El analisis de ligamiento es una herramienta poderosa para mapear a aquellos loci
genéticos susceptibles, y se ha utilizado a nivel de todo el genoma en personas que
padecen de queratocono. Otro enfoque ha sido el empleo del analisis de genes
candidatos para estudiar cohortes de individuos afectados por esta patologia (Lucas
et al. 2018). Sobre la base de los rasgos biolégicos afectados en esta enfermedad, los
genes candidatos identificados se predicen segun sus funciones biologicas conocidas
y patrones de expresion relevantes. En ocasiones, estos genes son seleccionados por
estar asociados a otras distrofias corneales, enfermedades del tejido conectivo o
aneuploidias cromosomicas. Pese a lo anterior, este enfoque requiere un
conocimiento previo o al menos una hipoétesis patogénica (Bykhovskaya et al. 2016).
Los estudios de asociacion de todo el genoma en un individuo (Genome-wide
association study o GWAS) han permitido un mapeo genético de amplio espectro. Sin
embargo, la desventaja de este tipo de andlisis es que el estudio estadistico debe ser
lo suficientemente riguroso para evitar un sesgo en los resultados. En los GWAS se
han utilizado tanto estudios de vinculacion como de asociacion de genes candidatos
a esta patologia y los resultados de secuenciacion provienen de poblaciones
europeas. Pero, una gran cantidad de los loci identificadosse han replicado en otras

poblaciones de origen étnico (Hao et al. 2015; Liskova et al.2017).

Rong y colaboradores (2017) mediante un metanalisis confirmaron la presencia de
cinco loci relacionados con el queratocono: FOXO1, COL5A, FNDC3B, IMMP2L y
ZNF469 (Rong et al. 2017), junto a otro reciente hallazgo de al menos dos loci
gendmicos mas (PNPLA2 y MAML2) (McComish et al. 2020; Zhang et al. 2020).
Adicionalmente, McComish y colaboradores (2020) identificaron un locus significativo
presente en el cromosoma 11, donde el principal polimorfismo encontrado (single
nucleotide polymorfism o SNP), denominado como rs61876744, se localizaba en el
segundo intron del gen PNPLA2 con un alto nivel de expresiéon en todos los tejidos
oculares, incluida la cornea. Por otro lado, se detect6é una fuerte sefal de expresion
para una region codificante de un ARN antisentido (AP006621.8) en el locus
rs61876744. AP006621.8 podria tener un rol en la regulacion de PNPLA2 u otros

genes asociados a este locus y en donde su sobreexpresion desestabilizaria la
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mantencion de estructuras corneales (McComish et al. 2020).

1.4.2 POTENCIAL FUNCION DE PNPLAZ2 EN LA CORNEA

El gen PNPLAZ2 (patatin-like phospholipase domain containing 2) o también conocido
como ATGL (Adipose triglyceride lipase) codifica para una enzima encargada de la
liberacién de acidos grasos desde las reservas de triacilglicerol durante la lipdlisis
intracelular (Grabner et al. 2021). Como es ampliamente conocido, los acidos grasos
son necesarios como sustratos energéticos y precursores cruciales en la sintesis de
lipidos de membrana y ligandos de receptores nucleares (Schreiber et al. 2018). Se
sabe que los productos e intermedios de la degradacién lipolitica durante el proceso
de movilizacion de los acidos grasos también tienen funciones reguladoras
fundamentales que afectan la senalizacion celular, la expresidn génica, el
metabolismo, el crecimiento celular, la muerte celular y la lipotoxicidad (Cerk et al.
2018). Por lo tanto, la regulacion de la expresion de PNPLA2 es vital para mantener
un equilibrio definido entre el almacenamiento y la movilizacion de lipidos. A su vez,
esta enzima es considerada clave en la homeostasis energética de todo el organismo
(Schreiber et al. 2018). Se ha observado que PNPLA2 se expresa en niveles bajos en
varios tejidos no adiposos como lo son el musculo esquelético, higado, corazon,
testiculos, pulmon, retina, células inmunes, pancreas e intestino delgado. Por otro
lado, presenta altos niveles de expresidn en el tejido adiposo blanco y pardo
(Schreiber et al. 2018). Taxiarchis y colaboradores (2019) demostraron que el gen
PNPLA2 participa en secrecién de triglicéridos, pero no en la homeostasis de la
reserva de lipidos en las células del hepatoma humano. Por lo tanto, se sugiere una
funcién fisiologica distinta de este gen no hepatico (Taxiarchis et al. 2019). Por su
parte, otras investigaciones sugieren que este gen juega un papel de suma
importancia en el metabolismo de los lipidos hepaticos en modelos de raton (Mus
musculus). Asi, la inactivacidbn hepatica especifica de Pnpla2 promueve una
progresiva esteatosis hepatica y su sobreexpresion reduce dicha alteracion en
roedores obesos (Reid et al. 2008; Wu et al. 2011; Turpin et al. 2011). Finalmente,
Subramanian y Becerra (2019), evaluaron el rol del gen PNPLAZ2 en la regulacién del
dafio por estrés oxidativo del epitelio pigmentario de la retina (EPR). Sus resultados

sugieren que la deficiencia de este gen induce un mecanismo de defensa celular que
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hace que las células EPR sean mas resistentes al estrés oxidativo (Subramanian &
Becerra 2019). En resumen, el estudio de la expresion del gen PNPLA2 es
limitada y se desconoce en gran parte su relevancia funcional en el tejido

corneal de otros organismos vertebrados.

1.4.3 ORGANISMOS MODELO PARA ESTUDIAR GENES CANDIDATOS DE CILIOPATIAS Y DEL
QUERATOCONO

Khaled y colaboradores (2019), mediante el uso de un modelo vertebrado como el
ratdn, lograron evidenciar claras anomalias que indican el rol fundamental que juega
el gen Ppip5k2 en el mantenimiento de la funcion morfofisioldgica de la cérnea. Estos
investigadores, observaron superficies corneales irregulares y un adelgazamiento
corneal patologico muy similar a lo que ocurre en el desarrollo del queratocono (Khaled
et al. 2019). Estos hallazgos, proporcionan la unica evidencia que respalda lagenética
detras de la etiologia de esta patologia. Durante la era postgenomica, uno de los
organismos genéticos modelo que ha gozado de popularidad para el estudio de
enfermedades humanas es el pez cebra (Danio rerio), incluidas aquellas patologias
asociadas al desarrollo ocular (Zhao et al. 2006). La caracterizacion anatomica y
ultraestructural de la cornea del pez cebra demuestra muchas similitudes con la
cérnea humana y proporciona la base para el uso del modelo del pez cebra (Figura 7)
(Zhao et al. 2006). Estas similitudes fenotipicas abren la posibilidad tanto para analizar
los mecanismos genéticos basicos del desarrollo corneal, como para estudiar las

causas y el origen de enfermedades corneales como el queratocono.
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Figura 7. Configuracion y organizacion celular de la cornea del pez cebra. (A) Muestra una
representaciéon de un individuo del pez cebra como modelo de estudio, especificamente el tejido
corneal. (B) Representa las cinco capas principales de la cérnea del pez cebra y su organizacion.
Modificado de biorender.com

Dentro de las principales ventajas que ofrece el pez cebra encontramos: un genoma
completamente secuenciado, alta fecundidad y fecundacion externa, rapido desarrollo
embrionario, corto tiempo de generacidon del organismo adulto, y por sobretodo su
transparencia éptica y facil manipulacion. Ademas, y usando este modelo vertebrado,
se han realizado numerosos proyectos de busqueda genética (genetic screens)
mediante el uso de variadas técnicas de mutagénesis. Estas han revelado la funcién
de una valiosa coleccién de genes reguladores de procesos embrionarios (desde una
célula hasta periodos larvales) y postembrionarios (desde la larva hasta el adulto)
(Patton & Zon, 2001). De manera importante, el 70-80% de los genes del pez cebra
posee un ortélogo en el humano (Howe et al. 2013; Bradford et al. 2017). Todo lo
anterior, ha posicionado al pez cebra como un amigable modelo vertebrado para
el estudio agran escala de las relaciones genotipo-fenotipo (Fuentes et al. 2018).
Esto ha permitido ampliar nuestro conocimiento del desarrollo, fisiologia y

enfermedades en humanos.

