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RESUMEN

La retinosis pigmentaria (RP) comprende un conjunto de enfermedades de origen genético que
provocan la muerte progresiva de las células fotorreceptoras de la retina. Primero tiene lugar la
muerte celular de los fotorreceptores de tipo bastén. Esto conlleva la pérdida de la vision
nocturna y reduccion del campo visual de los pacientes. Conforme avanza la enfermedad
también mueren los fotorreceptores de tipo cono, con la consiguiente reduccion de la agudeza
visual, resultando finalmente en una ceguera total.

Pese a que se engloba dentro del grupo de enfermedades raras por su prevalencia (1:4000), se
trata de la distrofia hereditaria de retina mas frecuente y constituye la principal causa genética
de ceguera en el mundo desarrollado. Desgraciadamente, actualmente no existe una terapia
efectiva que detenga la progresion de la enfermedad.

Los mecanismos de muerte celular implicados en la muerte de los fotorreceptores aln no han
sido totalmente dilucidados. No obstante, se estan haciendo grandes avances gracias a la
investigacion en modelos animales, especialmente en roedores y cerdos. Mientras que en un
principio se proponia la apoptosis como via de muerte celular principal en la RP, actualmente se
estan identificando marcadores de muerte celular no apoptética en diversos modelos animales.
La gran relevancia de establecer los mecanismos de muerte celular implicados en la enfermedad
reside en la determinacion de posibles dianas terapéuticas en sus rutas y, gracias a esto, el
desarrollo de futuras estrategias de terapia dirigida efectivas.

Este trabajo de fin de grado tiene como objetivo la realizacion de una revision bibliogréfica de
los avances en el esclarecimiento de los mecanismos de muerte celular que sufren los
fotorreceptores en las distintas etapas de la RP.

Palabras clave: apoptosis | necroptosis | piroptosis | inflamasoma NLRP3 | mecanismos
dependientes de caspasas | PARP | retinosis pigmentaria
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Title: “CELL DEATH MECHANISMS INVOLVED IN PHOTORECEPTOR DEATH IN
RETINITIS PIGMENTOSA”

ABSTRACT

Retinitis pigmentosa (RP) comprises a group of diseases with genetic origin that cause the
progressive death of the photoreceptor cells of the retina. Firstly, cell death of rod-like
photoreceptors takes place. This leads to loss of night vision and reduction of the visual field of
the patients. As the disease progresses, cone-type photoreceptors also die, with the consequent
reduction in visual acuity, eventually resulting in total blindness.

Despite being included in the group of rare diseases due to its prevalence (1:4000), it is the most
frequent inherited retinal dystrophy and the main genetic cause of blindness in the developed
world. Unfortunately, there is currently no effective therapy to stop the progression of the
disease.

The mechanisms of cell death involved in the death of photoreceptors have not been fully
elucidated yet. Nevertheless, great strides are being made thanks to research in animal models,
especially in rodents and pigs. Whereas apoptosis was originally proposed as the primary cell
death pathway in RP, markers of non-apoptotic cell death are currently being identified in
various animal models. The great relevance of establishing the cell death mechanisms involved
in the disease lies in the determination of possible therapeutic targets in their pathways in order
to develop future effective targeted therapy strategies.

The aim of this project is to conduct a bibliographic review of the advances clarifying the
mechanisms of cell death that photoreceptors undergo in the different stages of RP.

Key words: apoptosis | necroptosis | pyroptosis | NLRP3 inflammasome | caspase-dependent
mechanisms | PARP | retinitis pigmentosa

Pégina | Il



INDICE

1. INTRODUCCION: MECANISMOS DE MUERTE CELULAR.......cccooovvereeseceirsieeeseniines 1
1.1, APOPTOSIS .ottt s et s et s et et ettt se st re e nenn e 1
I YT W ST o U PRTPR PR 2

I YT W 1011 [T VPSSR 2
1.1.3. Via mediada por estrés del reticulo endoplasmatiCo ...........ccccovirviiiiinciinciicnne 3

1.2, NECROSIS ...ttt ettt ettt bttt 5
O I 1= ol £ o] (0 1] £SO OSRRSOSN 5
1,22, PITOPLOSIS ...tttk etttk b ettt b bbb e 6

2. RETINOSIS PIGMENTARIA ...ttt sttt 8
2.1 GENETICA ..ottt sttt sttt 8
2.2. SIGNOS Y SINTOMAS ..ottt ene st st 10
2.3. TRATAMIENTOS . ....c.ociictee ettt e sttt s r et st nens 11

3. ANIMALES MODELQO DE RP....c.ociiiiieieieesiee ettt 13
4. MECANISMOS DE MUERTE CELULAR EN RP ....cooiviiiiiiceceie e 15
4.1, APOPTOSIS ..ottt ettt ettt b et be e se e ne e ne e e 15
4.2. MUERTE MEDIADA POR CALPAINAS .....cooveieeeeeieeeevee e ves s es s 16
4.3. NECROSIS: NECROPTOSIS Y PIROPTOSIS ....cooviiiieicieiseeie e 17
4.4, PARTHANATOS ..ottt ettt ettt st nenesn e e 19
A5, AUTORAGIA Lo ettt et e e et e e aabe e e sae e e stae e s nteeeanreeenees 20
4.6. IMPLICACION EN LA RP ......ooieieeeeeeteeeseeeesee s tsnes s ssnas s s snaesensnans 20
5. FACTORES QUE MODULAN LA MUERTE CELULARENRP ......cccoovivieiiieiceeeine 22
5.1. FACTORES TROFICOS Y NEUROTOXICOS ......cceoiviiiiiirieieiesissieie s, 22
5.2. ESTRES OXIDATIVO .....coiiieieeeieeeeseeteeeseseeee s sen s tanes st ses s 25
5.3 INFLAMAGCION ..ot eeesee et s st snas e st s s 26
B. CONCLUSIONES .......ooiitiictesiee ettt st se st se st ssebe s be s ere e 28
7 BIBLIOGRAFIA. ..ottt 29

Pégina |



ABREVIATURAS

AAV2
AlF
Apaf-1
ATP
BSG-1
CAD
CGR
CNGA1l
CNGA1l
CNTF
DAMPS
DEDs
DISC
DR5
FADD
GLUT-1
HDAC
HMGB1
IAPs
JNK
LAMP2
MLKL
MOMP
PAR
PARP-1
PDE6
RACVF
RE
RETGC1
RHO
RIPK
RNS
ROS

