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Resumen

La retinosis pigmentaria (RP) es un grupo clinico y genéticamente heterogéneo de
trastornos de la retina hereditarios caracterizados por una disfuncion progresiva difusa de
fotorreceptores predominantemente baston, con la posterior degeneracion de
fotorreceptores de cono y epitelio pigmentario retiniano. La discapacidad visual
generalmente se manifiesta como ceguera nocturna y pérdida progresiva del campo
visual. Su prevalencia es de 1:3000 a 1:5000. La RP puede verse de forma aislada (RP

tipica) o en asociacion con enfermedad sistémica.

El presente trabajo se enfoca en la RP tipica con una breve mencion de tipos de
RP raros pero con posibles opciones terapéuticas y las diferentes formas de abordarlas.
Existe una variacion considerable en la gravedad clinica de estas afecciones; El
tratamiento actual de la RP incluye un intento de desacelerar el proceso degenerativo a
través de terapias. Las terapias novedosas incluyen el uso de terapia génica a medida,

trasplante de células madre o tratamiento de neuroproteccion.

Se han explorado muchos tratamientos sin beneficio comprobado para las formas
aisladas de RP. Estos incluyen varias vitaminas y minerales, vasodilatadores, terapia de
tejidos con extracto placentario, cortisona, simpatectomia cervical, inyecciones de un
hidrolizado, factor de transferencia, dimetilsulféxido, ozono, trasplantes musculares e
inyecciones subretinianas de células retinianas fetales. A pesar de estos avances, no existe

un tratamiento efectivo disponible en la actualidad

Tras una revision de la literatura actual exhaustiva se ha podido concluir que los
recientes avances en la terapia génica y la tecnologia de células madre han posicionado
el campo al borde de lo que muchos creen que serd un gran avance en la estrategia
terapéutica. La tecnologia de protesis retiniana ha permitido restaurar la vista a los 0jos
completamente ciegos "sin percepcién de luz", una hazafia que hace poco tiempo se veia

como imposible.

La terapia génica basada en lineas de células madre especificas del paciente y la
edicion in vivo de genes pueden convertirse en las principales direcciones de la terapia
basada en células y la terapia génica. Se espera que las células fotorreceptoras artificiales

basadas en aproximaciones optogenéticas compitan con los implantes protésicos.



Palabras clave: retinitis pigmentosa, opsinas microbianas, tratamiento,

optogenética.



Abreviaturas

AAV Vectores virales adenoasociados

BDNF | Factor neurotréfico derivado del cerebro
ChR2 Channelrhodopsin-2

CNTF | Factor neurotrofico ciliar

DHA Acido docosahexaenoico

EPR Epitelio pigmentario de la retina

ESC Células madre derivadas de embriones
FCF Factor de crecimiento derivado de fibroblastos
FGF Factor de crecimiento de fibroblastos
HPSC | Células madre hematopoyéticas

IPSC Células madre pluripotentes inducidas
MSC Células madre mesenquimales

NFG Factor de crecimiento nervioso

NpHR | Halorodopsina

RP Retinisis Pigmentaria

RPE Epitelio pigmentario de la retina




1. Introduccion

La retinosis pigmentaria (RP) se refiere a un grupo diverso de enfermedades
hereditarias progresivas que conducen a ceguera incurable y que se estima que afectan a
aproximadamente dos millones de personas en todo el mundo!. La RP cominmente
comienza con ceguera nocturna en adultos jovenes, lo que refleja la degeneracion
temprana de los células fotorreceptores baston altamente sensibles. Esto es seguido por
una disminucion progresiva de la vision central a la luz del dia, debido a la pérdida de la
funcién de los células fotorreceptores cono menos sensibles. Se han demostrado
mutaciones en mas de 44 genes en diferentes formas de RP,? pero en aproximadamente
el 50% de los casos la mutacion adn no se ha identificado. La mayoria de los genes
causantes de RP conocidos se expresan en bastones y, en tales casos, se cree que la
degeneracion de conos es una consecuencia secundaria de la muerte de los bastones*. No
hay cura para la RP, pero existen varios enfoques para el tratamiento de formas
particulares de RP que se encuentran en la fase de ensayos clinicos, y es probable que

otros se introduzcan pronto®.

Estos enfoques se pueden dividir en tres grupos. Primero, la suplementacion de
genes® es conceptualmente simple y una estrategia atractiva si, como es el caso en la
mayoria de las formas recesivas de RP, la enfermedad se debe a mutaciones de pérdida
de funcidn. El progreso en el desarrollo de la terapia génica para una forma de amaurosis
congénita de Leber causada por defectos en el gen especifico del epitelio pigmentario de
la retina, RPE65, no solo ha ofrecido esperanza a los pacientes con esta enfermedad, sino
que también ha aumentado la confianza general en las estrategias de terapia génica para
los trastornos de la retina. demostrando la seguridad y la eficacia de los vectores virales

AAYV después de la administracion intraocular en humanos’2.

Como la suplementacion de genes solo se puede aplicar cuando el tipo de célula
que expresa el gen todavia esta vivo, el diagndstico temprano y la terapia génica en la
infancia pueden ser necesarios en el caso de los genes especificos de bastones mas
comunes. La suplementacion genética es mas complicada en formas dominantes de RP
12 donde la mutacion induce una via toxica o en RP recesiva, si el gen excede la capacidad
de empaquetamiento de los vectores virales que son adecuados para su uso en humanos.