En cuanto al estudio de las ciliopatias humanas, el pez cebra constituye también una
excelente herramienta para su estudio, debido a que la gran mayoria de los tipos
celulares presentes en este organismo poseen cilios (Liu et al. 2019). Ejemplo de
aquello, es la presencia del cilio de conexion localizado entre los segmentos externos

e internos de las células fotorreceptoras de la retina, esta ultima capa del globo ocular
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presenta también enormes similitudes con la de los humanos (Figura 8), validando a
este modelo animal para el estudio de patologias retinianas y las ciliopatias en general.
De igual manera, se ha descrito que ciertos defectos de la organogénesis enmutantes
ciliares del pez cebra, han sido caracterizados mediante el uso de la tincion de
anticuerpos y la microscopia de campo claro (Malicki et al. 2011). CRISPR/Cas9 y
TALEN han sido otras dos poderosas herramientas biotecnoldgicas que se han
utilizado para el estudio de las ciliopatias humanas, ya que mediante la edicion del
genoma del pez cebra, es posible generar modelos que expresen mutaciones
genéticas relacionadas con la patologia (Huang et al. 2011; Liu et al. 2019). A la fecha,
no existe un mecanismo general para tratar de manera efectiva las ciliopatias
humanas, y su comprension se mantiene desconocida desde el punto de vista
molecular. Asi, el pez cebra emerge como organismo modelo para contribuir a
identificar y dilucidar los mecanismos moleculares que subyacen a estas complejas

patologias.

A pesar de las similitudes que presenta la cornea del pez cebra con la cornea humana
(Figuras 7B y 2B), existen algunas diferencias estructurales, como lo son el grosor
corneal, el grosor estromal y una apariencia disimil del endotelio corneal. Sin embargo,
el pez cebra emerge como un excelente sistema modelo para estudiar los mecanismos
genéticos-moleculares que subyacen el desarrollo de las enfermedadesde la cornea.
Referido a esto ultimo, Zhao y colaboradores (2006) demostraron que lacérnea en este
organismo contiene la capa de Bowman, la cual también esta presenteen humanos
(Zhao et al. 2006). Esta observaciéon es esencial para el modelamiento de ectasias
corneales, debido a que la capa de Bowman juega un papel fundamentalen la
cicatrizacion de heridas en la cérnea y se ve afectada por varios trastornos humanos
como lo son la distrofia corneal de Reis-Blcklers y el queratocono (Michael& Hogan,
1977). Por otra parte, la presencia de esta capa en la cérnea del ratén es controversial.
Por lo tanto, el hallazgo de que la capa de Bowman esta presente en el ojo del
pez cebra ofrece un fuerte argumento morfogenético de la relevancia del uso de
este modelo para el estudio de las interacciones genotipo-fenotipo asociados a

las distrofias corneales humanas.
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Figura 8. Configuracion y organizacién celular de la retina del humano y el pez cebra. En (A) y
(B) se comparan dos cortes transversales histologicos de la retina de humano y pez cebra, ambos
vertebrados presentan enormes similitudes de esta estructura, como lo son la presencia de las dos
capas plexiformes y las tres capas nucleares. Modificado de biorender.com & Richardson et al., 2016.

En esta propuesta, se pretende estudiar el rol de los genes ift80 y pnpla2 en la
funcion y mantenimiento retinal y corneal de vertebrados, respectivamente.
Como la identidad de los genes involucrados en la biologia de la retina y la
cornea es desconocida, estudiar la funcidon de estos factores permitira generar
una herramienta genético-molecular para entender su contribucién en el aparato
visual. También, servira como una prueba de concepto para futuros estudios
destinados a la busqueda de otros factores genéticos reguladores de la
estructura y funcién de la retina y la cornea en humanos y de nuevos

marcadores biologicos de las ciliopatias y la queratoconogénesis.

2. HIPOTESIS

La funcion de los genes ift80 y pnpla2 son cruciales en el mantenimiento del sistema

visual del pez cebra durante periodos post-embrionarios del desarrollo.

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el rol de ift80 y pnpla2 en la formacion del sistema visual en pez cebra

durante periodos post-embrionarios y su relacién con afecciones oculares humanas.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizacién del fenotipo mutante ift80 del pez cebra

2. Caracterizar la mutacion en el gen ift80 del pez cebra, como esta impacta en
su producto génico y en el sistema visual del pez cebra durante periodos post-
embrionarios

3. Caracterizacion in silico del gen pnpla2 del pez cebra

4. Caracterizacion in silico de la proteina Pnpla2 del pez cebra
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 ANALISIS HISTOLOGICO DEL OJO SILVESTRE Y MUTANTE

Para analizar fenotipicamente el ojo de animales silvestres y mutantes, embriones
completos de 6 dias post-fertilizacion (dpf) fueron fijados en paraformaldehido 4%
durante toda la noche a 4°C. Al siguiente dia, los animales fijados fueron lavados en
PBS 1Xy deshidratados en metanol. Posteriormente, los embriones fueron embebidos
en la resina plastica JB-4 Plus (Polysciences) y se cortaron secciones de 10 pum en un
microtomo Leica RM 2155. Adicionalmente, las secciones fueron tefidas con
Hematoxilina (Sigma), lavadas con agua destilada, tefiidas con Eosina (Polysciences),
lavadas con agua destilada y aclaradas con etanol 50%. Las secciones tenidas se
cubrieron con Permount (Fisher) y fueron montadas en cubre/porta objetos donde se

visualizaron y analizaron.

3.2 ANALISIS IN SILICO DEL GEN ift80

Con la finalidad de caracterizar molecularmente la estructura fina del gen ift80 del pez

cebra, se utilizé la base de datos ENSEMBL (https://www.ensembl.org/index.html) que

contenia las secuencias nucleotidicas codificantes (cDNA), exénicas e intronicas para
este gen. De la misma manera, se hizo uso de la misma plataforma para identificar la
mutacion sa3912. Los resultados obtenidos de este analisis fueron representados

utilizando herramientas proporcionadas por el sitio biorender (https://biorender.com/).

3.3 ANALISIS IN SILICO DEL GEN pnpla2

Con el objetivo de caracterizar molecularmente la estructura fina del gen pnpla2 del
pez cebra y otros organismos vertebrados (ratén y humano), se utilizé la base de datos
ENSEMBL (https://www.ensembl.org/index.html). Esta contenia las secuencias
nucleotidicas codificantes (cDNA), exoénicas e intronicas para este gen. Los resultados
obtenidos de este analisis fueron representados utilizando herramientas

proporcionadas por el sitio biorender (https://biorender.com/).
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3.4 MODELAMIENTO DE LA ESTRUCTURA Ift80 y Pnpla2

Para modelar la estructura 3D de estos factores, las secuencias peptidicas tanto del
gen ift80 como del gen pnpla2 se ingresaron al servidor [|-TASSER
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). De esta manera, se obtuvieron 5
modelos estructurales para la proteina Ift80 y Pnpla2. De los modelos generados se
escogieron los primeros, segun las recomendaciones que entregaba el propio
servidor. Posteriormente, se descargaron estos modelos en formato PDB y fueron
visualizados utilizando el software de acceso publico PyMol (https://pymol.org/2/). De
igual manera, la identificacion de los dominios para Ift80 y Pnpla2 estuvieron basados
en la informaciébn  proporcionada por las plataformas ENSEMBL
(https://www.ensembl.org/index.html), PFAM (https://pfam.xfam.org/) y PROSITE
(https://prosite.expasy.org/), sumado a la informacion encontrada en la literatura para la
estructura de ambas proteinas. Se utilizO una estrategia similar para generar los
modelos de las proteinas mutantes. De manera adicional, se realizd otro tipo de
analisis tanto para Ift80 como para Pnpla2. Este analisis consistio en determinar los
posibles dominios transmembranas mediante el uso del servidor
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/), la cual otorga un grafico con la lista de la
secuencia, la orientacion del N-terminal y de los aminoacidos presentes en los
dominios transmembrana, asi como también el nUmero de hélices transmembrana
predichas, numero de aminoacidos esperados en las hélices transmembrana, niumero
de aminoacidos esperados en las hélices transmembrana de los 60 primeros
aminoacidos de la proteina y la probabilidad total de que el N-terminal esté en el lado
citoplasmatico de la membrana. Estos tres tipos de resultados son presentados en la

seccion de anexos.