RP

SAG
SOD3
TLR
TNFa
TRADD
TRAF2-ASK1
UPR
VDAC2

virus adeno-asociado serotipo 2

factor inductor de apoptosis

apoptosis protease-activating factor-1
adenosina 5’-trifosfato

basigin-1

ADNasa activada por caspasa

células ganglionares de la retina

cyclic nucleotide gated channel subunit alpha 1
cyclic nucleotide gated channel subunit alpha 1
factor neurotrofico ciliar

damage-associated molecular patterns
dominio efector de muerte

complejo de sefializacion inductor de muerte
receptor de muerte 5

Fas-associated death domain protein
transportador de glucosa 1

histona deacetilasa

high-mobility group box 1 protein

proteinas inhibidoras de apoptosis

quinasas c-Jun N-terminal

proteina de membrana 2 asociada al lisosoma
mixed-lineage kinase domain-like
permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa
poli ADP ribosa

poli (ADP-ribosa) polimerasa 1
fosfodiesterasa 6

rod-derived cone viability factor

reticulo endoplasmético

retinal guanylate cyclase-1

rodopsina

receptor-interacting protein kinase

especies reactivas del nitrogeno

especies reactivas de oxigeno

retinosis pigmentaria

arrestina

superdxido dismutasa extracelular

receptores tipo Toll

factor de necrosis tumoral a

TNF receptor-associated death domain protein

TNF receptor-associated factor 2-apoptosis signal-regulating kinase 1

respuesta a proteinas desplegadas
voltaje dependent anion channel 2

Pégina | IV



INTRODUCCION: MECANISMOS DE MUERTE CELULAR

1. INTRODUCCION: MECANISMOS DE MUERTE
CELULAR

La muerte celular es un proceso esencial para el mantenimiento de la homeostasis de los
organismos eucariotas. No obstante, si no es regulada correctamente puede resultar perjudicial
para el individuo, dando lugar a diversas patologias. Existen diferentes mecanismos de muerte
celular, pudiendo ser esta programada y ejecutada limpiamente, como es el caso de la apoptosis,
0, por el contrario, traumatica, inflamatoria y repentina, como ocurre en muchos tipos de
necrosis (Nirmala y Lopus, 2019).

Entender los mecanismos de muerte celular puede ser crucial para el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas contra enfermedades proliferativas, degenerativas, infecciosas y
autoinmunes (Nirmala y Lopus, 2019). En esta revision nos centraremos en los mecanismos que
tienen lugar en las diferentes fases de la retinosis pigmentaria, con el objetivo de una posible
aplicacién clinica futura. Para ello, primeramente, debemos conocer las caracteristicas que
definen a cada una de estas vias de muerte celular.

1.1. APOPTOSIS

La apoptosis es una “muerte celular programada” que tiene un papel fundamental tanto en
condiciones fisiol6gicas como en patoldgicas. Este proceso puede iniciarse debido a sefiales
extracelulares (factores de muerte celular) o alteraciones intracelulares como ADN dafiado o
estrés oxidativo (Pecorino, 2012). Puede ejecutarse por tres rutas diferentes no excluyentes: la
via extrinseca, la via intrinseca y la via mediada por estrés del reticulo endoplasmatico (RE)
(Figura 1). Todas ellas son consideradas muertes programadas dependientes de caspasas. Esto
se debe a que en todas se encuentran implicadas las proteasas de cisteina Ilamadas caspasas, las
cuales cortan las proteinas diana tras un residuo de acido aspartico (Nirmala y Lopus, 2019).
Las caspasas son sintetizadas en una forma inactiva (pro-caspasas) y necesitan ser cortadas en
residuos de aspartato para su activacion. De este modo, pueden participar en cascadas de
activacién donde una caspasa activa a otra en cadena (Pecorino, 2012).

Las manifestaciones morfoldgicas que caracterizan a este tipo de muerte celular incluyen la
reduccion del volumen celular, el desensamblaje del citoesqueleto y la envoltura nuclear y la
condensacion de la cromatina nuclear. EI ADN es cortado por una endonucleasa en fragmentos
de 200bp o mdltiplos de este, dando lugar a un patron de escalera tras su electroforesis.
Asimismo, la membrana plasmatica se desestabiliza, generando protrusiones y cuerpos
apoptdticos (parte del citoplasma rodeado de membrana) que envuelven la ahora fragmentada
célula. Estos cuerpos apoptdticos son rapidamente fagocitados por macréfagos u otras células
fagociticas que han sido atraidas por los nucle6tidos liberados por la célula apoptotica actuando
como sefializadores como el ATP o el UTP. Este proceso se denomina eferocitosis (Baeza-
Martin, 2014; Galluzzi et al., 2018; Nirmala y Lopus, 2019). De este modo, se procura que la
muerte celular ocurra con la minima liberacién de componentes celulares e inflamacion
(Lemasters, 2017). Gracias a esta evasion de la inflamacion y la rapida eliminacion de las
células tras su muerte, la apoptosis destaca por la ausencia de dafio, ya sea sistémico o
localizado, de otras células. Si el proceso no es llevado a cabo adecuadamente, la célula
apoptotica puede sufrir una necrosis secundaria (Nirmala y Lopus, 2019).
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INTRODUCCION: MECANISMOS DE MUERTE CELULAR

1.1.1. Via extrinseca

La via extrinseca se inicia con la union de ligandos (factores de muerte), como la citoquina
factor de necrosis tumoral o (TNFa) y Fas, a receptores de muerte transmembrana. Mientras que
el TNFo es un factor soluble, Fas esta unido a la membrana plasmatica de células vecinas
(Pecorino, 2012). Entre el grupo de receptores de muerte celular se encuentra el receptor FAS y
miembros de la superfamilia de receptores TNFa como TNFR1, TRAILR1 y TRAILR2
(Galluzzi et al., 2018).

La union del ligando provoca el cambio conformacional y oligomerizacion de los receptores, lo
gue permite la transduccion de la sefial al interior celular. Los dominios citoplasmaticos de estos
receptores quedan expuestos, permitiendo el reclutamiento de proteinas adaptadoras como Fas-
associated death domain protein (FADD) y TNF receptor-associated death domain protein
(TRADD) que contienen los correspondientes dominios de muerte. Los dominios efectores de
muerte (DEDs) de los adaptadores constituyen sitios de union para procaspasas-8 iniciadoras.
Tras su reclutamiento, estas procaspasas pasan a encontrarse muy préximas unas de las otras,
por lo que son capaces de activarse mutuamente dado que preservan una baja actividad en su
forma inactiva. EI complejo formado por los ligandos de muerte celular, receptores, adaptadores
y casapasas iniciadoras se conoce como complejo de sefializacion inductor de muerte (DISC). A
continuacion, este complejo inicia la cascada de activacion de caspasas, activando de este modo
las caspasas ejecutoras (caspasa-3, -6 y -7) (Figura 1a). Estas Gltimas ejecutaran la muerte
celular mediante la escision de proteinas especificas como lamininas nucleares que permiten la
contraccion nuclear, proteinas del citoesqueleto como actina, filamentos intermedios para la
reestructuracion celular y, quinasas para la sefializacion celular. Ademas, las caspasas ejecutoras
activaran ADNasas, otras proteinas diana de las caspasas, que provocaran la ruptura de la
cromatina. Las ADNsas activadas cortan el ADN entre nucleosomas generando un patrén de
multiplos de 180bp, que ha sido determinado como marcador de apoptosis (Nirmala y Lopus,
2019; Pecorino, 2012).

