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CAPITULO I.

TERAPIAS AVANZADAS Y
ENSAYOS CLINICOS EN
ESPANA






ENSAYOS CLINICOS EN
RETINOPATIAS HEREDITARIAS

Ester Carreno Salas

Departamento de Oftalmologia. Hospital Universitario
Fundacion Jiménez Diaz

INTRODUCCION:

Segun la definicion del Instituto Nacional de Salud (NIH,
National Institute of Health) de EEUU, un ensayo clinico es un
ensayo de investigacién que involucra seres humanos, que son
prospectivamente asignados a distintas ramas de tratamiento
o placebo, para evaluar el efecto de un medicamento o de una
intervencién biomédica.

FASES DE LOS ENSAYOS CLINICOS:

El ensayo clinico de la definicion anterior se refiere a los
ensayos clinicos de fase lll, pero para llegar a esto hay que
pasar por distintas fases previas. Asi, tras las experimentaciones
preclinicas y en animales de experimentacién pertinentes, el
primer tipo de ensayo es el de fase |, que esta especialmente
disefiado para evaluar la seguridad, puesto que es la primera
vez que se usa ese medicamento en seres humanos. La siguiente
fase, la fase Il, tiene como objetivo averiguar la dosis efectiva del
medicamente, aunque esta fase sigue sin estar focalizada en ver
un efecto clinico del medicamento, normalmente en estas fases
si se buscan sefiales de eficacia. A menudo la fase | y Il se hacen
simultdneamente. Los estudios de fase lll, los ensayos clinicos
propiamente dichos, tienen como finalidad evaluar la eficacia
de un medicamente. Finalmente, los estudios de fase IV son los
estudios previos a la comercializacion, a menudo llamados open
label (abierto), donde todos los pacientes incluidos reciben la
medicacidn a la dosis que ha resultado mas eficaz en la fase ll.
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ENSAYOS FASE IlI:

Los ensayos clinicos fase Il se basan en el principio de equidad.
Es decir, que a priori no hay una diferencia entre las dos ramas de
tratamiento, pues el fin de estos estudios es demostrar la eficacia
que actualmente no esta demostrada. En nuevo tratamiento de
estudio debe compararse frente al tratamiento aprobado para
esa enfermedad, en el caso de las retinopatias hereditarias,
puesto que no existe un tratamiento actualmente para la mayoria
de las enfermedades hereditarias de la retina, lo normal es que
se comparen con placebo.

La asignacidn a uno u otro grupo a de ser aleatoria para evitar
sesgos de seleccidn por parte del investigador y en la medida de
lo posible se intenta que ni el investigador, ni el paciente sepan
en qué rama de tratamiento estan, para evitar otros tipos de
sesgos y hacer el estudio mds robusto.

El proceso de puesta en marcha de un ensayo clinico es un
proceso complejo y largo, existen multiples controles externos
por parte de las autoridades competentes (como la agencia
espafola del medicamento) para asegurarse la seguridad y
proteccién de los pacientes que participan en el ensayo clinico.

¢ QUE SIGNIFICA PARTICIPAR EN UN ENSAYO CLINICO?

La participacidon en un ensayo clinico es siempre voluntaria,
Yy en ningun caso la no participacion va a comprometer el
seguimiento del paciente en las consultas habituales. Antes de
participar se entrega al paciente una hoja de informacion (que ya
ha sido aprobada por el comité de ética) que debe explicar qué
implica la participaciéon en el estudio, qué pruebas se van a hacer
y cudntas visitas serdn necesarias.

Los ensayos suelen ser multi-céntricos, es decir que varios
centros participan, para asegurarse un numero suficiente de
pacientes que puedan participar en el estudio. Esto hace que a
veces, el nUmero de pacientes por centro que pueden participar
es un numero limitado.
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CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION:

Los ensayos clinicos tienen unos criterios de inclusion y
exclusion muy estrictos, pues intentan seleccionar el grupo
especifico de pacientes en los que la medicaciéon puede ser mas
eficaz o es mas facil medir un efecto de ésta.

Amenudo paraconfirmarloscriteriosdeinclusién lascompafiias
se sirven de centros de lectura de imagenes (“Reading centres”)
para confirmar de una manera objetiva el cumplimiento de los
criterios de inclusidon. Para que las imagenes sean aprobadas
por el centro de lectura es necesario que la maquina que toma
las imdagenes y la persona que las toma hayan sido certificadas
para tomar la imagen con las caracteristicas concretas que pide
el estudio y asi asegurarse que todos los pacientes tienen las
imagenes tomadas de la misa forma.

Igualmente, otras pruebas como el campo visual e incluso la
agudeza visual se toman en condiciones especificas para que
puedan ser replicables. El cuarto donde se evalla la agudeza
visual debe estar certificado anualmente para incluso las
condiciones de iluminacion se mantengan estables.

OTROS SERVICIOS IMPLICADOS:

A parte del servicio de oftalmologia, es de destacar, los ensayos
clinicos son el resultado de un complejo trabajo en equipo entre
distintos servicios y departamentos. En concreto, en los estudios
en retinopatias hereditarias, es fundamental el papel del servicio
de genética. Asi son los responsables de encontrar a los pacientes
afectos de la mutacién en concreto que puedan participar en el
ensayo. lgualmente, es necesario la colaboracién del servicio
de farmacia para asegurarse que ni los investigadores, ni los
pacientes rompen el enmascaramiento. En el caso de nuestro
hospital también contamos con una unidad de ensayos clinicos,
qgue es fundamental para la obtencién y el procesado de las
distintas muestras bioldgicas que se van a obtener.
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CONCLUSION:

En definitiva, los ensayos clinicos suponen un enorme esfuerzo
de equipo para asegurarse que el estudio es realizado en las
mejores condiciones para garantizar la seguridad del paciente y
gue todo se desarrolle cumpliendo el protocolo del estudio para
que los datos sean comparables y llegar a concluir la eficacia o no
de la medicacion a estudio.
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INTRODUCCION A LOS
DISTINTOS TIPOS DE TERAPIA
GENICA PARA LAS DISTROFIAS
HEREDITARIAS DE LA RETINA

José M. Millan, Ana Pilar CGoémez Escribano, Cinta
Navarro Moreno, Elena Aller, Teresa Jaijo, Belén
Garcia Bohorguez, Gema Garcia Garcia

Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe, Valencia
CIBER de Enfermedades Raras

Las distrofias hereditarias de la retina (DHR) son un grupo
de trastornos caracterizados por la muerte, en la mayoria de
los casos, progresiva de los fotorreceptores que da lugar a una
pérdida de visiony en muchos casos ceguera legal. Se caracterizan
por su elevada heterogeneidad clinica y genética (1, 2)

Si bien el final del siglo XX y el principio del XXI fue la época del
descubrimiento de genes responsables de DHR, la ultima década
se ha convertido en la época de las terapias.

Entre los distintos tipos de estrategias terapéuticas que se estan
ensayando, en este capitulo nos centraremos en las terapias
génicas. Cabe destacar que el Unico tratamiento comercializado
gue existe actualmente para una distrofia de retina se basa en
la terapia génica. Este tratamiento se denomina Voretigene
neparvovec, comercializado con el nombre de Luxturna, se
administra mediante una inyeccién subretiniana y es util
Unicamente en pacientes con amaurosis congénita de Leber o
retinosis pigmentaria debida a mutaciones en el gen RPE65.

El ojo es un drgano ideal para este tipo de terapia dado su
caracter inmunoprivilegiado. Sin embargo, el problema para
aplicar la terapia génica en las DHR es que es necesario conocer
exactamente cudl es el gen responsable de la enfermedad
en cada caso y, como se ha mencionado arriba, las DHR son
extraordinariamente heterogéneas desde el punto de vista
genético por lo que no siempre se alcanza el diagndstico genético.
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De hecho, se conocen actualmente 271 genes que pueden causar
DHR (https://sph.uth.edu/retnet/) y que explican Unicamente
entre el 60-65% de los casos (3-5).

Para introducir un gen en un determinado 6rgano se utilizan
lo que se conoce como vectores. Estos vectores pueden ser de
muchos tipos, pero habitualmente se utilizan vectores viricos. Los
vectores viricos utilizados en terapia génica deben ser defectivos
y recombinantes, defectivos quiere decir que se le han eliminado
regiones de su genoma para impedir que infecte otros érganos
y recombinantes porque se ha introducido en su genoma el gen
que queremos que se exprese en la retina, es decir, el gen que
esta mutado en el paciente.

Una vez que el virus se ha introducido en la célula (en el caso
del Luxturna es el epitelio pigmentario de la retina) la maquinaria
de la propia célula se encarga de producir la proteina que esta
codificada por ese gen (6).

Existen muchos tipos de virus y cada uno de ellos tiene
sus ventajas y sus inconvenientes. Asi, por ejemplo, los mas
utilizados son los virus adenoasociados ya que provocan muy
poca respuesta inmunoldgica, tiene una duracién prolongada,
es relativamente facil de fabricar a una escala industrial y no
provoca enfermedades en los seres humanos a menos que
vaya acompafiado de otro virus, el problema es que tiene una
capacidad de carga baja, es decir, que solo caben genes pequenos
(7).

Los lentivirus y los adenovirus tienen una capacidad de carga
mayor. Sin embargo, tienen inconvenientes graves que hacen
que sea preferible trabajar con adenoasociados. Los lentivirus
se integran al azar en el genoma. Si se integra en mitad de un
proto-oncogen puede dar lugar a un cancer o una leucemia.
Los adenovirus tienen una alta inmunogenicidad y ademads
la expresion es corta por lo que las inyecciones tendrian que
administrarse repetidamente para mantener los niveles de
proteina normal en la retina.

Los herpesvirus tienen una gran capacidad de carga, pero son
muy citotdxicos. La tabla 1 refleja las caracteristicas generales de
los distintos tipos de vectores viricos.
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Tabla 1: Caracteristicas de los distintos tipos de virus utilizados
en terapia génica

Retrovirus/ Adenovirus Virus Herpesvirus
Lentivirus adenoasociados

Tamafio del 4-5 KB 30-50 Kb
inserto

Administracion  Ex vivo Ex vivo/In vivo Ex vivo/In vivo  Ex vivo/In vivo
preferente

Integracion en el Si No Si/No No

genoma

Duracién de la  Prolongada Corta Prolongada Prolongada
expresion

Inmunogenicidad Poca Elevada Poca Moderada
Posibles Mutagénesis por Inflamacién Pocos Citotoxicidad

inconvenientes insercion

El Luxturna se compone de un virus adenoasociado serotipo
2 (AAV2) y el gen RPE65 al que se le ha anadido una regién
promotora, necesaria para que el gen se exprese y una regién
denominada enhancer que potencia esa expresion. Por ultimo,
tiene dos regiones repetidas en sus extremos (ITR) que se uneny
circularizan la molécula que queda en la célula sin necesidad de
integrarse en el genoma de la misma (ver figura 1) (8).

Las ventajas de la terapia con Luxturna son varias, en primer
lugar, el gen RPE65 es pequeiio y cabe en un virus adenoasociado,
en segundo lugar, el gen en condiciones normales se expresa
en el epitelio pigmentario de la retina y las células del epitelio
pigmentario son mas faciles de transfectar (introducir el virus
con el gen) que los fotorreceptores y, ademas, tiene un patrén
de herencia autosémico recesivo. Mas adelante veremos cual es
la ventaja de este patrén de herencia.

Los genes responsables de las DHR son habitualmente muy
grandes, entonces éno se puede hacer terapia génica con la
mayoria de los genes implicados en DHE?

La respuesta es que, aunque todavia estan en fase preclinica,
hay estrategias paraintroducir genes grandes en distintos tejidos.
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Figura 1: Esquema de la construccion de Luxturna. hRPE65: human RPE65;
CMV enhancer: potenciados del citomegalovirus; CBA promoter: promotor
del gen de la beta-actina de pollo; ITR: inverted terminal repeat (secuencias
terminales repetidas e invertidas

Una de estas estrategias consiste en “partir” el gen por la mitad,
introducir cada una de las dos mitades en un virus adenoasociado,
transfectar la célula con los dos virus y mediante un mecanismo
de ingenieria genética conseguir que las dos mitades se unan
dentro de la célula. Esta estrategia se llama terapia génica dual
y es la que se estd utilizando en un estudio preclinico para la
terapia en pacientes con mutaciones en el gen MYO7A, un gen
muy grande que es responsable de una forma de sindrome de
Usher tipo 1, una enfermedad que asocia retinosis pigmentaria,
hipoacusia profunda al nacimiento y problemas de equilibrio (9).

Otra estrategia, si el gen es muy grande y tiene regiones muy
repetitivas, es comprobar si acortando esas regiones repetitivas
el gensigue funcionando bieny, si es asi, puede caber en un vector
mas pequefio. Esto se conoce como minigenes o microgenes y
estudios recientes en ratdn han comprobado que el uso de esta
estrategia para el gen CEP290 retrasa la degeneracién de los
fotorreceptores (10) (ver figura 2)
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Figura 2: Ejemplo de minigen. Las regiones repetitivas del gen se pueden
cortar y si la proteina que se obtiene a partir del minigen sigue funcionante.
Tenemos un gen valido para terapia pero mas pequefio y que puede caber en
un virus adenoasociado.

Otra aproximacion distinta es la basada en oligonuclétidos
antisentido. Esta estrategia solo sirve para un determinado tipo
de mutaciones. Basicamente, es una pequeia cadena de acido
nucleico (ADN o ARN) que es complementaria a una regién donde
se ha producido una mutacion de una determinada naturaleza
gue hace que la informacién del gen se procese mal y de lugar a
una proteina afuncional. La informacidon se procesa mal porque
existe una molécula formada por varias proteinas que se llama
spliceosoma, que se coloca donde estd la mutacién cuando
no deberia colocarse alli. Estos pequefios oligonucledtidos se
colocan encima de la mutacién e impiden que el spliceosoma
actue (11) (figura 3).

exoén 19 Pseudoexén exoén 20

Proteina
_

exon 19 Pseudoexon exon 20

E19 E20
I Corects
correcta

Figura 3: Los genes estan divididos en exones e intrones. Los exones son
regiones codificantes, es decir, llevan el mensaje que va a dar lugar a la
proteina. Los intrones no llevan ningin mensaje y son eliminados por la célula
durante el proceso que da lugar a la proteina. La eliminacidon de los intrones se
llama splicing y la molécula encargada de llevarlo a cabo spliceosoma. A veces,
una mutacion en un intrén puede dar lugar a un exén nuevo (pseudoexdn),
que lleva un mensaje pero que es erréneo y la proteina que se genera no
es funcional. Los oligonucledtidos antisentido (AON de sus siglas en inglés)
cubren la regién donde estd la mutaciéon e impiden que se produzca el
pseudoexon.
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Hemos comentado anteriormente que los genes que producen
DHR con herencia autosémica recesiva tienen ventaja frente a
los que tienen herencia autosdmica dominante. En la herencia
recesiva, las dos copias que tenemos de cada gen, una recibida
del padre y otra de la madre estan mutadas, esto hace que no
haya proteina funcional y, por lo tanto, introduciendo un gen sin
mutacion que exprese la proteina funcional tedricamente seria
una solucion terapéutica.

Sin embargo, en la herencia autosémica dominante, basta con
gue una de las dos copias del gen, ya sea del padre o de la madre,
esté mutada para que se produzca la enfermedad y, en muchos
casos, el problema no es que falte proteina funcional, sino que
la mitad de la proteina que produce la célula es téxica y provoca
su muerte, por lo tanto, en estos casos la terapia debe estar
basada en eliminar la proteina citotdxica y esto es mas dificil que
introducir el gen.

De todas maneras, existen estrategias terapéuticas para las
DHR autosémicas dominantes basadas en la eliminacién de los
dos tipos de proteinas que produce la célula de forma natural,
tanto la normal como la téxica para después introducir un
gen que exprese solo la normal mediante un vector siguiendo
la metodologia que se ha explicado anteriormente. Ademas,
existen otras estrategias no basadas en terapia génica que no
son el objeto de este capitulo (12).

Una prometedora estrategia terapéutica que sirve tanto para
DHR autosdmicas dominantes, autosémicas recesivas y ligadas
al cromosoma X es la tecnologia CRISPR (del inglés Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, que en
espafiol significa repeticiones palindrémicas cortas, agrupadas
y regularmente interespaciadas). Esta tecnologia merecid
el premio Nobel de Quimica concedido a las investigadoras
Emmanuelle Charpentier y Jennifer Doudna.

La tecnologia CRISPR estd basada en un sistema de inmunidad
adquirida de algunas bacterias frente a virus que las pueden
infectar y, basicamente, consiste en una proteina que actua
como unas tijeras que cortan la cadena de ADN. Mediante una
guia de ADN especifica de una regién determinada del genoma,
estas tijeras se pueden llevar al lugar donde esta la mutacidn. Las
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tijeras cortan esta regién y utilizando un molde que contiene la
secuencia normal (no mutante) la propia maquinaria celular de
reparacion del ADN “rellena” la region cortada con la secuencia
normal. Es decir, se elimina la mutacién sustituyéndola por la
secuencia normal (ver figura 4)

Figura 4: Esquema de la tecnologia CRISPR.

Todavia quedan algunos problemas técnicos que resolver
para poder utilizar la tecnologia CRISPR en ensayos clinicos en
humanos. Entre ellos, lo que se conoce como off-targets, es decir,
la guia que lleva a la proteina al lugar donde estd la mutacidn no
es perfecta y puede cortar en regiones de otros genes lo que
puede ser perjudicial para la salud de la persona (13).

En los ultimos afios se han producido enormes avances en el
campo de la tecnologia CRISPR y es muy probable que en unos
afos se empiece a utilizar en humanos.

Por ultimo, para aquellas personas a las que no les queda resto
de visidn se podria utilizar la optogenética. La optogenética
consiste en, mediante vectores, introducir en las células de la
retina que quedan (las células bipolares o ganglionares, ya
gue en los ultimos estadios de la enfermedad ya no quedan
fotorreceptores) genes que codifican para unos canales idnicos
que son sensibles a la luz. Esto permitiria distinguir luz de
oscuridad y objetos muy grandes. Recientemente, se ha llevado a
cabo un ensayo clinico en una persona mediante la optogenética
(14).
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Enfermedad Numero de ensayos en marcha

Retinosis pigmentaria 22
Amaurosis congénitade Leber 11
Coroideremia 8
Acromatopsia 5
Retinosquisis 2
Sindrome de Usher 1

Tabla 2: Ensayos clinicos en humanos que se estan llevando a cabo
actualmente para distintas DHR. Se puede consultar en https://clinicaltrials.

gov/.

En resumen, nos encontramos ante un futuro muy prometedor
en cuanto a las terapias para las DHR que era impensable hace
solo unos pocos afios. Ya se ha autorizado y comercializado el
primer tratamiento basado en terapia génica para una de estas
DHR, pero se estan realizando muchos ensayos clinicos ya en
humanos que permiten vislumbrar una esperanza para muchos
de los pacientes con DHR. La tabla 2 indica el nimero de ensayos
clinicos basados en terapia génica que actualmente estan en
marcha en diferentes paises del mundo.
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NEUROPATIAS OPTICAS
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INTRODUCCION:

La terapia celular supone una clara esperanza de tratamiento
de algunas enfermedades que aun no lo tienen. Sobre todo, si
se aprovechan las propiedades neuroprotectoras de las células
madre mesenquimales. Una de esas patologias, es la neuropatia
Optica isquémica anterior aguda no arteritica, que de forma
sintética es un “infarto” de la cabeza del nervio éptico, y que causa
ceguera en personas de mas de 60 afios. El cuadro clinico es muy
caracteristico, se han encontrado factores de riesgo asociados,
pero hasta ahora los intentos de proponer un tratamiento
han fracasado. Ademas, segun los datos de la literatura hasta
en un 25% de los pacientes se produce una afectacion del ojo
contralateral en el periodo de seguimiento de 5 afios.

OBIJETIVO:

Tras haber realizado las correspondientes pruebas preclinicas,
y tras la aprobacién de la Agencia Espafiola del Medicamento
y Productos Sanitarios, se ha realizado un ensayo clinico,
prospectivo, fase Il con cinco pacientes para comprobar
la tolerancia de la inyeccién intravitrea de células madre
mesenquimales derivadas de medula dsea (MSV®). El ensayo
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clinico esta registrado con el numero Eudra clinical trial 2016-
003029-40 y en la base ClinicalTrials.gov nimero NCT03173638.
Nuestra hipdtesis de trabajo ha sido que sabiendo que el nervio
Optico es parte del Sistema Nervioso Central, debe funcionar
como este. En los infartos isquemicos ceberales, ademas
del foco primario de la lesion, existe un area alrededor de
neuronas dafadas, denominado area de penumbra, a las que
se podria “rescatar” utilizando una terapia neuroprotectora.
Eso contibuiria a minimizer el dafio de la lesion y preserver, en
este caso, function visual a los pacientes. En los ultimos meses,
equipos de investigaciéon de neurologos, estan intentando una
aproximacion similar para el ya mencionado ictus isquémico.

METODOLOGIA:

Se han incluido cinco pacientes, que cumplian los criterios de
inclusion (fundamentalmente disminucién brusca de agudeza
visual por debajo de 0,4, defecto pupilar aferente relativo,
disminucién de los Potenciales Evocados Visuales y edema de la
cabeza del nervio dptico) y en los que se descartd la existencia
de formas no artriticas. Los pacientes fueron tratados en un
intervalo de tiempo inferior a los 15 dias del evento agudo, en lo
que hemos denominado “ventana terapéutica”. A los pacientes
se les inyectaron 1,5 x 10° MSV® células en un volumen de 0,05
ml, en el vitreo proporcionadas por la empresa Citospin de
Valladolid. Los pacientes han sido seguidos durante al menos 6
meses. La inyeccion se realizd de forma transescleral y con una
simple anestesia tépica y de forma ambulatoria.

RESULTADOS:

Se incluyeron, como estaba previsto cinco pacientes, con
edades comprendidas entre los 58 y los 82 anos. Ningun de ellos
presentd reaccion inflamatoria aparente ni en cdmara anterior ni
en el vitreo, a pesar de tratarse de un trasplante alogénico y no
recibirinmunosupresién. En uno de los pacientes se desarrollo al
mes una membrana epiretiniana, que ha sido necesario resolver
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quirurgicamente. En los demas pacientes se han producido
mejorias muy significativas de la agudeza visual y en algunos
casos de los potenciales evocados visuales. Uno de los pacientes
ha tenido una ligera progresién de una catarata que se considera
fruto del mero paso del tiempo.

DISCUSION:

La finalidad de este ensayo ha sido realizar un estudio piloto,
gue va a ser completado en breve con un estudio multicéntrico
para aumentar el tamafio muestral, para comprobar la tolerancia
de esta modalidad de tratamiento. Nuestros estudios preclinicos
(Usategui-Martin R et al.Human Mesenchymal Stem Cell
Secretome Exhibits a Neuroprotective Effect over In Vitro Retinal
Photoreceptor Degeneration.Molecular Therapy: Methods &
Clinical Development 17/6:1155-1166, 2020. IF: 4,533) muestran
la liberacidn de algunos factores de crecimiento con capacidades
neurotréficas por parte de las células madre por lo que los
efectos sobre la agudeza visual que hemos observado en este
estudio piloto y que habra que comprobar posteriormente con
un estudio en fase lll, pueden deberse a la accidn paracrina de las
células madre mesenquimales. En estos estudios experimentales,
también se comprobd, en animales de experimentacién, que no
emigran fuera del otro a otros dérganos vitales y que al menos
permanecen viables dentro del ojo durante 3-4 semanas.
También se ha comprobado la capacidad de tolerancia inmune
que presentan estas mesenquimales ya que se inyectaron en
conejos células humanas procedentes de médula dsea. Y por
ultimo se analizé la capacidad de estas MSV® de preservar la
estructura de la retina, en modelos de cultivos organotipicos
de neuroretina. (Labrador-Velandia S et al Mesenchymal stem
cells provide paracrine neuroprotective resources that delay
degeneration of co-cultured organotypic neuroretinal cultures.
Exp Eve Res. 2019 May 17. pii: S0014-4835(19)30025-9. doi:
10.1016/j.exer.2019.05.011) La aparicion de una membrana
epirretiniana en una paciente, debe ponerse de manifiesto
en estudios posteriores, y parece una consecuencia logica de
inyectar células con capacidad proliferativa en una paciente, que
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en este caso no tenia un desprendimiento posterior de vitreo
previo.

CONCLUSIONES:

Los resultados de este estudio piloto son muy esperanzadores
y aunque deben ser corroborados con un tamafo muestral
mayor (de ahi la necesidad de realizar un estudio multicéntrico,
abren una via de esperanza al tratamiento de esta enfermedad,
considerada rara, pero para la que no se ha encontrado
tratamiento. De los mecanismos de accion de las células madre
mesmquimales, en este caso los beneficios se derivan sin duda de
su accidén paracrina (es decir su capacidad de producir y liberar al
medio factores de crecimiento) y no a unre-emplazo de las células
danadas. Ademas, se confirma los hallazgos experimentales de
la tolerancia inmune. Con todo eso creemos que se abre una
via a la busqueda de otras enfermedades oculares que podrian
beneficiarse de esta terapia celular. (Coco-Martin RM, et al. Cell
Replacement Therapy for Retinal and Optic Nerve Diseases: Cell
Sources, Clinical Trials and Challenges. Pharmaceutics. 2021 Jun
11;13(6):865. doi: 10.3390/pharmaceutics13060865. PMID:
34208272; PMCID: PM(C8230855.)
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ENSAYOS CLINICOS PARA
DISTROFIAS DE RETINA EN LA
FUNDACION JIMENEZ DIAZ

Carmen AYUSO

Fundacion Jiménez Diaz

INTRODUCCION:

Tras varias décadas de investigaciéon sobre los mecanismos
causantes delas DHR, se hanido reuniendo cohortes de pacientes
gue estan permitiendo tanto estudiar la evolucidon natural de
la enfermedad, como las correlaciones genotipo-fenotipo,
(estudios observacionales), asi como disponer de cohortes de
familias y pacientes bien caracterizados clinica y genéticamente,
gue sean participantes potenciales en los ensayos clinicos (EECC)
o terapias disponibles actualmente. En Espafia, esta investigacién
multidisciplinar y multicéntrica se ha venido desarrollando a lo
largo de tres décadas. La adecuada organizacion, la colaboracién
entre profesionales de distintos centros y especialidades, la
financiacién publica (Comisién Europea, ISCIIl y ministerios, y
Comunidades auténomas) y privada (Fundaluce, ONCE, etc.), asi
como laimprescindible cooperacidn con pacientes y asociaciones
(FARPE, resto de asociaciones) han construido el mejor escenario
posible para la realizaciéon de los EECC y la aplicacién de terapias.

En esta ponencia se presenta la situacion actual de la cohorte
de pacientes de DHR espafiola, que es la mas grande de Europa
y una de las mayores del mundo, asi como la experiencia del
Hospital Universitario FUNDACION JIMENEZ DIAZ (FID) en el
desarrollo de los EECC en DHR y en la preparacion activa para el
acceso de los pacientes a las terapias autorizadas.