4. RESULTADOS

4.1 EL GEN iftB0 CONTROLA LA ADQUISICION DE LA ARQUITECTURA CELULAR DE LA
RETINA DEL PEZ CEBRA

El mutante ift80%%3°12 fue generado y aislado por el consorcio del proyecto de
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mutagénesis de genoma del pez cebra mediado por TILLING y realizado por el Sanger
Institute (https://zfin.org/ZDB-ALT-130411-2828) (Kettleborough et al. 2013). A partir
de una coleccion de fenotipos adultos mutantes que afectan periodos post-
embrionarios en el pez cebra, se aislaron mutantes que presentaban alteraciones en
la anatomia del ojo, entre estos ift805%3°12, Para caracterizar el fenotipo mutante, se
analizaron imagenes de alta resolucion provenientes de cortes histoldgicos a través

del ojo de larvas de 6 dpf.

El ojo de larvas silvestres (Figura 9A), presenta distintos tipos celulares en la retina,
gue se ensamblan y distribuyen en capas ordenadas. Cada una de estas capas fueron
visualizadas mediante tincion hematoxilina-eosina, en donde el primer colorante tifie
de color azul oscuro/purpura los nucleos celulares debido a su caracter basico. Por
otro lado, la eosina posee un caracter acido que tifie el citoplasma vy las fibras de
colageno de color rosado en diferentes grados de intensidad. Por consiguiente, cada
una de las capas presentes en la retina del pez cebra, adquirian diferentes tipos de

coloracion en base a su acidez.

La capa mas externa que encontramos en la retina del pez cebra corresponde al
epitelio pigmentario de la retina (EPR o RPE) la cual se distribuia de manera uniforme
y poseia un alto grado de pigmentacion debido a la presencia de melanosomas de
color negro. Posterior a la EPR, encontramos la capa nuclear externa (CNE), en donde
residen los fotorreceptores (conos y bastones), los cuales se encontraban
espacialmente organizados. Esta capa celular, presentaba una tincion dividida en dos
coloraciones debido a la morfologia de los fotorreceptores, tanto el segmento interno
(SI) como el externo (SE), aparecen en la retina a las 55 hpf (Schmitt & Dowling, 1999).
Ambas secciones poseian un mayor espacio citoplasmatico, motivo por el cual se
hallaban tefidos de color rosa, mientras que, los nucleos de los fotorreceptores se
encontraban tefidos de color azul oscuro producto de la naturaleza basica de la
hematoxilina. Luego, encontramos a la capa plexiforme externa (CPE), la cual
corresponde en los cortes histologicos a una delgada lamina de color rosado, que

realiza los contactos sinapticos entre las células fotorreceptoras y las células
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bipolares. Mas cercano al lente o cristalino, se encontro a la capa nuclear interna (CNI),
la cual se presentaba de manera mas extensa en comparacidon a las capas
mencionadas anteriormente, y tefiida de color azul-oscuro debido a la presencia de los
somas de las células bipolares, horizontales y amacrinas, y constituida por los cuerpos
celulares de las células gliales de Muller. Estas ultimas junto a los bastones son las
ultimas células en diferenciarse en la retina del pez cebra y los humanos (Richardson
et al. 2016). Adyacente a la CNI, y tefiida de rosado, se encontraba la capa plexiforme
interna (CPIl) que evidencia la densa complejidad de los contactos axonicos entre las
células ganglionares, amacrinas y las células presentes en la CNI. Finalmente, y
tefidas de color azul oscuro aparecen las células ganglionares (CG), las cuales se
diferencian a las 32 hpfy son una de las primeras células identificables en el desarrollo
retiniano del pez cebra (Schmitt & Dowling 1994; Gestri et al. 2011). Los axones de
esta capa de células pasan a través de la retina y forman el nervio optico. Se ha
descrito que existen por lo menos 11 tipos de células ganglionares morfolégicamente
diferentes, aunque se especula que este numero puede ser aun mayor (Mangrum et
al. 2002; Rockhill et al. 2002).

En el ojo del mutante ift80523°1? se encontré que existen severas alteraciones en la
estructura y organizacioén celular de la retina (Figura 9B). Especificamente, se encontro
la ausencia completa de la CNE, en donde residen los fotorreceptores (conosy
bastones) y la CPE. Estos resultados, indican que el gen ift80 regula aspectos
especificos de la adquisicién de la arquitectura celular de la retina y que su
producto de expresion juega un rol relevante en laformacién y/o mantenimiento

de sus tipos celulares.
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Silvestre Mutante /ft80 s23972

Figura 9. Morfologia celular y estructural del ojo del pez cebra de 6 dpf silvestre y mutante
ift80sa3912. (A) y (B) Cortes transversales a través del ojo de embriones silvestres y mutantes,
respectivamente. (C) Imagen de alto aumento (rectangulo en A) de la retina de un embrién silvestre que
muestra las distintas capas presentes en la retina del pez cebra, entre estas: el epitelio pigmentariode la
retina (EPR), segmento externo e interno (SI/SE), capa nuclear externa (CNE), capa plexiforme externa
(CPE), capa nuclear interna (CNI), capa plexiforme interna (CPI), capa de células ganglionares(CG). (D)
Imagen de alto aumento (rectangulo en B) de la retina de un embrién silvestre que muestra la ausencia
de las capas nuclear externa (CNE), capa plexiforme externa (CPE) y los segmentos externos e internos
(SE/SI) de los fotorreceptores presentes en la retina de un individuo silvestre del pez cebra.

4.2 LA MUTACION DEL GEN ift80 IMPACTA EN EL SITIO DONADOR DE SPLICING DE SU
TRANSCRITO Y GENERA UN CODON DE TERMINO PREMATURO
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La identificacion de la mutacion en el gen ift80 se realizé mediante la secuenciacion
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del exoma completo de los espermatozoides de machos mutagenizados
(Kettleborough et al. 2013). Para investigar la estructura fina del gen ift80 del pez cebra
y dilucidar el efecto de la mutacién sa3912 generada en el mismo organismo animal,
se indago en la base de datos de libre acceso de genomas vertebrados anotados
ENSEMBL (www.ensembl.org). Los resultados de este analisis indicaron que el gen
ift80 se encuentra ubicado en el cromosoma 15 y que su transcrito posee 2811 pares
de bases codificantes (Figura 10A). Este transcrito, esta constituido por 20 exones y
19 intrones, codificando para un producto proteico de 777 residuos. Un analisis a nivel
de las secuencias nucleotidicas, logré determinar que la mutacion sa3912 genero la
pérdida del sitio donador de splicing en el intrbn 16 como consecuencia de una
transversion (cambio de T a G) (Figura 10B). Lo anterior, sugiribque existirian dos
potenciales alternativas de cambios en la secuencia del transcrito generado. Primero,
la delecidn de los ultimos 55 nucledtidos del exon 16. Segundo, laretencién de 26
nucleotidos del intron 16, los cudles se adicionarian al exdn precedente (Figuras
10A,B).