1.1.2. Via intrinseca

También llamada via mitocondrial. A diferencia de la via anterior, esta no depende de una
sefializacién externa. Por el contrario, requiere estimulos procedentes del interior celular, como
dafio en el ADN o estrés oxidativo (Pecorino, 2012).

Esta via se encuentra regulada por la familia de proteinas Bcl-2, que a su vez se subdivide en
dos subfamilias segin tengan actividad pro-apopt6tica o anti-apoptética. Todas ellas poseen al
menos uno de los dominios homélogos (BH1, BH2, BH3 y BH4) que median las interacciones
entre proteinas (Galluzzi et al., 2018). Dentro de las proteinas anti-apoptéticas se encuentran
Bcl-2, Bel-xL, Bcl-W, Mcl-1, Bcl2A1 y Bcl-B, que ejercen su funcién por unién directa a las
proteinas pro-apoptéticas (Baeza- Martin, 2014). Por otro lado, en el grupo de proteinas pro-
apoptoticas tenemos proteinas multidominio o efectoras (Bax, Bak, Bok) y las proteinas “solo
BH3” (Bik, HRK, Bim, Bad, Bid, PUMA, NOXA, BMF), que se caracterizan por presentar un
Gnico dominio BH, siendo este BH3. El balance entre la actividad pro y anti-apoptética regula
esta via (Pecorino, 2012).

En condiciones fisioldgicas, Bak se sitda en la capa bilipidica de la membrana mitocondrial
externa mediante su interaccion con el canal voltaje dependent anion channel 2 (VDAC?2). Por
el contrario, Bax se encuentra mayoritariamente en el citoplasma, donde presenta una
conformacion momomérica quiescente o dimérica inactiva. En respuesta a estimulos
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INTRODUCCION: MECANISMOS DE MUERTE CELULAR

apoptoticos, Bid y Bim, se activan mediante su unién a la proteina Bax. Tras su activacion, Bax
sufre un cambio conformacional y se transloca del citoplasma a la mitocondria, insertandose en
la membrana externa mitocondrial. Tras su insercion en esta membrana, se produce la
oligomerizacidon de seis a ocho moléculas. También se ha sugerido una posible oligomerizacion
con Bak. De este modo, las proteinas Bax y Bak provocan la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial externa (MOMP) mediante la formacion de poros, facilitando la liberacion de
mediadores apoptoticos, como el citocromo c¢, desde el espacio intermembrana de la
mitocondria al citoplasma. MOMP se considera el punto de no retorno de esta via (Galluzzi et
al., 2018; Nirmala y Lopus, 2019; Pecorino, 2012). La ruta de Bak y Bax no es la Unica que
permite la permeabilizacion de la membrana mitocondrial. Las moléculas “solo BH3” Bim y
PUMA, junto con la presencia de Bak en el reticulo endoplasmético, pueden inducir el mismo
resultado (Baeza-Martin, 2014).

Una vez liberados gracias a la permeabilizacion de la membrana mitocondrial, el citocromo c se
asocia con apoptosis protease-activating factor-1 (Apaf-1) en el citoplasma, facilitando la
reclusion de la procaspasa-9 mediante dominios CARD, presentes tanto en Apaf-1 como en las
procaspasas. La unién del citocromo c, la procaspasa-9 y la proteina Apaf-1 forma un complejo
llamado apoptosoma. En el apoptosoma, la procaspasa-9 es activada. La caspasa-9 iniciadora
activa a su vez a otras caspasas efectoras, como la caspasa-3, -6 y -7 (Nirmala y Lopus, 2019;
Pecorino, 2012) (Figura 1a).

Mientras la liberacién de citocromo c tiene lugar, también se produce la liberaciéon de una
segunda molécula, Smac/DIABLO, que bloquea las proteinas inhibidoras de apoptosis (IAP),
que sino desactivarian a la caspasa-9 (Nirmala y Lopus, 2019). La transcripcion de 1APs es
inducida por el factor de transcripcion NF«kB (Pecorino, 2012).

Ademas, la mitocondria libera otras proteinas apoptéticas como el factor inductor de apoptosis
(AIF) y la endonucleasa G. AlF se transloca al nucleo, donde facilita la fragmentacion del ADN
y la condensacion de la cromatina. Después de este proceso, llamado “ectapa I” de la
condensacion de la cromatina o condensacion en anillo, la endonucleasa G se transloca al
nacleo, resultando en una accion mayor de la fragmentacién del ADN. Por Gltimo, es la
ADNasa activada por caspasa (CAD) la que se transloca al ntcleo, dando paso a la “etapa 11" de
condensacion o collar de condensacion (Nirmala y Lopus, 2019).

1.1.3. Via mediada por estrés del reticulo endoplasmatico

Cuando las rutas para reestablecer la proteostasis resultan insuficientes, se inicia la apoptosis.
La acumulacion de proteinas mal plegadas en el reticulo endoplasmatico (RE) puede deberse a
infecciones, hipoxia, limitaciéon de nutrientes, determinados quimicos o cambios no-
homeostaticos en las funciones secretoras de este organulo (Nirmala y Lopus, 2019).

Esta ruta depende de la comunicacion del RE y las mitocondrias regulada por el Ca* y el
principal componente de vigilancia del estrés del RE, IRE1 (Baeza- Martin, 2014). Tras la
deteccion del estrés, varios mecanismos estan involucrados en la induccion de esta apoptosis:
caspasa-12, TNF receptor-associated factor 2-apoptosis signal-regulating kinase 1 (TRAF2-
ASK1), quinasas c-Jun N-terminal (JNK) y la cascada de sefializacion p38-MAPK. A
continuacion, veremos como contribuye cada una de estas vias en la induccion de la muerte
celular. La ruta JNK inhibe la proteina anti-apopt6tica Bcl-2 mientras que activa la proteina pro-
apoptdtica Bim. Por otra parte, p38-MAPK activa la proteina CHOP, la cual incentiva la
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INTRODUCCION: MECANISMOS DE MUERTE CELULAR

expresion de proteinas pro-apoptéticas como TRIB3, GADD-34, TNFa y el receptor de muerte
5 (DR5). Esta ruta induce apoptosis dependiente de caspasa-8. Asimismo, al igual que el
mecanismo mencionado anteriormente, CHOP actta inhibiendo la transcripcion de Bcl-2 y
promoviendo la expresion de Bim (Nirmala y Lopus, 2019) (Figura 1b).