COHORTE DE DISTROFIAS HEREDITARIAS DE LA RETINA
(DHR) EN LA FUNDACION JIMENEZ DIAZ (FID):
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La cohorte de familias y casos afectados por DHR, construida
durante los ultimos 30 afios por el equipo de la FID y sus
colaboradores, se publicd, con los datos disponibles hasta 2019,
en un articulo reciente (Perea-Romero et al; Sci Rep 2021).
Ademas, se hizo un resumen adaptado para el publico general
y los pacientes, en la revista Vision (Perea-Romero, Ayuso et al;
Visién 2021) En el articulo, hasta 2019, se reportaban mas de
6000 casos, y en una revision reciente (hasta agosto de 2021) el
numero de casos era superior a 7000, con mas de 5100 familias
registradas de las que se dispone de estudio genético en 4489,
con una tasa de caracterizacion genética superior al 60%. (Figura

Inherited retinal dystrophies in 6,089 affected individuals: overview of disease prevalence, involved
genes and pathogenic variants from a single Spanish centre Perea-Romero et al; Sci Rep2021
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Figura 1.- Distribucién de los casos con DHR recogidos en la cohorte de la
FID, por procedencia geografica

Estosdatospermitenindicarquenuestracohorteprobablemente
contiene entre el 40 y el 50% de los casos existentes en Espaia,
siendo la mayor contribucion la de los pacientes procedentes
de la zona centro de nuestro pais (CCAA: Madrid, Castilla Ledn,
Castilla La Mancha, y Extremadura)

Por otra parte, la distribucion de familias por subtipos de
patologias y el nimero de genes distintos cuyas variantes fueron
causantes de la patologia se recogen en la Tabla 1.
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Tabla 1.- Cohorte de la FID: A) Caracteristicas de las 4489 familias DHR (con

muestra de DNA)y B) los genes causantes
1-A) Clasificacién de las familias DHR por subtipo Clinico

Clasificacion Clinica FAMILIAS %
No RP 1539 34%
RP 2353 52%
DHR Sindrémica 597 13%
TOTAL 4489

1-B) Genes implicados en la causalidad de DHR

Clasificacion | N2 de genes Consecuencias del estudio
Clinica causalesdistintos
Casos Clasificados | % Casos
Reclasificados
No RP 69 425 esporadicos, 7% modelo
101 NC hereditario
RP 115 623 esporadicos& | 11% modelo
NC hereditario
DHR 80 93% herencia
Sindrémica recesiva final
TOTAL 175*

*El n2 total de genes es 175 porque algunos de ellos son comunes a varios
grupos de clasificacion clinica

ESTUDIOS Y ENSAYOS EN DESARROLLO EN LA FID:

Como es bien conocido, el desarrollo de un medicamento y
su aplicacién como tratamiento seguro y eficaz en los pacientes
es un proceso largo que se inicia con la investigacion basico-
experimental en el laboratorio que identifica moléculas y
aproximaciones candidatas. Se sigue con la demostracion de la
prueba de concepto, mediante la investigacién de la seguridad
y eficacia en modelos experimentales celulares o animales,
o ambos, (fase preclinica), para, a continuacion, pasar a la
experimentacion en personas, mediante los ensayos clinicos (fase
de investigacion clinica). Este es un proceso extremadamente
regulado, de alto coste cientifico y econdmico, que pretende
demostrar que la terapia en investigacion es segura (no ocasiona
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dafios significativos en la persona que la recibe) y eficaz (permite
mejora o curar el proceso patoldgico en el que se aplica).

Tras la fase de investigacidn, tiene lugar un proceso de
autorizacién, por parte de las agencias reguladoras (EMA en
Europa, FDA en EEUU y AEMPS en Espaia), y de autorizacion
de precios, comercializacion y, en su caso, regulacién del
reembolso del medicamento, por parte del sistema nacional
de salud (ministerio de Sanidad y CCAA). Por tratarse las DHR
de enfermedades raras, los medicamentos en desarrollo estan
regulados dentro de los llamados medicamentos huérfanos.
(EMA, https://www.ema.europa.eu/en/human-regulatory/
overview/orphan- designation-overview)

Para ilustrar el recorrido temporal de estas investigaciones, se
puede mencionar el caso de la terapia dirigida a mutaciones en
el gen RPE65. El descubrimiento de este gen tuvo lugar en 1993

por parte del grupo francés de C Hamel, que vino seguido de
estudios en modelos celulares y animales, a lo largo de mas de
unadécada, ylos distintos EECC con pacientes que, tras demostrar
eficacia y seguridad, permitieron la aprobacién del medicamento
para la terapia génica en 2017 (FDA, EEUU) y 2108 (EMA, Europa)
respectivamente, y la aprobacién para su aplicacién a través del
SNS en Esparia (2021).

La mayoria de los EECC en DHR vienen acompafiados o
precedidos de estudios observacionales que tienen como
objetivo analizar la historia natural de la enfermedad, asi como
identificar casos con estudios clinicos y geneticos que pudieran
ser participantes en el eventual estudio de intervenciéon (EECC)

El grupo de la FID ha venido participando en Estudios
Observacionales a lo largo de los ultimos afios, bien como
Unica cohorte, bien en estudios internacionales En la tabla 2 se
enumeran varios de estos estudios publicados en los ultimos 5
afos.
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Tabla 2.- Estudios Observacionales realizados y publicados por el grupo de
la FID

Gen Implicado* en la Publicacion

cohorte

CHM (Sanchez-Alcudia et al; 2016)

USH2A (Pérez-Carro et al; 2018)

PROM1 (Del Pozo-Valero et al; 2019)

RPE65 (Kumaran et al; 2020) (Rodriguez et al; 2021)
ABCA4 (Del Pozo-Valero et al; 2020)

MYO7A (Galbis-Martinez et al; 2021)

KCVN2 (Georgiou et al; 2020; Georgiou et al; 2021)

*en negrita aquellos casos en los que también existe o existié un ensayo
clinico en'la FID

A partir de estos y otros estudios aun no publicados, se han
establecido sub-cohortes bien caracterizadas en las que poder
seleccionar participantes para EECC o pacientes a los que poder
administrar tratamientos autorizados. Ente los pacientes de estas
cohortes, se han seleccionado aquellos que cumplen criterios
de inclusidn, para que puedan participar en estudios clinicos
en desarrollo en otros paises, en la propia FID, o el acceso a
tratamientos autorizados (Tabla 3)

Tabla 3.- Cohortes para Ensayos Clinicos y Tratamientos Autorizados: genes
y (mutaciones) implicados y tipo de farmaco en estudio

a)Ensayos clinicos en otros centros (colaboracién FID)

PDE6GA (cualquiera) terapia génica sustitucion
CEP290 (p.Cys998X) QR-110 (Sepofarsen) (OAS)

b) Ensayos clinicos en desarrollo en preparacion (en la FJD)

MYO7A (cualquiera, bialélicas) terapia génica sustitucidn
ABCA4 (2) (cualquiera, | Emixustat, Acucela STG-001, Stargazer
bialélicas) (farmaco oral) (cualquiera, | (farmaco oral)
bialélicas)
RPGR (cualquiera,hemizigota) AAV5-hRKp.RPGR terapia
génica sustitucion
USH2A (al menos una en exén 13) | QR-421a/USH2a (OAS)
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c) Cohorte para tratamiento

RPE65 (cualquiera, bialélicas) | terapia génica
sustitucién

PROCESO DE SELECCION Y RECLUTAMIENTO DE LOS CASOS:

Para poder participar en estos ensayos, nuestro centro , la
unidad multidisciplinar de Oftalmogenetica de la FID, ademas de
contar con la experienciavarias décadas del personal en el manejo
de las DHR, la dotacion de personal experto, equipamiento y la
organizacion necesarias, cuenta con el apoyo de otras unidades
relacionadas con la investigacidn clinica como son la Unidad de
Ensayos Clinicos, el area de gestion del Instituto de Investigacion
sanitaria (lIS- FJD), la farmacia hospitalaria, etc

Potra parte, para la adecuada seleccion y reclutamiento de los
casos en los EECC de DHR es necesario tener en cuenta algunas
de las caracteristicas de la enfermedad a tratar, los criterios
de inclusién y exclusiéon que pueden incluir, edades de los
pacientes, estadio de la enfermedad, patologias o tratamientos
concomitantes o previos, etc.

Unavezestablecidalainfraestructurayorganizacioniddneas, asi
como analizado que existe un numero adecuado de potenciales
participantes, hemos procedido a realizar las siguientes fases de
preparacion y seleccién de los casos, previas a cada EC (figura 2)

Figura 2.- Fases para la seleccion de los posibles participantes en un EC de
DHR y elementos a tener en cuenta

Seleccién de casos: FASES

o . Iz, ELEMENTOS A CONSIDERAR
mutado /tipo de mutacién)

«Tipo de DHR

Casos en estudio oftalmol6gico en FID > =Perfil genético especifico: Gen/mutacién
Madrid>Otros

Criterios clinicos de inclusién: edad, situacién «Edad
oftalmoldgica =Situacién Oftalmoldgica

Contacto para informacién y preguntar deseo
participar
Revisar criterios exclusion +Otros antecedentes médicos
«Tratamientos previos
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Finalmente, el equipo de la FID ha recogido y publicado 45
casos pertenecientes a 27 familias distintas con mutaciones
bialélicas en el gen RPE65 (Lopez-Rodriguez et al; Exp Eye Res.
2021). Estos casos son los preseleccionados para el tratamiento
recientemente aprobado (Luxturna, voretigene neparvovec-rzyl),
si bien es preciso revisar caso a caso, si ademds de presentar la
mutacidén bialélica, se cumplen el resto de criterios de inclusiény
estan ausentes los criterios de exclusion.

CONCLUSIONES:

Como conclusidn, en el momento actual hemos de recordar que
si bien exsiten muchos EECC en marcha, solo hay un tratamiento
aprobado para DHR

Los buenos resultados obtenidos con esa terapia, asi como
con varios de los EECC abren las puertas a nuevas terapias.
Dado que los EECC resultan imprescindibles para llegar a tener
tratamientos, es importante la participacion de los pacientes

Ademads, aunque no en todos, en muchos de los EECC para
DHR es necesario tener el diagndstico clinico y genético y
conocer el estadio de la enfermedad por lo que, ademas por la
necesida clinica directa, es muy conveniente hacer seguimiento
oftalmoldgico anual

Para conocer la existencia de los EECC y poder optar a
participar, es conveniente mantenerse en contacto con Centros
Clinicos y de Investigacion, tales como los IIS, : lIS-FID, 1IS-La Fe,
el CIBER de enfermedades raras, los CSUR, asi como con FARPE
y las asociaciones. Y consultar los registros de enfermedades
raras (Orphanet) y de EECC (registro espaiol de estudios clinicos,
clinicaltrial.org)
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EL CONSUMO DE DIETAS
RICAS EN GRASA ALTERA LA
MICROBIOTA INTESTINAL Y
ACELERA LA DEGENERACION
DE LA RETINA ASOCIADA A LA
RETINOSIS PIGMENTARIA

Oksana Kutsyr, Agustina Noailles, Natalia Martinez-
Gil, Carla Séanchez-Castillo, Xavier Sanchez-Saez,
Nicolas Cuenca, Pedro Lax

Departamento de Fisiologia, Genética y Microbiologia,
Universidad de Alicante

Victoria Maneu

Departamento de Optica, Farmacologia y Anatomia,
Universidad de Alicante

Laobesidadyladiabeteshanalcanzadoproporcionesepidémicas
en todo el mundo (1). Estd ampliamente aceptado que la dieta
rica en grasa (HFD) puede inducir disfuncion metabdlica, que se
asocia con un mayor riesgo de obesidad, sindrome metabdlico y
otras complicaciones para la salud (2). Por tanto, la alimentacién
rica en grasa es un modelo de resistencia a la insulina y de
diabetes mellitus tipo 2 (3). En este contexto, se ha demostrado
que la alimentacién durante un corto periodo de tiempo con
dietas ricas en grasa (3-4 dias) en ratones aumenta los niveles de
glucosa e insulina en sangre y altera la tolerancia a la glucosa y la
sensibilidad a la insulina (4). Ademas, se ha descrito que la dieta
rica en grasa a corto plazo induce inflamacién del tejido adiposo
(4,5), lo que contribuye a laresistencia alainsulina hepatica (4). La
alta ingesta de grasas también se ha relacionado con la disbiosis
de la microbiota intestinal a través de varios mecanismos, como
el aumento de la permeabilidad intestinal y la inflamacion, que
a su vez influyen en el desarrollo de enfermedades como el
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cancer, enfermedades cardiovasculares, diabetes y trastornos
del sistema nervioso central (6,7). En el sistema nervioso central,
una serie de trastornos metabdlicos asociados con el consumo
de HFD, como la hiperglucemia, la resistencia a la insulina, la
dislipidemia y la hipertension, son factores de riesgo conocidos
de disfuncidn cognitiva (8,9), y se ha demostrado que una ingesta
elevada de grasas saturadas exacerba la neurodegeneracion en
modelos animales de demencia, incluidas las enfermedades de
Alzheimer (10) y Parkinson (11).

Enlaretina, lasalteraciones metabdlicasinducidas porlaingesta
de HFD afectan a la homeostasis celular e influyen en la funcién
y salud de la retina (12,13). Algunos trabajos describen que la
prediabetes o diabetes tempranainducida por el consumo de HFD
tiene un efecto perjudicial sobre la actividad neuronal retiniana
(13) y desencadena la inflamacion de la retina y la disfuncién
microvascular (14,15). Ademas, el sindrome metabdlico es un
factor de riesgo comprobado para el desarrollo de la retinopatia
diabética (16) y la degeneracion macular asociada a la edad (17),
y se ha demostrado una correlacién positiva entre la ingesta total
de grasas y la incidencia de esta enfermedad (18,19). Ademas,
se ha observado que la disbiosis intestinal inducida por la HFD
influye en la degeneracion de la retina (20).

Todos estos estudios apoyan la hipdtesis de que el aumento
de la ingesta de grasas podria afectar a las respuestas celulares
después de una lesidon retiniana o durante enfermedades
degenerativas, incluso después de periodos de tiempo cortos.
En este contexto, en el presente trabajo buscamos evaluar los
efectos de dos o tres semanas de administraciéon de HFD sobre la
retina de ratones rd10, modelo animal de retinosis pigmentaria
(RP).

Para el presente estudio, ratones C57BL6/J (control) y rd10
(retinosis pigmentaria) de 19 dias de edad fueron alimentados
con pienso normal (5.5% de kcal de grasa) o con una dieta rica
en grasa (61.6% de kcal de grasa) durante dos o tres semanas.
Después de los periodos de administracion de la dieta, se
evalué la funcion de la retina mediante electrorretinografia
(ERG) vy el test optomotor. Posteriormente, los animales fueron
sacrificados, y la estructura e integridad de la retina fue analizada
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mediante inmunohistoquimica. Asimismo, se estudiaron las rutas
moleculares por las que la HFD puede afectar la retina analizando
el perfil de expresidon de genes asociados con la muerte celular
y vias inflamatorias utilizando un array de RT-PCR cuantitativo, y
cuantificando el nivel de expresion de proteinas asociadas a la
inflamacién y el estrés oxidativo. Por Ultimo, se secuencid el gen
16S rRNA para estudiar el microbioma intestinal de los animales.

A corto plazo, la ingesta de la dieta rica en grasas promovié el
aumento de pesoy la intolerancia reversible a la glucosa tanto en
los ratones C57BL6/J como en los ratones rd10. Las respuestas
ERG se vieron disminuidas en los ratones rd10 frente a los
controles C57BL6/J. Resulta interesante ademds que el aumento
de la grasa en la dieta afecté significativamente la funcién
retiniana en los ratones rd10. El analisis de las amplitudes de ERG
en ratones rd10 reveld una significativa disminucion de las ondas
ay b en los animales alimentados con HFD frente a los ratones
rd10 alimentados con una dieta control. De manera similar, la
agudeza visual fue significativamente menor en los ratones rd10
alimentados con HFD que en sus homdlogos con dieta control.

Las alteraciones funcionales encontradas en ratones rd10
alimentados con HFD fueron acompaiiadas por cambios
morfoldgicos en la retina, mientras que la dieta grasa no produjo
ningln cambio en la retina de los ratones C57BL/6J. Dado que la
RP es una enfermedad progresiva que afecta principalmente a los
fotorreceptores, se analizd en primer lugar el nUmero de filas de
fotorreceptores, la morfologia de los conos y la distribucién de
rodopsina en los bastones. Tras dos semanas de alimentacidn con
HFD se observd una significativa pérdida del numero de filas de
fotorreceptores en casi todas las zonas de la retina en los ratones
rd10, en comparacién con el grupo control. En estos animales, la
dieta HFD provocd notables cambios en los fotorreceptores, como
la deslocalizacion de la rodopsina, contenida en el cuerpo celular
de los bastones. Ademads, los conos perdieron su morfologia
tipica, con pérdida de sus segmentos internos y externos. En
estos animales, los fotorreceptores ademas presentaron una
reducida conectividad con sus células postsinapticas, como son
las células bipolares y las células horizontales.
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Por otro lado, el consumo de HFD a corto plazo agravo la
inflamacion de la retina en los ratones con retinosis pigmentaria.
Nuestros resultados mostraron que la retina de los ratones rd10
gue consumian una dieta HFD presenté una mayor activacion de
la microglia, mostrando estas células una morfologia fagocitica.
Ademads, aumentd el nimero de células de microglia en el espacio
subretiniano, en comparaciéon con los animales alimentados
con pienso normal. Las células de Miiller y los astrocitos
también mostraron una mayor gliosis reactiva en ratones rd10
alimentados con HFD. Asimismo, se analizaron las posibles vias
de actuacién de la dieta rica en grasa sobre la degeneracién de la
retina en los ratones rd10. El andlisis de los niveles de expresién
de algunos genes y proteinas clave revelé que la dieta HFD a
corto plazo modula las vias relacionadas con la inflamacion y la
muerte celular en los ratones rd10. En estos ratones, también
se encontré un aumento significativo de marcadores de estrés
oxidativo en comparacién con los ratones que consumian la
dieta control.

Por ultimo, para explorar el efecto de la alimentacion con HFD
sobre la microbiota intestinal, se extrajo DNA del tejido intestinal
y de las heces de los ratones con las diferentes dietas y se utilizd
para la secuenciacion del gen 16S rRNA. Los resultados de
estos analisis mostraron que la dieta rica en grasa generd una
disbiosis significativa en el microbioma intestinal aumentando
las bacterias potencialmente proinflamatorias como Bilophila
sp., Alistipes sp. y Mucispirillum schaedleri.

Los efectos de la grasa en la dieta sobre la funcion y estructura
de la retina han despertado un interés considerable en los
ultimos afos. En el presente estudio, demostramos que un
aumento a corto plazo en la ingesta de grasas en la dieta agrava
la degeneracion de la retina en un modelo de ratén de RP. Estos
hallazgos estdn en linea con estudios previos que muestran que
la ingesta de grasas se asocia positivamente con el riesgo de
degeneracion macular asociada a la edad (19), y que la disfuncién
de las células de la retina se ve reforzada por aumentos a corto
plazo de la grasa y la sacarosa de la dieta (21). Se han descrito
efectos similares en el cerebro, donde se ha demostrado que la
dieta HFD exacerba la progresion de la enfermedad de Parkinson

42




(22), laenfermedad de Alzheimer (23) y otras formas de deterioro
cognitivo (24). Nuestros hallazgos confirman que la grasa en la
dieta influye en los procesos degenerativos en las enfermedades
neurodegenerativas de la retina, pero la contribucién relativa
y la importancia de los componentes dietéticos individuales
siguen sin conocerse. No obstante, el papel de la HFD en la
determinacién de la susceptibilidad neuronal al dafio es relevante
para los pacientes con degeneracion retiniana, que deben limitar
su ingesta diaria de grasas.

De acuerdo con los datos anteriores (6), nuestro estudio revela
que la HFD desencadena una marcada disbiosis del microbioma
intestinal, que afecta tanto a la diversidad alfa como beta de
las bacterias intestinales. En un estudio anterior, encontramos
diferencias entre ratones normales rd10 y C57BL6/J alimentados
conpiensoenespeciesbacterianasrelacionadasconlainflamacién,
gue se han asociado con enfermedades neurodegenerativas (25).
Aqui, encontramos que HFD aumenté la abundancia de Bilophila
sp. (26), Alistipes sp. y Mucispirillum schaedleri (27), que se ha
descrito previamente que se correlacionan positivamente con
los procesos de inflamacién intestinal en ratones sometidos a
HFD (28). Los ratones alimentados con HFD también mostraron
una disminucién significativa de bacterias comensales como
Muribaculaceae, que estan relacionadas con la homeostasis
intestinal (29). Sibien los mecanismos molecularesy celulares que
subyacen ala neurodegeneracion inducida por HFD siguen siendo
poco conocidos, se ha informado anteriormente que HFD induce
neuroinflamacién aguda y crénica (30), neurodegeneracién vy
deterioro cognitivo (31,32). En consecuencia, una posibilidad es
gue laalimentacidn rica en grasas impulse la neuroinflamaciéon de
la retina mediante la induccidn de gliosis reactivay el aumento de
la densidad microglial (33,34). Por lo tanto, la disbiosis intestinal
causada por HFD podria promover procesos inflamatorios
de la retina, lo que, a su vez, podria acelerar la degeneracién
de la retina en ratones rd10, como se describe para otras
enfermedades neurodegenerativas (10,11). En apoyo de esta
hipdtesis, se ha informado que la disbiosis intestinal inducida por
HFD desencadena la inflamacidn intestinal y aumenta los niveles
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de citocinas proinflamatorias que influyen en la degeneracién de
la retina (35).

Elanalisis molecularindicé que HFD induce la regulacién positiva
de las vias de sefializacion GSK3b y NF-k’/IL-6/STAT3 en ratones
rd10. GSK3b es una proteina clave en la respuesta inflamatoria
(36), y su activacion se ha relacionado con la degeneracion de la
retina y la inflamacidn que la acompafia en modelos animales de
RP (37). STAT3 es un factor de transcripciéon conocido para GFAP
en la glia de Miiller directamente relacionado con la gliosis (38).
Se ha descrito un papel central para la sefializacion de STAT en
el modelo de raton rd10 de RP (39). En la misma linea, NF-k’ es
un regulador clave de la inflamacion (40), y se ha propuesto que
tiene un papel neurotéxico en ratones rd durante la degeneracion
de los fotorreceptores al activar la microglia (41). La expresion
de NF-k’ en la retina aumenta en diferentes modelos de lesion
como las inducidas por la luz (42) o la isquemia (43). Por lo tanto,
la expresiéon mejorada de GSK3b en la retina de ratones rd10
alimentados con HFD junto con los niveles aumentados de fosfo-
STAT3 y NF-2B indican que los efectos de la alimentacion rica
en grasas sobre la degeneracién de la retina probablemente se
deben a la activacién de GSK3b via de sefializacion STAT3/NF-k’,
gue conduce a niveles elevados de IL-6 e IL-1F.

El estrés oxidativo es otro posible contribuyente a los cambios
neurodegenerativos inducidos por HFD en ratones rd10. Las
especies reactivas de oxigeno (ROS) se pueden generar en
grandes cantidades en la retina debido a las altas concentraciones
de oxigeno, la abundancia de acidos grasos poliinsaturados y la
exposicién directa a la luz (44). Ademas, las ROS pueden inducir
la produccidn de varias citocinas proinflamatorias (incluida la IL-
6), activar NF-kB y desencadenar la activacion del inflamasoma
(45). En este contexto, un andlisis previo ha demostrado que la
alimentacién con HFD se asocia con un estrés oxidativo neuronal
elevado y respuestas antioxidantes atenuadas (46). Encontramos
que los ratones rd10 alimentados con un HFD tenian una
produccidn relativamente mayor de superdxido en la capa de
fotorreceptores que los ratones equivalentes con comida normal,
y esto se acompafié de niveles mas altos de nNOS, que estd
involucrado en la produccidn de especies reactivas de nitrégeno,
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y 4 -HNE, indicador de peroxidacion lipidica. Estos hallazgos
concuerdan con trabajos anteriores que muestran que la
alimentacién con HFD en ratones da como resultado niveles mas
altos de NOS inducible y 4-hidroxinonenal y con degeneracién de
la retina (47).

En resumen, nuestros hallazgos establecen que el consumo
de HFD a corto plazo en ratones con RP induce alteraciones
significativas en la funcion y estructura de la retina a través de
mecanismos que pueden involucrar cambios en el microbioma
intestinal, el estado inflamatorio de la retina y la homeostasis
redox retiniana. En este estudio proponemos que el consumo
de HFD y la posterior disbiosis de la microbiota intestinal
desencadena la expresion y produccién de los moduladores
inflamatorios GSK3b, STAT3 y NF-k’ en ratones con RP, lo que
a su vez potencia la expresiéon y liberacién de las citocinas
proinflamatorias IL-6 e IL-1B por microglia activada y células
de Miiller. Paralelamente, la alimentacién con HFD promueve
la produccidon y acumulacién de ROS y especies de nitrégeno
reactivo, y la peroxidacion de lipidos, provocando en general un
desequilibrio redox e induciendo la cascada inflamatoria. Este
escenario de inflamacion y estrés oxidativo agrava el proceso
degenerativo y el remodelado retiniano. Los resultados pueden
extrapolarse a otras enfermedades de la retina asociadas a
la inflamacién y el estrés oxidativo, como el glaucoma o la
degeneracion macular. Nuestros hallazgos sugieren que laingesta
de grasas en la dieta afecta la progresion de la enfermedad en
pacientes con trastornos degenerativos oculares, y que seria
recomendable que estos pacientes aumentaran el conocimiento
y la conciencia sobre el consumo adecuado de grasas en la dieta.
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La Retinosis Pigmentaria (RP) comprende un grupo de
distrofias hereditarias de la retina caracterizadas por la pérdida
progresiva e irreversible de la visidn, debido a la degeneracién
de conos y bastones [1, 2]. Se trata de una enfermedad rara
con una prevalencia de 1:4000, considerada la mayor causa de
ceguera genética en el mundo desarrollado [3]. La RP presenta
una elevada heterogeneidad tanto clinica como genética.
Actualmente se conocen mutaciones en mas de 130 genes que
causan tanto formas sindromicas como no sindrémicas de RP [4].

En los ultimos afios se ha visto que la inflamacion puede
contribuir de manera significativa en la progresién de Ia
enfermedad. La inflamacién conduce a la activacién de la
microglia que libera citoquinas proinflamatorias, como el factor
de necrosis tumoral (TNFa), la interleuquina 6 (IL6) o la IL-1B,
entre otras moléculas de seializacidn tanto en pacientes como
en modelos murinos de RP [5-10]. El mantenimiento prolongado
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de altos niveles de estas moléculas puede acelerar el proceso de
degeneracién. En nuestro caso, hemos observado un aumento de
TNFa en humor acuoso de pacientes con RP y retinas de ratones
rd10, un modelo murino de RP autosémica recesiva [11-13]. En
la retina, el TNFa es secretado por macréfagos y células gliales y
regula la produccién de quimiocinas y citoquinas [14]. Se trata de
una citoquina de respuesta proinflamatoria, implicada en varios
procesos celulares como la proliferacién, la supervivencia, la
diferenciacidn, la inflamacion y la muerte celular [15-18] a través
de la unidén a sus receptores TNFR1 o TNFR2 [19]. Por todo esto
el TNFa parece ser una molécula importante en la regulacion de
los procesos de muerte y supervivencia celular y es considerado
una prometedora diana terapéutica para varias enfermedades
inflamatorias [20-25].