Complementariamente, se realizd una caracterizacion molecular a nivel de la
secuencia aminoacidica de ambos productos génicos producidos por el alelo
ift80533%12 | os resultados indican que, para ambas alternativas se generé un tipo de
mutacion sin sentido, debido a que se alterd el marco de lectura abierto, ocasionando
de esta manera la apariciéon de un codén de término prematuro ubicado en el exén 17
(Figura 10B). A pesar de que, este coddén de término prematuro se encontraba
localizado en el mismo exén 17 para ambas alternativas, se generaron secuencias
aminoacidicas disimiles entre si. Las diferencias entre ambas alternativas comienzan
a hacerse evidentes a partir de la posicion aminoacidica 595 para la alternativa 1, en
donde se adicionarian 17 residuos nuevos, generando una proteina truncada de 611
aminoacidos (Fig 11B). Por otro lado, la consecuencia de la mutacién en la alternativa
2 mantendria 612 aminoacidos de la secuencia silvestre y se adicionarian 26 nuevos
residuos, generando una proteina truncada de 638 aminoacidos (Fig 11C).
Coincidentemente, ambas proteinas mutantes truncadas, comparten la identidad de

los ultimos 17 aminoacidos.
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En resumen, se determind que el alelo ift80523°12 codificaria para dos tipos de proteinas
truncadas (Figuras 11B,C). La primera proteina truncada codificada por el alelo
ift80533%12 estaria constituida por 611 residuos (mutante 1); mientras que la segunda
por 638 residuos (mutante 2). Paralelamente, en las proteinas mutantes 1y 2, 166 y
139 aminodacidos estarian ausentes, respectivamente. Estos aminoacidos, forman en
gran parte el comienzo de la porcién C-terminal, la cual estd conformada por ocho
estructuras a-hélice intercaladas cada una ellas por la presencia de loops y una region

distal intrinsecamente desordenada.
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Figura 10. Esquema representatlvo de Ia estructurafina deI gen ift80 S|Ivestre y del alelo mutante
ift80sa3912. (A) Estructura exonica e intronica del gen ift80, el cual consiste de 20 exones (cajas
azules) y sus 19 intrones (lineas rojas). Parte de la secuencia nucleotidica codificante se representa en
color gris, mientras que la secuencia nucleotidica intronica se representa en color blanco. En esta ultima,
el sitio donador y aceptor de splicing se destacan color verde y amarillo, respectivamente. (B) Estructura
exonica e intronica del alelo mutante ift8052%°12 que muestra la mutacidn puntual en el sitio donador de
splicing, la cual corresponde a una transversion de T por G (rectangulo en rojo). Como consecuencia
de lo anterior, se generaria un codon de termino prematuro ubicado en el exon 17 (demarcado en negro),
de igual manera, y en base a el producto de splicing se generarian las siguientesposibilidades: uno
carente de 55 pares de bases (pb) en el exdn 16 (purpura), u otro que posee una retencion de 26 pb
intrénicos entre el exon 16 y 17 (verde). Modificado de biorender.com
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4.3 LAPROTEINA Ift80 DEL PEZ CEBRA POSEE UN DOMINIO FUNCIONAL WD40
EVOLUTIVAMENTE CONSERVADO

A la fecha, la prediccion de la estructura tridimensional (3D) de la proteina Ift80 ha sido
dilucidada a partir de la secuencia aminoacidica de primates y humanos
(https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9P2H3/entry#similar_proteins). Sin embargo, un
modelo comparativo de homadlogos provenientes de organismos vertebrados inferiores
no ha sido explorado. Para determinar el fenotipo molecular del factor Ift80 del pez
cebra, se realiz6 un modelamiento in silico de su estructura 3D (Figura 12A). Los
resultados indican que la proteina silvestre consiste de una primera porcion N-terminal
y una segunda porcion C-terminal constituida principalmente por estructuras
secundarias B-plegada y a-hélice, respectivamente. Especificamente, la porcién N-
terminal contiene dos agrupaciones consecutivas de 22 y 17 estructuras de hoja -
plegada organizadas en espiral o hélice. Por otro lado, la porcion C-terminal contiene
ocho estructuras a-hélice, y en donde la region distal revel6 ser intrinsecamente

desordenada (Figura 12A).

Estructuralmente, se determin6 que el dominio funcional de la proteina Ift80 reside en
una de las dos agrupaciones de hélices B-plegada en el N-terminal, el cual presenta
alta homologia con otros dominios reportados en la literatura (Stirnimann & Petsalaki
2010; Xu & Min 2011). Lo anterior, fue confirmado explorando plataformas
bioinformaticas adicionales como PROSITE y PFAM. De igual manera, se reveld que
esta proteina no contaba con posibles dominios transmembrana (Figura 16). Eldominio
funcional identificado, se denomina WD40 o WD repeat, el cual corresponde a uno de
los mas abundantes entre los organismos eucariontes, y que también se ha descrito
en procariontes, y participa en interacciones proteina-proteina y proteina- DNA
(Stirnimann & Petsalaki et al. 2010; Xu & Min, 2011). Las repeticiones WD40 se suelen
plegar en hélices B en forma de solenoide, en donde es posible dilucidar la presencia
de “palas”, las cuales corresponden normalmente a hojas B antiparalelas decuatros
hebras que se disponen alrededor de un eje central pseudosimétrico (Li & Roberts,
2001). Estas “palas” generalmente se establecen cuando las tres hebras de la ultima

hoja forman una hoja B con la hebra exterior de la primera hoja, creando un

37


http://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9P2H3/entry#similar_proteins)
http://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9P2H3/entry#similar_proteins)

cierre de "velcro" que sirve para estabilizar la estructura, sumado a que entre las hojas

B ocurren extensas interacciones hidrofobicas (Xu & Min, 2011).

En la proteina Ift80 del pez cebra, las repeticiones WD se encontraron compuestas de
40-60 aminoacidos, y en donde los dipéptidos de glicina-histidina (G-H) estaban
presentes proximos al extremo N-terminal. Por otro lado, el par triptéfano (W)-acido
aspartico (D) se localiza al término del dominio WD40. Cabe destacar que estos
dipéptidos se encuentran conservados a lo largo de la secuencia lineal de la proteina
(Li & Roberts, 2001).

El analisis del dominio WD40 de la proteina Ift80 del pez cebra, reveld la presencia de
3 motivos claramente visibles en una de las hélices B (Figura 13A 'y 13B), este tipo de
patron resulta ser consistente con lo establecido para este tipo de motivo, salvo leves
diferencias en cuanto a la cantidad de hojas B antiparalelas que conformaba cada una

de las palas (Figura 13B).

4.4 LA REGION C-TERMINAL DEL FACTOR Ift80 ES RELEVANTE PARA SU FUNCION EN EL PEZ
CEBRA

Para investigar como el efecto de la mutacion sa3912 en el gen ift80 impacta en su
producto génico, se analiz6 la estructura 3D de las dos mutaciones predichas en la
seccion 4.2. Para el modelamiento de Ift80 mutante 1y 2 se realizé el mismo protocolo
aplicado a la proteina silvestre (Figura 11A). Los resultados indicaron que, en ambas
estructuras proteicas, mas del 78% de estas se encuentran inalteradas como
consecuencia de la mutacidén al compararla con la version silvestre (Figura 11A). Sin
embargo, ambas proteinas codificadas por alelo mutante carecerian del extremo C-

terminal (Figura 11B,C).

Juntos, los resultados del analisis in silico del fenotipo molecular de Ift80 del pez cebra
indicaron que este factor contiene el dominio de interaccion WD40 asociado a su
region N-terminal y que el extremo C-terminal de su estructura es relevante para su

funcién. Como este factor participa en la biologia del cilio, sera discutido mas adelante.
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N-terminal

Silvestre

Mutante 1 Mutante 2

Figura 11. Comparacién entre la estructura tridimensional de la proteina silvestre Ift80 y sus dos
versiones originadas por la mutaciéon en el gen. (A) Estructura de la proteina silvestre Ift80. (B)
Estructura de la proteina mutante 1 de Ift80%%°'2 carente de los ultimos 166 aminoacidos que conforman
a hélices del extremo C-terminal. (C) Estructura de la proteina mutante 2 de Ift80%23°'2 carente de los
ultimos 139 aminoacidos que conforman a hélices del extremo C-terminal. En amarillo se destacan los
nuevos aminoacidos codificados como consecuencia de un cambio en el marco de lectura causados
por la mutacion.
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A C-terminal

N-terminal Y : (WY}

B C-terminal

Dominio WD40

Figura 12. Modelo estructural tridimensional de la proteina silvestre Ift80 del pez cebra. (A) La
composicion de la estructura secundaria y plegada del factor Ift80 muestra que este consiste de dos
hélices consecutivas de hojas 8 en la region N-terminal, y de ocho conformaciones de a-hélice en la
region C-terminal. (B) Estructura de superficie molecular que muestra el dominio funcional WD40
(coloreado en purpura). Ambos modelos fueron procesados utilizando el software Pymol.