La via de apoptosis mediada por estrés del RE resulta importante ya que participa en una gran
variedad de enfermedades: Alzheimer, Parkinson, retinosis pigmentaria, glaucoma,
degeneracion macular, enfermedades inflamatorias, metabdlicas y tumorogénesis (Nirmala y
Lopus, 2019).
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Figura 1. Rutas de sefalizacion de la apoptosis. (a) Via extrinseca e intrinseca de la
apoptosis. La via extrinseca esta regulada por receptores de muerte celular (TNFR1, FASR
y TRAILR1/2). La unién de sus ligandos (TNFa, FAS y TRAIL) promueve el reclutamiento
de proteinas adaptadoras y procaspasas iniciadoras (procaspasas-8 y -10), formando el
complejo de sefializacién inductor de muerte celular DISC. Las caspasas iniciadoras
activan caspasas ejecutoras (caspasas-3, -6 y -7). Por otra parte, la via intrinseca es
iniciada por la deteccion de estrés celular, siendo su paso esencial la permeabilizacién de
la membrana por proteinas pro-apoptoéticas de la familia Bcl-2. Esto conlleva la liberacion
de factores pro-apoptoticos al citoplasma. El citocromo c liberado se asocia con Apaf-1
formando el apoptosoma, que activa la caspasa 9, y esta continda activando las caspasas
ejecutoras de apoptosis. (b) Via inducida por estrés del reticulo plasmatico: iniciada por la
acumulacién de proteinas mal plegadas. IRE1 recluta las proteinas TRAF2 y ASK1. La
muerte celular se lleva a cabo por cascadas de sefializacion de JNK (activa Bim e inhibe
Bcl-2) y p38-MAPK (activa CHOP: incita la expresién de proteinas pro-apoptéticas como
GADD34, TRIB3 y DR5, activa Bim, e inhibe Bcl-2) (Nirmala y Lopus, 2019).
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INTRODUCCION: MECANISMOS DE MUERTE CELULAR

1.2. NECROSIS

Al contrario que la apoptosis, la necrosis constituye una forma de “muerte celular no
programada” o “no regulada”. Se caracteriza por la ruptura de la membrana celular y la
inflamacidn. Es el resultado de una disrupcién importante en el entorno, como una isquemia
(pérdida del flujo sanguineo) o dafios severos inducidos por toxicos (Lemasters, 2017).

Durante la necrosis, la integridad de la membrana plasmatica se compromete y los contenidos
celulares son liberados al medio extracelular (Nirmala y Lopus, 2019). Los cambios
morfologicos que sufre la célula durante la necrosis incluyen la formacion de protuberancias de
membrana plasmatica, la hinchazén de las mitocondrias, la dilatacién de las cisternas del
reticulo endoplasmico y las membranas nucleares, la disociacion de polisomas y la inflamacion
celular, que resulta en la ruptura de la membrana plasmatica y la liberacion del contenido
intracelular (Baeza-Martin, 2014; Lemasters, 2017). La lisis celular provoca la respuesta
inflamatoria, atrayendo a neutrofilos y monocitos a la zona del tejido afectada para eliminar la
debris celular mediante fagocitosis (Lemasters, 2017).

Los factores que condicionan si la muerte celular es ejecutada via apoptosis o via necrosis no se
conocen en su totalidad. No obstante, se ha establecido que los altos niveles de ROS, la
inhibicién de caspasas y los bajos niveles de ATP favorecen la necrosis (Nirmala y Lopus,
2019). El dafio en el DNA causado por ROS puede activar en exceso a las poli (ADP-ribosa)
polimerasas (PARP), especialmente a PARP-1, resultando en una deplecién de ATP vy,
finalmente, necrosis. Asimismo, el aumento del nivel de Ca®* intracelular y el estrés oxidativo
provocan la permeabilizacion de la membrana mitocondrial, con un aumento del influjo
moléculas en la mitocondria. Esto conduce a la entrada de agua en la mitocondria, la
despolarizacion irreversible de la membrana mitocondrial, la pérdida de ATP y la hinchazén,
que finalmente ocasiona la ruptura de la membrana mitocondrial externa y la liberacién de
proteinas intermembrana al citoplasma. A pesar de que con ello muchas moléculas pro-
apoptdticas son liberadas, la rapida deplecion de ATP conduce a la célula al proceso de necrosis
(Baeza-Martin, 2014; Nirmala y Lopus, 2019).

Existen determinados mecanismos de muerte celular que presentan caracteristicas similares a la
necrosis pero que se encuentran reguladas por cascadas de sefializacién, inductores externos o
internos y mediadores. Todos ellos mantienen en comun la ruptura de la membrana celular. La
necroptosis y la piroptosis son ejemplos de estos procesos de necrosis programada (Nirmala y
Lopus, 2019).

1.2.1. Necroptosis

La necroptosis es una forma de necrosis programada. Se caracteriza por la inflamacién de las
células, la disfuncién de las mitocondrias, la permeabilizacion de la membrana plasmaética y la
liberacion del contenido citoplasmatico provocando una respuesta inflamatoria (Baeza-Martin,
2014). Se induce por la deteccion de perturbaciones en el microambiente extra o intracelular por
receptores especificos, entre los que se encuentran, al igual que en la apoptosis, FAS y TNFR1
(Galluzzi et al., 2018). La union del ligando TNFa a TNFR1 forma un complejo en la parte
citosolica de receptor, constituido por proteinas como TRAFF2/5, RIPK1 Y TRADD. A
continuacion, puede desembocar en tres destinos diferentes. Por un lado, si la ubiquitinacion de
RIPK1, mediada por clAPs) y TRAFF2/5, prevalece, la muerte celular se interrumpe. Por otro
lado, si prevalece la inhibicion de clAP y la desubiquitinacion de RIPK1, se produce la
activacion de la caspasa-8, resultando en apoptosis. No obstante, si la caspasa-8 es blogueada,
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RIPK1 y RIPK3 forman el complejo llamado necrosoma, que después fosforilara a la proteina
mixed-lineage kinase domain-like (MLKL). Esto aumenta la produccidn de especies reactivas de
oxigeno (ROS) dependiente de mitocondrias. Mas tarde, MLKL se translocara a la membrana
plasmatica, uniéndose a los fosfolipidos cargados negativamente, comprometiendo la integridad
de la membrana, lo que resulta en lisis y muerte celular (Lemasters, 2017; Nirmala y Lopus,

2019) (Figura 2).