Sin embargo, cuando es posible, la suplementacion genética es la forma mas obvia y



probablemente la mas efectiva para restaurar la funcion. Un segundo enfoque es disminuir
la degeneraciéon de los fotorreceptores y, por lo tanto, retrasar la progresion de la

enfermedad®® 4,

Finalmente, hay una serie de enfoques que no interfieren con la progresion
intrinseca de la enfermedad, sino que intentan restaurar la fotosensibilidad creando
nuevos fotosensores y acoplandolos a los circuitos retinianos restantes. Los pacientes que
son legalmente ciegos son la poblacion objetivo clave de estas terapias. Se investigan tres
estrategias diferentes: (1) la implantacion de fotorreceptores diferenciados o no
diferenciados?®, (2) implantes retinianos electronicos®®, y (3) el tema de esta revision, los
llamados enfoques 'optogenéticos','’ que utilizan sensores de luz codificados

genéticamente para hacer que las células respondan de nuevo a la luz*®,

El éxito de los enfoques de implantacion celular depende de la formacion de
sinapsis funcionales entre los fotorreceptores implantados y las células bipolares
enddgenas, y del epitelio funcional del pigmento retiniano para suministrar
fotorreceptores con 11-cis-retinal. Los implantes retinianos electronicos y los enfoques
optogenéticos son similares en el sentido de que la luz es capturada por un fotosensor
artificial y la corriente generada se usa para estimular las células retinianas dentro del
circuito retiniano restante. La diferencia clave entre estas dos técnicas radica en la forma
en que la corriente generada por la luz estimula las células. En el caso de los implantes
electronicos, la corriente se distribuye extracelularmente y activa las células en funcion
de la proximidad y otros pardmetros fisicos. Los implantes retinianos validaron la
posibilidad de reactivar los circuitos retinianos para restaurar cierta percepcion visual.

Algunos pacientes con gran deficiencia visual pueden leer letras e incluso palabras®®.

En los enfoques optogenéticos, un sensor de luz codificado genéticamente se
encuentra en la membrana de una célula retiniana. La corriente generada fluye a través de
la membrana celular y, por lo tanto, activa o inactiva esa célula particular. El aspecto
critico de los enfoques optogenéticos es que los sensores de luz se pueden dirigir
genéticamente a diferentes tipos de células de la retina y, por lo tanto, pueden
proporcionar una actividad de la retina estimulada artificialmente que estd mas cerca de
la actividad normal de los circuitos de la retina. Los enfoques optogenéticos estan solo en

la fase de ensayos preclinicos. Esta revision se centra en los avances en la estimulacion



optogenética de los circuitos retinianos en la RP y discute los desafios de hacer avanzar

esta tecnologia hacia su aplicacion clinica.

2. RP

2.1.Sintomas y signos

La RP es la degeneracion hereditaria progresiva hereditaria mas comun que causa
ceguera. Se caracteriza por una funcion inicial y severamente deteriorada de los bastones
seguida por la degeneracion en la funcionalidad de los conos. Tanto la funcién de los
bastones como la de los conos pueden verse gravemente afectadas o ser indetectables en
las etapas avanzadas (con mayor frecuencia incluso a una edad temprana). Las
manifestaciones clinicas incluyen ceguera nocturna, constriccién progresiva de los
campos visuales, agudeza visual gradualmente reducida y cambio degenerativo del fondo
de ojo. EIl examen funduscopico generalmente revela discos palidos cerosos, atenuacion

de las arterias retinianas y degeneracion retiniana®® 2°, (Figura. 1)

La degeneracion retiniana ocurre inicialmente y mas significativamente en la
region periférica media del fondo del ojo, mostrando un cambio degenerativo similar a
una alfombra en la pigmentacion tipica de la espicula 6sea. Aunque la pigmentacién de
la espicula dsea se describe con frecuencia como un signo tipico de retinitis pigmentosa,
algunos pacientes solo presentan un cambio similar a una alfombra apenas reconocible,
especialmente aquellos pacientes en la etapa temprana de la enfermedad. La degeneracién
macular generalmente se observa en la etapa tardia de la enfermedad, pero se observa con

mayor frecuencia en pacientes con RP autosomica recesiva®2,

La expresion variable en los cambios de fondo puede estar presente en diferentes
pacientes por diferentes causas, en diferentes pacientes causados por mutaciones en el
mismo gen, en diferentes pacientes de la misma familia, y probablemente incluso en
diferentes ojos del mismo paciente. Asi, la RP ocurre principalmente sola como una forma
no sindrémica, mientras que en una pequefia fraccion de casos puede desarrollarse en
asociacion con otras enfermedades oculares o sistémicas como una forma sindrémica®. El
sintoma inicial puede notarse desde la primera infancia hasta la edad adulta tardia. En
casos raros, la enfermedad en etapas tardias puede ser dificil de diferenciar de otras

enfermedades®?.



También es posible que la RP de inicio temprano muestre signos y sintomas
superpuestos con la amaurosis congénita de Leber™®. A veces, se pueden observar
cambios degenerativos de la retina en nifios sin ningdn sintoma. La evaluacion sistémica
del fondo de ojo, especialmente la region periférica media, proporciona pistas utiles para
el diagnaostico inicial, mientras que la electroretinografia generalmente ayuda a confirmar
el diagndstico. Otros tipos de examen, como la tomografia de coherencia 6ptica y la
angiografia con fluoresceina del fondo de ojo, pueden no ser necesarios para el

diagndstico clinico de rutina’.

Normal retina Retinitis pigmentosa
Fnednch Miescher Instifute for Biomedical Research

Fig.1: Retina normal y retina afectada RP

2.2.Herencia

La RP puede transmitirse con un patrén genético autosomico dominante (30% a
40% de los casos), autosémico recesivo (50 a 60% de los casos) o rasgo ligado al
cromosoma X (5 a 15% de los casos)®. En algunos casos, se han descrito formas
mitocondriales o digénicas®’. Aunque los casos esporadicos o tnicos de RP son los mas
frecuentes clinicamente, la enfermedad puede transmitirse como cualquiera de esas

formas dependiendo de las mutaciones y genes®.