40
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Figura 13. Estructura del dominio funcional WD40 de la proteina Ift80 del pez cebra. (A) Vista
lateral del dominio WD-40, encerrado con lineas discontinuas, rotado en 90° perpendicular a la pantalla,
el cual se aprecia con mayor detalle la presencia del dominio WD40 en una de las hélices B localizada
en el N-terminal de la proteina. (B) Vista frontal del dominio WD40, la cual presenta forma de solenoide
y 3 “palas” funcionales (destacadas en purpura). Estas “palas” o motivos se encuentran conformadas
por hojas B dispuestas en forma antiparalelas. (C) Vista inferior del dominio WD40 rotado en 90°
paralelo a la pantalla. Se puede apreciar con mayor claridad la disposicion antiparalela de las hojas 8
que forman parte del dominio WD40.

4.5 EL GEN pnpla2 DEL PEZ CEBRA POSEE CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES SIMILARES A
SU HOMOLOGO EN RATON

Con la finalidad de analizar la estructura del gen pnpla2 del pez cebra, se realizé una
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comparacion de secuencias nucleotidicas con otros organismos vertebrados (raton y
humano), en la base de datos de libre acceso de genomas vertebrados anotados

ENSEMBL (www.ensembl.org). Los resultados de este analisis indicaron que el gen

pnpla2 en el pez cebra, se encuentra ubicado en el cromosoma 25y que su transcrito
posee 2935 pares de bases codificantes
(https://www.ensembl.org/Danio_rerio/Transcript/Summary?db=core;g=ENSDARG00
000089390;r=25:4541211-4574570;t=ENSDART00000129978 ). Este transcrito, esta

constituido por 9 exones y 8 intrones (Figura 14A), codificando para un producto

proteico de 486 residuos. De igual manera, se revel6 que el gen Pnpla2 en ratén se
encontraba ubicado en el cromosoma 7 y que su transcrito poseia 2625 pares de bases
codificantes
(https://www.ensembl.org/Mus_musculus/Transcript/Summary?db=core;g=ENSMUS
G00000025509;r=7:141035111-141040656;t=ENSMUST00000164016) (311 pb

menos que en pez cebra). Sin embargo, este estaba constituido por la misma cantidad

de exones (9) e intrones (8) (Figura 14B), codificando un producto proteico de 486
residuos al igual que en nuestro organismo modelo. En humanos, el gen PNPLA2
revelo ser levemente distinto a los organismos anteriormente descritos, este gen se
encontraba ubicado en el cromosoma 15, su transcrito posee 2416 pares de
bases codificantes
(https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG000
00177666;r=11:818914-825573:t=ENST00000336615 ), y estaba constituido por 10

exones y 9 intrones (Figura 14C), codificando para un producto proteico de 504

residuos.

Todos estos analisis revelaron una alta similitud estructural de este gen con sus
ortdlogos de ratébn y humanos. Lo anterior, no solamente permitié caracterizar la
estructura del gen pnpla2 en tres diferentes organismos, sino que también permitira
revelar si existe una funcionalidad compartida a nivel proteico como se describira en

la siguiente seccion.
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Figura 14. Representaciones esquematicas de la estructura del gen pnpla2 en tres diferentes
organismos vertebrados. (A) Se muestra el gen pnpla2 del pez cebra constituido por 9 exones (cajas
de color negro) y 8 intrones (lineas de color azul). Las cajas abiertas representan las secuencias
exonicas no codificantes. (B) Se representa el gen Pnpla2 de ratdn, con 9 exones (cajas en color negro)
y 8 intrones (lineas de color azul), a diferencia del organismo modelo, las secuencias exoénicas
codificantes (cajas negras) son mas extensas, |0 mismo ocurre para secuencias exonicas no
codificantes (cajas abiertas). (C) Se representa el gen PNPLA2 del humano, a diferencia de sus
predecesores, cuenta con la presencia de un exén adicional (10 exones) y la longitud de estas cajas

(color negro) son similares a las del ratén, por otra parte, la cantidad de intrones igual varia, ya que en
humanos son 9 (color azul), las secuencias no codificantes siguen el mismo patrén que las anteriores.

4.6 EL FACTOR Pnpla2 Y SU ROL COMO LIPASA ADIPOSITICA DE TRIGLICERIDOS EN EL PEZ
CEBRA

Como fue mencionado en la introduccioén, la funcién del gen PNPLA2 ha sido asociada
al EPR en mamiferos (Bullok et al. 2021). Sin embargo, si esta funcién se encuentra
conservada en nuestro modelo de estudio no ha sido investigado. En la seccién 4.5 se
reveld la naturaleza estructural del gen pnpla2 en el pez cebra y sus ortélogos en
mamiferos. Al igual que el raton, el pez cebra posee una cantidad de 9 exones, y que
codifican para un producto de 486 aminoacidos (aa) (Figura 14A). Funcionalmente, los
primeros 240 aa han sido propuestos como relevantes para su actividad

(http://www.ensembl.org/Danio rerio/Transcript/ProteinSummary?db=core;g
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=ENSDARGO00000089390;r=25:4541211-4574570;t=ENSDART00000129978).  En

paralelo, nuestros resultados indican que esta proteina posee caracteristicas

estructurales y funcionales coincidentes con lo que se ha descrito en la literatura para
su homdlogo de mamiferos (Jha et al. 2013). De manera adicional, se revel6 que esta

proteina no posee dominios transmembrana significativos (Figura 17).

En el pez cebra, el factor Pnpla2 presenta un dominio denominado “Patatin” o PNPLA
que es caracteristico de una gran familia de proteinas de almacenamiento y lipidos acil-
hidrolasas, tanto en organismos eucariontes como procariontes. Inicialmente el dominio
PNPLA fue descrito en los tuberculos de papas, motivo por el cual fue caracterizado con
este nombre. En nuestros analisis encontramos que el dominio PNPLA se encontraba
presente en nuestra proteina del pez cebra, y que este comprende desde el residuo 10
hasta el 179, préximos al N-terminal (Figura 15A). Simultaneamente, dilucidamos que
este dominio esta reportado también en los sitios PFAM y PROSITE. Por otro lado, la
region N-terminal de Pnpla2 contiene una secuencia consenso denominada GXSXG
(Gly-X-Ser-X-Gly) que abarca los residuos 45-49 para las serinaslipasas, la cual incluye
la Ser47 activa y un dominio de pliegue de hidrolasa de a/B/a, donde 3 de 4 hojas beta
se presentan de manera paralela, mientras que una de ellas se encuentra dispuesta en
forma antiparalela (Figura 15B), también dentro del mismo dominio, se encontr6 el
motivo DGA/G (166-168) que junto a la Ser47 conformaban la diada catalitica S47 y
D166 (Figura 15C). En cuanto a la region C-terminal, esta consistié de una serie de
estructuras secundarias de a-helice (13 aproximadamente), las cuales poseian rangos
variables de giros y se encontraban interrumpidas unas a otras por loops, como se

aprecia en la Figura 15B.

Lo anterior, sugiere que el factor Pnpla2 del pez cebra posee caracteristicas genéticas,
estructurales y funcionales homoélogas a su version descrita en mamiferos (ratones y
humanos). La modelacion in silico de este factor del pez cebra, logré identificar con éxito
la presencia del dominio PNPLA, su sitio catalitico y algunos motivos relevantes como
GXSXG, los cuales se encontraban igualmente definidos en la literatura para esta

proteina tanto en ratones como los humanos.