Los anticuerpos anti-TNFa como el Adalimumab (ADA)
o el Infliximab, se utilizan para el tratamiento de algunas
enfermedades inflamatorias, como como la artritis reumatoide,
la espondilitis anquilosante [26] o la psoriasis [27], y en
oftalmologia como tratamiento alternativo en pacientes con
uveitis [28, 29] debido a su capacidad para para bloquear la unién
del TNFa a sus receptores, lo que conduciria a la disminucién
de los procesos inflamatorios y la muerte celular [15]. En este
sentido, hemos observado previamente que varias inyecciones
intraperitoneales de ADA, previenen la degeneracién retiniana
en ratones rd10 a dia postnatal (P) 18, momento que coincide
con el pico maximo de muerte de células fotorreceptoras en
nuestro modelo [11]. La administracién intraperitoneal de ADA
reduce la muerte de las células fotorreceptoras, la actividad de la
poli-(ADP-ribosa) polimerasa (PARP), la gliosis reactiva y mejora
la respuesta antioxidante, y la funcién energética y metabdlica
en los ratones rd10 a P18. La activacion excesiva de la enzima
PARP puede inducir la translocacién nuclear del factor inductor
de la apoptosis (AIF) y conducir a un tipo de muerte celular
denominada PARthanatos. Sin embargo, se necesitan otros
estudios para comprender mejor los mecanismos moleculares
implicados en el efecto neuroprotector de la ADA.
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OBIJETIVOS:

El objetivo principal de este trabajo es abordar un enfoque
farmacolégico que actla sobre el proceso inflamatorio para
intentar ralentizar la degeneracién retiniana. En concreto, se
evaluan los mecanismos de muerte celular inducidos por TNFa
y el proceso de neuroinflamacion, asi como el efecto de una
sola dosis intravitrea de ADA sobre la degeneracion retiniana en
ratones rd10 en dia postnatal (P) 23 (P23).

METODOLOGIA:
Animales y tratamiento

Utilizamos el ratéon rd10 como modelo de RP autosdmica
recesiva y como control, la cepa C57BI6, cuyo fondo genético
coincide con el del raton rd10. Para calcular la dosis equivalente
de ADA entre humanos utilizamos una férmula de conversiéon
(DEH) y ratones (DEH = NOAEL*Km ratio (factor de conversién
para ratén); NOAEL: Non-Observed Adverse Effect Level, o dosis
en la que no se observan efectos adversos en los animales) siendo
en este caso: 4,61 mg/ml= 0,375 mg/ml*12,3 [30]. Se pincharon
diferentes concentraciones de ADA de manera intravitrea
(concentraciones finales en el humor vitreo: 0,125; 0,25; 0,375;
4,61 mg/ml) a P12 para seleccionar la mejor dosis efectiva de
ADA que previniese la pérdida de células fotorreceptoras.
Las inyecciones se realizaron el ojo izquierdo de los ratones,
utilizando el ojo contralateral como control inyectando el él el
mismo volumen de tampdn fosfato salino (PBS). También se
utilizaron como controles ojos de animales no inyectados. A los
P23 se obtuvieron las muestras y se procesaron segun la técnica
a realizar posteriormente.

Western Blot

Las retinas se homogenizaron en tampdn de lisis. La cantidad de

proteina en las muestras se determind mediante el método BCA.
Se afiadié B-mercaptoetanol (5%) y azul de bromofenol (1% m/v)
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alas muestras, y se hirvieron durante 5 minutos. La electroforesis
se realizd en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 8% a
100 mV y 40 mA durante dos horas, seguido de una transferencia
a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF). Las
membranas se bloquearon con leche al 3% en tampdn TBS-T
y se incubaron con los anticuerpos primarios para NLRP3, o
B-actina durante toda la noche. Las membranas se incubaron en
1.5% leche-TBS-T con el correspondiente anticuerpo secundario
conjugado con fosfatasa alcalina una hora a temperatura
ambiente. A continuacidn, las membranas se revelaron por
ECL. Los inmunoblots fueron cuantificados por densitometria y
normalizados con la B-actina utilizando el software Alphalmager
2200.

Extraccion de ARN total y sintesis de cADN

El acido ribonucleico (ARN) total de las retinas se extrajo
utilizando el kit comercial RNeasyMiniKit y siguiendo las
instrucciones del fabricante. A partir del ARN total y utilizando el
kit comercial GeneAmp Gold ARN PCR Reagent, obtuvimos cADN
mediante RT-PCR, partiendo de una cantidad inicial de 1 pg de
ARN.

PCR cuantitativa en tiempo real

La expresion relativa de los genes RIPK1 y RIPK3 se midid en
retinas de raton mediante PCR cuantitativa en tiempo real,
utilizando la plataforma ViiA 7 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, EEUU), y las sondas TagMan especificas
para esos genes. El gen de la b2-microglobulina (b2m) se utilizé
como control enddgeno en las muestras. La expresidn relativa de
cada gen se normalizé con el gen enddgeno vy los valores de las
retinas control se normalizaron a uno para determinar cambios
en la expresion génica de las retinas de los ratones rd10.

Ensayo actividad caspasa

La actividad de las caspasas 1 y 3 se determind utilizando un
kit comercial y siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
retinas se lisaron en el tampdn de lisis suministrado con los kits.
Los lisados se incubaron con los sustratos de la caspasa 1y 3,
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durante dos horas a 372C. Seguidamente se midié la absorbancia
de las muestras a 405 nm.

Histologia de la retina

Para obtener secciones de retina, los ojos se enuclearon y
se sumergieron inmediatamente en paraformaldehido al 4%,
durante dos horas. A continuacion, los ojos se crioprotegieron
mediante un gradiente ascendente de sacarosa, se embebieron
y congelaron en medio de congelacidon y se obtuvieron secciones
10 um utilizando un criostato.

Para medir el grosor y el nimero de nucleos de la capa nuclear
externa (CNE u ONL en inglés), las criosecciones se tifieron con
4’ 6-diamidino-2-fenilindol diclorhidrato (DAPI), un colorante
gue marca los nucleos celulares. En las criosecciones de retina
también se realizaron diferentes inmunofluorescencias, para
lo que se incubaron con anticuerpos primarios anti-lbal como
marcador de microglia, anti-GFAP como marcador de glia de
Miller, o anti-PAR como marcador indirecto de la actividad de la
poli-ADP ribosa polimerasa (PARP), durante toda la noche a 42C.
A continuacidn, las criosecciones se incubaron con el anticuerpo
secundario, conjugado con un fluoréforo. Las criosecciones se
contratifieron con DAPI.

Para analizar la estructura de la retina, los ojos fijados se
embebieron en parafina y se obtuvieron secciones de 5 um. Se
realizé una tincidon de hematoxilina-eosina.

Microscopia y cuantificacion

Las secciones de retina se examinaron utilizando un microscopio
confocal y se analizaron utilizando los software de imagen Leica
Microsystems LAS AF lite e Image J. El grosor y el niumero de filas
de la CNE (u ONL), el numero de células PAR e Iba-1 positivas y la
intensidad de fluorescencia de GFAP, se cuantificaron utilizando
el software Image).

La medida del grosor de la CNE se normalizé con el grosor de
la capa nuclear interna (CNI o INL), para evitar el sesgo derivado
del dngulo de corte.
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Para evaluar la activacidon de la microglia, se determind el
indice de migracién (IM), definido como el nimero de células
Iba-1 positivas corregido de acuerdo a la capa de la retina en la
que se encuentren (.M = [Z (n2 células Ibal+*factor capa)]/n®
células Ibal+ totales). El factor de correccion utilizado fue 1 para
la ONL; 0,5 para la OPLy 0,25 para la INL.

La intensidad de fluorescencia corregida (FC) de GFAP se
determind restando la intensidad de fluorescencia del fondo a la
intensidad de fluorescencia presente en el drea total de la retina
(FC = (drea*intensidad fluorescencia) GFAP - (drea* intensidad
fluorescencia) fondo. El numero de células PAR positivas, el
IM de la microglia y la intensidad de fluorescencia de GFAP se
cuantificaron en cuatro zonas no adyacentes de cada seccién de
retina.

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa
GraphPad 8.0 (Prism; GraphPad Software, Inc., San Diego, EEUU).
La normalidad de los datos se analizé utilizando las pruebas de
Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov. Las comparaciones entre
los ratones control y los rd10 se realizaron con la prueba de la
t de Student para muestras independientes o la prueba U de
Mann-Whitney, dependiendo de la distribucion de los datos
(paramétrico o no paramétrico). Las comparaciones entre los
ojos tratados con ADA y los tratados con PBS se hicieron con la
prueba de la t de Student para muestras emparejadas o con la
prueba de los rangos con signo de Wilcoxon. Un valor p menor
de 0,05 fue considerado estadisticamente significativo. Los datos
se representan utilizando el software GraphPad 8.0.

RESULTADOS:

Activacidn de PARP, de componentes del inflamasoma NLRP3, y
la gliosis reactiva en la retina de ratones rd10 a P23.

Antes de realizar el tratamiento con ADA se analizaron algunos
marcadores celulares para profundizar en el mecanismo de
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muerte por el que se estan perdiendo las células fotorreceptoras
en los ratones rd10 aP23.

En las retinas de los ratones rd10 se observé un aumento en la
acumulacién de polimeros de poli-ADP ribosa (PAR) producidos
porlaenzimaPARPaP23,comparadoconlasretinasdelosratones
control (Figura 1A), ademas de un aumento de la actividad de las
caspasas 3y 1 (Figura 1B). También se observd una disminucién
de la expresion génica de RIPK1 y un aumento significativo de la
expresion génica de RIPK3 (Figura 1C). El aumento de la expresion
génica de RIPK3 y de la actividad de la caspasa 1, podria estar
indicandos una activacion del inflamasoma NLRP3, por lo que se
analizo el contenido de esta proteina en las retinas de los ratones
rd10. Se comprobd que esta proteina también se encuentra
aumentada a P23 con respecto a los controles (Figura 1D).
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Figura 1. Marcadores de muerte celular e inflamacién en retinas de ratén
rd10 a dia P23. Imdgenes representativas que muestran el marcaje de PAR en
secciones de retinas control (C) y rd10 contratefiidas con DAPI (A) Actividad
de las caspasas 3 y 1 utilizando sustratos especificos en retinas control y
rd10 (B) Expresidon génica de RIPK1 y RIPK3 (C) Western blot representativo
y cuantificacion de NLRP3 (D). Los datos se representan como la media * el
error estandar de la media (SEM). Prueba de la t de Student para muestras
independientes, *P<0,05; **P<0,01, ***P<0,001. [31].

Una dosis unica de ADA intravitreo redujo la degeneracion de
la retina en ratones rd10 a P23.
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Varios estudios muestran que en las retinas de ratones rd10 se
produce un aumento de TNFa previo al pico maximo de muerte
de las células de las células fotorreceptoras [9, 32]. En nuestro
grupo se comprobd que la administracién intraperitoneal de
ADA era capaz de disminuir la degeneracidén retiniana en los
ratones rd10, ya que se observé una disminucién de la formacién
de polimeros de PAR y de la neuroinflamacién a P18 [11]. Sin
embargo, el efecto neuroprotector del ADA desaparecia a partir
de esa edad, por lo que se decidid administrar el fdrmaco de
manera intravitrea para evaluar si se conseguia mantener su
efecto durante mds tiempo. En primer lugar, se realizd una curva
de concentracién de ADA para determinar qué concentracion
era capaz de evitar la muerte de las células fotorreceptoras. Para
ello se cuantificaron el nimero de filas de fotorreceptores y el
grosor de la CNE (u ONL) en las retinas de los ratones rd10 a P23.
Las dos concentraciones mas altas de ADA ensayadas fueroon
capaces de evitar tanto la pérdida de filas de fotorreceptores
como el grosor de la ONL en los ratones rd10 (Figura 2B y Figura
2C). Ademas, la citoarquitectura de la retina no se veia afectada
por el tratamiento con ADA (Figura 2A). Por ello, se eligieron las
concentraciones de 0,375y 4,61 ug/ml de ADA para los siguientes
estudios.

=

2

FlIas de Totorreceptores
(n° nucleos)

e m & o >

ADA pgiiL

C‘C)

Grosor ONL

Ao

Figura 2. Efecto de la administracién de una Unica dosis de Adalimumab en
la degeneracidn retiniana de ratones rd10 a dia P23. Tincidn representativa de
hematoxilina/eosina de retinas de ratones rd10 tratadas con PBS (vehiculo)
o con 0.375ug/ulL de ADA (A) Efecto de diferentes concentraciones de ADA
sobre el nimero de filas de nicleos en la ONL (B) y grosor normalizado de
la ONL (C). 0,125pg/uL de ADA (ADA0.125), 0,25ug/uL de ADA (ADAO.25),
0,375ug/uL de ADA (ADA0.375), y 4,61ug/uL de ADA (ADA4.61). RPE: epitelio
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pigmentario, ONL: capa nuclear externa; OPL: capa plexiforme externa; INL:
capa nuclear interna; IPL: capa plexiforme interna; GCL: capa de células
ganglionares. Barra de escala: 50um. Test t para muestras emparejadas para
la retina derecha (PBS) frente a la retina izquierda (ADA) de los ratones rd10
*P<0,05; ***P<0,001. Los datos representan la media + la desviacion estandar
del error. [31].

Una dosis Unica de ADA intravitreo redujo los componentes del
inflamasoma NRLP3 y la activaciéon microglial en ratones rd10 a
P23

A continuacion, se evalué si el tratamiento con ADA presentaba
efecto sobre algunos de los componentes del inflamasoma
NLRP3, que se habian visto alterados en los ratones rd10 a P23.
En primer lugar, se comprobd que el ADA administrado a 0,375
ug/ml era capaz de disminuir el aumento de la actividad de
la caspasa 1 (Figura 3A) y del contenido de la proteina NLRP3
(Figura 3C).
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Figura 3. Efecto de Unica dosis de Adalimumab intravitreo en algunos
marcadores de muerte celular implicados en la apoptosis, la necroptosis, el
inflamasoma NLRP3 en retinas de ratones rd10 a dia postnatal 23. Actividad
de las caspasas 3 y 1 utilizando sustratos especificos (A) Expresidon génica
de RIPK1 y RIPK3 (B) Western blot representativo y cuantificacion de NLRP3
(C) Test t para muestras emparejadas para la retina derecha (PBS) frente a
la retina izquierda *P<0,05. Los datos representan la media * la desviacion
estandar del error (SEM) [31].
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La concentracién mas alta de ADA (4,6 ug/ml) tuvo un efecto
similar sobre el contenido de la proteina NLRP3 (Figura 3C),
pero no fue capaz de disminuir el aumento de la actividad de la
caspasa 1 (figura 3A). Sin embargo, ambas concentraciones de
ADA fueron capaces de reducir significativamente la expresion
génica de RIPK3 (Figura 3B).

Por otro lado, se evalud el efecto del tratamiento sobre la
activacion de la microglia en la retina de los ratones a P23. Como
marcador de microglia se utilizé Ibal, ya que se trata de una
proteina de unidn al calcio microglia/macréfago especifica, que
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Figura 4. Efecto de Unica dosis de Adalimumab intravitreo sobre PARtanatos y
la activacidn de la microglia en retinas de ratones rd10 a dia P23. Acumulacion
de polimeros de poli-ADP ribosa (PAR) (indicador de la activacién de PARP),
cuantificacidon e imagenes representativas de retinas rd10 que muestran el
marcaje de PAR en secciones de retina tratadas con PBS o con ADA 0,375y
contratefiidas con DAPI (A) indice de migracién de la microglia e imagenes
representativas de retinas rd10 que muestran el marcaje de Ibal (células
microgliales) (B) en secciones de retina tratadas con PBS o ADA 0,375 vy
contratefiidas con DAPI. ONL: capa nuclear externa; OPL: capa plexiforme
externa; INL: capa nuclear interna; IPL: capa plexiforme interna; GCL: capa de
células ganglionares. Barra de escala: 50um y 10um para el zoom 6ptico. Test
t para muestras emparejadas para la retina derecha (PBS) frente a la retina
izquierda *P<0,05; **P0<0,01. Los datos representan la media + la desviacién
estandar del error (SEM) [31].

DISCUSION:

Laretinosispigmentariacomprendeungrupodedegeneraciones
hereditarias de la retina, que provocan la pérdida de las células
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fotorreceptoras, aunque existen otros procesos celulares como
la inflamacién o el estrés oxidativo que pueden exacerbar la
progresion de la enfermedad [34, 35]. En estudios previos
hemos demostrado que el TNFa puede ser una buena diana
terapéutica para ralentizar la progresion de la enfermedad, ya
que el bloqueo de esta molécula mediante repetidas inyecciones
intraperitoneales de ADA era capaz de reducir la degeneracién
retiniana a P18 en el modelo de ratén rd10 [11]. Sin embargo, el
efecto neuroprotector del ADA no se mantenia en el tiempo, y
la administracion sistémica podria suponer efectos secundarios
adversos si se llegase a administrar en humanos. Por ello, se
decidié evaluar el efecto del tratamiento mediante inyecciones
intravitreas, lo que permite una administracion localizada del
farmaco.

Por otra parte, los mecanismos de muerte por los que se
produce la pérdida de las células fotorreceptoras de la retina, y la
forma en la que el ADA es capaz de reducirlos, no estaban claros.
Tipicamente se ha propuesto que la muerte de los bastones
se produce principalmente por mecanismos apoptoticos,
mientras que la muerte de los conos por mecanismos necrdéticos
[36]. Sin embargo, en los ultimos afios se ha demostrado que
existen otros tipos de muerte implicados en la muerte de las
células fotorreceptoras como la necroptosis, la ferroptosis, el
parthanatos, o la piroptosis, que pueden actuar como impulsores
de la muerte celular necrética durante las degeneraciones
retinianas como la degeneracidn macular asociada a la edad o
la RP [37-39].

La apoptosis comprende una cascada proteolitica mediada por
caspasas iniciadoras (8 y 9) y caspasas efectoras (3, 6 y 7). Las
caspasas iniciadoras pueden ser activadas por dos vias distintas,
conocidas como via extrinseca o intrinseca de la apoptosis [40].
La via extrinseca se activa mediante la unién a receptores de
muerte de diferentes citocinas, como TNFa. La activacion de la
via intrinseca se produce por una disfuncién mitocondrial que
resulta en laliberacion del citocromo C, la activacién de la caspasa
9 y la consiguiente activacién de la caspasa 3 [7]. La necroptosis
es una forma regulada de necrosis mediada por los receptores
de muerte. Normalmente se desencadena por estimulos como la
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union a sus receptores de moléculas como el TNFa, que conduce
a la activacion de RIPK1. Por lo tanto, el TNFa puede inducir tanto
apoptosis como necroptosis.

Por otra parte, altos niveles de TNFa o estrés oxidativo también
podrian activar la enzima PARP1, dando lugar a otro tipo de
muerte celular denominada parthanatos [41]. A parte de su papel
en la reparacion del dafio del ADN, PARP1 modula los procesos
neuroinflamatorios en las células gliales [42]. Sin embargo,
la hiperactividad de PARP1 puede agotar el almacenamiento
celular de ATP y NAD+ tratando de reparar el ADN dafiado.
Esta deplecidon conduciria a un colapso bioenergético y a una
muerte celular necrética. Ademas, PARP1 también podria
inducir la muerte celular programada, a través de la produccién
de polimeros de PAR, que estimularian a las mitocondrias para
liberar AIF, induciendo asi la muerte celular [43-45].

Se observé que las retinas de los ratones rd10 presentaban
activacion de la caspasa 3, la caspasa 1, acumulacién de PAR,
aumento de la expresidon génica de RIPK3 y disminucién de la
expresion génica de RIPK1 a P23. A esta edad postnatal, estos
resultados podrian sugerir que las células fotorreceptoras se
estaban muriendo por mecanismos dependientes caspasas o
de la enzima PARP (parthanatos). Sin embargo, la funcién de las
caspasas es controvertido en la RP. Varios autores han propuesto
un desajuste en las actividades de las caspasas 3y 8y la liberacién
del citrocromo C mitocondrial en modelos animales de RP
[46-49]. Por otra parte, se han encontrado otros mecanismos
dependientes de la caspasa 3 implicados en la muerte de los
bastones en ratones rd o ratas P23H [50, 51].

Una Unica dosis intravitrea ADA redujo significativamente la
acumulacién de polimeros de PAR, a las dos concentraciones
de ADA ensayadas, pero produjo un aumento de la actividad de
las caspasas a la concentracion de ADA mas alta. Por tanto, se
sugiere que a P23 las células fotorreceptoras estdn muriendo
por mecanismos independientes de caspasas. Los mecanismos
dependientes caspasas podrian contribuir a la muerte celular en
etapas mas avanzadas de la enfermedad. Ademds, el TNFa no
parece estar implicado en la activacion de la caspasa 3 a esta
edad.
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A P23 se observé una sobre-activacion de la enzima PARP
mediante la deteccién de polimeros de PAR en la ONL de
las retinas de ratones rd10 lo que corroboraba resultados
obtenidos por otros autores [52-54]. El tratamiento con ADA
previno la acumulacién de polimeros de PAR in en las retinas
de los ratones rd10, asi como la activacidn de la microglia. Estos
resultados coincidian con los observados por otros autores, en
los que se muestra que la activacién de PARP es importante
para la activacion de la microglia en modelos experimentales de
degeneracién retiniana y dafio neural [55-58]. PARP1 regula la
activacion microglia a través de NF- kB [59, 60]. El ADA podria
prevenir la activacion de la microglia a través de la inhibicién
de la enzima PARP. Este tipo de muerte, parthanatos, parecia
contribuir de manera significativa a la pérdida celular en las
retinas de los ratones rd10.

Se ha observado un aumento de la expresién génica de RIPK3
en las retinas de ratones rd10 a P23. RIPK3 es una serina/treonina
guinasa esencial para la necroptosis, pero que también puede
producir inflamacién sin que se produzca la muerte de células
necroptdticas. Cuando RIPK3 se fosforila, puede activar MLKL,
un ejecutor de necroptosis pero también regula otras funciones
la apoptosis independiente de quinasas o la inflamacién [61].
Existen diferentes posturas en cuanto a la participacion de
los procesos de necroptosis en la RP. Como se ha comentado,
algunos autores proponen que la muerte temprana de los
bastones se produce por mecanismos apoptéticos dependientes
de caspasas, mientras que los conos mueren por mecanismos
necroptdticos que dependen de RIPK3 [36, 49]. En este estudio
se ha observado un desajuste en la expresidn génica de estos
dos componentes de la via de necroptosis en las retinas de los
ratones rd10 a P23. En parte coincidimos con estos autores en
que la muerte de las células fotorreceptoras podria ser mediada
por mecanismos apoptdticos, pero hemos comprobado que
la activacién de PARP1 a P23 también esta implicada en el
proceso de degeneracion. Creemos que RIPK3 presenta un papel
importante en la activacion del inflamasoma NLRP3 que, por otra
parte, podria estar dando lugar a otro tipo de muerte de celular
denominado piroptosis en las primeras etapas de la enfermedad.
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El bloqueo de la sefalizacién por TNFa no presentaba ningln
efecto sobre la expresion génica de RIPK1, sin embargo, si reducia
la expresion génica de RIPK3 en la retina de los ratones rd10.

Se ha mostrado un aumento de la actividad de la caspasa 1, y
del contenido de la proteina NRLP3 en la retina de los ratones
rd10, lo que estaria indicando que la degeneracién de la
retina va acompainada de un aumento de los componentes del
inflamasoma NRLP3 que quizds estaria activado a P23. Elevados
niveles de TNFa y el estrés oxidativo y nitrosativo pueden activar
PARP y el inflamasoma NLRP3, dando lugar a necroptosis,
ferroptosis o piroptosis [62-64]. RIPK3 también puede activar el
inflamasoma NLRP3 e inducir un aumento de la expresién de ASC
y de la caspasa 1 activada conduciendo a la muerte celular por
piroptosis [61, 65]. La activacidn del inflamasoma NLRP3 se ha
descrito también otros modelos animales de RP [66, 67] y se sabe
gue esta implicado en otras degeneraciones retinianas como la
retinopatia diabética o la degeneracién macular asociada a la
edad [68-70].

En este estudio, una Unica dosis intravitrea de ADA fue capaz
de disminuir la hiperactivacién de PARP1, el aumento de la
expresion génica de RIPK3 y del contenido de la proteina NLRP3,
lo que podria estar indicando que la inhibicidn de la sefializacién
medida por TNFa inhibiria la activacion inflamatoria NRPL3. Son
necesarios mas estudios para confirmar esta idea.

En resumen, se proponen diferentes mecanismos implicados
en la muerte celular en ratones rd10 en etapas intermedias de la
enfermedad. LaactivaciéndelaenzimaPARP1 parececontribuirde
manera importante a la muerte de las células fotorreceptoras en
los ratones. RIPK3 podria promover la activacién del inflamasoma
NLRP3 vy, a su vez, la muerte celular a través de mecanismos no
necroptdticos. Los procesos de muerte celular y la relacion entre
si durante la degeneracidn retiniana en PR son muy complejos,
pero parece que la activacion de PARP tiene un papel importante
durante la degeneracidn retiniana como sugieren otros autores
[71, 72]. Por ello, se cree que existe una interaccion compleja de
todos estos mecanismos a lo largo del proceso de degeneracion
retiniana y que es importante profundizar en ellos y determinar
en qué momento de la patologia predomina cada uno.
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CONCLUSIONES:

Los resultados de este estudio sugieren que es posible reducir
la degeneracién retiniana, reduciendo al menos en parte, algunos
procesos inflamatorios.

El Adalimumab previene de la degeneracién retiniana a través
de mecanismos independientes de caspasas pero disminuyendo
la activacion de PARP, de la microglia y del inflamasoma NLRP3.

Este tipo de aproximaciones terapéuticas suponen una gran
ventaja ya que son independientes del defecto genético causante
de la retinosis pigmentaria.
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La Retinosis pigmentaria (RP) es un grupo de trastornos
hereditarios de la retina que se caracterizan por la pérdida
progresiva, principalmente, de los fotorreceptores (primerio los
bastones y después los conos) y que conlleva a la ceguera [1]. En
las primeras fases de la enfermedad, los pacientes con RP suelen
perder la visién nocturna y periférica debido a la muerte inicial
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de los bastones y finalmente en etapas mas avanzadas pierden
la vision central, debida a la muerte de los conos [2]. La retina
es uno de los tejidos que mas oxigeno (0,) consume y por ello,
es muy susceptible al daifo oxidativo por especies reactivas del
oxigeno (ROS). Por otro lado, la retina también esta predispuesta
a la foto-oxidacién por su exposicién constante a la luz. Durante la
degeneracion de los bastones, la retina esta expuesta a mayores
nivelesde O,, lo que provoca la generacion de ROS que contribuye
a la muerte celular de los fotorreceptores restantes [2] [3]. Hay
evidencias clinicas del dafio oxidativo en los fluidos biolégicos de
pacientes con RP [4-9]. Por otro lado, el estrés oxidativo, esta
estrechamente relacionado con el proceso inflamatorio que se
encuentra del mismo modo presente en pacientes y modelos
animales de RP [10]. Los alimentos funcionales o nutracéuticos
(NUT) son sustancias naturales que presentan propiedades
antioxidantes o antiinflamatorias y que se usan como estrategias
terapéuticas en diferentes enfermedades retinianas [11-15].

OBIJETIVOS:

El objetivo de este trabajo fue evaluar la eficacia de una
combinacion de nutracéuticos (NUT) en la funcion retiniana,
el estado redox vy la inflamacién en la retina de ratones rd10,
modelo murino de RP autosdmica recesiva.