En casos raros, la enfermedad dominante en realidad puede pertenecer a un rasgo
recesivo 0 un rasgo ligado a X, mientras que la enfermedad en un estado que parece ser
autosdmico recesivo en realidad puede ser causada por una mutacion dominante debido
al mosaicismo somatico®. Por lo tanto, el asesoramiento genético debe combinar

cuidadosamente la informacién geneal6gica con el analisis de mutaciones sistémicas.
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2.3.Genes y mutaciones

Desde el descubrimiento del primer gen responsable de la RP en 1990, se ha
informado que mutaciones en al menos 79 genes son responsables de la enfermedad
(Tabla 1).

Tabla 1: Genesy loci para la retinitis pigmentosa

Categoria de la Loci mapeados (no  Genes mapeados e identificados

enfermedad identificados)

RP, autosdmica RP63 BEST1, CA4, CRX, FSCN2, GUCA1B, HK1,
dominante IMPDH1, KLHL7, NR2E3, NRL, OR2W3, PRPF3,

PRPF4, PRPF6, PRPF8, PRPF31, PRPH2, RDH12,
RHO, ROMI1, RP1, RP9, RPE65, SEMA4A,
SNRNP200, SPP2, TOPORS

RP, autosémica RP22, RP29, RP32 ABCA4, ARL6, ARL2BP, BBS1, BBS2, BESTI1,

recesiva C2orf71, C8orf37, CERKL, CLRN1, CNGA1,
CNGB1, CRB1, CYP4V2, DHDDS, DHX38, EMC1,
EYS, FAM161A, GPR125, HGSNAT, IDH3B,
IFT140, IFT172, IMPG2, KIAA1549, KIZ, LRAT,
MAK, MERTK, MVK, NEK2, NEUROD1, NR2E3,
NRL, PDE6A, PDE6B, PDE6G, PRCD, PROMI1,
RBP3, RGR, RHO, RLBP1, RP1, RP1L1, RPE®65,
SAG, SLC7A14, SPATAT7, TTCS8, TULP1, USH2A,
ZNF408, ZNF513

Retinitis pigmentosa, = RP6, RP24, RP34 OFD1, RP2, RPGR
ligada al cromosoma
X

Fuente: https://sph.uth.edu/retnet/sum-dis.htm#A-genes

Las proporciones de mutaciones para genes individuales pueden diferir
ligeramente en diferentes poblaciones étnicas, pero los genes principales que contribuyen
a la RP son similares. El analisis sistémico de todos estos genes puede identificar
mutaciones en aproximadamente el 60% de las familias® 1°°, Aproximadamente dos
tercios de las mutaciones se encuentran en los 7 genes principales, como CYP4V2, RHO,
USH2A, RPGR, CRB1, RP2 y CHM.

Para que un gen se confirme como responsable de la RP debe verificarse a nivel
familiar, ya que no todas las mutaciones registradas son realmente causales. La aclaracion
adicional del papel de estos genes y sus variantes en la RP se basa en gran medida en el

analisis de secuenciacion sistémica de todos estos genes en diferentes poblaciones,
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incluidos pacientes y controles, junto con un cuidadoso anlisis de genotipo-fenotipo?22,
Se espera que los datos generados por la secuenciacion tanto del exoma como del genoma
completos en los proximos afios sean de gran ayuda para definir las mutaciones causales
de las variantes benignas. El estudio funcional de las variantes in vitro puede proporcionar
pistas Utiles para comprender la patogénesis de una mutacion, pero puede que no siempre

nos dé la respuesta correcta?®.

Los modelos animales transgénicos proporcionan una herramienta valiosa no solo
para confirmar el papel causal de una mutacién sino también para dilucidar la
fisiopatologia de la enfermedad. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que la misma
mutacion puede conducir a diferentes fenotipos entre ratones y seres humanos.?* La
identificacion de una mutacién en un paciente proporciona no solo un marcador confiable
para el diagnostico genético y el asesoramiento genético firme, sino también un objetivo
claro para el gen futuro basada en la terapia. La evaluacion cuidadosa de los datos clinicos
y el estudio de seguimiento pueden enriquecer la comprension de la enfermedad sobre la
base de genes individuales y, por lo tanto, establecer criterios para la reclasificacion de la

enfermedad basada en genes en el futuro.
2.4.De la mutacion en la proteina a la degeneracion retiniana

La pérdida de fotorreceptores en la RP se considera mediada por la apoptosis?®,
pero los mecanismos precisos desde la activacion de esta via hasta la pérdida celular ain
no se han definido de manera inequivoca. Comprender cdmo una mutacion conduce a la
pérdida de fotorreceptores es fundamental para desarrollar posibles terapias. Los analisis
de mutaciones individuales en diferentes genes que afectan a los diferentes factores,
pueden estar involucrados en el progreso de una mutacion hacia la pérdida de
fotorreceptores, como respuesta al mal plegado de proteinas y al estrés del reticulo
endoplasmico®®?’, en su localizacion anormal o trafico de proteinas relacionadas®®?°

fagocitosis defectuosa®, activacion de Bax,*! y estrés oxidativo®,

Sin embargo, este tipo de cambios pueden verse en otras formas de enfermedades.
Es razonable suponer que una o varias vias unicas pueden mediar el desarrollo de la RP
porque la enfermedad sola podria ser causada por mutaciones en varios genes expresados
universalmente. Ademas, algunas de las vias Unicas pueden ser comunes en algin nivel

porgue la misma enfermedad podria ser causada por una gran cantidad de mutaciones en
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al menos 79 genes, que codifican proteinas involucradas en diferentes compartimentos

estructurales o funcionales de las células baston®.