44


http://www.ensembl.org/Danio_rerio/Transcript/Protein

>

10 4549 166168 179

C-terminal

Dominio || PNPLA

N-terminal .:

486
s

SER’E(47) AE.SP(1 66)
B
C-terminal
~ \__—Dominio PNPLA
¥ \‘
1
1
1
1
| | _-Sitio catalitico
1
Motivo DGA/G !
i
\
\
\
\
1
N-terminal ,’,
C
C-terminal
___—Dominio PNPLA
Sitio catalitico
Motivo DGA/G

N-terminal

45



Figura 15. Representacion esquematica de la proteina Pnpla2 en pez cebra y sus respectivos
modelos estructurales en 3D. (A) Se representa a modo de panel la proteina Pnpla2 del pez cebra,
la cual se encuentra constituida por 486 residuos. En la seccion N-terminal se ubica el dominio PNPLA
(color amarillo), el cual abarca desde la posicion 10 hasta la 179, a su vez, este dominio cuenta con dos
regiones de importancia catalitica, la primera es la secuencia consenso denominada GXSXG (color
celeste) que engloba las posiciones 45-49 respectivamente (incluyendo a la Serd7), paralelamente, la
segunda secuencia se denomina DGA/G (color azul), la cual abarca las posiciones 166-168 incluyendo
la Asp166. En la seccién C-terminal y en color rosado se representan los aminoacidos restantes para
esta proteina. (B) Composicién de la estructura secundaria y plegada del factor Pnpla2, esta consiste
de un dominio de pliegue a/p/a, donde 3 de 4 hojas beta se presentan de manera paralela, mientras
que una de ellas se encuentra dispuesta en forma antiparalela, esta seccion coincide con el dominio
PNPLA (color amarillo) y los sitios cataliticos de la enzima (color celeste y azul). En rosado, se aprecia
la seccidén que cuenta con la mayor presencia de a-helices (13 aproximadamente), donde cada una de
ellas, se encuentra interrumpida por loops (C) Estructura de superficie molecular que muestra el dominio
funcional PNPLA (amarillo), los sitios cataliticos (celeste y azul) y el resto de la secuencia aminoacidica
(rosado). Ambos modelos (B y C) fueron procesados utilizando el software Pymol.

5. DISCUSION

El ojo es un érgano sensorial fotosensible encargado de la vision en los vertebrados
y que es estrictamente necesario para el correcto desarrollo de los organismos en su
entorno. Tanto la retina como la cérnea son estructuras que otorgan una funcionalidad
unica al globo ocular, por lo que, alteraciones en estas se traducen en un déficit de la
capacidad visual de los animales. Tanto las ciliopatias como el queratocono son dos
ejemplos claros de alteraciones en la vision de los humanos (Acosta-Ochoa et al.
2013; Marrero et al. 2011). Ambas son patologias en las cuales se desconoce en gran
parte su etiologia genética y los mecanismos que subyacen a su generacion (Song et
al. 2022; Baker & Beales, 2009). Si bien, en las ultimas décadas se han logrado
avances significativos en lo que respecta a la comprension de ambas patologias, los
estudios realizados resultan ser insuficientes en proveer una respuesta clara y certera
respecto su origen. Como consecuencia de lo anterior, en este trabajo de tesis se
pretendié seguir profundizando en su etiologia desde el punto de vista genético-
molecular, y en como dichas alteraciones generan fenotipos patolégicos. Asi, se
pretende contribuir y entender los mecanismos moleculares involucrados en estas dos

patologias relacionadas con el sentido de la vision.

El pez cebra presenta un ojo idéntico a todos los demas vertebrados, incluyendo a los
humanos (Roberts y Ellis 2001; Koppang y Bjerkas 2006). Salvo leves diferencias, la

retina del pez cebra y el humano mantienen una estructura tremendamente similar
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(Figura 3C y 3D). Por esta razon, es utilizada para la comprension de multiples
patologias visuales como se mencioné al comienzo de este trabajo. Debido a que el
pez cebra es un animal diurno, la actividad visual comienza tempranamente, alrededor
de las 72 hpf. En este punto, la estructura retiniana es anatémica y funcionalmente

equivalente a la de los seres humanos (Avanesov & Malicki 2014).

Con la finalidad de evaluar como la mutacion en el gen ift80 del pez cebra impactaba
en la estructura del 0jo, se realizé un analisis a nivel histologico del fenotipo mutante.
La técnica histoldgica que incluye la tincidn con hematoxilina-eosina contribuyd en
gran manera a revelar la arquitectura retiniana tanto del fenotipo silvestre, como la del
mutante ift80. Ambos individuos contaban con 6 dpf, por lo que, se debe descartar
cualquier tipo de sesgo en el analisis histolégico de ambos individuos, ya que se
espera que a ese periodo de tiempo la estructura retiniana se encuentre
completamente desarrollada (Easter & Nicola, 1997). De esta manera, se logro
dilucidar la ausencia de los fotorreceptores en el ojo de individuos mutantes. Lo
anterior, indica la relevancia de la funcién que posee la proteina Ift80 en el
mantenimiento de la arquitectura retiniana del pez cebra. En particular, la correcta
conservacion de la capa nuclear externa (CNE), que es la seccion donde residen
ambos tipos de células fotorreceptoras (conos y bastones). El analisis histolégico no
s6lo nos permitié explorar la ausencia de la (CNE), sino que también nos revel6 la nula
presencia de la capa plexiforme externa (CPE), la cual ha sido definida como unaregion
de conexidn sinaptica entre las células fotorreceptoras y las células bipolares. Estas
ultimas células, juegan un rol relevante en lo que respecta a la transmision de las
sefales emitidas por las células fotorreceptoras hacia la capa ganglionar (Avanesov
& Malicki 2014). Asi, aunque hubiese existido un normal funcionamiento de las células
fotorreceptoras, estas quedarian disfuncionales al no existir un nexo entre ellas y las

células ganglionares.

En lo referente a la caracterizacidon molecular del gen if80 se logré determinar que el
tipo de mutacion identificado se relaciona con una alteracién en el sitio donador
de splicing. Asi, la consecuencia de la lesidbn molecular es una interferencia con el
correcto procesamiento del ARNm de ift80, lo que generalmente se traduce en
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alteraciones de la correcta sintesis de la proteina. En nuestro caso, la transversién de
una guanina por una timina en el sitio donador de splicing del intron 16, ocasionaria
gue la maquinaria del spliceosoma tuviera que reconocer un nuevo sitio donador. La
primera opcion plausible es que esto ocurriera 55 pb rio arriba del extremo 3 de la
secuencia codificante del exon 16, mientras que la segunda opcidn era que este sitio
donador se encontrara presente 26 pb rio abajo del extremo 3" del mismo exon.
Independientemente de estas dos alternativas, estas diferencias entre los dos
productos mutantes no parecieran ser significativas a nivel estructural, ya que ambas
apuntarian directamente a una disfuncion de la proteina debido a la pérdida de su
porcién C-terminal. Lo anterior, basado en el modelo estructural generado de manera
in silico para esta proteina (esta tesis) y lo reportado en la literatura respecto a Ift80
(Moran et al. 2018), y en donde la pérdida de su funcién ha estado fuertemente
asociada a disfunciones ciliares, quistes renales, hidrocefalia, defectos en el patron de
izquierda a derecha, degeneracion retiniana, y muchas otras anomalias del desarrollo
(Lunt et al. 2009). Si bien es cierto, se reconoce a Ift80 como una proteina crucial en
el mantenimiento ciliar, también se ha reportado como un factor clave en la
proliferacion, diferenciacion y polarizacion de odontoblastos de células madre (Yuan
et al. 2019), de la misma manera que en la diferenciacion de osteoblastos (Yang &
Wang 2012).

En lo que respecta al sistema visual, los estudios realizados por Hudack y
colaboradores (2010) demostraron que la carencia de ift80 en morfantes de pez cebra,
presentaban defectos caracteristicos a la distrofia toracica asfixiante de Jeune (JATD),
la cual se caracteriza por poseer sintomas tales como: condrodisplasia, quistesrenales
y degeneracion retiniana, esta ultima estructura afectada (retina), se encontraba
alterada en los morfantes de ift80. El trabajo de Hudack y colaboradores (2010) logré
dilucidar la presencia de nucleos picnoticos y agujeros acelulares en todas las capas
celulares de la retina del morfante ift80, sumado a aquello, gran parte de los
fotorreceptores se encontraban disfuncionales. Sin embargo, se reporto la presencia
de algunos de elstos con los segmentos externos acortados y las proteinasopsinas
mal localizadas. En términos comparativos, tanto los morfantes como los