METODOLOGIA:

Animales y tratamiento

Se utilizaron ratones rd10 como modelo de RP autosémica
recesiva. Los ratones C57BI/6) con la misma base genética
que los ratones rd10 se utilizaron como grupo control. Los
ratones se mantuvieron bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12
h, con humedad y temperatura controladas. Todas las jaulas
se colocaron en la misma posicidon dentro del estabulario para
mantener una iluminacién constante de 116 lux (IC del 95%:
98-131). Los ratones se alojaron en el Animalario del Centro de
Investigacidn Principe Felipe (CIPF). Se utilizaron al menos ocho
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animales por cada grupo para las diferentes técnicas utilizadas
(electrorretinografia, evaluacion histolégica estado redox vy
expresion génica).

Sobre la base de varias formulaciones comerciales para
humanos, se disefié una mezcla de nutracéuticos que contenia
acido folico (vitamina B9), vitamina B6, vitamina A, zinc (Zn),
cobre (Cu), selenio (Se), luteina y zeaxantina (Dr. José Miguel
Soriano (Facultad de Farmacia, Universidad de Valencia,
Espafia)). Esta formulacion, abreviada como NUT, se disefié de
acuerdo con las Ingestas Dietéticas de Referencia (DRI) para la
poblacién espafiola para estos compuestos en humanos [16].
Para seleccionar la dosis equivalente para ratones, se aplicd la
formula para la conversion de dosis entre humanos y ratones
cada componente[17]. Una vez a la semana, la formulacién NUT
se prepard en fresco disolviendo el polvo del componente en
aceite de oliva para obtener la dosis final deseada (en mg/kg):
0,052 de acido fdlico, 0,523 de vitamina B6, 0,244 de vitamina A
(acetato de retinol), 2,787 de Zn 0,697 Cu, 0,012 Se, 2,787 luteina
y 6,62 zeaxantina. Las crias rd10 recibieron la mezcla NUT cada
dos dias desde el dia postnatal (P) 9 hasta el P18.

Habia cuatro grupos experimentales: ratones control (C),
ratones control tratados con NUT (excluidos de los resultados
por no mostrar diferencias con los ratones control), ratones rd10
sin tratar (rd10) y ratones rd10 tratados con NUT (rd10+NUT).

Electrorretinografia Ganzfeld.

La funcién global de la retina se examind mediante
electroretinografia (ERG) de campo completo en condiciones
escotdpicas en los diferentes grupos. Los animales se adaptaron
previamente a la oscuridad (al menos 12 horas). La respuesta
eléctrica se registré a través de electrodos colocados en el
interior de los pdrpados inferiores. Las respuestas a las diferentes
intensidades luminicas o candelas (rango 0,0003 - 25 cd-s/m?)
se promediaron, amplificaron y almacenaron en una unidad de
electrofisiologia RetiScan-RetiPort (Roland Consult, Brandenburg
an der Havel, Alemania).

La respuesta obtenida consistia en un componente negativo
inicial (onda a) y un pico positivo posterior (onda b) evocados
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por la estimulacién de la luz. La distancia entre la linea de base
y el primer pico negativo determinaba la amplitud de la onda
a. La amplitud de la onda b se determind midiendo la distancia
entre el pico de la onda a y el siguiente pico positivo mas grande.
La latencia (tiempo implicito) de las ondas a y b se determind
midiendo el tiempo transcurrido desde el inicio del estimulo
hasta el pico de cada onda, respectivamente. La actividad
eléctrica de las células de la retina se representé como la media
t el error estandar de la media (SEM) de la amplitud de las ondas
b para cada intensidad luminica en condiciones escotdpicas.

Histologia de la retina

Los ojos se procesaron para el posterior estudio histoldgico
de la retina en criosecciones. Se empled la técnica TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling)
para visualizar principalmente las células apoptéticas (Promega,
Madison, WI, EE.UU). Se emplearon anticuerpos especificos
para la visualizacién de la proteina adaptadora de unién a
calcio ionizado-1 (lbal) (WakoPure Chemical Industries Ltd.,
Osaka, Japon), proteina acida fibrilar glial (GFAP) (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafia) o los polimeros de Poli-ADP ribosa (PAR) (Enzo
Life Science, Madrid, Espafia) en un microscopio confocal TCS-
SP5 (Leica Microsystems CMS GmbH, Mannheim, Alemania).

Microscopia y cuantificacion

Se cuantificé el nimero de nucleos de fotorreceptores en la
capa nuclear externa (CNE), el nimero de células positivas para el
marcaje de TUNEL, PAR e Ibaly la intensidad de la fluorescencia
del marcaje de GFAP con el software Imagel.

Determinacion de marcadores del estado redox

El estado redox ocular se evalué midiendo la capacidad
antioxidante total (TAC), las actividades de la superdxido
dismutasa citosdlica (SOD1), la SOD mitocondrial (SOD2), la
catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx), el contenido de de
aductos de carbonilo (CAR) y la formacion de sustancias reactivas
con el acido tiobarbiturico (TBARS, indicador de peroxidacion
lipidica) en la retina de los grupos de estudio.

Andlisis de expresion génica

Se determiné la expresion relativa de los marcadores
inflamatorios: TNFa, TNFR1, IL-6, IL-1B, IL-18 y GFAP mediante
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PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) (LightCycler® 480 System;
Roche, Basel, Suiza) a partir de acido ribonucleico (ARN) obtenido
de las retinas de los grupos de estudio. Se emplearon sondas
TagMan especificas: Mm00443260 g1 (TNF-a), Mm00441883 _
gl (TNFR1), MmO01253033_m1 (GFAP), Mm00434228 m1 (IL-
1B), Mm00434226_m1(IL-18), Mm00446190_m1(IL-6). Elgende
la B2-microglobulina (B2m) (Mm00437762_m1) se utiliz6 como
gen de control interno. La expresidn génica relativa se normalizd
respecto a su control interno. A continuacién, los valores de
expresion de retina control se normalizaron a uno determinar
los cambios en la expresidon génica de los ratones rd10.

Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realizé con el software Graph Pad 9.0
(Prism; Graph Pad Software, Inc., San Diego, CA, EE.UU.). La
distribucién normal de los datos se analizd mediante las pruebas
de Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov. Las comparaciones entre
los grupos de control, rd10 y rd10+NUT se realizaron mediante
ANOVA unidireccional y prueba de comparaciones multiples
post hoc de Tukey o Kruskal-Wallis y prueba de comparaciones
multiples post hoc de Dunn, dependiendo de la distribucion de
los datos (analisis paramétrico o no paramétrico). En algunos
casos, las comparaciones entre los grupos rd10 y rd10+NUT
se realizaron mediante la prueba de Mann-Whitney. Un valor
p < 0,05 se consideré estadisticamente significativo. Los datos
se representaron con el programa Graph Pad 9.0. Los datos se
presentaron como media + SEM.

RESULTADOS:

La administracion oral de NUT antioxidantes enlentecid la
degeneracion retiniana en ratones rd10 a dia postnatal 18.

Se estudio la funcidn y la morfologia de las retinas de ratones
control y rd10 con y sin NUT. En primer lugar, se evalud la funcién
visual mediante ERG-Ganzfeld en condiciones escotdpicas.
Esta prueba determinaba la respuesta eléctrica global de la
retina a diferentes estimulos luminosos. Como estaba descrito,
la respuesta global fue mucho menor en ratones rd10 que en
ratones control. Los registros ERG escotdpicos mostraron una
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disminucion significativa de las amplitudes de las ondas b en
multiples intensidades luminicas, en comparacion con los ratones
control (Figura 1a). El tiempo implicito o latencia de la onda a de
los ratones control (unos 15-28 ms) fue mas rapido que en los
ratones rd10 (unos 30-45 ms) para la mayoria de las intensidades
utilizadas (Figura 1b). El tiempo implicito o latencia de la onda b
de los ratones control (unos 40-48 ms) también fue mas rapido
que en los ratones rd10 (unos 55-70 ms) para las intensidades
mas altas utilizadas (0,3-25 cds/m?) (Figura 1c).

Se estudié si la suplementacién con NUT mejoraban la funcién
visual de los ratones rd10. Basandonos en las respuestas de ERG,
las amplitudes de la onda b fueron ligeramente mayores en los
ratonesrd10tratadoscon NUT que enlosratonesrd10notratados
para varias intensidades de luz. Por lo tanto, la suplementacién

con NUT recuperé en parte la respuesta retiniana a la luz en los
ratones rd10.
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Figura 1. Efecto de la administracion oral de nutracéuticos sobre la
degeneracion de la retina en ratones rd10 a P18: (a) amplitudes de la onda b
del ERG; (b) tiempo implicito de la onda a o latencia de la onda a; (c) tiempo
implicito de la onda b o latencia de la onda b; registrada en ratones control
adaptados a la oscuridad a P18 (C), ratones rd10 no tratados y ratones rd10
tratados con NUT a diferentes intensidades de estimulos luminosos. Los
ratones rd10 fueron tratados con NUT desde P9 hasta P18. Prueba de Kruskal-
Wallis y prueba de comparaciones multiples post hoc de Dunn para comparar
tres grupos o la prueba de Mann-Whitney para comparar rd10 frente a rd10 +
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NUT. * p<0,05; ** p<0,01; *** p < 0,0001 para diferencias entre los ratones
control y rd10; ® p < 0,05; @ p < 0,01 para las diferencias entre los ratones
control y rd10 + NUT; y ® p < 0,05; ® p < 0,01 para las diferencias entre los
ratones rd10 y rd10 + NUT. Los datos se presentan como la media + SEM.

En la Figura 2 se muestra el estudio histolégico en el que se
muestra el nimero de filas de nucleos de fotorreceptores en la
CNE (ONL en inglés) y de células TUNEL positivas (fragmentacion
del ADN de células, principalmente, las apoptéticas). A P18, los
ratones rd10+NUT tuvieron mas filas de nucleos en la CNE (u
ONL) que los ratones rd10 no tratados (Figura 2a,b). El ensayo
TUNEL muestra que el numero de células TUNEL positivas en la
CNE fue en los ratones rd10+NUT que en los ratones rd10 no
tratados (Figura 2c,d).

rd10 rd10 + NUT

Grosor ONL
 nucteos)

rd10 + NUT
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EEEEEE
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Figura 2. Efecto de la administracion oral de nutracéuticos sobre la
degeneracion de la retina en ratones rd10 a P18: (a,b) fotomicrografias
representativas de secciones de retina que muestran la tincion con DAPI y (b)
cuantificacion del nimero de filas de nuicleos en la ONL en ratones control (C),
ratones rd10 no tratados y ratones rd10 tratados con NUT; (c) Fotomicrografias
representativas de secciones de la retina que muestran secciones tefiidas con
TUNEL y contratefiidas con DAPI y (d) cuantificacién del numero de células
con nucleos TUNEL positivos en ratones control (C), ratones rd10 no tratados
y ratones rd10 tratados con NUT. Barra de escala: 20 um. ONL: capa nuclear
externa; OPL: capa plexiforme externa; INL: capa nuclear interna; IPL: capa
plexiforme interna; GCL: capa de células ganglionares. Prueba de Kruskal-
Wallis y prueba de comparaciones multiples post hoc de Dunn, * p<0,005);
**%* p<0,001; **** p<0,0001. Los datos se presentan como media = SEM.
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La administracion oral de NUT antioxidantes restaurd
parcialmente el estado redox de la retina en ratones rd10 a P18.

En el presente estudio, se confirmd una alteracidn del estado
redox de la retina en los ratones rd10 con una disminucién
significativa de los marcadores antioxidantes TAC, y la actividad
de SOD1 (Figura 3a), y un aumento significativo de los marcadores
e estrés oxidativo TBARS y CAR, en comparacion con los ratones
control (Figura 3b).

Las actividades las enzimas antioxidantes SOD2, CAT y GPx no
presentaron cambios significativos entre ambos grupos (Figura
3a).
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Figura 3. Efecto de la administracidn oral de nutracéuticos sobre el estado
redox de la retina en ratones rd10 a P18. (a) Valores de los marcadores
antioxidantes TAC, y actividades de la superdxido dismutasa (SOD) 1 o citosdlica
(SOD1), 2 o mitocondrial (SOD2), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx),
y (b) los valores de los marcadores de oxidacién de las sustancias reactivas
del acido tiobarbiturico (TBARS, indicador de la peroxidacion de lipidos) y
los grupos carbonilo de las proteinas (CAR, indicador de la oxidacién de las
proteinas) de los ratones control (C), ratones rd10 no tratados y ratones rd10
tratados con NUT. Los datos se presentan como la media + SEM. Se muestran
las diferencias estadisticas entre grupos (p < 0,05) * p < 0,05; ** p < 0,01; ***
p < 0,001 utilizando ANOVA unidireccional o la prueba de Kruskal-Wallis y las
pruebas de comparaciones multiples post hoc de Tukey o Dunn.

La suplementacién oral con NUT mejord parcialmente el estado
redox de la retina. Los ratones rd10 + NUT mostraron valores mas
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altos de actividad TAC y SOD1 que los ratones rd10 no tratados
(Figura 3a). El tratamiento con NUT también redujo la formacién
de TBARS (un marcador de la peroxidacion lipidica), pero no tuvo
efecto sobre el contenido de CAR (Figura 3b).

La administracion oral de NUT antioxidantes redujo la
inflamacion en la retina de ratones rd10 a P18.

La administracion oral de NUT redujo la inflamacién de la
retina en los ratones rd10, en comparacidn con los ratones rd10
no tratados. Como se muestra en la Figura 4a-c, las retinas de los
ratones de control presentaban células Iba-1 positivas (marcador
de microglia) con una forma ramificada, que se localizaban cerca
de la retina interna (células quiescentes). Sin embargo, en las
retinas de ratones rd10 no tratados las células Iba-1 positivas
presentaban forma ameboide y migracion a la retina externa
donde se localizan los fotorreceptores. Las retinas de los ratones
rd10 + NUT mostraban células positivas Iba-1 con una forma
mas ramificada que las retinas de los ratones rd10 no tratados,
y se localizaban mas cerca de la retina interna. Se observé una
reduccién significativa del indice de migracién de estas células
(IM) en ratones rd10 + NUT, en comparaciéon con los ratones
rd10 no tratados (Figura 4c). Se confirmd la existencia de gliosis
reactiva con el marcaje elevado de GFAP en las retinas de ratones
rd10, en comparacién con las de los ratones control. NUT redujo
significativamente el aumento de GFAP en los ratones rd10 +
NUT (Figura 4d,e). Los estudios de expresién génica también
confirmaron los hallazgos en el contenido de GFAP (Tabla 1).

El nimero de células PAR positivas aumentd en los ratones rd10
notratados, encomparacion conlosratones control. Losacumulos
de PAR eran el resultado de la actividad excesiva de la enzima
poli-ADP ribosa polimerasa. NUT redujo significativamente el
numero de células que acumulaban PAR en los ratones rd10
(Figura 4f,g).
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Figura 4. Efecto de la administracién oral de nutracéuticos sobre la
inflamacion de la retina en ratones rd10 a P18: (a) fotomicrografias
representativas de secciones de la retina que muestran el etiquetado Ibal
(células microgliales) en secciones tefiidas con DAPI de ratones control (C),
ratones rd10 no tratados y ratones rd10 tratados con NUT. Escala: 20 um;
(b) zoom 6ptico mostrando forma ameboide y ramificada de las células de
microglia en las retinas de ratones rd10 no tratados y tratados con NUT escala:
10 um; (c) indice de migracion microglial en estas retinas; (d,e) fotomicrografias
representativas de secciones de la retina que muestran el etiquetado GFAP
(células de Miiller) en secciones tefiidas con DAPI de ratones control (C), de
ratones rd10 no tratados y de ratones rd10 tratados con NUT, escala: 20 um;
(f,g) fotomicrografias representativas de secciones de retina que muestran
la acumulacion de polimeros de poli ADP-ribosa (PAR), cuantificacion de las
células PAR positivas de los ratones control (C), rd10 y ratones rd10 tratados
con NUT escala: 20 um; ONL: capa nuclear externa; INL: capa nuclear interna;
GCL: capa de células ganglionares. Los datos se presentan como media £ SEM.
Las diferencias estadisticas entre los grupos (p < 0,05) se mostraron * p <
0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001 mediante ANOVA unidireccional o la prueba
de Kruskal-Wallis y las pruebas de comparaciones multiples post hoc de Tukey
o Dunn.
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Tabla 1. Expresidn génica relativa de moléculas inflamatorias
en retina de ratones rd10 con o sin administracion oral de
nutracéuticos (NUT)

Gen Expresion relativa C | Expresidn relativa rd10 | Expresién relativa

(Media * SEM) (Media + SEM) rd10+NUT (Media
+ SEM)

TNFa 1.0+0.0 40.8 £ 8.0 ¥** 58+1.4%

TNFR1 1.0+0.1 23+04*% 0.9 £0.2 bbb

IL-6 1.0+0.0 7.8+2.0** 25+0.6%%

IL-1B8 1.0+£0.0 17.0 £ 3.0 *** 3.6+0.8%

IL-18 1.0+0.1 04+01* 0.1 £0.0 ***

GFAP 1.0+0.0 8.3+1.0 *** 2.6+0.5**

Nota: Expresion génica (expresion relativa) en cada grupo. Diferencias entre

los ratones rd10 no tratados (rd10) y el control (C) o ratones rd10 tratados
con NUT (rd10+NUT) fueron analizados usando la prueba de Kruskal-Wallis
y la prueba de las comparaciones miltiples de Dunn. C, control. * p<0.05; **
p <0.01; *** p<0.001 para diferencias entre los ratones control y los rd10; y
b p<0.05; ** p<0.01; **° p< 0.001 para diferencias entre los ratones rd10 y los
rd10+NUT.

Como se muestra en la Tabla 1, las retinas de ratones rd10
presentaron una mayor expresién génica de los marcadores
inflamatorios TNFa, IL-6 e IL-1B que las de los ratones control,
corroborando estudios previos. Ademas, se observé una menor
expresion génica de la IL-18 en estos animales. La expresion
del receptor de TNFa, TNFR1 también estaba aumentada en
los ratones rd10 a esta edad. En este estudio, se mostré que
la suplementacién con NUT era capaz de modular el perfil
inflamatorio reduciendo la IL-6, la IL-1B y el TNFR1 y, en menor
medida, la expresion del TNFa en las retinas de los ratones rd10
(Tabla 2).

DISCUSION:

Actualmente, no existen muchos tratamientos efectivos
para abordar la progresion de las distrofias hereditarias de la
retina, como la RP. La RP presenta alta heterogeneidad clinica y
genética, lo que hace mas complicado encontrar un tratamiento
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apropiado. Sin embargo, hay diferentes aproximaciones
terapéuticas dependiendo del estadio en el que se encuentre la
enfermedad. Entre ellas, las terapias farmacoldgicas se basan en
parte en reducir o retrasar la pérdida de los fotorreceptores (o
de las células de epitelio pigmentario, RPE) y consecuentemente
la pérdida de vision, independientemente del defecto genético.
Muchos estudios confirman el papel del estrés oxidativo y la
inflamacién en la muerte de los fotorreceptores. [6, 18, 19]. Por
tanto, el uso de compuestos antioxidantes o antiinflamatorios
podrian ser estrategias terapéuticas. Estudios anteriores
sugieren que las estrategias dirigidas a reducir el estrés oxidativo
mediante antioxidantes son eficaces para frenar la degeneracién
de los conos y, en menor medida, la de los bastones.

En el presente estudio, se evalué un enfoque terapéutico
basado en nutracéuticos con propiedades antioxidantes vy
antiinflamatorias que podrian ralentizar la degeneracion de
la retina en ratones rd10. La formulacion NUT contenia acido
folico, vitamina B6, vitamina A, Zn, Cu y Se, luteina y zeaxantina.
Algunos componentes de la formulacion NUT mostraron
previamente efectos beneficiosos cuando se administraron por
separado. En el mercado existen dos formulaciones comerciales
con dosis relativamente altas de vitamina C, E, Cu y Zn mas beta-
caroteno (AREDS) o luteina/zeaxantina (AREDS2) [12, 20-22],
gue han mostrado beneficios en pacientes con degeneracién
macular asociada a la edad (DMAE) intermedia o tardia [23, 24].
Sin embargo, el efecto de la formulacién propuesta (NUT) no se
habia probado ain en modelos animales o en pacientes.

A parte de la funcién antioxidante, la vitamina A, B6, al acido
folico, Cu, Zn y Se tienen funciones sinérgicas con la respuesta
inmunitaria. Ayudan a modular la liberaciéon de citoquinas
incluyendo TNFa, IL-6, IL-2 [25]. La vitamina A inhibe la liberacién
de moléculas inflamatorias por los macrofagos, induciendo
la polarizacion de macréfagos M1 a M2. [26] El acido fdlico
(vitamina B9) puede reducir la inflamacién (IL-18 y NLRP3) en
un modelo de ratdn de retinopatia diabética [27]. El Zn participa
en el funcionamiento del sistema inmunitario innato y del
adaptativo [28]. Por ejemplo, la suplementacion con Zn inhibe la
activacion del complemento en la DMAE [29].
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Varios estudios sugieren que la co-administracién de dos o
mas suplementos dietéticos deberia ser mas eficaz que cada uno
por separado para varias enfermedades [30-33]. En este estudio
se sugiere un efecto sinérgico de los NUT que podria ofrecer
ventajas, como una mayor biodisponibilidad, la proteccién de su
funcion de eliminacién de radicales o sus efectos biolégicos [81].

En el presente estudio, los datos de la funcidn visual (registros
de ERG) mostraron que la respuesta global de la retina de los
ratones rd10 estaba reducida con respecto a los ratones de
control, como otros autores informaron previamente [34]. Se
observé que la administracion oral de la formulacion NUT redujo
la degeneracion, el daifo oxidativo y la inflamacidén a P18, cuando
se detectaba el primer pico de degeneracion de fotorreceptores
[9]. Se mostrd una recuperacion funcional y morfolégica en las
retinas de los ratones rd10 + NUT.

Como se menciond anteriormente, la formulacion NUT
contiene compuestos antioxidantes que mejoraron el estado
redoxencontrado en las retinas de los ratones rd10. El mecanismo
celular mediante el cual los antioxidantes protegerian la retina
de la degeneracion podria ser través de la inhibicién de la
produccidon anormal de ROS, la neutralizacién de los radicales
libres y el aumento del sistema de defensa antioxidante [35]. Se
analizaron las principales enzimas antioxidantes (SOD, CAT y GPx)
responsables de la defensa antioxidante, y TAC en ratones rd10
con o sin suplemento de NUT. A P18, la defensa antioxidante
parecia estar reducida (SOD1 y TAC) en los ratones rd10 sin
suplementacion, lo que corrobora los hallazgos anteriores [9].
El estrés oxidativo es el resultado de un desequilibrio en la
produccién de ROS y la actividad de la maquinaria antioxidante
endégena. En situaciones patoldgicas, las ROS se acumulan y
comprometen la funciéon celular porque inducen la alteracion de
macromoléculas como la fragmentacién de ADN, peroxidacion de
lipidos, CAR, etc. Enratones rd10 la menor respuesta antioxidante
se acompaiod de un aumento de la peroxidacién lipidica (TBARS)
y de la carbonilacién de proteinas. La suplementacidon con NUT
mejord el desequilibrio restaurando los niveles de TAC vy la
actividad de SOD1 reduciendo TBARS.
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El estrés oxidativo y la inflamacién son procesos celulares
muy interconectados. En este caso, se corrobora al observar
gue la suplementaciéon con NUT reducia la activacién microglial
(migracién y morfologia), la expresion de IL-6, e IL-1B y, en menor
medida, la de TNFa.

La retina es muy susceptible al estrés oxidativo. La acumulacién
de ROS causaria dafio en el ADN que promoveria la sobre-
activacion de PARP [36]. La suplementacion con NUT disminuyd
la activacién de PARP, reduciendo la acumulacién de polimeros
de PAR en la CNE.

Es importante tener en cuenta biodisponibilidad de los
compuestos nutracéuticos o de sus metabolitos activos a la hora
de disefiar estudios en humanos de suplementacidn nutricional.
En este caso, la formulacidon NUT fue diseifiada para uso humano,
y posteriormente se adaptd para su uso en ratones. El uso de
nutracéuticos presenta algunas ventajas como su administracion
oral o su nulo efecto perjudicial cuando se toman a la dosis
adecuada y bajo supervision médica. Por ultimo, se desconoce
el efecto parcial de esta formulacion sobre la funcién y la
degeneracion de la retina. Se necesitarian mas estudios para
abordarlo.

CONCLUSIONES:

La RP es una enfermedad genética, pero la inflamacion y el
estrés oxidativo parecen desempefiar una funcidon importante
en su progresiodn. Las estrategias terapéuticas dirigidas a reducir
la inflamacidn y/o el estrés oxidativo podrian ayudar a preservar
la vision durante mas tiempo. Los nutracéuticos son compuestos
naturales con propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. En
este estudio, se observo que la suplementacion con nutracéuticos
mejoraba la funcién y la morfologia de la retina en un modelo de
ratdn de RP. El efecto neuroprotector iba acompafiado de una
mejora del estado redoxy una reduccién del proceso inflamatorio.
Por lo tanto, el uso de esta combinacién de nutracéuticos podria
ser util para futuros estudios en humanos.
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Las distrofias coroideas son enfermedades oculares que
conllevan un proceso degenerativo en los vasos de la coroides.
Sin embargo, son mutaciones en el epitelio pigmentario de la
retina (RPE del inglés: retinal pigment epithelium) (1) o en los
fotorreceptores lo que finalmente produce los desdrdenes
en la coroides. Entre las distrofias coroideas se han descrito:
la distrofia coroidea areolar central (CACD, del inglés: central
areolar choroidal dystrophy), la distrofia coroidea peripapilar y
la distrofia coroidea difusa (2). CACD es una distrofia retiniana
hereditaria que produce una degeneracion progresiva de la
macula (3). Esta patologia se caracteriza por una atrofia del RPE
y la coriocapilar seguido por una disminucion del nimero de
fotorreceptores maculares (4). Como consecuencia de ello, esta
degeneracidn causa una pérdida gradual de la agudeza visual y
una deficiencia en la percepcién del color entre la segunda y la
cuarta década de la vida (5,6). Se han descrito cuatro estadios
clinicos para esta patologia, el ultimo de los cuales termina en
una severa pérdida de la visién (5). La causa mas frecuente de
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la CACD autosémica dominante son las mutaciones en el gen
PRPH2 (7). Este gen codifica para la periferina, una glicoproteina
estructural que se expresa en conos y bastones y que esta
involucrada en la formacion y mantenimiento de los discos de sus
segmentos externos (8). Mutaciones en este gen presentan una
gran heterogeneidad genética y fenotipica (9, 10) pero siempre
cursan primero con una degeneracion de los fotorreceptores (11).
Se han descrito al menos cinco mutaciones diferentes en PRPH2
que producen CACD: p.Arg142Trp (12-14), p.Argl72GIn (14-17),
p.Argl72Trp (11, 18-22), p.Leu307fsX83 (23) y p.Argl95Leu (24-
27). Especificamente, la mutacion ¢.584G>T, p.Argl95Leu se ha
descrito solamente en tres familias en Japdn (24). Alemania (25)
y Espafia (26, 27). En el caso de Espaiia, la familia proviene de
Cantabria y cuenta con 58 pacientes afectados con la patologia.