En el futuro, el anélisis comparativo sistematico de transcriptomas3438, basado en
diferentes modelos animales y iPSC especificos del paciente®®, puede proporcionar una
idea para comprender las vias comunes y las moléculas clave asociadas que median las
diferentes mutaciones que conducen a la muerte celular de los fotorreceptores, pudiendo
asi revelar, por lo tanto, objetivos potenciales para intervencion terapéutica en RP.

2.5.Factores que afectan potencialmente el progreso de la enfermedad

Evitar la exposicion a la luz intensa, un comportamiento de lectura adecuado, un
estilo de vida diario saludable y una dieta equilibrada pueden considerarse factores
beneficiosos. Hasta ahora, la revision sistematica de ensayos clinicos aleatorios no
encontré evidencia clara para apoyar la efectividad del tratamiento médico en la
prevencion de la progresion de la RP, incluida la terapia con vitamina A, aceite de pescado
(&cido docosahexaenoico), acido valproico, suministro de oxigeno hiperbérico, tartrato
de brimonidina tdpico, ganglidsidos, luteina, nilvadipino oral o factor neurotréfico

ciliart1149,

Por el contrario, otros estudios informaron que el factor neurotrofico ciliar, el
factor neurotréfico derivado de la linea celular glial y el factor neurotrofico derivado del
cerebro mostraron proteccién contra la degeneracion de los fotorreceptores en un ratén

transgénico modelo de RP* 2641,

Ademas, la sobreexpresion de histona desacetilasa 4 o su dominio N-terminal
corto preserva los fotorreceptores y restaura la funcion visual en ratones rd1*2. Otros
tratamientos farmacolégicos potenciales pueden prevenir el estrés oxidativo, factores
antiapoptéticos, mejorando el plegamiento correcto de proteinas y disminucion del estrés
del reticulo endoplasmico. Sin embargo, no se espera que ningn método Unico prevenga
con éxito la pérdida de fotorreceptores®®, y ninguno de estos tratamientos potenciales se

ha utilizado como procedimiento de rutina en la préctica clinica.
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3. Optogenética

Optogenética es el nombre colectivo de la tecnologia relacionada con el control
de eventos bioldgicos por estimulacion 6ptica**. Se descubrié en 2005 que el potencial de
accion que se dispara en las neuronas de mamiferos podria controlarse Opticamente
alterando genéticamente las membranas celulares para expresar el canal catiénico no
especifico, sensible a la luz azul de 470 nm, Channelrhodopsin-2 (ChR2), que se
encuentra naturalmente en las algas verdes Chlamydomonas reinhardtii*>“. Aunque la
estimulacion a través de la fotoactivacion de ChR2 depende mucho del tiempo de
exposicion a la luz (Figura. 2), se ha demostrado que se pueden generar potenciales de
accion con intensidades tan bajas como 1 mW mm™ %, Este enfoque permite la
orientacion de tipos de células especificas que no es posible con el estimulo de electrodos

tradicional®.

Biue Ligt K

’ :",".'x" : “ l ‘l .;;;l'.".éiz""‘l‘\‘\l?ll'.
\ ? \ !

1}

intracellular

%

Action Potentials

s

Fig.2: Cuando la luz azul ilumina ChR2, este se abre, permitiendo que los iones cargados
positivamente atraviesen la membrana celular. Esto “activa” la neurona produciendo muchos potenciales de

accion.
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3.1.Fundamentos de la optogenética

Naturalmente, la comunicacion entre las neuronas se realiza tanto eléctrica como
quimicamente. En la mayoria de los casos, la sefial eléctrica se usa para transferir la
informacidn en una sola neurona, mientras que la quimica se usa en las comunicaciones
interneuronales®’. En la estimulacion eléctrica, el potencial de accion, se propaga desde
las dendritas a los axones y estimula la liberacion de neurotransmisores para las
comunicaciones inter-neuronales de sinapsis. El método més comun para controlar las
comunicaciones neuronales es usar la estimulacion eléctrica y luminosa (optogenética).
Al comparar ambos métodos, la optogenética ofrece una mayor precision en la seleccién
de neuronas especificas, minimiza el estrés celular en comparacion con la estimulacion
eléctrica y crea menos interferencia con las células circundantes. La optogenética es un
método para manipular artificialmente la comunicacion neuronal utilizando luz a una

longitud de onda especifica®" 8

Segln sus caracteristicas, la construccién optogenética puede tener efectos
excitadores o inhibitorios. El potencial postsinaptico excitatorio (PEPS) se refiere al caso
en que la membrana celular se despolariza como resultado de la apertura de los canales
de membrana de iones de sodio y calcio, lo que hace que se genere un potencial de accion.
Por otro lado, el potencial postsinaptico inhibitorio (PIPS) es cuando la membrana celular
se hiperpolariza causada por la apertura de los canales de la membrana de iones de cloruro
0 potasio, lo que resulta en el bloqueo de la generacion de potencial de accidon. En
optogenética, la Channelrhodopsin-2 (ChR2) exhibe caracteristicas excitadoras. Esta
construccion se obtiene mediante la ingenieria genética de las neuronas con las opsinas

de la bacteria ya mencionada Chlamydomonas reinhardtii®.