A diferencia de la apoptosis, la necroptosis induce inflamacion (necroinflamancion), presentada
frecuentemente en enfermedades neurodegenerativas, y produce una respuesta inmune para la
eliminacion de virus o tumores, al igual que otras formas de necrosis. Ademas, en la necroptosis
el ADN se encuentra degradado aleatoriamente (Lemasters, 2017; Nirmala y Lopus, 2019).

TNFa

e TNFR1

|
Plasma membrane

Plasma membrane
o .A disruption
Complex | /{mu RIPK1 and\
associated proteins )
< » /

I ~—+ Caspase-8

o RIPKT  pepica Necrosome complex

l

o (Complex 1)

Necroptosis

Figura 2. Proceso de muerte celular por necroptosis. La unién del ligando TNFa al
receptor TNFR1 produce la formacion del complejo de sefializacion | (TRADD, PIPK1 y
otras proteinas asociadas). Su curso natural seria la induccién de apoptosis. Sin embargo,
la falta de caspasa-8 activada, RIPK1 desestabiliza el complejo via desubiquitinacion.
RIPK1 y RIPK3 son posteriormente fosforilados, dando lugar al necrosoma. Este Gltimo
complejo fosforilardA MLKL, provocando su oligomerizacion y, con ello, la
desestabilizacién de la membrana plasmatica al igual que un aumento de las especies
reactivas de oxigeno (ROS) y una disminucion del ATP (Nirmala y Lopus, 2019).

1.2.2. Piroptosis
Al igual que la necroptosis, constituye una forma de necrosis regulada. Principalmente se induce
por alteraciones extra o intracelulares relacionadas con la inmunidad innata, como pudiera ser
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una infeccion microbiana. Sus caracteristicas morfoldgicas incluyen una forma particular de la
condensacion de la cromatina y la inflamacion de la célula, que termina en la permeabilizacion
de su membrana plasmatica (Galluzzi et al., 2018). La lisis celular por piroptosis representa una
funcidn crucial en la defensa inmunolégica frente a infecciones (Nirmala y Lopus, 2019). No
obstante, la activacion aberrante y sistémica de este proceso de muerte celular puede contribuir
en la sepsis y otras enfermedades (Lemasters, 2017). Al igual que la apoptosis, se considera una
muerte celular dependiente de caspasas. Sin embargo, las caspasas-1 y -11 son inflamatorias e
intervienen solo en la piroptosis y no en la apoptosis (Baeza-Martin, 2014).

Los patégenos o las sefiales de peligro pueden ser detectados por los inflamasomas como
NLRP3, NLRC4, y AIM2. El inflamasoma requiere la proteina adaptadora ASC para reclutar y
activar a la caspasa-1. Este complejo induce la inflamacion tras la activacion de la caspasa-1,
seguida de la activacion de gasdermina D, la cual provoca poros en la membrana plasmatica.
Las citoquinas inflamatorias (IL-1B y IL-18) maduradas por la caspasa-1 también son
importantes durante este proceso. Las células se hinchan hasta que se acaba produciendo la
ruptura de la membrana, liberando los contenidos proinflamatorios. Las biomoléculas liberadas
son conocidas como damage-associated molecular patterns (DAMPS), entre las que se incluyen
high-mobility group box 1 protein (HMGB1), ADN mitocondrial, ATP, péptidos N-formil y
cardiolipina. Estas inducen la respuesta inflamatoria mediante la activacion de receptores tipo
Toll (TLR) (Lemasters, 2017; Nirmala y Lopus, 2019) (Figura 3).

Pyroptosis

PAMPS (Pathogens)

B \ ) Pattern recognition
— -4 s

C) O/ T oipes

Cell sewlling

1
N _/‘ and lysis
lons

Release of inflammatory
cytokines

Figura 3. Proceso de muerte celular por piroptosis. Receptores de superficie celular tipo
NOD (NLR) y receptores tipo Toll (TLR) reconocen pathogen-associated molecular
patterns (PAMPS) y activan la caspasa-1 mediante el inflamasoma, un complejo que
incluye proteinas sensoras y la proteina adaptadora ASC. La caspasa-1 rompe la
gasdermina D, resultando en la disrupcion de la membrana y la liberacién de citoquinas
IL-18 (Nirmala y Lopus, 2019).
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2. RETINOSIS PIGMENTARIA

La retinosis pigmentaria (RP) engloba un grupo heterogéneo de enfermedades hereditarias
caracterizadas por la degeneracién progresiva de los fotorreceptores presentes en la retina. A
pesar de ser una enfermedad rara debido a su prevalencia (actualmente se estima una
prevalencia mundial de 1:4000, con méas de 1,5 millones de personas afectadas en total), se
posiciona como la distrofia hereditaria de retina méas frecuente y principal causa genética de
ceguera en los paises desarrollados (O’Neal y Luther, 2020; Verbakel et al., 2018).

En las primeras etapas, afecta a los bastones, resultando en una en pérdida de la vision nocturna
y vision periférica. Conforme avanza la enfermedad, los conos comienzan su degeneracion
gradual, lo que conlleva la pérdida de agudeza visual y disminucion de la visién central,
finalmente pudiendo resultar en la pérdida total de la vision (O’Neal y Luther, 2020).

La RP puede darse de manera individual (lo que se conoce como no sindrémica o simple), en
conjunto con otras patologias neurosensoriales como audicion reducida (siendo en este caso
sindromica) o asociada con defectos en diversos tejidos (sistémica) (Campochiaro y Mir, 2018).

La denominacion retinosis pigmentaria (“retinitis pigmentosa” en inglés) fue acufiada por
primera vez por el oftalmélogo holandés F.C. Donders en 1857. No obstante, habia sido
previamente descrita en 1853 por su compafiero A.C. van Trigt gracias al uso de un
oftalmoscopio, inventado tan solo unos afios antes por H. von Helmholtz (1851). Algunas
formas de degeneracion de la retina similares habian sido reportadas incluso antes. Por ejemplo,
R.F. Ovelgun observ6 una ceguera nocturna en 1744. Asimismo, M. Schon y F.A. von Ammon
describieron pacientes con una vision pobre y lesiones de la retina pigmentadas a principios del
siglo X1X (Verbakel et al., 2018). Donders asigné el término “retinitis” ya que en un principio
se atribuy6 la inflamacion como causa importante en la patogénesis de la RP. No fue hasta
1872, cuando Landolt sugiri6 la degeneracion de los fotorreceptores como causante de la
enfermedad. Mas tarde, varios investigadores propusieron una etiologia vascular. Sin embargo,
las evidencias sostienen la teoria de Landolt, mientras que se ha concluido que la disminucion
vascular caracteristica de la RP es un efecto de la misma y no una causa (Pruett, 1983). A pesar
de que se reconociO los defectos genéticos como causa primaria, el término “retinitis” se
conservd (Yoshida et al., 2013b). No obstante, hoy en dia las evidencias clinicas que
demuestran la implicacidon de la respuesta inflamatoria en la degeneracion de los fotorreceptores
en individuos que padecen RP son elevadas.