Para el estudio de la CACD producida por la mutacién c.584G>T,
p.Argl95Leu que padecen los miembros de dicha familia, se
generd un modelo de ratén con la misma mutacidn utilizando
el sistema CRISPR y se estudié el proceso degenerativo tanto
del ratén con la mutacidon en homocigosis (Prph2¥/¢) como en
heterocigosis (Prph2</WT),

Para comprobar que el modelo emula el proceso patoldgico de
la CACD, se estudié en primer lugar la funcién visual de la retina
en nuestro modelo de ratén utilizando el test optmotor vy la
electrorretinografia. El test optomotor se utilizé para determinar
la agudeza visual del modelo. Desde los tres meses de edad,
el modelo homocigoto presentd una marcada reduccién de la
respuesta al test optomotor indicando una disminucién de la
agudeza visual. En el caso del heterocigoto, la respuesta se vio
disminuida desde los seis meses de edad. La respuesta eléctrica
de la retina se estudié mediante electrorretinograma (ERG) en
condiciones escotdpicas y fotdpicas. A los tres meses de edad el
ratén homocigoto presentd unas respuestas ERG escotdpicas y
fotdpicas significativamente reducidas con una menor amplitud
en las ondas a y b, siendo mas marcada la disminucidn de la
onda a. A partir de los seis meses de edad, también el modelo
heterocigoto presentd dicha disminucidn. En las respuestas
ERG, la amplitud de la onda a es indicativa de la respuesta de
las células fotorreceptoras de la retina, mientras que la onda b

89




es representativa de la respuesta de las células bipolares y de la
retina interna. Por tanto, la pérdida de la respuesta funcional de
la retina encontrada en este modelo de ratén con CACD parece
indicar hacia una primera degeneracién de los fotorreceptores,
como muestra la mayor caida de la onda a en comparacién con la
onda b, resultados que concuerdan con la fisiopatologia de esta
enfermedad (11).

El estado morfolégico general de la retina, asi como
concretamente de los fotorreceptores se evalué en secciones
de criostato usando inmunohistoquimica. A los nueve meses de
edad, tanto en el modelo en homocigosis como en heterocigosis,
el nimero de capas de fotorreceptores disminuyd y los conos
presentaron una morfologia alterada siendo estos de menor
tamafio y presentando una pérdida progresiva de sus segmentos
internos y externos y de sus axones. Ademas, el patrén de
expresion de la rodopsina en los bastones cambid pasando de
expresarse Unicamente en los segmentos externos de estos a
aparecer deslocalizada en el soma. Ademads, también se evalud
el estado estructural de las capas de la retina in vivo utilizando
la Tomografia de Coherencia Optica (OCT). De esta manera, a
partir de los nueve meses de edad, tanto el ratén Prph2*/¥ como
el Prph2"/"T presentaron un grosor total de la retina reducido
respecto a los controles.

Por otro lado, también se estudid la conectividad en la capa
plexiforme externa de la retina mediante inmunohistoquimica
utilizando combinaciones de anticuerpos contra calbindina
(marcador de células horizontales) y bassoon (marcador
de cintillas sindpticas) y contra PKC (marcador de células
bipolares) y sinaptofisina (marcador de vesiculas presindpticas)
respectivamente. De este modo, se encontrd una disminucién
del numero de conexiones sindpticas entre fotorreceptores,
células bipolares y células horizontales tanto en el ratén Prph2/
K'como en el Prph2"/"T 3 partir de los nueve meses de edad.

Por ultimo, puesto que numerosas enfermedades de la
retina que cursan con una degeneracidon progresiva de los
fotorreceptores se acompafian con una inflamacién del tejido
(28), se estudid el estado inflamatorio de laretina de estos ratones
mediante inmunohistoquimica con anticuerpos anti Ibal (para
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marcar la microgliay los macréfagos) y anti GFAP (para marcar los
astrocitos y las células de Miller cuando se produce gliosis). En
este modelo a partir de los 9 meses de edad aparece un aumento
del numero de células Ibal+ en comparacién con los controles,
asi como un cambio en su localizacion migrando hacia la capa
nuclear externa para empezar a fagocitar los fotorreceptores
en degeneracion. Estas células adquieren una morfologia mas
ameboide y muy engrosada, sobre todo en el caso de las células
gue se encuentran en la capa de los fotorreceptores. Estos
cambios morfoldgicos de la microglia, asi como el incremento
en el nUmero y su migracion hacia los fotorreceptores coincide
con lo que ocurre en otros modelos de neurodegeneracion
retiniana (28-30). En el caso de la expresion del marcador GFAP,
se observa que en los controles la expresidn de esta proteina se
limita a los astrocitos que se encuentran en la capa de las células
ganglionares de la retina. Sin embargo, en correlacién con el
incremento en el estado inflamatorio de la retina marcado por el
aumento de microglia, en el caso de los ratones Prph2%/Kly Prph 2/
WT se pueden apreciar las células de Miiller atravesando todo el
grosor de la retina, indicando que estas células se encuentran en
un estado glidtico y estan expresando GFAP tal y como ocurre
en otros modelos de patologias de retina (28, 31). Todo esto nos
indica que en Prph2%/K'y Prph2/WT existe una neuroinflamacion
de la retina como respuesta a la degeneracidn que se produce en
los fotorreceptores.

El estudio de este modelo de raton ayudara a conocer mejor la
fisiopatologia de la CACD causada por esta mutacion, asi como
de la CACD causada por cualquier otra mutacién en PRPH2. A
diferencia de la mutacién mas comuin en PRPH2 que produce
distrofia retiniana la mutacién p.Argl72Trp, actualmente no
existen estudios previos que describan cédmo esta mutacién
afecta a nivel celular en la retina (32, 33). Por lo que mediante
los ratones Prph2/K'y Prph2X/"T se podra entender la relacidn
entre los cambios estructurales y funcionales que se producen
en la retina de estos pacientes con la presencia de esta mutacién
puntual en el gen PRPH2.

Como conclusidn, se puede decir que el nuevo ratdn Prph2
facilitara el estudio del proceso fisiopatoldgico de la distrofia
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coroidea areolar central y permitird desarrollar posibles
estrategias terapéuticas (por ejemplo, la terapia génica o la
neuroproteccién) que se puedan aplicar en esta patologia.
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La miopia se ha convertido en un problema de salud mundial y
ha sido declarada por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
como una de las pandemias del siglo XXI. Se estima que en la
actualidad el 30% de la poblacién mundial es miope y que para
el afio 2050 la miopia pueda afectar a mas de 5.000 millones
de personas representando cerca del 50% de la poblacién. De
estos, 1.000 millones seran miopes altos! (Figura 1). Pero a pesar
de que la tasa mas alta de miopes se da en los paises asiaticos,
la prevalencia va aumentando en todo el mundo, aunque no a
todos los paises les afectara de la misma forma.??

La miopia se asocia con un mayor riesgo de sufrir enfermedades
oculares tales como, maculopatias, desprendimiento de retina,
glaucoma e incluso cataratas.* Y estas patologias a su vez,
pueden derivar en una discapacidad visual irreversible e incluso
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ceguera.® Segun datos de la ONCE, la principal causa de afiliacion
(21%) es la miopia patoldgica.®

El incremento de sujetos miopes en la poblacion mundial
conllevara cambios en las politicas de salud publica de los paises,
tanto en servicios médicos como de costes econdmicos.’

Para poder desarrollar intervenciones preventivas en la
poblacidn, se esta investigando en conocer mejor cudles son los
principales factores de riesgo para el avance de la miopia en la
poblacién infantil y juvenil.

UK (23%)
12-13 yrs; 2006-2008

l IRAN (8%
15 yrs; 2010
USA [42%)
12-54 years; 1994-2004 o
. CHINA (47%)

Shunyi, Beijing, Guangzhou
15 yrs; 1988-1998, 2002-2003

Pl

HONG KONG SAR (62%:)

12 yrs; 2005-2010

SINGAPORE (5340

o 9yrs: 19912001

CHILE [17%) AUSTRALIA (371%:)
15yrs 1398 17 yrs; 2083-2011

SOUTH AFRICA (18%)
15 yrs; 2002

Figura 1. Prevalencia de la miopia en el mundo. Imagen extraida del
International Myopia Institute https://myopiainstitute.org/myopia/

El objetivo de este trabajo ha sido estudiar la relacion del
patron de sincronizacion de los ritmos circadianos (cronotipo),
asi como la calidad y duracion del suefio, con el aumento del error
refractivo y de la longitud axial ocular en nifios y adolescentes.

Para ello, hicimos una revisién de la bibliografia cientifica en
Pubmed y Scopus, mediante la ecuacién ‘myopia AND sleep’.
Se obtuvieron 143 resultados. Eliminamos duplicados y nos
guedamos con 64 articulos elegibles. Tras las revisiones de los
resumenes y siguiendo los criterios de inclusion, que eran todos
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aquellos estudios que evaluaran la relacion entre los patrones de
suefno y la miopia, finalmente se consideran 12 articulos.

Factores de riesgo

Factores genéticos

Hace mds de 50 afos se creia que el origen de la miopia
era principalmente genético.® Sin embargo, los estudios
epidemioldgicos a largo plazo han demostrado que la herencia
genética tiene una contribucion 40 veces mayor en el riesgo de
sufrir miopia.° Ademas, que existe una relacién con el nivel de
educaciény el trabajo de cerca lo que indica que la miopia puede
desarrollarse como efecto de una adaptacién a las condiciones
visuales ambientales a través del mismo mecanismo que produce
la emetropizacion.'o

Etnia

La raza asiatica es la que presenta una mayor incidencia de
miopia en todo el mundo.* La menor prevalencia (por debajo del
10%) se ha encontrado en la poblacién africana y sudamericana,*?
aunque parece ser que estos resultados son principalmente
debidos a la influencia medioambiental, como es la localizacién
geografica.®®

Circunstancias al nacimiento

Un bajo peso al nacer es una circunstancia que influye en
el estado refractivo de los nifios a la edad de 10-12 afios. La
prematuridad en el nacimiento se asocia con la retinopatia del
prematuro que también es una causa de miopia.'* Se sugiere
que también existe una relacion con el mes de nacimiento: hay
una mayor prevalencia de miopia en nifios nacidos en verano y
otofio, frente a los nacidos en invierno que puede ser debido al
nivel de exposicién a la luz natural durante el periodo perinatal.®

Género

Las mujeres muestran una progresion mas rapida que los
hombres, pero estos resultados se observan en el grupo de edad
de 9 afios.®

Rango de edad

La aparicion de la miopia en edad temprana parece ser un
predictor importante de miopia alta. En nifios menores de 6 afios
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la prevalencia es baja y el mayor aumento se produce de los 7 a
los 10 afos.*

Nivel de educacion y trabajo en cerca

Elincremento de los niveles de educacion superior a lo largo del
siglo XX implica un mayor tiempo de trabajo en distancia proxima.
Este hecho, puede ser una causa en el aumento de la prevalencia
de la miopia.'” Estudios recientes han demostrado que, a mayor
tiempo realizando actividades en distancias de trabajo menores
de 20 cm, mayor es el riesgo de desarrollar miopia.’®* Ademas,
estas actividades de cerca estan asociadas a su vez, a pasar mas
tiempo en interiores y, por tanto, a estar menos expuestos a la
luz solar pudiendo desencadenar en una progresién mas rapida
de la miopia.*®

Factores ambientales

Aspectos tan diversos como vivir en zonas rurales o urbanas,
la luz o el tiempo que se pasa en actividades en el interior, son
factores que se asocian a un mayor riesgo de miopia.

Tanto el pais como el lugar de residencia estan relacionados
una mayor probabilidad de ser miope. El hecho de vivir en zonas
urbanas aumenta esta probabilidad frente a aquellos que viven
en zonas rurales.!®

Pero hasta la fecha, el factor ambiental que mas influye en
la aparicion de la miopia es el tiempo pasado en espacios
interiores. Pasar mas tiempo en lugares exteriores, expuestos
a la luz natural, es efectivo para prevenir el inicio de la miopia
en nifios no miopes y frena el avance del crecimiento del ojo en
aquellos nifios que ya lo son.?®

Evidencia mas reciente sugiere que la modulacién circadiana
puede ser una causa subyacente en el crecimiento ocular.???

Sistema circadiano

En la retina poseemos un tipo de células ganglionares que son
las Unicas que se activan directamente con la luz, mediante el
pigmento melanopsina. Se denominan células ganglionares
melanopsinicas (MRGC, del inglés melanopsinic Retinal Ganglion
Cell). Estas células reciben también sefiales de los conos vy
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bastones, a través de las células bipolares de la retina y han
sido descritas como detectores de la luz ambiental, que envian
la informaciéon a través de la via retinohipotalamica al nucleo
supraquiasmatico (NSQ) y a la glandula pineal, para la produccién
de melatonina.

La dopamina y la melatonina son neuromoduladores con una
funcion antagoénica durante el ciclo luz/oscuridad. Cuando la luz
esta presente en la fase de oscuridad, se produce una rapida
supresion de la secrecidn de melatonina y un incremento de la
dopamina a niveles normales de la fase de luz y viceversa.?*?*
Ademas, la dopamina y la melatonina son responsables de otras
funciones visuales relacionadas con la variacidn de la intensidad
luminica. Diversos estudios han encontrado que las condiciones
de luz fuera de la normalidad, pueden alterar las funciones
circadianas oculares, influyendo en el desarrollo refractivo del
ojoy en su crecimiento debido a los cambios en la produccion de
dopamina.?®?’ También se han encontrado problemas de suefio
en sujetos miopes, que puede ser causado por las variaciones en
los niveles de melatonina.?®*

Sueno

Diversos estudios han reportado relaciones entre el suefio y
la miopia, tanto en relacién con la higiene y el tiempo de suefio,
como con el patrén circadiano.

Se han estudiado la relacién entre los habitos y calidad del
suefio con la miopia, comparando sujetos miopes y no miopes
mediante cuestionarios psicométricos tales como el Children’s
Sleep Habits Questionnaire (CSHQ), Pittsburgh Sleep Quality
Index (PSQI), o el Morningness-Eveningness Questionnare (MEQ)
para evaluar el cronotipo, entre otros. También se han empleado
distintos métodos objetivos, como la actigrafia y valores de
melatonina en saliva y orina.

Las principales variables evaluadas son la hora de acostarse por
la noche, la hora de levantarse por la mafiana, y las horas totales
de suefio. Se tienen en cuenta los factores sociales tales como si
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es entre semana o no, o si son vacaciones escolares, ya que este
factor influye en los valores de las variables.

Los resultados que se obtuvieron indican que en nifos de
6-10 afos acostarse tarde, mas alld de las 21.30h, aumenta
significativamente el riesgo de miopia®® (Figura 2). Sin embargo,
estos resultados no son significativos ni se asocian con cambios
refractivos o de crecimiento del ojo en nifos de hasta 3 afios de
edad.*

16%

14%

12%

10%

6%

4%

2%

W Myopia prevalence at baseline M Myopia incidence by 24 months

<8:30 PM

11.0%

8:30TO

11.4%

9:00TO

14.0% 14.1%

8.7

9:30TO >=10PM

8:59PM 9:29PM 9:59PM

Figura 2. Prevalencia de la miopia e incidencia en 24 meses en relacion con la hora de
acostarse. Imagen extraida de Liu, X.N., et al (2020)*

Respecto a los patrones de suefio, Chakraborty, R., et al.®
analizando el nivel de melatonina en saliva, obtuvieron que los
sujetos miopes presentaban un retraso en la fase del suefio de 1
hora, que tardaban mas en dormirse y que dormian menos horas
respecto a aquellos emétropes (Figura 3). Se obtuvo también
gue los miopes tenian un cronotipo mas vespertino. En general,
los miopes presentaban una mala calidad de suefio respecto a
los sujetos emétropes.
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Figura 3. Patrones de suefio de sujetos miopes y emétropes. Imagen
extraida de Chakraborty, R., et al. (2021)*

En adolescentes asiaticos se observd que, cuanto menor era
la duracién del suefio, mayor era el error refractivo y esto esta
relacionado con la edad, ya que a mayor edad menos son las
horas de suefio. El riesgo de miopia decrecia un 10% por cada
hora mas de sueiio por encima de las 5h. Dormir mas de 9h
reducia la probabilidad de ser miope en un 41%, respecto a
aquellos que dormian 5h o menos.*

En general, los estudios revisados coinciden en sefialar que se
necesitan mas estudios, sobre todo en poblacién occidental, y a
mas largo plazo, para poder establecer una relacién mas estrecha
entre alteracién del suefio y riesgo de miopia.

Conclusiones

e 1. Los estudios mas recientes sugieren que en la regulacién
del crecimiento del ojo y el desarrollo del error refractivo, la
luz y otros sincronizadores externos, como pueden ser la dieta
y el ejercicio fisico, influyen en el reloj interno que regula los
ritmos circadianos. Ademas, se han observado que los miopes
presentan unos valores de melatonina alterados respecto a
sujetos no miopes.
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e 2. Los miopes presentan unos patrones de suefo alterados
respecto a los emétropes.

e 3.Engeneral, se observa que el riesgo incidencia de miopia
y su progresidon aumenta en sujetos miopes, debido a factores
sociales, si se vive en zonas urbanas y a mayor edad de los nifos.
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CAPITULO 1.

PRUEBAS DIAGNOSTICAS






NUEVOS ENFOQUES PARA
EL DIAGNOSTICO GENETICO
DE LAS DISTROFIAS
HEREDITARIAS DE LA RETINA

Belén Garcia-Bohorquez

INTRODUCCION:

Las distrofias de retina (DHR) son un grupo de trastornos
hereditarios caracterizados por la muerte progresiva de
fotorreceptores, que se traduce en una pérdida parcial o total de
la funciodn visual. Las DHR son consideradas enfermedades raras
dado que su prevalencia conjunta es de 1 cada 3000 individuos
(2).

Las distintas formas de DHR se pueden clasificar en base al tipo
de fotorreceptor que se ve afectado en primer lugar. Asi, tenemos
las distrofias de conos (DC) en las que los conos son los que se
ven afectados inicialmente extendiéndose posteriormente a los
bastones, las distrofias de bastones (DB) en las que ocurre lo
contrario que en las anteriores y las distrofias de conos y bastones
(DCB), estas ultimas caracterizadas por la muerte simultanea de
ambos fotorreceptores. Ademds, aunque en un 70-80% de los
casos las DHR se manifiestan de forma aislada, existen alrededor
de 30 formas sindrémicas en las que las DHR asocian afectacién
de otros érganos (2).

Tanto las manifestaciones clinicas como las causas genéticas
de las DHR presentan una alta heterogeneidad. Hasta la fecha
se han descrito 280 genes asociados tanto a formas sindrémicas
como no sindromicas de DHR (Retnet, https://sph.uth.edu/
retnet/sum-dis.htm#A-genes, octubre 2021), pudiendo un
mismo gen ser la causa de varias entidades clinicas. Asimismo,
la complejidad del diagndstico se ve incrementada por una gran
variabilidad clinica inter e intrafamiliar, penetrancia incompleta,
e incluso casos de isodisomia uniparental (3). Por otra parte, las

109




DHR pueden seguir modos de herencia autosémico recesivo,
autosémico dominante, ligado al X, mitocondrial, e incluso
otros menos comunes (2,4-7). Ademas, en un 50% de casos las
variantes aparecen de novo, dificultando asi la determinacién del
patron de herencia y el diagndstico genético.

Sinembargo, a pesar de lacomplejidad de las DHR, el porcentaje
actual de diagndstico alcanza valores del 50-70%, principalmente
gracias al uso de la secuenciacién de nueva generacién (8—10)we
present findings from a cohort of 722 individuals with inherited
retinal disease, who have had whole-genome sequencing (n =
605.

Para el estudio genético de las DHR actualmente se emplean
diferentes técnicas como la secuenciacién de paneles de genes
de disefo propio, la secuenciacién de exomas completos (WES)
e incluso la secuenciacién de genomas completos (WGS). Todas
estas aproximaciones permiten obtener un diagndstico genético
temprano, imprescindible para proporcionar consejo genético
a las familias, y continuar investigando en la caracterizacién
genética de las DHR con el fin de comprender la etiologia de
estos trastornos y desarrollar futuras terapias.

Enelpresenteestudioseanalizaron267pacientesdiagnosticados
clinicamente de algun tipo de DHR. Se persiguieron dos objetivos
principales, por un lado, hallar el diagndstico genético de cada
paciente para que pueda acceder a un adecuado consejo
genético y, por otro lado, contribuir al conocimiento global de las
DHR con la caracterizacidén de nuevas variantes identificadas y la
evaluacion de su patogenicidad.

MATERIAL Y METODOS:
Seleccion de la cohorte

Se seleccionaron 267 pacientes diagnosticados clinicamente de
DHR. La extraccién de DNA gendmico se realizd a partir de sangre
periférica mediante el extractor automatico QlIAsymphony
(QIAGEN). Todos los pacientes se sometieron a un examen
oftalmoldgico, rellenaron un cuestionario clinico relativo a
las caracteristicas de su DHR y firmaron el correspondiente
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consentimiento informado. El comité ético del Hospital de La Fe
aprobo el presente estudio, que se guia por los principios de la
Declaracién de Helsinki.

Paneles de genes y secuenciacion de la libreria

Para el presente estudio se siguieron 2 estrategias de estudio
diferentes. La mayoria de pacientes (224) fueron analizados
mediante la secuenciacidon de un panel que incluia 117 genes
relacionados con DHR tanto sindromicas como no sindrémicas, y
sus regiones flanqueantes (+/-25 pares de bases) (10). Ademas,
este primer panel incluia 5 regiones intrdonicas de los genes
ABCA4, OFD1, USH2A, CEP290 y PRPF31, en las que se localizan
variantes patogénicas descritas previamente (11-15)mutations
in eight genes have been described, which together account
for @45% of LCA cases. We localized the genetic defect in a
consanguineous LCA-affected family from Quebec and identified
a splice defect in a gene encoding a centrosomal protein
(CEP290. Los 43 pacientes restantes fueron analizados con un
panel actualizado de 114 genes y sus regiones flanqueantes vy,
ademas de todas las regiones intronicas profundas ya incluidas
en el primer disefio, se afiadieron aquellas en los genes ABCA4 y
USH2A que se habian descrito posteriormente .

Las librerias de pacientes se prepararon de acuerdo con
el protocolo SureSelect QXT (Agilent Techonologies) y se
secuenciaron en la plataforma MiSeq (lllumina, San Diego, CA)
mediante 300 ciclos con lecturas 2x150 pares de bases.

Andlisis de datos

Se empled el programa Alissa (Agilent Technologies) para el
alineamiento frente al genoma de referencia, el variant calling y
la anotacidn de todas las variantes identificadas. Estas variantes
se filtraron en base a una MAF (minor allele frequency) menor
o igual a 0,01 en funcidn de bases de datos poblacionales como
EXAC (http://exac.broadinstitute.org/) y gnomAD (https://
gnomad.broadinstitute.org/). Tras el filtrado, la patogenicidad
de las variantes detectadas se analizd con las bases de datos
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Clinvar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), Locus Specific
Data Base (https://grenada.lumc.nl/LSDB_list/Isdbs) y HGMD
professional (https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/
portal/login.cgi). En el caso de las variantes noveles, que se
describieron por primera vez en este estudio, se determind su
patogenicidad mediante el uso de predictoresinsilicoincluidos en
Varsome (https://varsome.com/). Finalmente se evalud el posible
impacto de las variantes en los mecanismos de splicing mediante
predictores como HSF (Human SplicingFinder; http://www.umd.
be/HSF), NNSplice (https://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.
html) y SpliceAl (https://mobidetails.iurc.montp.inserm.fr/MD/).
Por otro lado, el visualizador IGV (http://software.broadinstitute.
org/software/igv/) permitio revisar las secuencias, asi como la
profundidad y homogeneidad en la cobertura.

Estudio de CNVs

La herramienta bioinformatica DECoN 1.0.2 nos permitid
analizar los grandes reordenamientos (16)throughput and
affordability of gene testing. Identifying whole exon deletions
or duplications (termed exon copy number variants, ‘exon
CNVs’. Los cambios en el nimero de copias detectados (CVNs)
se validaron mediante MLPA en los genes USH2A (SALSA P361 vy
P362), ABCA4 (SALSA P151y P152)y CRB1 (SALSA P221) (https://
www.mrcholland.com/).

Validacion de resultados y estudios de segregacion

Las variantes candidatas identificadas en cada paciente se
validaron mediante secuenciaciéon Sanger (BigDye Terminator
v1.10v3.1, Applied Biosystems by Life Technologies). En aquellos
pacientes estudiados con el primer panel en los que se encontré
solo una variante causante en los genes ABCA4 y/o USH2A, con
patrén de herencia autosémica recesiva, se completé el estudio
mediante la secuenciacidén Sanger de las mutaciones en todas las
regiones intrdnicas profundas previamente descritas (14,15,17—
23). Este paso adicional no fue necesario en los pacientes
analizados mediante el segundo panel dado que todas estas
regiones intrdnicas se incluian en el mismo.
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Ademads, en aquellos casos en los que se disponia de ADN de
familiares del paciente se realizaron estudios de segregacién
familiar de las variantes identificadas.

RESULTADOS:

En este estudio se secuenciaron 267 pacientes, pertenecientes
a 222 familias independientes, previamente diagnosticados
clinicamente de algun tipo de DHR. Del total de pacientes se
resolvieron 173 casos de 133 familias diferentes (64,8%) al
encontrarse la causa genética de la enfermedad. En 31 de los
pacientes (11,6%) se encontré solo una de las mutaciones
causantes en genes con una herencia autosémica recesiva, y
por lo tanto su resolucidn es parcial dado que estas variantes
no explican por si solas la enfermedad. En los 63 pacientes
restantes (23,6%) no se encontrd ninguna variante patogénica o
probablemente patogénica, considerdndose casos no resueltos.

En total se identificaron 317 variantes de las cuales 96 son
variantes noveles, al ser descritas por primera vez en este estudio
(ver tablas 1y 2). La naturaleza de las 317 variantes es bastante
heterogénea: el 51,1% daban lugar a un cambio de aminoacido
(missense), el 19,9% generaban cambio en la pauta de lectura
que posteriormente crearia un coddn de stop en la secuencia
proteica (frameshift), el 13,3% producia un coddén de stop
prematuro (nonsense), el 10,1% eran mutaciones que afectan
al splicing, el 4,7% CNV, el 0,6% sindnimas y el 0,3% deleciones
qgue no alteran la pauta de lectura (ver figura 2). Las variantes
noveles también presentan una alta heterogeneidad: el 28,1%
son missense, el 22,9% frameshift, un 18,8% de splicing, el 14,6%
nonsense, el 13,5% de CNV, un 1% son sindnimas, y el restante 1%
son deleciones que no alteran la pauta de lectura. Se identificaron
variantes en un total de 56 genes diferentes (ver figura 3). Tanto
en los casos resueltos como en los no concluyentes, se observd
una mayor prevalencia de los genes ABCA4 y USH2A (ver figura
3). Enlos 167 pacientes resueltos, se identificaron 50 mutaciones
diferentes en ABCA4 y 24 en el gen USH2A.
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Respecto al estudio de las variantes intronicas profundas, se
detectaron 3 variantes patogénicas causantes de enfermedad,
dos en ABCA4 y otra en homocigosis en CEP290 (ver tabla 1).

El andlisis de grandes reordenamientos mediante MLPA no
permitié identificar ningin cambio. Sin embargo, el analisis
de CNVs revelé una delecion del exén 10 del gen PROM1 en
homocigosis en el paciente RPN-709, que fue posteriormente
validada. El paciente habia sido diagnosticado clinicamente de
retinosis pigmentaria (RP) y, considerando que el gen PROM1
sigue una herencia autosémica recesiva en estos casos, el caso
quedo resuelto.