La iluminacion con luz azul desencadena la generacion del potencial de accion.
Para un efecto inhibitorio, la hiperpolarizacion se puede hacer de dos maneras, usando
bombas de cloruro o de protones. La bomba de cloruro utiliza la halorodopsina (NpHR)
de Archaeon Natronomonas pharaonis®’. La version mejorada de NpHR se llama
eNpHR3.0, que puede activarse con luz verde, amarilla o roja. Durante su activacion, las
puertas del canal de iones de cloruro se abren, llevando iones de cloruro a las células. La
bomba de protones es la alternativa de la bomba de cloruro para realizar el efecto

inhibitorio.
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Para crear bombas de protones, hay cuatro tipos de herramientas optogenéticas
que se pueden usar: archaerhodopsin-3 (Arch) de Halorubrum sodomense, el (Mac) del
hongo Leptosphaeria maculans, archaerhodopsin (ArchT) de Halorubrum cepa TPO09 y

eBR (una version mejorada de bacteriorhodopsin de Halobacterium salinarum)®.
3.2.0psinas microbianas en la regeneracion visual

La estrategia optogenética para la restauracion de la vision se basa en un concepto
simple: la conversion genética de las neuronas retinianas insensibles a la luz en células
fotosensibles que imparten sensibilidad a la luz después de la muerte de los
fotorreceptores de bastones y cono®®. Dos cuestiones son importantes para la viabilidad

de esta estrategia.
1) Estado de las células fotorreceptoras en retinas degeneradas

Fundamental para la viabilidad de la aproximacion optogenética es la preservacion
anatomica y funcional de las neuronas retinianas internas después de la muerte de las
células fotorreceptoras. Este requisito previo también ha sido la clave para otras
estrategias de restauracion de la vision basadas en la retina, como la implantacion de

dispositivos y el trasplante de fotorreceptores.
2) Las herramientas optogenéticas

Para la viabilidad de esta estrategia es fundamental la disponibilidad de sensores
de luz adecuados que cumplan dos criterios: (a) estan codificados genéticamente para que
puedan insertarse permanentemente en las neuronas de la retina, y (b) la activacion por la
luz puede alterar el potencial de membrana de la célula. Los candidatos obvios para tales
sensores de luz, o herramientas optogenéticas, son las rodopsinas, que son los sensores
de luz natural del sistema bioldgico ocular. Las rodopsinas se clasifican en dos grupos,

rodopsinas animales y microbianas®?.

Rodopsinas animales: Los primeros estudios estudiaron rodopsinas de
vertebrados e invertebrados para conferir sensibilidad a la luz en las neuronas®?, pero la
necesidad de reconstruir multiples componentes para la cascada de sefializacion en las
neuronas representa un gran inconveniente practico. La melanopsina, un homdlogo del

fotopigmento de rodopsina de vertebrados, se expresa en una pequefia poblacién de
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células ganglionares de la retina intrinsecamente fotosensibles que regulan las reacciones
a la luz que no forman imégenes, como el ritmo circadiano y el reflejo pupilar®, funciona

de manera diferente a los fotopigmentos en los bastones y conos.

La melanopsina alberga el 11-cis-retinal como cromoforo, pero su isomerizacion
es reversible y la cascada de sefializacion de la melanopsina es mas parecida a la

encontrada en las rodopsinas de invertebrados (Figura 3).
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Figura 3: Mecanismos de fototransduccion de rodopsinas de vertebrados e invertebrados clasicos®
Ademas, se ha determinado que los componentes necesarios para la via de sefial
de melanopsina existian en todas las células ganglionares de la retina®. Por lo tanto, la

expresion de melanopsina sola es capaz de proporcionar fotocorriente en células
ganglionares de la retina no sensibles a la luz. Sin embargo, el uso de melanopsina para
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la optogenética también tiene un inconveniente importante: su lenta cinética de activacion

y desactivacion.

Rodopsinas microbianas. Actualmente, las rodopsinas microbianas representan
la opcion preferida para la restauracion de la vision debido a su simplicidad, cinética de
respuesta rapida y disponibilidad como herramientas de despolarizacion e
hiperpolarizacion celular. El principal inconveniente del uso de rodopsinas microbianas
en la restauracion de la vision es su baja sensibilidad a la luz. Sin embargo, como se
discute a continuacion, esta limitacion ha sido parcialmente superada por el reciente

desarrollo de variantes mas sensibles a la luz>® .
3.3.Ultimos desarrollos de la optogenética

Los métodos optogenéticos han entrado en un amplio uso y desarrollo en relacion
con las tareas neurofisiologicas, y en el futuro cercano las herramientas optogenéticas
mejoraran probablemente aun mas, abriendo nuevas posibilidades para los
investigadores®. Las principales ventajas de los métodos optogenéticos son su
especificidad para células con fenotipos definidos por construcciones genéticas, y la
capacidad de controlar la dindmica de procesos excitadores e inhibitorios con precision,

utilizando canales de membrana sensibles a la luz, es decir, rodopsinas.

Los primeros experimentos con optogenética se realizaron en invertebrados:
moscas (Drosophila melanogaster) y nematodos (Caenorhabditis elegans)®®. Ahora se han
superado las limitaciones y se han desarrollado construcciones de virus para estudios

efectivos en cerebros de vertebrados®.

La aplicacién de la optogenética en combinacion con otro método de investigacion
ha ampliado los limites de nuestra comprension. Se han obtenido resultados interesantes
utilizando métodos optogenéticos en combinacion con otros enfoques experimentales:
registro extracelular e intracelular de la actividad neuronal, registro de potenciales
locales, electrocardiograma, neuroimagen, resonancias magnéticas funcionales y pruebas

de comportamiento®”.

En combinacion con métodos electrofisiologicos y pruebas de comportamiento en

animales en diferentes condiciones experimentales, la optogenética permite que grupos
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individuales de neuronas se identifiquen, manipulen y registren en experimentos en el
cuerpo vivo, con propuestas para las funciones de estas células, la identificacion de sus
roles en procesos observados en el cerebro y estudios de interacciones en redes

neuronales.