2.1. GENETICA

La RP presenta una elevada heterogeneidad genética debido a la gran variabilidad de las
mutaciones responsables en multitud de genes. No fue hasta la revolucion genética molecular
cuando se desveld la gran heterogeneidad que existia entre los pacientes diagnosticados bajo el
nombre de RP (Shen et al., 2005).

Hasta la fecha, se han descrito alrededor de 100 genes asociados con esta enfermedad (RetNet -
Retinal Information Network). La mayoria de los genes identificados se expresan
exclusivamente en los bastones. Es por esto que la consiguiente degeneracion de este tipo de
fotorreceptores resulta esperada, mientras que la causa de la muerte secundaria de los conos
resulta mas compleja de elucidar (Murakami et al., 2012). Muchos de ellos son genes que
codifican productos implicados en el proceso de fototransduccién, el ciclo visual, la estructura
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de los fotorreceptores (especialmente de los cilios) o en la transcripcion de genes en las células
fotorreceptoras (Campochiaro y Mir, 2018; Viringipurampeer et al., 2019; Wright et al., 2010).
Por lo general, las mutaciones suelen dar lugar a productos dafiinos para los propios bastones o
tratarse de mutaciones homocigdticas que resultan en la falta de un producto esencial (Shen et
al., 2005). Algunos de los genes identificados como responsables de la RP son los que codifican
las subunidades cataliticas de la fosfodiesterasa 6 (PDE6a. y PDE6P), el canal cyclic nucleotide
gated channel subunit alpha 1 (CNGAL), la retinal guanylate cyclase-1 (RETGC1), la arrestina
(SAG) o la rodopsina (RHO) (Cottet y Schorderet, 2009). Las mutaciones en el gen de la RHO
son la principal causa de RP autosémica dominante, responsables del 30-40% de casos. Mas de
120 mutaciones han sido identificadas en este gen. La RHO es la proteina més abundante en la
retina. Se sintetiza en el RE de los bastones y requiere modificaciones post-translacionales y un
plegamiento adecuado (Cottet y Schorderet, 2009; Viringipurampeer et al., 2016; 2019).

Debido a la complejidad genética, no se han podido establecer correlaciones evidentes entre el
genotipo y el fenotipo. No solo presenta una gran variedad de mutaciones, sino que, ademas,
diferentes mutaciones en el mismo gen pueden causar diferentes enfermedades y las mismas
mutaciones pueden resultar en distintos fenotipos incluso en caso inter-familiares. Esto podria
explicarse por la influencia de diferencias en genes modificantes que alteran procesos
bioquimicos en mecanismos implicados en la muerte de los fotorreceptores. Del mismo modo,
también se ha sugerido que las diferencias medioambientales también podrian contribuir
(Campochiaro y Mir, 2018).

A pesar de que la amplia variabilidad genética supone una gran dificultad para la identificacion
de las mutaciones causantes de RP, es conveniente tratar de identificar la mutacion responsable
en cada paciente ya que aporta informacion pronostica, ademas de ser Util para futuras terapias
como la terapia génica (Campochiaro y Mir, 2018).

Los casos no sindrémicos o simples, pueden presentar una herencia autosémica dominante (20-
25%), autosomica recesiva (15-20%), recesiva ligada al cromosoma X (10-15%), o puede
resultar de mutaciones espontaneas (30%). ElI 5% puede tener un comienzo temprano y se
engloba como parte de la Amaurosis congénita de Leber (LCA). No obstante, también existen
casos raros en los que se da una herencia dominante ligada al cromosoma X, mitocondrial y
digénica (en formas donde se dan mutaciones en dos genes diferentes) (Ferrari, 2011).
Asimismo, podemos encontrar formas de RP sindromica que implican numerosos érganos
ademas del ojo y efectos pleiotrépicos o casos sistematicos donde RP es secundaria a otra
patologia, como el sindrome de Usher y el sindrome de Bardet-Biedl. Aproximadamente el 20-
30% de los pacientes con RP presentan una enfermedad no ocular asociada. En esos casos, se
clasificaria como RP sindrémica (Ferrari, 2011). El pronéstico de los pacientes con RP depende
principalmente de la edad de comienzo de la enfermedad y el patrdn de herencia. Un comienzo
temprano de esta ceguera nocturna pronostica una progresion mas rapida de la enfermedad, vy,
con ello, de la pérdida de vision. La forma autosémica recesiva de la RP se caracteriza por una
aparicion temprana de los sintomas y una pérdida de vision significante. Por otra parte, la forma
autosomica dominante destaca por ser menos severa y mas gradual, con un comienzo de los
sintomas en la adultez. La forma recesiva ligada al cromosoma X destaca por ser la mas severa
(O’Neal y Luther, 2020).
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2.2. SIGNOS Y SINTOMAS

A pesar de su elevada heterogeneidad genética y clinica, existe una secuencia de eventos
propios de la RP similar en todos los casos. Sin embargo, la velocidad de la progresion varia
significativamente entre individuos, incluso entre familiares (Shen et al., 2005).

La atenuacién de los vasos sanguineos retinianos, la palidez del disco déptico y los depositos
visibles de pigmento en la retina son los signos oftalmoldgicos mas comunes (Flores-Rodriguez
et al., 2013) (Figura 4). La degeneracion de los fotorreceptores suele ir acompafiada de la
proliferacion del epitelio pigmentario de la retina, dando lugar a la aparicion de los depositos de
los pigmentos mencionados. La asignacion del término pigmentosa se debe a esta caracteristica
(Shen et al., 2005).