mutantes ift80 compartirian en comun la degeneraciéon de los fotorreceptores. Algo
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similar ocurre con la pérdida de funcidn de otra proteina ciliar, IFT172. Bujakowska y
colaboradores (2014), lograron demostrar que la ausencia de esta proteina conducia
a una degeneracion retiniana aislada y al sindrome de Bardet-Bied| (Bujakowska et al.
2014). De manera complementaria, Halbritter y colaboradores (2013) lograron verificar
que existe una estrecha interaccion genética entre ift172 e ift80 en el pez cebra. Ahora
bien, el como ocurre esta interaccion no esta del todo descrito (Halbritter et al. 2013).
Esto también incluye a las restantes proteinas que participan en el transporte
intraflagelar. Como consecuencia de lo anterior, nuestros resultados del estudio del
fenotipo mutante, junto con los analisis realizados de manera in silico para Ift80 del
pez cebra, constituyen un nuevo antecedente en lo que refiere a una pérdida funcional
de esta proteina, y la comprension del mecanismo que regula. De manera analoga, los
analisis realizados a nivel histologico del fenotipo mutante revelaron que tanto el
segmento interno como externo de los fotorreceptores no se encontraban presentes
en el ojo del pez cebra. Lo anterior, permite proponer a la regiéon C-terminal de Ift80
como participante de algun tipo de interaccion critica y necesaria para una correcta
ciliogénesis y mantenimiento del segmento externo de los fotorreceptores. Si bien, el
dominio WD40 parece inalterado en la condicibn mutante, resultaria novedoso
investigar si este dominio interacciona junto a la porcion faltante del C-terminal de
nuestra proteina. De la misma forma, conocer como este dominio se relaciona junto a
otras proteinas intraflagelares o elementos que son transportados dentro del cilio
resultaria esclarecedor. El dominio WD40 se encuentra diversificado mayoritariamente
en los eucariotas, aunque también existen algunos reportes de su presencia en los
organismos procariotas (Janda et al. 1996; Hu et al. 2018). Las repeticiones WD40 se
suelen plegar en hélices B en forma de solenoide, en donde es posible dilucidar la
presencia de “palas”, las cuales corresponden normalmente a hojas 8 antiparalelas de
cuatros hebras que se disponen alrededor de un eje central pseudosimétrico (Li &
Roberts 2001). Estas “palas” generalmente se forman cuando las tres hebras de la
ultima hoja forman una hoja B con la hebra exterior de la primera, creando un cierre de
"velcro" que sirve para estabilizar la estructura, sumado a que entre las hojas B ocurren
extensas interacciones hidrofébicas (Xu & Min, 2011). Todas estas descripciones que
han sido reportadas en la literatura, y son consistentes con lo obtenido en nuestro

modelo in silico, exceptuando algunas diferencias como lo son el
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numero de motivos y la cantidad de hebras que contenia cada una de estas palas, en

nuestro modelo son 3 precisamente.

Complementariamente, las funciones del dominio WD40 son amplias y no existe
alguna funcion o interaccidn comun que lo defina. Por otro lado, algunas funciones
reportadas para este dominio incluyen la transduccion de sefales, el procesamiento
del ARN, la regulacién génica, el trafico vesicular y el ensamblaje del citoesqueleto
(Jain & Pandey 2018). Esta ultima funcion estd intimamente relacionada con el
transporte intraflagelar, debido a que gran parte de la participacion del dominio WD40
estd ligada a la unién de diversas estructuras citoesqueléticas como lo son la union a
los microtubulos, los filamentos de actina y las dineinas (Kannan et al. 2017). También,
se ha reportado una amplia gama de proteinas que contienen el dominio WD40 en el
pez cebra (Afza et al. 2022). Recientemente, Afza y colaboradores (2022)identificaron
y analizaron todo el genoma del pez cebra en busqueda de proteinas quecontaban con
la presencia de este dominio, encontrandose un total de 251 proteinas que poseian la
presencia de WD40 (Afza et al. 2022). Dentro de estas, al menos tres proteinas
intraflagelares (Ift172, Ift140, Ift80) fueron identificadas en este estudio, excluyendo
ademas a las proteinas asociadas a motores moleculares. Lo anterior apoya la
relevancia funcional que esta cumpliendo WD40 en el transporte intraflagelar,debido a
que gran parte de este dominio esta participando como andamio de interaccion, ya
que facilita el correcto ensamblaje de complejos multiproteicos (Kannan et al. 2017).
Si bien, nuestros resultados se limitan a detallar como WDA40 interactuia con los otros
complejos proteicos dentro del cilio, podemos deducir que surelevancia se vuelve
necesaria a la hora del correcto funcionamiento del transporte intraflagelar.
Presumiblemente, parte de este dominio esta interaccionando con productos
necesarios para el crecimiento ciliar como lo es la tubulina y de la misma forma con
los motores moleculares que transportan estos productos (Boubakri 2016).De igual
manera, se ha visto que existe una estrecha relacién molecular entre las proteinas que
conforman el complejo B. En este sentido, Taschner y colaboradores (2018), lograron
demostrar la relacion existente entre IFT80 e IFT38, ya que IFT80 presenta dos hélices
B N-terminales (incluyendo el dominio WD40) seguidas de una extension helicoidal a

(Taschner et al. 2018). Asi, se logro dilucidar que una de las
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hélices B del extremo N-terminal (que incluyen al dominio WD40) une IFT80 al
complejo de trenes IFT-B a través de IFT38, mientras que la segunda hélice B y la
porcién C-terminal dan como resultado la homodimerizacién de IFT80 (Taschner et al.
2018). En un trabajo anterior de Taschner y colaboradores (2016) se logré6 comprobar
que IFT80 interaccionaba con otra proteina intraflagelar (IFT54/20), la cual requeria
la extension del C-terminal de IFT80 (Taschner. 2016). En nuestro conocimiento, estos
han sido los unicos trabajos que han revelado la compleja interaccion detras deestas
proteinas intraflagelares. Frente aquello, se sugieren estudios adicionales, talescomo
el mapeo de interacciones proteina-proteina, que identifiquen y revelen si es que existe
una interaccién molecular diferente del dominio WD40 y la porcién C- terminal de Ift80

en el pez cebra.

En cuanto a la caracterizacion in silico de nuestra proteina Pnpla2 del pez cebra,
identificamos la presencia del dominio PNPLA, su sitio catalitico y algunos motivos
relevantes para esta proteina. Como se menciond en los resultados, el dominio PNPLA
se encuentra fuertemente asociado con el metabolismo de los lipidos y la sefalizacion
de estos mismos. Diversos estudios, han avalado la relevancia funcionalque el dominio
PNPLA presenta en lo que refiere a la homeostasis lipidica y energéticaen gran parte
de los vertebrados (Baulande & Langlois 2010; Kienesberger et al. 2009). Debido a su
actividad hidrolasa, el dominio PNPLA juega un rol directo en escindir gran parte los
triacilgliceroles, los fosfolipidos y los ésteres de retinol, por lo que, su especificidad es
diversa para este tipo de moléculas. Esta escisidon, que realizael dominio PNPLA, es
llevada a cabo por una diada catalitica de Ser-Asp o también denominada a veces
Ser47, la cual se encuentra conservada en gran parte de los vertebrados (Figura 20).
Se ha observado de igual forma, que la region N-terminal donde se encuentra este
dominio, presenta una secuencia consenso conservada denominada como GXSXG 'y
que coincidentemente se encuentra ubicada en el sitio catalitico que contiene a la
Ser47 de nuestro dominio PNPLA (Zechner et al. 2005). Adicionalmente, se ha
encontrado que la proteina PNPLA2 presenta un motivo DGA/Gubicado en la porcion
C-terminal, y que abarca desde el residuo 166 hasta el 168 (Saarela, 2008). Este
motivo, cuenta con la presencia de la Asp166 la cual forma parte
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de la diada catalitica anteriormente descrita. En este sentido, el dominio PNPLA de
esta proteina ha mostrado una relevancia critica en lo que respecta a ciertos procesos
del metabolismo de los lipidos, y sus alteraciones se traducen en la aparicion de
enfermedades humanas como la miopatia (Fisher et al. 2007; Akiyama et al. 2007). En
el pez cebra, la alteracion de la proteina Pnpla2 o ATGL tiene consecuencias similares
a los descrito anteriormente (Han et al. 2021). Por ejemplo, Han y colaborades (2021)
describieron que mutaciones en el gen atgl, ocasionan severas alteraciones en la
homeostasis energética, de tal manera que, su inhibicion causa la pérdida en la
produccion de energia de origen lipidico, y que no puede ser compensada por otras
enzimas (Han et al. 2021). Como consecuencia de lo anterior, la literatura describe el
rol critico que cumple la proteina ATGL tanto en organismos humanos como en el pez
cebra y sus serias consecuencias en el metabolismo de loslipidos. Sin embargo, la
funcionalidad reportada y asociada para este gen en lo que respecta a enfermedades
oculares es nula. Por esta razon, una proyeccidbn a este trabajo es alterar la
funcionalidad de este gen, mediante el uso del sistema CRISPR/Cas9 en pez cebra,
lo cual resulta innovador y persigue el objetivo de asociarle un papel crucial a pnpla2
en el correcto mantenimiento del tejido corneal envertebrados. Lo anterior, se propone
en base a la literatura descrita para alteracionescorneales como lo son el queratocono.
Una prueba de aquello ha sido la hipotesis encascada propuesta por Kenney y Brown
(2003), la cual establece que las cérneas conqueratocono poseen enzimas alteradas
o defectuosas en las vias de peroxidacion lipidica y/o 6xido nitrico, lo cual conduce a
dafio oxidativo. Esta acumulacién de subproductos citotdxicos oxidativos provoca una
alteracion de varias proteinas del tejido corneal, ocasionando una cascada de eventos
como lo son apoptosis, rutas de sefalizacion alteradas, actividades enzimaticas
aumentadas, entre otras alteraciones(Kenney & Brown 2003). En paralelo (aunque no
relacionada directamente con el queratocono), Ventura y colaboradores (2008),
reportaron que ciertas hiperlipoproteinemias estan asociadas con el arco senil en
pacientes jovenes (Venturaet al. 2008). Estas alteraciones estan conformadas por
depdsitos de colesterol y fosfolipidos entre las membranas de Bowman y Descemet
en el tejido corneal.Consecuentemente, todas estas alteraciones lipidicas reportadas
apoyan la idea de dilucidar el rol de pnpla2 en este tejido. Sin embargo, nuestros