4. Aproximaciones terapeuticas para el tratamiento de la RP
4.1.Terapia génica y celular

En las dltimas décadas, se han ideado varias terapias para el tratamiento de la RP
con terapia génica y terapia con células, terapia de neuroproteccion y otros tratamientos

alternativos® 8 15 17,60,

4.1.1. Terapia con células madre

Se han aislado varios tipos de células madre de una variedad de tejidos, incluidos
embriones previos a la implantacién, fetos, tejidos asociados con el parto y 6rganos
adultos. Segun la fuente, estas células pueden clasificarse ampliamente en células madre
derivadas de embriones (ESC) y células madre derivadas de tejido adulto. Y basandose
en marcadores bioquimicos y genomicos, estas células madre pueden clasificarse en
términos generales en ESC, células madre mesenquimales (MSC), células madre
hematopoyéticas (HPSC) y células madre pluripotentes inducidas (IPSC)? 61,

La terapia con células madre es un enfoque novedoso para la restitucion de la
vision en la RP®L. El trasplante de células madre que pueden ser estimuladas para
convertirse en fotorreceptores de substitucion y apoyar las células de la retina externa,
tedricamente puede conducir a tratamientos que restauren la funcion visual®. En los
ultimos afos, la terapia de trasplante de células madre en RP ha progresado mucho. Los
mecanismos de la terapia con células madre para esta enfermedad incluyen los siguientes
(ver tabla 2).

Tabla 2: Mecanismos de la terapia con células madre para la RP%3-66

Reemplazo Las células madre trasplantadas pueden diferenciarse en células

celular retinianas e integrarse en la retina de los pacientes, y las células
madre diferenciadas reemplazan las células retinianas apoptoticas
0 lesionadas®
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Apoyo La funcion de las ceélulas trasplantadas es liberar factores

nutricional difusibles y sustancias nutricionales que actian como un sistema
local de entrega de células para los factores tréficos y pueden
promover la supervivencia de las células fotorreceptoras®*

Proteccion de los Las células madre derivadas de la medula Osea contienen

vasos sanguineos precursores endoteliales. Mediante una regulacion positiva

y CoNnos significativa de muchos genes antiapoptoticos, estas células madre

retinianos pueden rescatar los vasos sanguineos de la retina que normalmente
se degenerarian por completo®

Promocién de Muchos estudios han demostrado que las células de donantes
conexiones tomadas del desarrollo de la retina de raton en un momento
sinapticas coincidente con el pico de la génesis de los bastones, pueden

combinarse con las células de un adulto normal o una retina de
raton en degeneracion y, posteriormente, construir conexiones
sindpticas con el resto células de la retina y, por lo tanto, mejorar
efectivamente la funcion visual®®

A pesar del progreso reciente realizado por la terapia de trasplante de células
madre como tratamiento para la degeneracién de la retina, quedan muchos desafios. En
primer lugar, debe resolverse el problema de la baja tasa de supervivencia y migracién de
células madre. En segundo lugar, a pesar de que la retina esta aislada fisicamente del
sistema inmune, la respuesta inmune que se desencadena cuando las células madre se
trasplantan al espacio subretiniano durante la terapia dificultando su supervivencia, no
puede ignorarse. En tercer lugar, hay algunos problemas de bioseguridad. Por ejemplo,
no se puede descartar la formacién de tumores por trasplantes y, por lo tanto, no se puede
descartar la falta de idoneidad terapéutica de las células madre trasplantadas, que incluyen

factores como la edad del paciente®’.

4.1.2. Factores neurotroéficos

La neuroproteccion proporciona un entorno simpatico para prolongar la viabilidad
de los fotorreceptores por su efecto sobre las vias bioquimicas secundarias. Es una

estrategia terapéutica que se puede lograr mediante la administracion de factores de
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crecimiento neurotroficos, por un lado, o la inhibicion de las vias proapoptoticas por el

otro®%,

También se puede administrar mediante la implementacion de factores de
viabilidad, como el factor de viabilidad del cono derivado de los bastones para el
tratamiento de la enfermedad neurodegenerativa de la retina que es independiente de la
etiologia de la degeneracion. Se han identificado una serie de factores de crecimiento
neurotroficos que retrasan la muerte de los fotorreceptores en modelos animales: factor
de crecimiento derivado de fibroblastos (FCF), factor neurotrofico derivado del cerebro
(BDNF), cardiotrofina-1, factor de crecimiento nervioso (NGF), factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF) y el factor neurotréfico ciliar (CNTF). La via comun final de todos los
tipos de RP es la muerte celular fotorreceptora por apoptosis®.

Se ha demostrado que varios factores neuorotroficos protegen a los
fotorreceptores de la degeneracién, incluido el CNTF. En diferentes modelos animales de
degeneracion retiniana, se demostrdé que CNTF retrasa la degeneracion de
fotorreceptores®® "°. Se observd una capa nuclear externa mas gruesa en los animales
tratados con este factor, lo que reflejaba la preservacion de los fotorreceptores y el rescate
anatomico. Los registros electrofisiologicos realizados para evaluar la funcién retiniana,
demostraron una mejora en las respuestas escotépicas y fotopicas registradas de los ojos
tratados con CNTF en comparacion con los 0jos no tratados®®.

Si bien los factores neuroprotectores pueden ofrecer resultados prometedores en
el tratamiento de la RP en modelos animales, se deben desarrollar estrategias de
tratamiento efectivas para su uso clinico. Se han realizado inyecciones directas de factor
neurotrofico intravitreo o subretiniano en modelos animales con efecto terapéutico’; sin
embargo, un dispositivo implantable permite resultados a largo plazo evitando
inyecciones repetidas con el riesgo de complicaciones mecéanicas o infecciosas. La terapia
génica ex vivo es un enfoque prometedor mediante el cual las células epiteliales de
pigmento retiniano humano encapsuladas genéticamente se implantan en el vitreo a traves

de un dispositivo celular’.
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4.1.3. Optogenética

La terapia génica es prometedora para una amplia variedad de enfermedades
humanas hereditarias. Hasta la fecha, la terapia génica ocular (optogenética) se ha
probado con éxito en ratones, perros y recientemente en algunos humanos. La
optogenética requiere modificacion genética de células oculares mutantes para producir
un efecto terapéutico. Las enfermedades de la retina son objetivos excelentes de la
optogenética, ya que en muchos casos se entiende la etiologia genética y hay acceso a los
fotorreceptores o al epitelio pigmentario de la retina (EPR) mediante inyeccién
subretiniana. Ademas, estan disponibles modelos animales transgénicos y que
proporcionan evidencia preclinica de seguridad y eficacia. La optogenética requiere
primero identificar la causa genética de la RP y luego genotipar a los pacientes para

detectar mutaciones en ese gen antes de inscribirse en ensayos de terapia génica’®.