. 64,8% Resueltos
O 11,6 % Parcialmente resueltos
@ 23.6 % No resueltos

0000000000

Figura 1. Porcentaje de pacientes en base al resultado del estudio. En
verde porcentaje de casos resueltos, en amarillo porcentaje de casos no
concluyentes o parcialmente resueltos y en rojo casos no resueltos.
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96
VARIANTES
NOVELES

Frameshift
317 VARIANTES
TOTALES

Figura 2. Porcentaje de los tipos de variantes identificadas El grafico
muestra los porcentajes tanto de variantes que habian sido previamente
identificadas como de variantes noveles.
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SNRNP200:

20 40 60

Figura 3. NUmero de casos en los que se ha visto implicado cada gen.
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Tabla 1. Mutaciones identificadas en los pacientes resueltos.

PACIENTE FAMILIA DIAGNOSTICO GEN cDNA PROTEINA ESTADO
RP-434 X1 RP ROM1 Duplicacion gen | p.? Het
USH2A c.2276G>T p.(Cys759Phe) Het
RP-455 FRPN-68 RP P e b
USH2A c.130G>A p.(Gly44Arg) Het
RP-506 X2 RP C8orf37 c.470+1G>A p.? Hom
RP-543 X3 RP PROM1 c.1354dup p.(Tyr452Leufs*13) Hom
RP-545 X3 RP PROM1 c.1354dup p.(Tyr452Leufs*13) Hom
RP-547 X3 RP PROM1 c.1354dup p.(Tyr452Leufs*13) Hom
RPN-26 FRPN-8 RP RPGR c.1506+1G>A p.? Het
RPN-27 FRPN-8 RP RPGR c.1506+1G>A p.? Het
RPN-60 FRPN-8 RP RPGR c.1506+1G>A p.? Het
AIPL1 c.97_104dup p.(Phe35Leufs*2) Hom
RPN_104 FRPN_38 ACL ............... . PP
1QCB1 ¢.1518_1519del p(His506CInfs*13) Het
BEST1 €.602T>C p.(11e201Thr) Het
RPN-106 FRPN-39 | STG
BEST1 ¢.637-2_637del | p.(Glu213del) Het
RPN-113 FRPN-43 RP CERKL c.C847T p.(Arg283*) Hom
RPN-114 FRPN-43 RP CERKL c.C847T p.(Arg283*) Hom
RPGR c.2357_2375del p.(Lys786Thrfs*23) Hem
RPN_116 FRPN_45 RP ............... etertetatsenctarteiercnantcnasinranesses Berciiiiiiiiiiiiiiiiiieiciiiciiciiciesienencneiiiciiieiicnesinee
ABCA4 c.5882G>A p.(Gly1961Glu) Het
RPN-117 FRPN-45 RP RPGR ¢.2357_2375del p.(Lys786Thrfs*23) Hem
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ABCA4 c.3386G>T (Arg1129Leu) Het
RPN_125 FRPN_SO STG L N TN
ABCA4 c.3988G>T p.(Glu1330%*) Het
ABCA4 c.3386G>T (Arg1129Leu) Het
RPN_126 FRPN_SO STG L N TN
ABCA4 €.3988G>T p.(Glu1330%) Het
ABCA4 c. 1804C>T (Arg602Trp) Het
RPN-129 FRPN-51 STG . O e e
ABCA4 c.982G>T p.(Glu328*) Het
RP PUNCTATA
R R ?
RPN-147 FRPN-58 ALBENSCENS C21orf2 c.96+1G>A p.? Hom
RP PUNCTATA C2lorf2 c. 96+1G>A p.? Hom
RPN_148 FRPN_58 ALBENSCENS ]
PDE6A c.1113+1G>A p.? Het
CNGB3 c. 1148de| p.(Thr383ilefs*13) Het
RPN_170 FRPN_66 DC/DM ]
CNGB3 c.1432C>T p.(Argd78%*) Het
CNGB3 c. 1148de| p.(Thr383llefs*13) Het
RPN_171 FRPN_66 DC/DM ]
CNGB3 c.14320>T p.(Argd78*) Het
USH2A c. ISOG>A p.(Gly44Arg) Het
RPN-173 FRPN-68 RP USH2A (o 2276G>T p.(Cys759Phe) Het
CNGB3 c.852+1G>C p.? Het
RDH12 c. 295C>A (Leu99|le) Het
RPN-187 FRPN-71 RP RDH12 C. 806 810de| p (AIaZGQGnyS*Z) Het
GDF6 c.746C>A p.(Ala249Glu) Het
RDHlZ c. 295C>A p (Leu99|le) Het
RPN-188 FRPN-71 RP RDH12 C. 806 810de| (A|3269G|yfs*2) Het
GDF6 c.746C>A p.(Ala249Glu) Het
EYS c.8834G>A p (G|y294SGIu) Het
RPN_213 FRPN_84 RP S P TP Y crerenancliiiiiiiiiiiiicianine.
EYS c.6714del p. (IIe2239Serfs*16) Het
EYS c. 8834G>A p (GIy2945GIu) Het
RPN-214 FRPN-84 | RP EYS c. 6714de| p (IIeZZ395erfs*16) Het
CRB1 c.487T>G p.(CyslG3GIy) Het
RPGR c. 2442 2445de| (GI 817Lysfs*2) Het
RPN-230 FRPN-97 RP C20rf71 (o 947de| p (Asn316Metfs*7) Het
CNGA3 c.1280G>A p.(Arg427H|s) Het
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RPN-231 | FRPN-97 | RP RPGR .2442_2445del | p.(Gly817Lysfs*2) Het
FRPN-
RPN-234 100 DM C1QTNF5 c.563C>T p.(Pro188Leu) Het
RPN-246 FRPN-99 | RP RP1 €.2029C>T p.(Arg677%*) Het
FRPN-
RPN-253 108 RP RHO c.316G>A p.Glyl06Arg Het
FRPN-
RPN-254 108 RP RHO c.316G>A p.Glyl06Arg Het
FRPN- CNGB1 c.1822G>T p.(Glu608*) Hom
RPN-256 110 RP
CNGB1 c.2957A>T p.(Asn986lle) Het
CNGB1 €.1822G>T p.(Glu608*) Hom
RPN-258 i?gN_ RP CNGB1 c.2957A>T p.(Asn986lle) Het
ABCA4 c.3113C>T p.(Ala1038Val) Het
FRPN- icacié
RPN-271 118 RP ROM1 Duplicaciéon gen | p.? Het
FRPN- .
RPN-282 125 DCB GUCY2D €.2513G>A p.(Arg838His) Het
FRPN- ABCA4 c.3386G>T p.(Argl129Leu)*** Het
RPN_283 126 STG FT LT N T
ABCA4 c.4253+5G>A p.(lle1377Hisfs*3) Het
FRPN- USH2A c.1390C>T p.(Argd64Cys) Het
RPN-288 131 RP U POPO SR R R
USH2A c.12575G>A p.(Arg4192His) Het
FRPN- ABCA4 c.184C>G p.(Pro62Ala) Het
RPN_289 132 STG FT LT N T
ABCA4 €.2041C>T p.(Arg681*) Het
FRPN-
RPN-290 133 STG ABCA4 c.4457C>T p.(Pro1486Leu) Hom
ABCA4 €.2588G>C p.(Gly863Ala) Het
RPN-291 EZZN_ STG ABCA4 c.33117>C p.(Leu1104Pro) Het
CNGB3 c.1148del p.(Thr383llefs*13) Het
FRPN-
RPN-294 137 STG ABCA4 €.3386G>T p.(Argl129Leu) Hom
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RPN-296 ;2;”' RP RPGR €.2296_2299del | p.(Gly766Asnfs*48) | Hem
RPN-297 ;ZSN- RP ROM1 Duplicacion gen p.? Het
RPN-301 ile;N RP RPGR c.247+2T>A p.? Hem
FRPN-
RPN-304 144 STG PRPH2 c.499G>A p.(Gly167Ser) Het
FRPN-
RPN-309 147 RP PRPF3 c.1477C>T p.(Pro493Ser) Het
FRPN-
RPN-310 147 RP PRPF3 c.1477C>T p.(Pro493Ser) Het
FRPN- RDH12 c.689C>G p.(Pro230Arg) Het
RPN_313 150 RP N T
RDH12 c.795C>A p.(Ser265Arg) Het
RPN-316 X4 RP SNRNP200 | c.2041C>T p.(Arg681Cys) Het
ABCA4 €.3386G>T p.(Arg1129Leu) Het
RPN-317 EE:N_ STG ABCA4 ex 16 del p.? Het
ABCA4 c.1804C>T p.(Arg602Trp) Het
FRPN-
RPN-323 158 GFS RPGR c.914dup p.(Asn305Lysfs*41) Hem
RPN-324 iggN_ RP CDHR1 c.1485+2T>C p.? Hom
FRPN-
RPN-327 162 STG ABCA4 c.634C>T p.(Arg212Cys) Hom
FRPN-
RPN-331 | DFMVA PRPH2 ¢.356_365del p.(Cys119Phefs*17) | Het
FRPN-
RPN-332 | DFMVA PRPH2 ¢.356_365del p.(Cys119Phefs*17) | Het
CNGB3 c.133G>T Glu45*
RPN-333 167 DCAC CNGB3 c.1148del p.Thr383llefs*13
BBS2 c.1197del p.H399fs
FRPN- CNGB3 c.133G>T p.Gluds* Het
RPN_334 167 DCAC N T
CNGB3 c.1148del p.Thr383llefs*13 Het
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RPN-335

FRPN-
168

RP

PRPF31

ex 10-11 del

p.?

Het

RPN-336

FRPN-
169

RP

USH2A

USH2A

RP1

¢.1055C>T

c.2299del

c.2041dup

p.(Thr352Ile)

p.(Glu767Serfs*21)

p.(lle681Asnfs*17)

Het

Het

Het

RPN-342

FRPN-
173

STG

ABCA4

ABCA4

€.3386G>T

c.3347C>T

p.(Argl129Leu)

p.(Ser1116Phe)

Het

Het

RPN-343

FRPN-
174

RP

RPGR

c.2746del

p.(Glu916Lysfs*173)

Hem

RPN-347

FRPN-
175

RP

PRPF31

€.1462_1472del

p.(Lys488Argfs*75)

Het

RPN-361

FRPN-
139

STG

RPGR

€.2296_2299del

p.(Gly766Asnfs*48)

Hem

RPN-363

FRPN-
178

DMB

BEST1

BEST1

c.388C>A

€.602T>C

p.(Arg130Ser)

p.(lle201Thr)

Het

Het

RPN-374

FRPN-
139

RP

RPGR

€.2296_2299del

p.(Gly766Asnfs*48)

Het

RPN-375

FRPN-
139

RP

RPGR

€.2296_2299del

p.(Gly766Asnfs*48)

Hem

RPN-379

FRPN-
179

DC

ABCA4

ABCA4

¢.3386G>T

c.5714+1G>A

p.(Argl129Leu)

p.?

Het

Het

RPN-402

FRPN-
183

DCB

C21orf2

C21orf2

MVK

RDH5

€.218G>C
€.246C>A

¢.803T>C

c.839G>A

p.(Arg73Pro)
p.(Tyr82%)

p.(lle268Thr)

p.(Arg280His)

Het
Het

Het

Het

RPN-403

FRPN-
183

DCB

C21orf2

C21orf2

€.218G>C

c.246C>A

p.(Arg73Pro)

p.(Tyr82%)

Het

Het

RPN-406

FRPN-
185

FAMILIAR

CDHR1

ABCA4

€.1485+2T>C

c.5882G>A

p.?

p.(Gly1961Glu)

Hom

Het

RPN-410

FRPN-
187

DC/STGD

ABCA4

ABCA4

€.2972G>T

c.4253+4C>T

p.(Gly991Val)

p.(lle1377Hisfs*3)

Het

Het

RPN-415

FRPN-
144

DM

PRPH2

c.499G>A

p.(Gly167Ser)

Het
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RPN-416

FRPN-
144

DM

PRPH2

c.499G>A

p.(Gly167Ser)

RPN-426

FRPN-
191

DM

CRB1

CRB1

C.2688T>A

c.481G>A

p.(Ala161Thr)

p.(Cys896*)

RPN-432

FRPN-
194

RP

PRPF8

CNGA3

c.1405G>A

€.6902C>T

p.(Pro2301Leu)

p.(Alad69Thr)

RPN-440

FRPN-97

RP

RPGR

€.2442_2445del

p.(Gly817Lysfs*2)

RPN-442

FRPN-
197

RP

MERTK

MERTK

Delecién 1,8Mb

c.1450G>A

p.(Gly484Ser)

p.?

RPN-443

X5

RP

EYS

EYS

¢.5928-2A>G

ex 12 del

RPN-444

FRPN-
198

FUNDUS
ALBIPUNCTATUS

RDH5

c.625C>T

p.(Arg209*)

RPN-445

FRPN-
199

STG

ABCA4

ABCA4

c.5882G>A

¢.3386G>T

p.(Argl129Leu)

p.(Gly1961Glu)

RPN-448

FRPN-
202

RP

USHZ2A

USH2A

€.2299del

c.2276G>T

p.(Glu767Serfs*21)

p.(Cys759Phe)

RPN-450

FRPN-
200

RP

CEP290

¢.508A>T

p.(Lys170%*)

RPN-451

FRPN-
203

RP

PRCD

PRCD

c.102_111dup

¢.74+5G>C

p.?
p.(Ser38*)

RPN-452

FRPN-
204

RP

USH2A

USH2A

CNGB1

c.1841-2A>G

c.801del

c.G2276T

p.?

p.(Cys759Phe)

p.(Leu267Phefs*10)

RPN-455

FRPN-
202

RP

USH2A

USH2A

c.2299del

c.2276G>T

p.(Glu767Serfs*21)

p.(Cys759Phe)

RPN-461

X1

RP

ROM1

Duplicacion gen

p.?
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FRPN- ABCA4 €.5882G>A p.(Gly1961Glu) Het
RPN_463 206 STG T
ABCA4 c.5917del p.(Val1973%*) Het
RPN-475 fRPN-211 | DCB CERKL c.847C>T p(Arg283%*) Hom
FRPN- ABCA4 c.2568C>A p.(Tyr856*) Het
RPN_478 212 DC P
ABCA4 c.4773+1G>T p.? Het
FRPN-
RPN-481 213 RP RP2 c.352C>T p.(Arg118Cys) Hem
FRPN- USH2A €.2209C>T p.(Arg737*) Het
RPN_482 214 RP T
USH2A ¢.5329C>T p.(Argl777Trp) Het
FRPN-
RPN-488 174 RP RPGR c.2746del p.(Glu916Lysfs*173) | Het
FRPN-
RPN-495 217 RP CDHR1 €.1485+2T>C p.? Hom
FRPN-
RPN-496 217 RP CDHR1 ¢.1485+2T>C p.? Hom
FRPN-
RPN-498 217 RP CDHR1 ¢.1485+2T>C p.? Hom
FRPN- ABCA4 c.3386G>T p.(Arg1129Leu) Het
RPN_508 219 STG T
ABCA4 ¢.5819T>C p.(Leu1940Pro) Het
FRPN-
RPN-509 100 DM C1QTNF5 c.563C>T p.(Pro188Leu) Het
ABCA4 c.1622T7>C p.(Leu541Pro) Het
RPN-510 ;I;(F;N DC ABCA4 c.3113C>T p.(Ala1038Val) Het
ABCA4 €.5882G>A p.(Gly1961Glu) Het
USH2A c.1390C>T p.(Arg464Cys) Het
RPN-525 ;;ZN_ RP USH2A c.12575G>A p.(Argd192His) Het
CNGA3 c.1669G>A p.(Gly557Arg) Het
RPN-532 FRPN-38 | ACL AlIPL1 ¢.97_104dup p.(Phe35Leufs*2) Hom
ABCA4 c.982G>T p.(Glu328%*) Het
RPN_544 FRPN_Sl STG T
ABCA4 €.5882G>A p.(Gly1961Glu) Het
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FRPN-

RPN-551 [ 0~ RP USH2A ¢.10073G>A p.(Cys3358Tyr) Hom
FRPN-
RPN-552 100 DM C1QTNF5 c.563C>T p.(Pro188Leu) Het
RPN-560 FRPN-8 RP RPGR c.1506+1G>A p.? Het
RPN-584 izzN RP PRPF31 ex, 10-11 del p.? Het
RPN-585 ;22”‘ RP PRPF31 ex, 10-11 del p.? Het
FRPN- ABCA4 c.184C>G p.(Pro62Ala) Het
RPN_587 132 STG FT LT N T
ABCA4 €.2041C>T p.(Arg681*) Het
EYS c.4120C>T p.(Arg1374%) Het
RPN_602 fRPN_232 RP FT LT N T
EYS ex 16-21 del p.? Het
RPN-603 fRPN-233 | RP PRPF31 c.1462_1472del P.(Lys488Argfs*75) Het
RPN-605 fRPN-235 | ACL RPE65 c.10227>C p.(Leu341Ser) Hom
RPN-608 | fRPN-238 | STG PRPH2 €.514C>T p.(Argl72Trp) Het
ABCA4 c.3386G>T p.(Argl129Leu) Het
RPN_6°9 fRPN_239 STG FT LT N T
ABCA4 c.182T>C p.(Met61Thr) Het
RPN-640 fRPN-100 | DM C1QTNF5 c.563C>T p.(Pro188Leu) Het
FRPN-
RPN-646 244 RP RHO €.328T>C p.(Cys110Arg) Het
FRPN-
RPN-649 246 DM/STG ABCA4 c.5917del p.(Val1973%) Hom
) ABCA4 c.5714+1G>A p
ABCA4 .3386G>T p.(Arg1129Leu)
FRPN-
RPN-659 [, RP EYS ¢.7736_7742del | p.(Thr2579Lysfs*36) | Hom
FRPN- USH2A c.4732C>T p.(Arg1578Cys) Het
RPN-660 255 RP Y PPN
USH2A c.1214del p.(Asn405llefs*3) Het
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FRPN-

RPN-661 256 RP/LCA CRB1 c.2416G>T p.(Glu806*) Hom
ERPN- ABCA4 c.3386G>T p.(Argl129Leu) Hom
RPN_663 258 STG FT LT N T
ABCA4 c.6718A>G p.(Thr2240Ala) Het
FRPN- ABCA4 ¢.5929G>A p.(Gly1977Ser) Het
RPN_GGG 261 ND eeretetrerererereaeaear e et ee e aa e e sereraserees Beretaettteaa e e e tateaeteiaaaaararrerarererefetaateieianarraaaaay
ABCA4 c.5882G>A p.(Gly1961Glu) Het
FRPN- CRB1 €.1604T>C p.(Leu535Pro) Het
RPN_GGS 263 DC FT LT N T
CRB1 c.2843G>A p.(Cys948Tyr) Het
RP1 c.3157del p.(Tyr1053Thrfs*4) Het
FRPN- PRPH2 €.623G>A p.(Gly208Asp) Het
RPN-670 265 ND
USH2A €.6957+1G>C p.? Het
USH2A c.4955C>T p.(Pro1652Leu) Het
RPN-671 EZEN' RP EYS €.5928-2A>G p.? Hom
FRPN-
RPN-672 267 RP CNGB1 €.2492+2T>G p.? Hom
FRPN- USH2A c.2276G>T p.(Cys759Phe) Het
RPN-673 268 RP OO R R
USH2A €.13894C>T p.(Pro4632Ser) Het
FRPN- USH2A c.4732C>T p.(Arg1578Cys) Het
RPN_675 269 RP FT LT N T
USH2A €.12575G>A p.(Arg4192His) Het
ABCA4 c.4880del p.(Leul627Argfs*35) | Het
RPN-679 ;F;:N DC/STGD ABCA4 c.5714+5G>A p.? Het
ABCA4 c.2953G>A p.(Gly985Arg) Het
FRPN-
RPN-682 276 DM BEST1 c.247G>T p.(Val83Phe) Het
FRPN- *
RPN-683 277 RP RPGR c.1366del p.(GIn456Lysfs*20) Hem
FRPN-
RPN-684 278 RP EYS c.9468T>A p.(Tyr3156*) Hom
FRPN-
RPN-685 279 ND PRPHZ2 c.658C>T p.(Arg220Trp) Het
FRPN- .
RPN-686 280 RP USH2A c.12575G>A p.(Argd192His) Hom
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FRPN-

RPN-687 281 DCB/STG CRB1 c.481G>A p.(Ala161Thr) Hom
FRPN- RP PUNCTATA ABCA4 €.3386G>T p.(Arg1129Leu) Het
RPN-692 284 ALBENSCENS Y PP
ABCA4 c.6148G>C p.(Val2050Leu) Het
FRPN-
RPN-694 286 ND PRPH2 c.440dup p.(Gly148Trpfs*29) Het
ERPN- ABCA4 c.3386G>T p.(Argl129Leu) Het
RPN-697 289 STG e e e
ABCA4 €.634C>T p.(Arg212Cys) Het
FRPN- ;
RPN-701 293 RP PRPH2 c.647C>A p.(Pro216His) Het
FRPN-
RPN-702 204 DM ELOVL4 c.59A>G p.(Asn20Ser) Het
FRPN- .
RPN-704 296 DC GUCAIA c.66C>A p.(Tyr22%) Het
FRPN- CRB1 c.613_619del p.(lle205Aspfs*13) Hom
RPN_706 298 DCB FT LT N T
CRB1 €.2291G>A p.(Arg764His) Het
FRPN- USHZ2A ¢.13811+2T>G p? Het
RPN_707 299 RP FT LT N T
USH2A €.2276G>T p.(Cys759Phe) Het
FRPN-
RPN-708 300 ND oTX2 c.638T>A p.(Leu213%*) Het
RPN-709 ggzN_ RP PROM1 ex 11 del p? Hom
FRPN-
RPN-710 [ 2 DM PRPH2 c.641G>A p.(Cys214Tyr) Het
FRPN- USH2A c.14803C>T p.(Argd935%) Het
RPN-711 303 RP Y PN
USH2A €.2332G>T p.(Asp778Tyr) Het
FRPN-
RPN-715 307 RP RHO c.512C>A p.(Pro171GlIn) Het
ABCA4 €.6148G>C p.(Val2050Leu) Het
RPN-717 ;ggN- RP
PRPF31 Delecién gen p? Het
FRPN-
RPN-718 309 RP USH2A €.2276G>T p.(Cys759Phe) Hom
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FRPN-

RPN-721 [ 2% RP RHO ¢.512C>A p.(Pro171Leu) Het
FRPN- ABCA4 €.6310C>T p.(GIn2104%) Het
ABCA4 c.3386G>T p.(Argl129Leu) Het
FRPN- NRL c.149C>T p.(Ser50Leu) Het
ABCA4 €.5908C>T p.(Leu1970Phe) Het
FRPN- JOUBERT CEP290 ¢.4966_4967del p.(Glul656Asnfs*3) | Het
CEP290 c.2817G>T p.(Lys939Asn) Het
FRPN-
RPN-730 [ 200 DM/STG PRPH2 ¢.537G>A p.(Trp179%) Het
PDE6B c.1920+1G>A p.? Het
RPN-732 RP
322 p.(Lys824_
PDE6B c.2470_2478del Glus26del) Het
FRPN- PRPH2 c.421T>C p.(Tyr141His) Het
ABCA4 €.5908C>T p.(Leu1970Phe) Het
ABCA4 €.3113C>T p.(Ala1038Val) Het
FRPN- [p-?p.(=
RPN-734 324 DM/DC ABCA4 €.4539+2064C>T Argl1514Leufs*36)] Het
ABCA4 c.1364T>A p.(Leu455GIn) Het
EYS c.8854del p.(Thr2973Leufs*23) | Het
RPN-735 ;SEN ND EYS c.1194del p.(Gly399Aspfs*22) | Het
RDH5 c.712G>T p.(Gly238Trp) Het
FRPN-
RPN-737 [ 200 DM/STG PRPH2 C.641G>A p.(Cys214Tyr) Het
FRPN-
RPN-738 [ 200 DM/STG BBS1 .1169T>G p.(Met390Arg) Hom
RPGR €.935-2A>G p.? Hem
RPN-745 335 RP ABCA4 ¢.5908C>T p.(Leu1970Phe) Het
PDE6A €.21447>C p.(Met715Thr) Het
FRPN-
RPN-747 337 RP RHO c.670G>A p.(Gly224Arg) Het
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ABCA4 .3386G>T p.(Argl129Leu) Het
RPN-749 gggN_ STG ABCA4 €.3210_3211dup | p.(Ser1071Cysfs*14) Het
ABCA4 c.560G>A p.(Argl87His) Het
FRPN-
RPN-750 340 ACL CEP290 €.2991+1655A>G | p.(Cys998*) Hom
ABCA4 ¢.5196+1056A>G | p.(Met1733Valfs*2) Het
e | N | oW dscad feasor |powsie)  |Her
343 ACROMATOPSIA | cAcNA2D4 | c.2974+3G5T p.? Het
HK1 c.27G>A p.(Ser9Ser) Het
FRPN-
RPN-770 344 ND BEST1 c.538G>A p.Gly286Ser Het
FRPN- PRPH2 c.4217>C p.(Tyr141His) Het
RPN_772 346 DM ............... O
NRL c.654delC p.(Cys219Valfs*4) Het
FRPN- ABCA4 c.3113C>T p.(Ala1038Val) Het
RPN_773 347 ND ............... O
GDF6 c.746C>A p.(Ala249Glu) Hom
FRPN- *
RPN-776 350 RP EYS c.9468T>A p.(Tyr3156*) Hom
FRPN-
RPN-778 352 RP CHM c.856C>T p.(GIn286%*) Hem
FRPN- PRPH2 c.421T>C p.(Tyr141Hist) Het
RPN_779 346 DM ............... O
NRL c.654delC p.(Cys219Valfs*4) Het

Todas las mutaciones noveles identificadas en este estudio
estan resaltadas en negrita. Las mutaciones intrénicas profundas
estan resaltadas en las celdas azules. A las familias cuyo cddigo
es el apellido se les ha asignado uno nuevo representado por
una “X“ seguido de un numero. RP: Retinosis pigmentaria; DC:
Distrofia de conos; DCB: Distrofia de conos y bastones; DCAC:
Distrofia coroidea areolar central; DM: Distrofia macular;
DMACB: Distrofia macular anular concéntrica benigna; DFMVA:
Distrofia foveomacular viteliforme del adulto; GFS: sindrome de
Goldmann-Favre; STG: enfermedad de Stargardt; ACL: Amaurosis
congénita de Leber; DMB: Distrofia macular de Best; ND: No
disponible.
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Tabla 2. Mutaciones identificadas en los pacientes con un resultado no

concluyente.