Los sintomas caracteristicos incluyen nictalopia o ceguera nocturna, seguida de una disminucion
progresiva del campo visual periférico, resultando en la conocida visién tanel y, finalmente,
ceguera total por pérdida de la vision central. En la mayoria de casos comienzan en la
adolescencia, progresando hasta llegar a un déficit visual severo a los 40-50 afios (Ferrari et al.,
2011). Para entender el fenotipo resultante, primero debemos comprender la funcién de los
distintos tipos de fotorreceptores. Los bastones son los responsables de la visién en condiciones
de iluminacidn tenue, es decir, la vision nocturna acromatica. Por otra parte, los conos son los
encargados de la visién central y la percepcién del color. Al ser los bastones los primeros
fotorreceptores afectados, el primer sintoma que se experimenta es la pérdida de la capacidad de
vision nocturna y, posteriormente, la reduccién del campo visual periférico. Muchos pacientes
no son conscientes de su patologia hasta esta etapa, ya que en estadios tempranos podian
desempefiar su vida de manera normal. Como se ha mencionado anteriormente, conforme
progresa la enfermedad, generalmente transcurridos unos afios, comienza la muerte celular
secundaria de los fotorreceptores de tipo cono. Esto deriva en una reduccién gradual de la
agudeza visual que puede llevar finalmente a la ceguera (Campochiaro y Mir, 2018).

El diagndstico clinico se basa en la presentacion de los sintomas caracteristicos (ceguera
nocturna y pérdida del campo visual periférico), lesiones de fondo de ojo, y su empeoramiento
con el tiempo. Generalmente, las pruebas médicas utilizadas para su deteccién son la medida de
campo visual, el electrorretinograma, la adaptacién a la oscuridad, la angiografia fluoresceinica
y la tomografia de coherencia Optica (Flores-Rodriguez et al., 2013). Sin embargo, la
variabilidad fenotipica y la naturaleza progresiva de la enfermedad, complican el diagndstico.
Por ello, el diagndstico molecular estd ganando relevancia progresivamente (Salmaninejad et
al., 2019). Los andlisis genéticos pueden ser Utiles para la confirmacion del diagnostico y se
llevan a cabo para las mutaciones mas comunes de RP. Ademas, provee una caracterizacion de
la enfermedad més especifica e informacion de su prondstico. Gracias al avance de las técnicas
de secuenciacion, se ha disminuido su coste y se ha aumentado su rendimiento. No obstante, el
analisis genético supone un reto dada la amplia heterogeneidad de la RP, siendo especialmente
costoso en los casos en los que se desconoce el patron de herencia (Chang et al., 2011).
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Figura 4. Fondo de ojo de un individuo sano y de pacientes con retinosis pigmentaria
(RP). (a) Comparativa del fondo de ojo de un individuo sano (izquierda) y un paciente con
RP (derecha). El ojo que padece RP presenta una palidez del disco Optico, depdsitos de
pigmento en la periferia de la retina en forma de espiculas 6seas y una atenuacion de las
arterias retinianas (Hartong et al., 2006). (b) Comparativa del fondo de ojo entre pacientes
con retinosis pigmentaria en etapa media (izquierda) y tardia (derecha) de la enfermedad.
En la muestra de etapa media, los dep6sitos de pigmento se encuentran en la periferia de la
retina, la macula se preserva, excepto por una despigmentacién en anillo en su periferia, y
los vasos sanguineos estan atenuados. La muestra de etapa terminal presenta depdsitos de
pigmento en toda la retina, el disco dptico empalecido y vasos extremadamente delgados
(Hamel, 2006).

2.3. TRATAMIENTOS

Hasta la fecha no se conoce una terapia efectiva que detenga la evolucion de la RP o que
reestablezca los fotorreceptores. Recientemente, los avances en el conocimiento de la genética
de la RP han permitido el desarrollo de nuevas terapias. Generalmente, las terapias dependen del
estadio en el que se encuentra la enfermedad, ya que determinard el nimero de fotorreceptores
funcionales presentes, y en la causa genética de cada paciente. El tratamiento mas extendido es
la suplementacién con vitamina A. Sin embargo, una revisiobn mas actualizada no encontrd
beneficios significativos (Rayapudi et al., 2013). Actualmente, se estan realizando avances en la
terapia genética, que se basa en la reparacion o sustitucion del gen mutado por una copia “sana”
en los fotorreceptores. Por otro lado, la terapia celular investiga la posibilidad de repoblacionar
la retina con fotorreceptores funcionales mediante el trasplante de células progenitoras de la
retina. Otro enfoque se centra en la neutoproteccién con tratamientos farmacolégicos con
antioxidantes, anti-inflamatorios o moléculas que inhiben las rutas de muerte celular implicadas
en el desarrollo de la RP. Para etapas avanzadas de la RP, existen diversos implantes retinales
electrénicos que podrian reestablecer una vision parcial, estimulando otras células de la retina,
aunque por el momento presentan inconvenientes como la rehabilitacion del individuo y la
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durabilidad funcional del dispositivo. Otra alternativa en estudio es la optogenética, que
proporciona capacidades fotosensibles a células de la retina que no las presentaban previamente
0 que las poseian de forma muy limitada, como las células bipolares o las células ganglionares
de la retina (CGR) (NORD - National Organization for Rare Disorders; O’Neal y Luther, 2020).
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3. ANIMALES MODELO DE RP

Actualmente, existe una gran variedad de modelos animales para la RP. Afortunadamente, estos
modelos consiguen imitar la enfermedad humana tanto genética como fenotipicamente. Por ello,
la gran mayoria de los conocimientos sobre los mecanismos de degeneracion en la RP han sido
dilucidados gracias al estudio de modelos animales (Narayan et al., 2016).

Los modelos murinos y porcinos son notablemente los mas utilizados en el estudio de RP. No
obstante, debemos tener en cuenta sus limitaciones dado las evidentes diferencias que poseen
con respecto a la retina humana. Los humanos presentan una relacion 95:5 bastones:conos. Los
roedores, al tratarse de animales nocturnos, tienen un ratio mayor, 95:2. La principal diferencia
que encontramos reside en la distribucién de los fotorreceptores. Respecto a la distribucién, en
humanos, los conos se encuentran en gran concentracion en la macula. Asimismo, los bastones
se encuentran excluidos de esta zona. Por el contrario, en roedores encontramos una densidad de
conos especialmente baja en la zona central, alrededor del nervio Optico. Esto resulta en una
rapida degeneracion de los fotorreceptores de tipo cono en los modelos de RP (Campochiaro y
Mir, 2018). A pesar de no presentar macula, constituyen un modelo animal apropiado ya que las
fases iniciales de la RP tienen lugar fuera la méacula, donde la distribucién de conos y bastones
en roedores y humanos es mas similar (Punzo et al., 2009). Por otro lado, los cerdos presentan
un ratio bastones:conos mucho mas similar al humano (Campochiaro y Mir, 2018). Estos
animales presentan un area central deprimida rica en conos, comparable a la macula humana,
con forma de banda horizontal, denominada visual streak (Sanchez et al., 2011). Por tanto, los
modelos porcinos constituyen un modelo méas adecuado para RP (Campochiaro y Mir, 2018).