Las estrategias de terapia génica difieren mucho dependiendo de la herencia de la
enfermedad o méas exactamente del tipo de mutacion objetivo. Algunas formas de RP se
deben a mutaciones de pérdida de funcién (generalmente autosémicas y recesivas ligadas
al cromosoma X). Para que la optogenética sea efectiva, la terapia debe reemplazar el
producto génico faltante o insuficiente. Por ejemplo, Tan et al., utilizaron vectores
adenovirales AAV para transducir dos modelos de RP en ratones debido a la deficiencia
de proteina tipo receptor de hidrocarburo arilo 1 (Aipll) (mutante hipomdrfico) y
ausencia (mutante nulo), estableciendo el potencial de la terapia de reemplazo génico en

la condicién humana’.

El mecanismo en la terapia génica hace uso de dos métodos para reemplazar o
corregir genes andmalos: (1) terapias de aumento de genes, donde se inserta un gen
normal en el genoma para reemplazar genes no viables o enfermos utilizando un vector
portador; (2) terapias de silenciamiento génico, en las que la expresion del gen mutado se
inhibe mediante el uso de ribozima o ARN de interferencia’. Las terapias de aumento
exitosas dependen de la transduccion eficiente de la célula objetivo por el virus AAV y
la expresion sostenida del virus recombinante a un nivel suficiente. Hasta la fecha, mas
de 30 pacientes han recibido este tipo de terapia génica, con un seguimiento de 90 dias a

1,5 afios y no se han detectado efectos secundarios importantes’.
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Se han propuesto dos enfoques para silenciar el gen anormal: ribozimas e
interferencia de ARN (ARNI). La eliminacion de la interferencia de ARN (ARNi) es una
estrategia terapéutica eficaz para silenciar genes causantes de distrofias retinianas
dominantes’. Algunos estudios mostraron que la eliminacion de alelos especificos o no
especificos de un mutante dominante GCAP1 puede mejorar la distrofia de
fotorreceptores en modelos dominantes de RP y distrofia de cono-baston causados por
mutaciones en el gen GCAP17°,

Sin embargo, puede ser dificil juzgar qué modelo es mas relevante para una
condicion especifica en humanos. Algunas de las mutaciones entre humanos y animales
no son similares. La mutacion y el fenotipo en el modelo animal deben verse con cierto
grado de precaucion. Por lo tanto, no se puede suponer que estos son realmente
representativos de la enfermedad que esta ocurriendo en el paciente hasta que los
fenotipos se examinen criticamente utilizando los mismos criterios. Las iniciativas de
investigacion clinica traslacional finalmente ofrecen esperanza a los familiares y
pacientes con RP, pero la seguridad de estas técnicas ain no se ha establecido en grandes

experimentos comparativos entre animales de laboratorio y humanos™.

4.1.4. Trasplantes

El trasplante de retina coloca laminas de células epiteliales de retina y pigmento
retiniano en desarrollo en el espacio subretiniano’®. Considerando que los trasplantes de
adultos se han realizado en humanos con RP y degeneracién macular relacionada con la
edad’” los trasplantes no han causado dafio, pero no hay evidencia de que las células del
tejido trasplantado se mezclen o desarrollen conexiones sinapticas. Radtke et al.,
informaron eficacia y seguridad en el implante de retina fetal con RPE acompariante en
pacientes con degeneracién macular relacionada y RP con vision de 20/200. Siete de los
diez pacientes estudiados mostraron una agudeza visual mejorada, lo que corrobora los

resultados en modelos animales de degeneracion retiniana’®.

4.2. Otras aproximaciones terapéuticas
4.2.1. Proteccion de la luz

La evidencia clinica y los datos de estudios en animales sugieren que algunas

retinopatias pigmentarias son particularmente susceptibles al dafio causado por la luz’®.

23



Se recomienda a los pacientes con RP que usen lentes oscuras al aire libre. El uso de
lentes &mbar deberia bloguear los rayos ultravioletas y las longitudes de onda visibles
hasta aproximadamente 527 nm. Al aire libre, es recomendable el uso de gafas que
bloqueen los rayos ultravioletas y la luz hasta aproximadamente 550 nm para filtrar la luz

azul .

4.2.2. Terapia con vitaminas u otros productos naturales

La vitamina A puede proteger los fotorreceptores por sus efectos tréficos y
antioxidantes. La suplementacion a largo plazo (5 a 15 afios) de vitamina A en dosis de
15,000 Ul por dia disminuyo la pérdida de amplitudes de ERG. La vitamina E a 4.000
Ul ha tenido efectos adversos. Los médicos contintan debatiendo las conclusiones de
estos estudios®. No hay consenso sobre la utilidad del tratamiento con vitamina A. La
vitamina A no debe administrarse a pacientes con RP causada por mutaciones en el gen
ABCA4. En otro estudio, los pacientes con RP recibieron suplementos de &cido

docosahexaenoico (DHA) a 1200 mg / dia ademas de vitamina®®.