PACIENTE FAMILIA DIAGNOSTICO GEN cDNA PROTEINA ESTADO
RP-36 X6 RP PDE6B c.2408A>G p.(Asn803Ser) Het
RP-44 X6 RP PDE6B ¢.2408A>G p.(Asn803Ser) Het
RP-49 X7 RP GUCY2D c.1991A>G p.(His664Arg) Het
RP-632 X8 RP EYS ex. 32-33 del p.? Het
RP-645 X8 RP EYS ex. 32-33 del p.? Het
RP-1943 FRPN-566 RP USHZ2A c.2276G>T p.(Cys759Phe) Het
RPN-287 FRPN-130 | DMB CNGA1 ¢.304dup p.(Argl02lysfs*12) | Het
RPN-319 FRPN-155 RP PROM1 c.1354dup p.(Thrd52Leufs*13) Het
ABCA4 €.5908C>T p.(Leu1970Phe) Het
RPN_320 FRPN_156 DCB ...................................................................
PDE6H ¢.35C>G p.(Ser12*) Het
RPN-322 FRPN-157 | DFMVA BEST1 ¢.393C>A p.(Tyr131%) Het
BEST1 C.698C>A p.(Pro233Gln) Het
RPN_326 FRPN_161 DMB ...................................................... e
ABCA4 c.5642C>T p.(Ala1881Val) Het
RPN-330 FRPN-165 DFMVA ABCA4 c.5882G>A p.(Gly1961Glu) Het
RPN-339 FRPN-170 ABCA4 c.5908C>T p.(Leu1970Phe) Het
RPN-427 FRPN-192 DCACB RGS9 c.1546C>T p.(Arg516%*) Het
RPN-466 FRPN-207 | DMB BEST1 c.11CT p.(Thré4lle) Het
CNGA1 c.1892C>T p.(Thr631Met) Het
RPN_536 FRPN_ZZS RP ...................................................... FTTT ST TR TSP
CNGB1 ¢.3150del p.(Phe1051Leufs*12) | Het
USH2A c.2276G>T p.(Cys759Phe) Het
RPN-645 FRPN-243 RP P b
CEP290 c.7394_7395del | p.(Glu2465Valfs*2) Het
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ABCA4 c.288C>A p.(Asn96Lys) Het

USH2A c.754G>T p.(Gly252Cys) Het

RP PUNCTATA CDHR1 c.783G>A (p.Pro261 =) Het

POC1B ¢.1079_1080del | p.(Pro360Argfs*8) Het

RPN-695 FRPN-287 ND ABCA4 c.6089G>A p.(Arg2030GIn) Het
RPN-696 FRPN-288 ND ABCA4 €.6148G>C p.(Val2050Leu) Het
RPN-712 FRPN-304 RP RPGRIP1 ¢.3339+5G>C p.? Het
SAG c.577C>T p.(Arg193*) Het

GUCY2D c.1991A>G p.(His664Arg) Het

RPN-720 FRPN-311 RP RPGRIP1 c.767C>G p.(Ser256%*) Het
RPN-722 FRPN-313 RP RBP3 c.3238G>A p.(Asp1080Asn) Het
RPN-724 FRPN-314 RP EYS c.6882_6883del | p.(GIn2294Hisfs*3) Het
RPN-729 FRPN-319 RP CNGA3 €.673+5G>T p.? Het
RPN-746 FRPN-336 | DM PCARE €.656_665dup | p.(Ala223Argfs*38) | Het
RPN-768 FRPN-342 RP OFD1 c.2489-2A>C p.? Het
ABCA4 €.3113CT p.(Ala1038Val) Het

USH2A ¢.8605C<A p.(Pro2869Thr) Het

RPN-777 FRPN-351 DC PRPH2 c.568A>G p.(Lys190Glu) Het

Todas las mutaciones novelesidentificadas en este estudio estan
resaltadas en negrita. A las familias cuyo cédigo es el apellido se
les ha asignado uno nuevo representado por una “X“ seguido de
un numero. RP: Retinosis pigmentaria; DC: Distrofia de conos;
DCB: Distrofia de conos y bastones; DCAC: Distrofia coroidea
areolar central; DM: Distrofia macular; DMACB: Distrofia macular
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anular concéntrica benigna; DFMVA: Distrofia foveomacular
viteliforme del adulto; GFS: sindrome de Goldmann-Favre; STG:
enfermedad de Stargardt; ACL: Amaurosis congénita de Leber;
DMB: Distrofia macular de Best; ND: No dispo

DISCUSION:

El presente estudio cuenta con un porcentaje de diagndstico del
64,8%, que se encuentra dentro de la media de 50-70% obtenida
en otros estudios (24-27). Teniendo en cuenta la heterogeneidad
clinica de la cohorte de pacientes, el porcentaje de éxito en el
diagndstico se puede considerar alto. Si bien Birtel et al en 2018
(28) alcanzaron un mayor porcentaje de éxito (70%), cabe destacar
que se trataba de pacientes que compartian la misma clinica
relativa a RP, lo cual facilita el abordaje del estudio genético. En
la literatura también encontramos casos de estudios de cohortes
de clinica mas heterogénea, como el de Jespersgaard et al. de
2019 (29), y el de Zenteno et al. de 2020 (24). En esos estudios se
analizaron dos cohortes de 677 y 143 pacientes respectivamente,
muy heterogéneas clinicamente, tal y como ocurria en nuestra
cohorte. En ambos casos el porcentaje de éxito fue similar al
del presente estudio. En el primer caso la secuenciacién de un
panel de 125 genes permitié un porcentaje de diagndstico de
63% (29)residing in Denmark, with IRD and report 806 variants
of which 187 are novel. We found that deletions and duplications
spanning one or more exons can explain 3% of the cases, and
thus copy number variation (CNV, mientras que en el segundo
caso la secuenciaciéon de un panel de 199 genes permitié un
porcentaje de diagndstico del 66% (24)

Losgenes ABCA4y USH2A son los que mds variantes patogénicas
acumulan en nuestra cohorte, tanto en pacientes resueltos como
en pacientes con diagndstico no concluyente. El gen ABCA4 es el
responsable de la enfermedad de Stargardt, principalmente, y de
otros tipos de distrofias de conos y bastones (30,31), mientras
que USH2A se relaciona con el Sindrome de Usher y retinosis
pigmentaria no sindromica (3,32). Estos resultados coinciden
con los resultados de otros estudios previos en los cuales ambos
genes aparecen como los mas mutados (29,33,34).
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En muchos de los pacientes con un diagndstico no concluyente
se ha encontrado sdlo una mutacién en los genes ABCA4 o
USHZ2A. Segun la literatura, ambos genes retnen un alto nimero
de mutaciones intrénicas profundas que producen la inclusién de
pseudoexones e interfieren en el proceso de splicing, derivando
en un efecto patogénico (13,14,16-22). En este estudio sdlo se
han analizado aquellas variantes intrénicas ya descritas, asi que
es posible que los pacientes con mutaciones en ABCA4 o USH2A
con un diagndstico no concluyente presenten alteraciones
localizadas en otras regiones no estudiadas como promotores o
regiones UTRs.

Por otro lado, continuamente se describen nuevos genes como
causantes de DHR, de manera que es posible que el resultado
negativo de algunos pacientes se debaavariantes en estos nuevos
genes que aun no estan incluidos en los paneles estudiados. De
hecho, los pacientes con una sola mutacion podrian ser meros
portadores de la misma, y en este caso las variantes responsables
de la enfermedad podrian residir en otros genes no incluidos en
los paneles o no descritos hasta la fecha.

En resumen, la secuenciaciéon de paneles personalizados de
genes es una herramienta eficaz para el diagndstico genético de
pacientes afectados de DHR. Sin embargo, la heterogeneidad
genéticaylaimplicaciénderegionesque nosonsistematicamente
estudiadas, hace necesaria la ampliacién de los estudios
genéticos mediante estrategias complementarias, como pueden
ser el analisis de intrones, la secuenciacidon del exoma completo
o incluso la secuenciacion del genoma completo.
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CAPITULO IV.

LA VIDA DEL PACIENTE
CON PATOLOGIA VISUAL






VIDEOJUEGOS Y
AUDIODESCRIPCION:
METODOLOGIA DE UN
CUESTIONARIO

Maria Eugenia Larreina-Morales

Universitat Autbnoma de Barcelona

Los videojuegos

Los videojuegos se han convertido en todo un fendmeno
cultural y econédmico. Se espera que los beneficios globales de
la industria asciendan a 180 000 millones de dodlares en 2021
(Dobrilova, 2021). En Espafia, el 47 % de la poblacion entre 6 y
64 afos juega habitualmente, lo que se traduce en 15,9 millones
de jugadores (Asociacién Espafola de Videojuegos, 2021, p. 23).
Sin embargo, es comun que los videojuegos presenten una serie
de barreras innecesarias que dificultan que todas las personas
puedan acceder a ellos.

Yuan et al. (2010, pp. 3-4) distinguen tres tipos de barreras de
accesibilidad a los videojuegos: dificultades al recibir estimulos,
al determinar la respuesta a los estimulos y al proporcionar
dicha respuesta a través de la interaccién con el videojuego.
Las personas ciegas y con baja vision pueden enfrentarse a
dificultades para recibir estimulos visuales, que suelen ser
predominantes en los videojuegos. Asimismo, determinar la
respuesta a los estimulos puede ser complicado si, por ejemplo, el
videojuego esincompatible con un lector de pantalla. Finalmente,
proporcionar la respuesta puede suponer un obstaculo si no es
posible reconfigurar los controles, como utilizar el teclado del
ordenador en vez del ratén.

La accesibilidad a los videojuegos consiste en prevenir y
eliminar dichas barreras, que generan un desajuste entre las
capacidades de una persona y su interaccién con el videojuego.
Es responsabilidad de los agentes de la industria tener en cuenta
estas cuestiones desde la fase de disefio (IGDA-GASIG, 2021b).
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Con el objetivo de mejorar la accesibilidad a los videojuegos,
los usuarios y la industria estan impulsando grandes avances.
Tres grandes organizaciones dedicadas a este fin se constituyeron
hace menos de dos décadas: IGDA-GASIG en 2003, AbleGamers
en 2004 y SpecialEffect en 2007. En 2012, se publicaron dos guias
sobre accesibilidad a los videojuegos, elaboradas por expertos,
desarrolladores y académicos: Includification (Barlet y Spohn,
2012) y Game Accessibility Guidelines (Game Accessibility
Guidelines, 2012). Ambas se han convertido en referentes para
la investigacion (Cairns et al., 2019a) y la industria. Dos ejemplos
de esta ultima son las opciones de accesibilidad implementadas
en 2015 en PlayStation 4 (Koller, 2015) y en Xbox One (Kingett,
2015). Las dos consolas empezaron a incluir un lector de pantalla
y una opcion de alto contraste.

Asimismo, los videojuegos comerciales comenzaron a
incorporar opciones de accesibilidad. Uno de los mas influyentes
fue Uncharted 4: El desenlace del ladron (Naughty Dog, 2016), un
triple A en el que es posible activar la ayuda de camara, fijar al
apuntar a los blancos enemigos, disponer de subtitulos y pulsar
o mantener los botones del controlador segun las preferencias
del usuario (PlayStation, 2016). En 2020, se produjo otro gran
avance con la publicacién de The Last of Us Parte Il (Naughty Dog,
2020) y sus mas de sesenta opciones de accesibilidad. Cuenta
con tres ajustes predefinidos de accesibilidad (visual, sonora
y motora), asi como la posibilidad de reasignar los controles,
automatizar ciertas acciones (como cambiar de arma o apuntar a
los enemigos) y obtener ayudas visuales, entre las que destacan
la personalizacién del tamafio, color y contraste de los elementos
en pantalla (PlayStation, 2020).

En cuanto a las iniciativas centradas en informar a los usuarios
y la industria, destaca la GAConf, un congreso dedicado a la
accesibilidad de los videojuegos. Lo organiza IGDA-GASIG vy se
celebra desde 2017. Es un punto de encuentro para usuarios,
desarrolladores y académicos en el que se reflexiona sobre los
avances recientes y los préximos pasos de la industria para que
cada vez sea mas inclusiva (IGDA-GASIG, 2021a).

Ademads, existen dos recursos importantes creados por y
dirigidos a jugadores con discapacidad para informar sobre
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el tema. Por un lado, la pagina web Can | Play That? publica
desde 2018 resefias y noticias en inglés sobre la accesibilidad a
los videojuegos. Recientemente, ofrece talleres dirigidos a los
desarrolladores de videojuegos para mejorar la prdactica (Can
| Play That?, 2021). Por otro lado, la recién lanzada Accessible
Games Database (DAGERSystem, 2021) es una base de datos
de videojuegos accesibles. Proporciona informacion sobre las
opciones de accesibilidad de cada uno de ellos, la plataformaen|a
gue estan disponibles, el género y la calificacidon de su contenido
segun el sistema de clasificacién estadounidense Entertainment
Software Rating Board (ESRB).

Respecto a proyectos en espafiol, la publicacion Buenas
prdcticas de accesibilidad en videojuegos, editada por Pérez-
Castilla Alvarez (2012), aporta recomendaciones y ejemplos
de buenas practicas. Los usuarios y expertos que participan
enfatizan el valor de los videojuegos como una herramienta
ludica, pedagdgica y terapéutica.

Finalmente, el proyecto Researching Audio Description:
Translation, Delivery and New Scenarios (RAD), financiado por el
Ministerio de Ciencia, Innovacién y Universidades (2019-2021),
investiga la audiodescripcién. Uno de sus objetivos es explorar su
posible aplicacién a los videojuegos. En el siguiente apartado se
define la audiodescripcidn y se presenta el proyecto RAD.

La audiodescripcion

La audiodescripcion (AD) es un servicio de accesibilidad que
describe oralmente los elementos visuales. Su uso estd extendido
en el cine, las artes escénicas y los museos (CESyA, 2014). Desde
2013, las televisiones publicas deben ofrecer un minimo de diez
horas de contenido audiodescrito a la semana (Ley 7/2010, de 31
de marzo, General de la Comunicacion Audiovisual, 2010).

La AD tiene un gran potencial para los videojuegos que
aun estd por explorar. Por un lado, se podria aplicar a las
cinematicas, es decir, las secuencias de video integradas en los
videojuegos que proporcionan informacion sobre la trama, los
personajes o los escenarios. Como se trata de escenas en las
que la interaccidn del jugador es limitada o incluso inexistente,
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podrian audiodescribirse de manera similar al cine (Mangiron y
Zhang, 2016, p. 92). De hecho, recientemente, los trailers de los
videojuegos han comenzado a incorporar AD. En 2021, Ubisoft
ha publicado 61 videos audiodescritos en inglés de material
promocional de Assassin’s Creed: Valhalla, Watch Dogs: Legion o
Far Cry 6, entre otros (Ubisoft North America, 2021).

Por otro lado, audiodescribir la accion de los videojuegos
puede resultar mas sencillo en algunos géneros que en otros.
Implementar la AD en videojuegos de accidon que requieren
reacciones rapidas pueden suponer un gran esfuerzo de
procesamiento por parte de los usuarios. Sin embargo, los
videojuegos basados en texto o con una predominancia de
elementos narrativos se pueden prestar a ello con mas facilidad.
Mangiron y Zhang (2016, p. 94) sugieren comenzar por la AD
de los videojuegos de aventura y de rol, asi como las novelas
visuales.

Antes de explorar la aplicacién practica de la AD a los
videojuegos, es necesario comprobar si los usuarios estarian
interesados en esta nueva solucién. Para ello, uno de los objetivos
del proyecto RAD es definir las preferencias y las necesidades de
las personas ciegas y con baja visidn respecto a la accesibilidad a
los videojuegos, incluyendo la AD. Esta consulta a los usuarios se
ha realizado mediante un cuestionario enlinea, cuya metodologia
se expone a continuacion.

Cuestionario sobre videojuegos y audiodescripcion

El cuestionario es un estudio de recepcion transversal en el
gue se consulta a las personas ciegas y con baja vision sobre sus
experiencias con los videojuegos. Tiene tres objetivos:

Describir las preferencias de los participantes sobre los
videojuegos y su accesibilidad.

Analizar los perfiles sociodemograficos de los participantes.

Analizar la preferencia de los participantes por la posible
aplicaciéon de la audiodescripciéon (AD) a los videojuegos.

Los requisitos de participacion, basados en el alcance del
proyecto RAD, son ser una persona ciega o con baja vision, tener
dieciocho afios o mas y residir en Espafa. Para establecer la
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muestra, se utilizé un muestreo no probabilistico de tres tipos. El
primero fue un muestreo de conveniencia para la prueba piloto.
La realizaron tres contactos personales de las investigadoras
gue cumplian con los requisitos de participacién. El segundo fue
un muestreo intencional: se pidié la colaboracion de usuarios,
expertos en accesibilidad, asociaciones, organizaciones vy
publicaciones que forman parte de la poblacién estudiada o
que tienen acceso a ella en la distribucién del cuestionario. El
tercero fue un muestreo por bola de nieve en el que se pidid a
estas personas y entidades que enviaran el cuestionario a sus
contactos personales o que lo publicaran en las redes sociales.

Estos métodos de muestreo son adecuados en los estudios de
naturaleza exploratoria (Elorza Pérez-Tejada, 2008, p. 185). Sin
embargo, excluyen a una parte de la poblacion objetivo, en este
caso, aquella sin acceso a internet o con competencias digitales
limitadas (Bryman, 2012, p. 658).

Se contactdé con un total de 71 personas y entidades para la
distribucién del cuestionario: los tres participantes de la prueba
piloto, nueve asociaciones de profesionales de la accesibilidad,
diez sitios web y foros sobre videojuegos y accesibilidad, quince
expertos en accesibilidad y 36 asociaciones y organizaciones de
personas con discapacidad visual. Veintiocho de los contactos
accedieron a distribuir el cuestionario.

Se recibieron 124 respuestas durante los dos meses en los que
el cuestionario estuvo abierto, a finales de 2020. Se descartaron
dieciocho, porque los participantes no daban el consentimiento
informado o no cumplian con los requisitos de participacién.
Por tanto, el nimero total de respuestas validas fue 106. Se
trata de un resultado positivo, si se compara con otros estudios
similares. Por ejemplo, Andrade et al. (2019) recibieron diecisiete
respuestas en su cuestionario en linea dirigido a personas con
discapacidad visual angloparlantes sobre sus habitos de juego.
Cairns et al. (2019b) realizaron un cuestionario en linea sobre
las motivaciones de las personas con discapacidad para jugar
a videojuegos en Estados Unidos y recibieron veinticuatro
respuestas de personas con pérdida de visién. Gongalves et al.
(2020) recibieron 140 respuestas de personas con discapacidad
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visual sobre sus experiencias de juego multijugador, aunque su
cuestionario estaba abierto a participantes de todo el mundo.

De los 106 participantes en el cuestionario, 58 juegan
habitualmente a videojuegos y 48 no lo hacen. Los resultados
sugieren que hay interés por la implementacién de la AD en
los videojuegos, aunque esta conclusion preliminar no puede
generalizarse a toda la poblacion por haber utilizado un muestreo
no probabilistico. Sin embargo, como estudio exploratorio,
revela la variedad de las preferencias de los usuarios en cuanto
a los videojuegos y su accesibilidad. Los resultados completos se
publicardn préximamente.

Después de completar el cuestionario, quince personas se
prestaron voluntarias para participar en una entrevista sobre sus
necesidades de accesibilidad a los videojuegos. En la siguiente
fase de la investigacion, se presentard la informaciéon recogida
en el cuestionario y las entrevistas a los representantes de la
industria. También se les consultard por la viabilidad técnica de
incluir la AD en los videojuegos.

CONCLUSION:

Las personas ciegas y con baja visidon que participaron en el
cuestionario manifestaron su interés por jugar a videojuegos
y hacerlo con opciones de accesibilidad que se ajusten a sus
preferencias. Para ello, la audiodescripcién puede ser una opcién
efectiva, empezando por las cinemadticas y los videojuegos
predominantemente narrativos (Mangiron y Zhang, 2016, p. 94).
Aunque es necesario realizar estudios sobre su viabilidad técnica,
el entusiasmo mostrado por los participantes en el cuestionario
es sefal del potencial de la audiodescripcion.

Un mayor conocimiento sobre las experiencias de los
usuarios, recogidas a través de estudios exploratorios como
este cuestionario, puede contribuir a mejorar la accesibilidad
de los videojuegos vy, con ello, el acceso al ocio y la cultura de
todas las personas. La integracion de la accesibilidad desde que
se comienza a desarrollar un producto, y no como una funcién
adicional que se afiade posteriormente, permite que un gran
numero de personas puedan utilizarlo sin necesidad de una
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adaptacion especifica (Carney, 2019), sean cuales sean sus
preferencias, necesidades y capacidades.

Finalmente, agradecemos a todas las personas que
participaron en el cuestionario su tiempo y dedicacién. La
informacion recogida es muy valiosa para la investigacion sobre
la accesibilidad a los videojuegos y esperemos que contribuya a
mejorarla en un futuro cercano. Asimismo, nos gustaria expresar
nuestro agradecimiento a todas las personas y entidades
que distribuyeron el cuestionario. Su contribuciéon ha sido
fundamental para alcanzar los objetivos del proyecto.

FINANCIACION:

El proyecto Researching Audio Description: Translation, Delivery
and New Scenarios esta financiado por el Ministerio de Ciencia,
Innovacién y Universidades, la Agencia Estatal de Innovacidn y el
European Regional Development Fund [PGC2018-096566-B-100
(MCIU/AEI/FEDER, UE].

TransMedia Catalonia es un grupo de investigacién financiado
por la Secretaria d’Universitats i Recerca del Departament
d’Empresa i Coneixement de la Generalitat de Catalunya, bajo el
sistema de financiacion SGR (cddigo de referencia 2017SGR113).
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EL VALOR DEL TRABAJO
SOCIAL EN LAS DISTROFIAS DE
RETINA

Carmen Maria Gomez Navarro

Universidad de Murcia

Distrofias de retina: caracteristica y condiciones

Las enfermedades crdnicas degenerativas de la retina, las
distrofias hereditarias de retina, cursan con la degeneracién
y muerte de las células de la retina por lo que conducen
irremediablemente a la ceguera. Debido a la baja prevalencia
de las patologias retinianas las convierte en enfermedades
minoritarias o raras, es decir, que afectan a menos de 1 persona
por cada 2.000.

Las caracteristicas destacables:

e pueden tener origen genético o ambiental, y pueden ser
de cardacter hereditario.

e tienen una evolucidn progresiva, aunque pueden
permanecer estaticos por periodos de tiempo, por lo que el
avance es diferente en cada persona aun teniendo la misma
enfermedad.

e 3 pesar de su condicién genética, pueden debutar en
cualquier momento de la vida

e no tienen, en la gran mayoria de los casos, tratamiento
paliativo ni curativo

e como consecuencia de su condiciéon de enfermedad poco
frecuente, hay gran dificultad para su diagnéstico, conllevando
que se tenga que esperar hasta 5 afios para conseguirlo.

e sedafaltadeapoyo psicosocial unavez que esdiagnosticada
la enfermedad ya que se enfrentan a una enfermedad progresiva
y degenerativa, que no tiene cura ni tratamiento

e hay falta de informacion sobre servicios, derechos y
recursos a los que tienen derecho debido a su nueva situacion
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Todas estas caracteristicas, ¢como afecta a las personas que
viven con una distrofia de retina? La enfermedad afecta en los
planos fisico, emocional y social. Esto es debido a que la salud
se concibe como un estado de completo bienestar fisico, mental
y social, y no solamente como la ausencia de afecciones o
enfermedades. Consiste en integrar los factores emocionales,
sociales y comportamentales en la practica médica mediante la
interaccién (no sumatoria) de los tres determinantes principales
del estado de salud: el bioldgico, el psicoldgico y el social.

Estas enfermedades afectan a las personas en todas las esferas
de su vida, tanto a nivel individual como familiar, relacional,
laboral y académico. Cuando una persona tiene una DHR no solo
la vive ella, sino que afecta a todas las personas con las que se
rodea. En la vida familiar hay una reasignacién de roles, hay un
cambio en las actividades de ocio y de consumir el tiempo libre,
una readaptacion laboral o de los sistemas de aprendizaje.

Las personas con discapacidad se enfrentan a una situacion de
vulnerabilidad derivada no solamente de la complejidad clinica
de la enfermedad, las disfunciones sensoriales que ésta produce
(baja vision o ceguera) y la consecuente pérdida de autonomiay
dependencia de terceras personas, sino también por las barreras
de inclusién dentro de su entorno (tolerancia, discriminacion,
adaptabilidad de servicios). Es importante, igualmente, tener en
cuenta que esta situacidn no sdlo afecta a las personas afectadas,
sino también al ritmo de vida personal y social de los familiares.

Ademas, las personas afectadas y sus familiares se enfrentan a:

e Situaciones de angustia y ansiedad tras el diagndstico de
la enfermedad con las consecuentes dificultades para asumir la
enfermedad y sus consecuencias.

e Disminucién de la participacion social y pasividad

e Sensacion de inutilidad y pérdida de autoestima, ante una
pérdida de autonomia personal para el desarrollo las ABVD e
instrumentales

e Sobrecarga de los familiares o entorno social (cuidador o
cuidadora)
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Intervencidn sociosanitaria

La intervencién con familias y pacientes con ER debe ser
interdisciplinar dadas las repercusiones que tiene sobre la
persona y sobre su familia.

La intervenciéon que se plantea es una intervencion integral
en la que se tenga en cuenta a todos agentes que intervienen
(afectados/as, familiares, profesionales sanitarios y otros
profesionales), priorizando el trabajo con los/as afectados y sus
familias.

Se plantean tres niveles de intervencion: individual, grupal y
comunitario. Se priorizara la intervencién individual, que sera
complementada con acciones grupales y comunitarias, en
funcion de las necesidades y recursos disponibles.

Esto significa que se puede y se debe trabajar de manera
conjunta desde el sistema sanitarioy el sistema social. Trabajando
de forma conjunta los distintos aspectos de la enfermedad se
pueden cubrir las necesidades que van surgiendo a lo largo del
desarrollo de la enfermedad.

El trabajador social es un profesional que trabaja desde las
instituciones sanitarias (centros de atencion primaria y centros
hospitalarios) cuya funcién es dar apoyo y ayuda a la persona
y su familia que esta inmerso en un proceso de dificultad de
salud, y dirige su intervencién en la promociéon de la salud, la
recuperacion, normalizacion y adaptacién social; acceso a los
servicios, a los recursos y a los derechos del paciente.

Laintervencién confamiliasy pacientes debe serinterdisciplinar
dadas las repercusiones que tiene sobre la persona y sobre su
familia.

Los objetivos que nos marcamos los trabajadores sociales
cuando estamos con personas con DHR son:

Ayudar a la familia a convivir con una enfermedad degenerativa
de la retina

e Activar recursos personalizados emocionales y psicoldgicos
a través del servicio de psicologia.

e Difundir a la sociedad el impacto de las ERO para darlas a
conocer y facilitar la integracion.
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e Intervencion en todas las etapas del proceso de la
enfermedad:

* Deteccidon precoz de la enfermedad -> permite
intervenir para frenar la evolucion de la enfermedad. Un
diagndstico temprano permite adquirir habitos de vida mas
saludables para la salud visual, asi que competencias de
manejo personal que facilite la autonomia en posteriores
etapas de la enfermedad.

* Informacion del Diagnodstico - la promocion de
la comunicacion médico-paciente-familia es un factor
potenciador de la adherencia al tratamiento. Coémo
se informa del diagnostico influye en codmo se vive la
enfermedad, en cdmo el paciente entiende su patologia y
lo que puede esperar sobre su pronostico.