resultados solo se
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limitan a especular el rol que juega este gen a nivel multisistémico para luego
extrapolarlo hacia las afecciones oculares como lo son el queratocono. Por lo que se
sugiere llevar a cabo estudios genético-moleculares que permitan esclarecer de
manera mas especifica las alteraciones estructurales del tejido corneal. . Un analisis
de la expresion de este gen en el tejido ocular, constituye el primer paso para el disefio
de estrategias que permitan estudiar su funciéon en el sistema visual, como la

anteriormente descrita y basada en el sistema CRISPR/Cas9.

CONCLUSION

El pez cebra representa un excelente modelo animal para estudiar enfermedades
oculares, debido a sus enormes similitudes estructurales que presenta con el ojo
humano. De igual manera, la cantidad de genes ortdlogos que posee este organismo
en relacién con el humano es alta, lo que apoya aun mas su uso en establecer
relaciones genotipo-fenotipo. En esta tesis, se intentd abordar desde el punto de vista
genético-molecular el rol de dos genes, ift80 y pnpla2, asociados con enfermedades
oculares, las ciliopatias y el queratocono, respectivamente. Ambas patologias
comparten el hecho de tener una etiologia genética desconocida y compleja, por lo
que, abordarlas desde la genética resultaria esclarecedor. Nuestros resultados
lograron caracterizar y establecer de manera exitosa una estrecha correlacion
genotipo-fenotipo en uno de estos dos genes (ift80). Su presencia durante la evolucion
ha demostrado un rol crucial de este factor en lo que refiere al mantenimiento visual
de los vertebrados. Si bien, el modelamiento in silico de la proteina Ift80 nos ayudo a
comprender su funcion a nivel molecular, en especial con la relevancia que juega la
region C-terminal de la proteina, este tipo de analisis tuvo sus limitantes, como el
dilucidar las interacciones proteina-proteina, o el como interacciona la region C-
terminal con el dominio WD40. Resulta tentador especular que este tipo de interaccion
es crucial. Sin embargo, se necesitaran analisis posteriores que confirmen esta

afirmacion.

Por otra parte, el rol del gen pnpla2 sélo se caracterizé a nivel molecular, pero no

mediante el estudio de un fenotipo mutante. La alta similitud estructural que Pnpla2
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presentd con sus ortdlogos de raton y humanos, logro revelar la funcionalidad
compartida que presentaba esta proteina, en donde, se logrd dilucidar con éxito el
dominio PNPLA, su sitio catalitico (compuesto por la diada catalitica de Ser-Asp) y
algunos motivos relevantes como lo fueron GXSXG. Lo anterior, fue complementado
en base al modelo generado de manera in silico para esta proteina, la cual, a su vez,

permitié caracterizar de manera mas integral la estructura de este factor.

Una prediccion de la funcion de pnpla2 en el pez cebra demostrd estar relacionada
con el metabolismo de lipidos, fosfolipidos, la fosforilacion de proteinas y la biosintesis
de glicerofosfolipidos. El rol critico de este factor se ha visto implicado en severas
alteraciones en la homeostasis energética, de tal manera que, su inhibicion causa la
pérdida en la produccién de energia de origen lipidico, sin que pueda existir la
compensacién de otras enzimas. A pesar de aquello, y el extenso conocimiento
reportado para este gen, no existen asociaciones directas que lo impliquen como el
causante de patologias corneales, por lo que, la generacidén de un modelo mutante del
gen pnpla2 mediante el uso del sistema CRISPR/Cas9 en el pez cebra, resultaria
innovador en el sentido de perseguir el objetivo de asociarle un papel crucial a pnpla2

en el correcto mantenimiento del tejido corneal en vertebrados.

54



ANEXOS

Dominios transmembrana de ift80

TMHMM posterior probabilities for tr|F1QXI6|F1QXIE,ANRE
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Figura 16. Anélisis de posibles dominios transmembrana de Ift80 del pez cebra.

Serepresenta de manera graficalos posibles dominios transmembrana de Ift80. En el eje de las abscisas
se representan los residuos de la proteina (777), por otra parte, en el eje de las ordenadas se representa
la probabilidad de que existan sitios transmembrana. En morado se representan los sitios
transmembrana de la proteina, en esta ocasion fueron nulos. Por otra parte, en color morado y celeste,
se representan los sitios dentro y fuera de la membrana respectivamente.

Dominios transmembrana de pnpla2

TMHMM posterior probabilities for tr|E7FGNS|E7TFGNB,ANRE
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Figura 17. Andlisis de posibles dominios transmembrana de Pnpla2 del pez cebra.Representacion
esquematica de los posibles dominios transmembrana de Pnpla2. En el eje de las abscisas se
representan los residuos de la proteina (486). Por otro lado, en el eje de las ordenadas se

95



representa la probabilidad de que existan sitios transmembrana. Las lineas de color celeste y amarillas
del grafico representan la probabilidad real de que una posicién en particular esté dentro, fuera o en el
dominio transmembrana, mientras que, por otro lado las lineas continuas representan una probabilidad
general de que la posicion esté dentro/fuera o en el dominio transmembrana. En el grafico, la
probabilidad de que estas posiciones estén fuera (outside) para los primeros 60 aminoacidos oscila
entre 0,8-1, donde 1 es considerado un valor significativo para las tres posiciones, de la misma manera,
la probabilidad de que estas posiciones estén dentro (inside) para los primeros 60 aminoacidos oscila
entre 0,19-0,28, y para que se encuentre en el dominio transmembrana oscila entre 0,43-0,24. Por lo
tanto, se deduce que gran parte de esta proteina no posee dominios transmembranas significativos.

Especies Dominio PNPLA (residuos 40-50)
47

Pez cebra (Danio rerio) ARHIYGA[S|AGA

Humano (Homo sapiens) ATHIYGA|SAGA

Bovino (Bos taurus) ATHIYGASIAGA

Raton (Mus musculus) ATHIYGA[SAGA

Figura 18. Analisis de la conservacion de la Ser47 en organismos vertebrados. Se muestra de
manera esquematica la conservacion del residuo serina 47 (Ser47) en diferentes organismos
vertebrados. Este residuo se encuentra conservado en las 4 especies analizadas (pez cebra, humano,
bovino y ratén). La secuencia alineada abarca desde la posicién aminoacidica 40 hasta la posicién 50
en las cuatro especies analizadas anteriormente.
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