Este estudio mostr6 que el curso de la enfermedad inicialmente se desaceler6
mediante la adicién de DHA; sin embargo, el efecto beneficioso no duré més de dos afios.
Berson et al., han informado sobre los beneficios para los pacientes con RP de una dieta
rica en acidos grasos omega-38L. Los pacientes con RP que tomaron palmitato de vitamina
A, pero no capsulas de DHA, se beneficiaron de una dieta rica en omega-3 (equivalente

a comer salmon, atun, caballa, arenque o sardinas, una o dos veces por semana).

4.2.3. Implantes

Diferentes estudios han revisado el tratamiento de pacientes con RP con pérdida

visual severa utilizando implantes epirretinianos o subretinianos®3-8°,

Caspi et al.®® utilizaron una protesis retiniana de 16 electrodos en un sujeto
totalmente ciego con RP. El implante fue controlado de forma inalambrica por una
computadora externa y una cadmara de video montada en la cabeza. La vision espacial se
evalué midiendo la respuesta del sujeto a los patrones de estimulacion directa y
comparando la capacidad del sujeto para identificar la orientacion de las rejillas con el

sistema encendido y apagado. Los resultados mostraron que la estimulacion sincronizada
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de diferentes ubicaciones de la retina podria producir vision espacial a largo plazo con un

nivel de agudeza determinado por la distancia entre los electrodos.

Yanai et al®’. evaluaron el rendimiento de la tarea visual en tres sujetos afectados
de RP. Se implant6é una protesis epirretiniana en el ojo con peor vision y la entrada se
controlé de forma inalambrica mediante una computadora o una cdmara de video. Los
sujetos obtuvieron mejores puntuaciones en 8 de 9 experimentos controlados por
ordenador. Este estudio, aunque de tamafio pequefio, sugirié que una protesis epiretinal
de baja resolucién podria proporcionar informacion visual para realizar tareas simples

que eran imposibles con solo la visidn de percepcion de luz.

Se ha intentado utilizar electrodos subretinianos en modelos animales y los
resultados indican que se puede inducir la actividad cortical y se han iniciado
experimentos similares en humanos®®. No se ha evaluado el efecto a largo plazo de los
implantes, ni el efecto de los electrodos colocados entre la neurorretina y el epitelio

pigmentario de la retina sobre la funcién metabdlica de la retina.

5. Conclusiones

La RP no es un trastorno Unico, sino una categoria de enfermedad degenerativa de
la retina con mas de 60 causas genéticas distintas que comparten similitudes fenotipicas.
Es un diagnostico devastador y una de las fronteras de la oftalmologia. Aunque todavia
se carecen de tratamientos, los avances en las imagenes de la retina han permitido un

fenotipado profundo y han llevado a un disefio mas efectivo de ensayos clinicos.

Se estan disefiando y aplicando estrategias terapéuticas para ralentizar el proceso
degenerativo, tratar las complicaciones oculares y ayudar con el impacto social y
psicologico de la ceguera resultante de la RP.

Los enfoques de la terapia para la RP ahora incluyen: terapia génica, factores de
crecimiento neurotroficos, agentes antiapoptéticos, terapia de ribozima, ARNI, trasplante
de retina, suplementos dietéticos, protesis de retina y terapia con celulas madre. Mas

recientemente, se han empezado a desarrollar también aproximaciones optogenericas
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como las discutidas en este trabajo. Esperamos que, en el futuro, los descubrimientos del

laboratorio se lleven al entorno clinico.

Los recientes avances en la terapia génica y la tecnologia de células madre han
posicionado el campo al borde de lo que muchos creen que sera un gran avance en la
estrategia terapéutica. La tecnologia de protesis retiniana ha permitido restaurar la vista a
los ojos completamente ciegos "sin percepcion de luz", una hazafia que antes era

imposible.

La terapia genica ha mejorado los resultados visuales para al menos un subgrupo
genético, y muchos tratamientos adicionales estan bajo investigacion clinica activa. Se
espera que el paisaje cambie rapidamente y esto ofrezca esperanza a los afectados por
estas incapacitantes patologias.

5.2. Limitaciones

Las limitaciones del presente trabajo estan sujetas a la heterogeneidad de los
articulos, analizados y la disparidad en cuanto a la efectividad de los tratamientos ara la
RP. No se ha podido establecer el grado efectividad de las intervenciones terapéuticas de
la RP, ni se han determinado los posibles eventos adversos relacionados con cada uno de

los tratamientos puntualizados.

5.3. Futuras investigaciones

Para los pacientes con RP en etapa terminal, la pérdida de la mayoria de los
fotorreceptores de baston y cono conduce a una falta total de vision til para la vida diaria.
La vision artificial basada en protesis epirretinianas o implantes subretinianos puede
restaurar la vista de los pacientes ciegos pero los avances en este campo son mas lentos
de lo esperado.

El progreso en optogenética, ha permitido agregar proteinas fotosensibles a las
células retinianas sobrevivientes, como las células bipolares o ganglionares, en pacientes
con RP en etapa terminal con el objetivo de que estas células puedan convertirse

directamente en células fotorreceptoras artificiales sensibles a la luz. El transcriptoma y
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la protedmica de todo el genoma pueden revelar la via comun Gnica y las moléculas clave

asociadas que conectan las mutaciones y la muerte celular de los fotorreceptores en la RP.

La terapia génica basada en lineas de células madre especificas del paciente y la
edicion in vivo de genes (mediante la tecnologia CRISP) pueden convertirse en las
principales direcciones de la terapia basada en células y la terapia génica. Se espera que
las células fotorreceptoras artificiales basadas en optogenética compitan con los implantes
protésicos. Se espera, también, que el tratamiento médico dirigido a moléculas clave
disminuya o evite el progreso de la degeneracion retiniana. Las esperanzas de restaurar la
vision de los pacientes con RP pueden hacerse realidad en un futuro cercano si se

profundiza en estas investigaciones.
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