* Rehabilitacion - segun el estadio de la enfermedad
y permite educar para prevenir complicaciones. Talleres de
rehabilitacion visual, de manejo

Papel del trabajador social en asociaciones con personas con
discapacidad visual

El profesional que hace la acogida y el acompafiamiento de las
personas y familias que viven con una enfermedad visual suele
ser un trabajador social, que escuchay

e Servicio de informacién y Orientacion. La informacion es el
primer recurso en el orden secuencial que se puede establecer
en el camino desde la necesidad hasta su satisfaccion.

e Se ofrece informacion y orientacidn sobre aspectos clinicos
de la enfermedad (pruebas especificas como: campo visual,
agudeza visual, potenciales evocados, electroretinograma,
0.C.T), hospitales o centros de referencia para su realizacién,
informacidn sobre la unidad de genética (si la hubiera) y el
estudio genético.

e Asesoramiento sobre las gestiones relativas a la valoracion
de la discapacidad, la tramitacién de la incapacidad laboral o de
la situacién de dependencia, entre otras.
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e Derivacién a recursos de empleo, a la red de recursos de
personas con discapacidad, a la red de servicios para personas
invidentes, etc.

e Gruposde ayuda mutua. Los GAM son un “modelo social de
salud”, se desarrollan para favorecer la participacién de un grupo
de personas con una misma enfermedad, que busca compartir
el esfuerzo y el mutuo modelo con el fin de conseguir cambios
favorables hacia actitudes mas positivas que permitan lidiar con
el miedo, estrés o el sentimiento de soledad o de incomprensién.

e Seguimiento y evaluacién del caso. Se llevard a cabo la
evaluacion de los objetivos marcados en el Plan Individual con el
objetivo de revisarlos y marcar nuevos objetivos en caso de que
fueran necesarios.

e Difusion y sensibilizacion. Se favorecera la difusién de
las caracteristicas y consecuencias de la enfermedad a través
de campafias de sensibilizacién. En la organizacion de éstas
se incluye a profesionales de la entidad, socios, afectados/as,
familiares y profesionales y especialistas del ambito de la salud.

e Actividades formativas. Partiendo de la vision integral del
programa se prevé la organizacion de conferencias dirigidas
a afectados/familiares y personal sanitario (oftalmdlogos,
genetistas,...) para tratar temas especificos y nuevas terapias e
investigaciones llevadas a cabo.

e las principales funciones para desarrollar por los
trabajadores sociales en este espacio de ejercicio profesional
son, entre otras, las siguientes:

e Funcién de atencion directa: atencién a individuos o grupos
que presentan o estdn en riesgo de presentar, problemas de
indole social como consecuencia de su patologia visual. Su objeto
sera potenciar el desarrollo de las capacidades y facultades de
las personas para afrontar por si mismas futuros problemas e
integrarse satisfactoriamente en la vida social.

e Funcidén de planificacidon: proponer objetivos, actividades y
acciones en un programa determinado tras un proceso de andlisis
de la realidad, que de respuesta a las necesidades detectadas y a
las metas propuestas a alcanzar.

e Funcién docente: mediante el acompafamiento a
estudiantes en prdacticas de trabajo social se favorece la
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formacion tedrico-practica de pregrado y postgrado de alumnos/
as de Trabajo Social y de otras disciplinas afines.

e Funcién de promocidn: se realiza mediante actuaciones
encaminadas a restablecer, conservar y mejorar las capacidades,
la facultad de autodeterminacion y el funcionamiento individual
o colectivo.

e  Funcidén de evaluacion: contrastar los resultados obtenidos
en las distintas actuaciones, en relacion con los objetivos
propuestos, teniendo en cuenta técnicas, medios y tiempos
empleados.

e Funcién gerencial: se desarrolla a través de las
responsabilidades en la planificacién de centros, organizacion,
direccién y control de programas.
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POSICIONANDO LA
ESPECIFICIDAD DE LAS
DISTROFIAS HEREDITARIAS DE
RETINA EN LOS MEDIOS DE
COMUNICACION

Elena Mora

Area de Comunicaciéon de FEDER

AUn nos queda mucho camino para asegurar que las
enfermedades raras, y mas concretamente las Distrofias
Hereditarias de Retina, tienen la suficiente presencia en los
medios de comunicacién. Sin embargo, si echamos la vista atras,
lo cierto es que podemos afirmar que si que se ha producido un
cambio de paradigma que ha motivado grandes avances.

Pero hemos de tener en cuenta que hablamos de un
concepto relativamente “joven”, en tanto en cuanto el término
‘enfermedad rara’ es relativamente reciente, ya que se acufié
a finales de los 70 y se consolidé a mediados de los 80 en
Estados Unidos, de la mano de los denominados ‘medicamentos
huérfanos’. De hecho, “enfermedades huérfanas” también es
una de las referencias mas utilizadas para referirnos a este grupo
de patologias.

Y es que, desde la aparicion del término hasta ahora, y segun el
punto del mapa en el que nos encontremos, han ido surgiendo
una serie de definiciones analogas de las enfermedades raras
como “minoritarias” o “poco frecuentes”. No obstante, lo cierto es
gue actualmente no existe una Unica definicion de “enfermedad
rara”, ya que tampoco existe consenso a nivel global ni regional
al respecto, ya no sélo en términos etimolégicos sino también
clinicos vinculados con la prevalencia.

En términos de comunicacién, dado que no existe un sentir
generalizado, la labor para definir un término adecuado se
complejiza. En castellano, el concepto de ‘enfermedad rara’
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surge como una traduccion literal del término en inglés Rare
Disease haciendo alusién a su baja prevalencia. Esto se vincula
también a la abreviatura, ya que histéricamente se ha utilizado
en castellano ‘ER’ siguiendo la férmula ‘RD’ del inglés.

Poco a poco, el término se ha ido afianzando en la sociedad
hasta dia de hoy, donde las enfermedades raras generan una
media de 20.000 impactos en medios de comunicacion digitales
e impresos al afio. Una cifra que evidencia la presencia, aunque
insuficiente, de nuestro colectivo en los medios.

Este posicionamiento ha sido posible gracias al movimiento
asociativo que representa la causa, que en FEDER ha pasado
de 7 a casi 400 entidades en 2021. Un movimiento tan fuerte
con el que cuentan las Distrofias Hereditarias de Retina, dentro
y fuera de las enfermedades raras. Hablamos de organizaciones
que, como RETIMUR, comenzaron a surgir en la década de
los 90 focalizadas en patologias concretas como la retinosis
pigmentaria.

Pero ellas mismas, posteriormente, entendieron las
oportunidades que suponia abrirse para representar también
a otras patologias afines. Quizad ésta sea una de las claves de
la creciente evolucion de la visibilidad de estas patologias,
cristalizando a dia de hoy en los manifiestos ya habituales de
FARPE y Fundaluce en marcos como el Dia Mundial de la Retina,
la Retinosis Pigmentaria o la Vision.

Todo ello ha motivado, ademas, y esto es muy importante, un
cambio de paradigma en como la sociedad entiende a estas
patologias. Un ejemplo de ello es que ya no hablamos tnicamente
de personas ciegas, la sociedad de hoy también entiende que
hay otras realidades como la discapacidad visual o la baja visién.

Este cambio de paradigma es muy representativo y alude a esa
presencia mediatica que tanto necesitamos pero que finalmente
se traduce en la perspectiva social hacia nuestra causa. Por
ello, es fundamental que preste atencion al valor de la persona
Yy no a sus circunstancias, tratandola desde una perspectiva de
normalizacién capaz de fomentar la concienciacién social y la
visibilidad de los retos que suponen las enfermedades raras.

Ahora bien, iqué queremos que la sociedad perciba de nuestra
causa? ¢Qué queremos conseguir? En el caso de las Distrofias
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Hereditarias de Retina, el mensaje histérico ha estado muy claro:
gueremos investigar, queremos diagndsticos en tiempo, centros
de atencion especializados y acceso a medicamentos.

Gracias a ello, el movimiento ha conseguido que este mismo
2021 se hayan designado dos nuevos Centros, Servicios y
Unidades de Referencia (CSUR) para Distrofias Hereditarias
de Retina. Y, sobre todo, ha motivado la llegada de la terapia
génica para este colectivo.

Dos noticias clave que responden a los mensajes que desde el
colectivo de organizaciones de retina vienen trasladando en los
ultimos afos.

Ahora bien, todo ello también evidencia esa necesidad de
mayor presenciay en consecuencia, mayor presion. No olvidemos
que esta terapia génica que ha llegado, se aprobé en 2018 en
Europa y no ha sido hasta 2021 cuando se ha logrado acceder
en Espana.

El tiempo, la visibilidad, el papel del tejido asociativo es clave
para evidenciar todo esto.

Ahora bien, ¢cdmo podemos conseguirlo?

En primer lugar, utilizando como gancho marcos como los
dias mundiales. Es nuestro momento de ser protagonistas
y posicionar nuestros mensajes mas prioritarios. En casos
concretos como los que nos vinculan, pero también, por qué no,
utilizando otros contextos como pueda ser el Dia Internacional
de la Discapacidad o el de la Cobertura Universal de la Salud,
campos por los que todos trabajamos.

En segundo lugar, humanizando nuestro mensaje. El propio IV
Congreso de Retina Murcia es un ejemplo de ello, contando con
diferentes mesas con personas que viven en primera persona las
Distrofias Hereditarias de Retina e incluso con Noa, la primera
persona en recibir la terapia génica en Espafia.

Y es que, resulta mucho mas facil de empatizar y que el mensaje
de nuestras organizaciones llegue, de acuerdo ademas con ese
mismo espiritu de humanizar el sistema sanitario.

Por otro lado, es muy positivo aliarse con personas influyentes
que nos ayuden a posicionar nuestro mensaje en la agenda
publica, asi como con grandes medios de comunicacién. Desde
una perspectiva de organizaciones de pacientes, llegar hasta aqui

156




no es facil. Pero, entre los primeros pasos, podemos conectar y
estrechar lazos con los medios de comunicacion autonémicos.

En el caso de Murcia existe una gran trayectoria en este sentido
y es que, trabajar conjuntamente, nos permite aterrizar nuestro
mensaje en las Comunidades Autdnomas que es donde, ademas,
se toman las decisiones sobre nuestra salud, educacion, servicios
sociales o ambito laboral, teniendo en cuenta que la mayor parte
de las competencias estan transferidas.

Posicionar nuestro mensaje a nivel autondmico nos permite
asimismo trabajar con los agentes politicos que trabajan
en nuestro territorio y hacerlo ademds con una proyeccion
nacional, ya que parte de estos agentes decisores puede que
acaben manana en una cdmara parlamentaria como el Senado,
de representacion territorial.

También desde una perspectiva integral. Porque si bien la
mayor manifestacién de estas patologias es de caracter clinico,
debemos tener presente todas las implicaciones sociales que
las mismas conllevan. De ahi que podamos dirigirnos a medios
de comunicacion especializados en sanidad, pero también a
aquellos de indole social.

En cuarto lugar, es fundamental que seamos nosotros, las
organizaciones de pacientes, quienes motivemos la accesibilidad
de nuestro mensaje. Esto es: tanto motivando el desarrollo de
herramientas y plataformas accesibles para cualquier persona,
independientemente de si tiene discapacidad o no, asi como a
través de un lenguaje divulgativo y facil para todo. El Canal Retina
de RETIMUR es un buen ejemplo de ello.

Como ultimo punto, y precisamente el mds importante, tener
siempre la especificidad de las enfermedades raras, de las
Distrofias Hereditarias de Retina, en nuestro mensaje. Nuestra
lucha de lo local a lo global, de lo especifico a lo trasversal, es lo
gue nos hace Unicos.

Es decir, en tanto en cuanto logremos mejorar nuestra realidad,
en tanto en cuanto motivemos el acceso a una atencién sanitaria
de calidad, a un diagndstico en tiempo o a un medicamento en
condiciones de equidad, estaremos mejorando la realidad de
todo el sistema, de toda la sociedad.
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REPERCUSIONES
PSICOSOCIALES EN LA
PAREJA DE AFECTADOS CON
ENFERMEDAD RARA

Dolores Maria Penalver-Garcia, Carmmen Maria
Gomez-Navarro

Universidad de Murcia

INTRODUCCION:

La Union Europea® define las EERR como aquella que puede
producir la muerte o debilitar de forma crénica al afectado y que
presenta una prevalencia muy baja, inferior a 5 casos por 10.000
personas, ademas dicha enfermedad debe requerir diferentes
esfuerzos para su tratamiento. La prevalencia varia segun el pais,
porejemploenlapdnes4/10.000y en EEUU es 200.000 personas
afectadas en todo el pais (Avellaneda, Izquierdo, Torrent-Farnell,
& Ramon, 2007).

Del Barrio & Castro(2008) afirman que bajo el epigrafe
de Enfermedades Raras se aglutina un gran numero de
enfermedades, desdrdenes y sintomas pero que tienen unas
caracteristicas comunes:

e Son graves por su caracter generalmente degenerativo que
pueden llevar a la muerte.

e Para el 50% de las enfermedades la etapa de comienzo se
produce en la nifiez.

e Suelellevaralaincapacitacidny portanto ala dependencia.

e Suponen un desgaste psicosocial para el enfermo y su
familia.

e Sonincurables y por tanto crénicas.

e las familias tienen dificultades para encontrar el
tratamiento adecuado.

1 Decisién n2 1295/1999/CE del Parlamento Europeo y del Consejo de 29 de abril de
1999. Diario Oficial de las Comunidades Europeas L 155/1. 1999
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Cuando hay una enfermedad rara existe un costo emocional
oculto detras de su cuidado. Es el precio que paga el cuidador
principal cuando es la pareja quien sufre la enfermedad o
discapacidad y lo priva de la intimidad que alguna vez disfruté.

“Como cuidador de un ser querido que padece una
enfermedad rara, puedes sentirte abrumado y no saber bien por
dénde empezar. No es nada sorprendente. Los cuidadores de la
comunidad de pacientes con enfermedades raras se enfrentan a
desafios excepcionales”, declaré John Schall, director ejecutivo
de la Caregiver Action Network.

El cuidado de una persona enferma representa una gran carga
emocional, para el cuidador principal y la familia, a partir de
los diferentes problemas a los que habran de enfrentarse. Ello
genera un alto grado de estrés y depresién en los cuidadores. La
distribucién de cuidadores de pacientes con demencia segln sexo
mostrd que el 89 % de los cuidadores eran mujeres, mientras que
solo el 11 % pertenecian al sexo masculino. El cuidador principal
de este estudio fue un familiar del paciente en el 98 % de los
casos. Se destacaban en el cuidado, en primera linea, las esposas
con un 42 %, y en segunda linea las(o) hijas(o), con un 32 %.

“La enfermedad, generalmente, afecta de forma negativa a las
relaciones de pareja ya que es una fuente de estrés, desgaste
emocional y sufrimiento, sobre todo en enfermedades graves,
degenerativas y dolorosas”, apunta la psicdloga Laura Rojas
Marcos, autora del libro La familia: de relaciones todxicas a
relaciones sanas

Diagndstico de la enfermedad en la pareja

Afectados y familiares tienen que adaptarse a las caracteristicas
de cada enfermedad en sus diferentes fases (diagndstico,
tratamientos...) restructurando su vida familiar. La enfermedad
puede ser impredecible, requiere atenciéon constante y llegar
a formar parte de la vida familiar, produciendo cambios
estructurales, procesuales y emocionales en la familia, y
especialmente en la forma de relacionarse la pareja.

Una ER supone un impacto psicosocial y econdmico en el
pacienteysufamilia.Lafamiliayelafectadotienenqueenfrentarse
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a un diagndstico, no siempre claro y con un pronéstico dificil y
poco esperanzador. Ni que decir tiene que estas circunstancias
producen una situacién de estrés, miedo e inquietud, tanto
para el enfermo como para su familia. Para Ledén (2011) los
enfermos cronicos y sobre todo sus familias sufren el impacto de
la enfermedad principalmente por la cronicidad de la patologia,
ya que supone una lucha continua.

En este sentido y debido a que una de las caracteristicas de
las ER es la cronicidad, podemos afirmar que los afectados de
ER también sufren este impacto, a esto debemos afiadir otra
caracteristica de las ER, la progresiva degeneracién, por lo
que estos enfermos sufren no sdélo el impacto de padecer una
enfermedad croénico, sino que hay que sumar la ansiedad ante
el empeoramiento y, por consiguiente, el estrés debido a la
continua adaptacion a la nueva situacion.

No todas las familias reaccionan igual al diagndstico de una
ER, dependerdn de su resiliencia. La resiliencia es el “conjunto
de procesos sociales y personales que posibilitan conseguir
el bienestar fisico y psicologico a pesar de las adversidades”.
Aquellas familias con una alta resiliencia se enfrentan a la
enfermedad como una oportunidad de superacion, son capaces
de controlar los pensamientos negativos, son activos en el
tratamiento del enfermo y se informan acerca de la enfermedad
(Grau & Fernandez Hawrylak, 2010).

Por estos motivos, en las uUltimas décadas se ha apreciado un
cambio en la intervencion de las ER, teniendo en cuenta también
a la familia como destinataria de terapia para desarrollar la
resiliencia y enfrentarse a la nueva situacién y centrando los
servicios tanto en el enfermo como en su familia (Grau &
Fernandez Hawrylak, 2010). En esta linea, (C. Zubizarreta & C.
Zubizarreta) consideran que la familia debe ser objeto de terapia
de grupo en el caso de ER. Para ello, existen tres tipos de grupos
de ayuda, que principalmente se ofrecen en las asociaciones
de afectados y que son Grupo de Acogida, Grupo de Ayuda
Mutua y Grupo de Apoyo. En ellos las familias encuentran apoyo
emocional, sienten que no estan solos ante la enfermedad y que
otras personas han sufrido y vivido las mismas situaciones que
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ellos estdn experimentando en esos momentos (Del Barrio &
Castro, 2008).

Evolucion de la enfermedad. Alteraciones estructurales y
emocionales:

Cambios enlos roles, funcionesy jerarquia familiar. Adscripcién
del rol de «cuidador primario»

La enfermedad crénica (Aja Alelan & Villanueva, 1998) y por
extension las ER producen cambios estructurales y emocionales
en la familia. Tras el diagndstico y el evidente impacto, se
produce la adscripcion del cuidador principal que se encargara
de atender en todo momento al enfermo. En Espafia el 75%
del cuidado de una persona con discapacidad lo lleva a cabo las
mujeres (Garcia-Calvente, Mateo-Rodriguez, & Maroto-Navarro,
2004). Por motivos socio-culturales, es la mujer la que asume el
papel de cuidadora principal. En este sentido, existen también
diferencias, ya que son mas susceptibles cuanto menor es el nivel
socio-econémico y educativo de estas (Garcia-Calvente, Mateo-
Rodriguez, & Eguiguren, 2004).

El cuidador principal, tiene que hacer cambios importantes
en su vida cotidiana, adaptandose a la nueva situacion. Debe
adoptar nuevos roles (Garcia-Calvente et al., 2004; Ahmad, 2018),
ademads de continuar con su trabajo fuera de casa o abandonarlo
por la falta de tiempo, debe realizar las tareas domésticas y todo
ello junto con el cuidado del enfermo. Por lo que produce un
desgaste en la salud fisica y psicolégica del cuidador. Segun las
autoras Garcia-Calvente et al. (2004) las cuidadoras presentan
problemas de depresién, ansiedad, se sienten irritables, tristes
y por supuesto cansadas, incluso pueden perder la ilusiéon por
la vida. Pero también, son capaces de encontrar estrategias de
afrontamiento emocional (Garcia-Calvente et al, 2004; Lépez-
Rios, E. y Guarate-Coronado, Y., 2020). En el caso de que el
cuidador principal fuera la pareja del afectado, parece légico
deducir que la relacién conyugal se vera afectada. En esta
linea Kimmel (2001) en su articulo sobre pacientes con dialisis,
afirma que las relaciones de pareja se ven afectadas en el caso
de que el cuidador sea el conyuge del enfermo, al tratarse de
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una enfermedad crénica podemos extrapolar estos datos a las
ER. El conyuge suele dejar de trabajar para dedicar mas tiempo
al cuidado, esto produce desgaste psicoldgico y falta de ilusién
por la incapacidad de desarrollo personal y profesional. Por otro
lado, si no abandona su trabajo debe estructurar su tiempo para
poder atender a las necesidades del enfermo, lo que supone un
sobresfuerzo fisico y mental. A esto unimos, que en ocasiones el
cuidador es la diana de los sentimientos negativos del enfermo.
Todo esto puede llevar al desarrollo de depresién y hostilidad
(Kimmel, 2001). Del Barrio (2008) en su articulo sobre las ER
también comenta como dichas enfermedades causan problemas
en diferentes ambitos incluido el de la pareja. Pero en este
sentido, los cényuges sienten que no pueden quejarse porque
ellos no son los que estan enfermos, se sienten culpables por
sentirse mal y ocultan sus sentimientos, pensamientos y miedos
(C. Zubizarreta & C. Zubizarreta).

Interaccion familiar y Aislamiento social

Una ER también produce un impacto social, ya que se reduce
el tiempo de ocio (Grau & Fernandez Hawrylak, 2010) e incluso
muchas personas que pensaban eran amigos se van alejando
de la familia, lo que produce ademas decepcidon (Aja Alelan &
Villanueva, 1998). Debido a que toda persona necesita momentos
de ocio y diversién, deducimos que se produciran problemas en
la pareja debido a esta nueva y dificil situacién.

Impacto en los ingresos familiares

Segln el estudio ENSERIO de FEDER El nivel de ingresos de los
afectados y sus familias es bastante heterogéneo, La media de
esos ingresos esta aproximadamente en los 2.000 euros, pero
encontramos que casi un cuarto de los afectados y familiares
apenas ganan menos de 1.200 euros al mes. Existe, ademas,
una correlacidon importante estadisticamente significativa entre
la posicién econdmica y la pérdida de oportunidades laborales
y formativas, ademads de este nivel de ingresos limitado por
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los costes de oportunidad, tanto de los afectados como de sus
familiares, las personas con enfermedades raras y sus familias
asumen gastos extraordinarios relacionados exclusivamente
con la atencion a la enfermedad. Esto se traduce no solo en un
esfuerzo para asumir los gastos médicos, farmacolégicos y de
prestaciones, sino en la reduccidon de oportunidades laborales
para la persona afectada y su cuidador principal.

Por otro lado, como comentabamos, las ER producen impacto
econémico en las familias. El enfermo deja de trabajar, abandona
sus responsabilidades y es el resto de la familia la que tiene
que asumir todos los roles de la dindmica familiar como Ia
administracién, la economia y el cuidado. Algunos estudios
demuestran que las familias con mayores recursos econdmicos
se muestran mas sdélidas ante la enfermedad crénica (Aja Aleldn
& Villanueva, 1998).

La conocida Ley de la dependencia? clasifica la dependencia en
fisica, mental, social y econdmica, el enfermo pasa de ser una
persona activa laboralmente a ser inactivo e incluso dependiente.
El hecho de que el enfermo se vea obligado a abandonar su
trabajo, repercute en un menor ingreso econdémico en la familia,
si ademas los hijos del matrimonio son menores, sera el conyuge
el unicoresponsable de laeconomia familiar. A esto afiadimos que
las ER suponen en muchas ocasiones un gasto econdmico extra,
en medicamentos, médicos o tratamientos. Es obvio pensar, que
esta situacion econdmica complicada puede producir también
desgaste en las relaciones de pareja.

Repercusiones en la intimidad de |a pareja

La intimidad requiere confianza y esfuerzo. No es automatica,
va y viene con el transcurso del tiempo y al cambiar las
circunstancias. Cuidar de alguien puede, sin dudas, alterar la
intimidad —y el esfuerzo por mantener la intimidad puede ser
mas estresante que nunca— pero no permita que la intimidad sea
una victima de su rol de cuidador.

2 Ley 39/2006, de 14 de diciembre, de Promocién de la Autonomia Personal y
Atencion a las personas en situacion de dependencia
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CONCLUSION:

La ER puede afectar a la relacién de pareja cuando uno de los
conyuges es el afectado. La nueva situacion a la que se tiene que
enfrentar la familia va a producir un cambio de roles recayendo
la mayor responsabilidad de todos ellos en el cényuge sano. Esto
producira una sobrecarga emocional, fisica y psicoldgica que
afectard a la relacién y convivencia de pareja.

En la revisiéon de la bibliografia sobre el impacto psicosocial en
el conyuge de un afectado de ER ha quedado patente que no hay
estudios concretos sobre este tema. Se ha tenido que extrapolar
la informacidn de enfermedades crénicas o degenerativas para
llegar a la conclusion de que ocurriria lo mismo con los afectados
de ER. Seria interesante abrir una nueva linea de estudio para
describir como afectan las ER en las parejas cuando uno de los
conyuges es el afectado. La mayoria de los articulos encontrados
estan relacionados con ER pediatricas o si es en adultos se
refiere sobre todo a enfermedades crénicas o a alzheimer pero
nada concreto en ER. Incluso los articulos hacen referencia
a enfermedades en las que el paciente ya es totalmente
dependiente, pero no hablan del proceso hasta llegar hasta esa
situacion.
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PROYECTO “PIDEME PLACER"

Luna Flores Torres,

periodista multimedia

Maria Sanabria Vals

psicologa y sexdloga

Hablar de sexualidad puede causar revuelo e incomodidad
siempre y cuando se entienda y se limite el sexo a la pornografia,
grave error, pero triste verdad porque, équién no ha consumido
alguna vez contenido de este tipo? Pero, ¢{qué variedad de
realidades muestra?

Desde Pideme Placer teniamos claro que para nada nos
sentiamos reflejadas con un contenido machista, vejatorio y
carente de valores. Y nos frustraba profundamente que un pilar
tan fundamental, tan esencial en la vida de cualquier ser humano,
como es el de la sexualidad, quedase reducido a ese contenido,
porque es la principal fuente a la que acuden nifios, adolescentes
y adultos para, en muchas ocasiones, aprender y lo que se acaba
aprendiendo es a repetir patrones y reproducir conductas donde
todo el foco estaba en el placer del hombre y en la sumisidon de
la mujer y donde la comunicacion, el consentimiento y el respeto
brillan por su ausencia.

Fue entonces cuando, ademds, pensamos cémo podrian
sentirse personas con cualquier tipo de discapacidad al no estar
reflejadas y al no existir sus realidades en el terreno de lo sexual.
Porque al no tener referentes ni referencias, écdmo se percibe
uno o una como alguien deseable?

Se lleva afios pecando de infantilizar y negar la sexualidad a
las personas con discapacidad. Es como hablar de dos tabues
potentes que no hacen mas que perjudicar y negarle un derecho
a millones de personas, negar el autoconocimiento, negar la
autonomia, negar el disfrute, la exploracidon y lo que mds nos
preocupa, negar el desarrollo personal y el bienestar sexual.
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Y dentro de las discapacidades nos quisimos centrar en la visual
porgue en una sociedad donde “una imagen vale mas que mil
palabras”, es necesario aprender a sentir y vivir de otro modo la
sexualidad y la erdtica.

Lamentablemente la sociedad o las grandes industrias han
vendido en forma de estimulos visuales toda una experiencia
sensorial que precisa de ser entendida mucho mas alld de la
vision. Y esta misma sociedad necesita aprender a percibir cada
uno de los estimulos y sensaciones que nos envuelven en una
situacion de intimidad y aprender una serie de valores que
son necesarios para relacionarnos tanto con nuestros propios
cuerpos como con las demas personas.

Por ello, Pideme Placer surge para que mas de 285 millones
de personas con discapacidad visual en el mundo puedan
experimentar, vivir y disfrutar de su sexualidad creando una serie
de productos digitales para hacer que el placer se escuche.

Pideme Placer trata de crear un enlace de unién entre el disfrute
y lainformacién en materia de sexualidad. Por un lado, mediante
las “Dosis de placer”, que son audios erdticos con sonido
envolvente que permite sumergirte dentro de cada historia,
donde los valores y la diversidad siempre estdn presentes. Y, por
otro lado, tenemos la “Radio del Placer”, un espacio seguro, de
confianza e interactivo, centrado en la educacién y divulgacion a
través de audio-podcast sobre sexualidad y discapacidad visual.

Ademds de esos servicios, Pideme Placer cuenta con
asesoramiento sexoldgico personal para asi hacer una triada
de servicios de beneficios para la salud y de promocion para la
misma porque de eso se trata, de vivir la sexualidad de manera
saludable.

Realmente confiamos en que estamos cada vez mas cerca
de entender que lo real en esta vida es la diversidad y no hay
nada mas diverso que la sexualidad. Es hora de que el placer se
escuche.
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