A continuacion, detallaremos las caracteristicas y mutaciones de los principales modelos
animales utilizados en los estudios que seran expuestos posteriormente.

e P23H: modelo de rata transgénica con un defecto en el dominio N-terminal del gen que
codifica para la RHO, afectando al plegamiento correcto de la proteina en el reticulo
endoplasmico. Esta mutacion da lugar a una progresion relativamente lenta de la
enfermedad y ha sido identificada en el 12% de los casos de RP autosémica dominante
(Viringipurampeer et al., 2019).

e S334ter: modelo de rata transgénica con un defecto en el dominio C-terminal del gen
que codifica para la RHO, que deriva en un fallo en el trasporte de la proteina. Como
consecuencia, se produce un fenotipo mas severo que en el modelo P23H
(Viringipurampeer et al., 2019).

e rd: modelo de raton espontaneo que presenta mutaciones en el gen que codifica para la
subunidad beta de la PDE6. Resulta en una rapida degeneracion de los fotorreceptores.
PDES® hidroliza GMPc tras la exposicion a luz. Como consecuencia de la mutacidn, se
produce un aumento de los niveles de GMPc y Ca®* intracelular que desencadena la
muerte celular de los bastones (Cottet y Schorderet, 2009).

e rd10: modelo de ratdon que presenta mutaciones en el mismo gen que el modelo rd.
Resulta en deslocalizacion y una menor estabilidad de la proteina PDES6, preservando su
actividad enzimatica normal. La linea rd10 fue aislada por primera vez como mutacion
natural por The Jackson Laboratory. Presenta una degeneracion relativamente lenta, lo
que le hace especialmente adecuado para el estudio de tratamientos. Es un modelo de
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RP autosémica recesiva (Murakami et al., 2012; Rodriguez-Muela et al., 2015; Wang et
al., 2018).

rd1: modelo de ratén que presenta mutaciones en el mismo gen que el modelo rd. Sufre
una degeneracién mas rapida que el modelo rd10, ya que en este caso PDE6 no se
expresa en absoluto (Murakami et al., 2012; Wang et al., 2018).

rds: (renombrado como rd2) modelo de ratdn espontaneo que presenta mutaciones en el
gen que codifica para la periferina/rds, glicoproteina de la membrana expresada
exclusivamente en los discos de los segmentos externos de los fotorreceptores y
esencial para su morfogénesis y estabilizacion. Sufre una degeneracion relativamente
lenta. Es un modelo de RP autosémica dominante (Cottet y Schorderet, 2009; Pierce,
2001).
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4. MECANISMOS DE MUERTE CELULAR EN RP

El estudio de modelos animales y pacientes es crucial para dilucidar los mecanismos implicados
en la muerte de fotorreceptores en RP y poder aplicar estos conocimientos en el desarrollo de
estrategias terapéuticas eficaces. Se ha determinado que la muerte celular de los fotorreceptores
con RP sucede en un proceso de dos etapas. En primer lugar, ocurre la muerte de los bastones.
Seguidamente, esto conlleva a la degeneracion del segundo tipo de fotorreceptores, los conos.
Desafortunadamente, los mecanismos concretos por los que tiene lugar todavia permanecen
inciertos (Athanasiou et al., 2018).

Hasta la fecha, numerosas publicaciones defendian la apoptosis como el mecanismo de muerte
celular en la degeneracién de retina. Sin embargo, la supresion incompleta de la muerte celular
de los fotorreceptores usando inhibidores de apoptosis sugiere la implicacion de otros
mecanismos. Estudios mas recientes han confirmado el papel de moléculas implicadas en
procesos independientes de caspasas en la degeneracion de bastones, como calpainas y las
enzimas PARP (Athanasiou et al., 2018).

Los mecanismos causantes de la muerte secundaria de los conos se encuentran caracterizados en
menor medida. Se han propuesto diversas hipétesis sobre mecanismos que contribuirian a la
muerte celular de estos fotorreceptores, entre ellas la pérdida de factores trdpicos esenciales para
la supervivencia, la activacion de células gliales, el estrés oxidativo y la deficiencia de
nutrientes (Murakami et al., 2012; Viringipurampeer et al., 2019). A continuacion,
describiremos estudios en distintos modelos animales de RP y pacientes y las conclusiones que
se han extraido de ellos respecto a los mecanismos de muerte celular que sufren los
fotorreceptores.

4.1. APOPTOSIS

Los primeros investigadores en demostrar la implicacion de la apoptosis en modelos rd, rds y de
RHO mutante, fueron Chang et al. (1993), gracias a la deteccion de la fragmentacion del ADN
de fotorreceptores (Cottet y Schorderet, 2009). Como se ha mencionado previamente, este tipo
de muerte celular se caracteriza por la condensacion del ndcleo, la fragmentacion del ADN en
fragmentos de tamafio caracteristicos y la formacion de cuerpos apoptdticos, que seran
rapidamente fagocitados, desarrollandose con la minima liberacion de componentes celulares al
medio extracelular sin desencadenar una respuesta inflamatoria (Lemasters, 2017).

En los inicios de la investigacién de RP, se determin6 que los mecanismos dependientes de
caspasas constituian la principal via de muerte celular de los fotorreceptores. La accion de estas
proteasas ha sido descrita en diversos modelos animales, como modelos S334ter o rds. Sin
embargo, los avances en la materia han sugerido que la apoptosis podria estar regulada por otras
rutas alternativas independientes de caspasas. Actualmente, muchos estudios coinciden en la
implicacion de mecanismos apoptdticos tanto dependientes como independientes de caspasas en
la RP. No obstante, la degeneracion retinal constituye un complejo e interconectado proceso
que incluye una gran variedad de mecanismos (Cottet y Schorderet, 2009).
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4.2. MUERTE MEDIADA POR CALPAINAS

Como hemos mencionado, aunque en los inicios los estudios en animales modelos sugerian que
la muerte de células de los bastones ocurre por mecanismos apoptoticos, nuevos estudios
coinciden en la implicacién de otros mecanismos independientes de caspasas, como las
calpainas, PARP e histona deacetilasas (HDAC) (Murakami et al., 2015).

Kaur et al. (2011) mostraron la presencia de marcadores de muerte celular independiente de
caspasas en modelos P23H y S334ter de rata. En ambos modelos se identificd actividad de
calpainas y PARP, asociadas con la regulacién negativa de la calpastatina (inhibidor de
calpainas), un aumento del dafio oxidativo del ADN y una acumulacion de polimeros de poli
ADRP ribosa (PAR, producto resultante de la activacion de PARP), concordando con resultados
previos en ratones rd1 (Paquet-Durand et al., 2006). Esto sugiere la presencia de componentes
claves comunes en los mecanismos de muerte celular inducidos por diferentes mutaciones y en
diferentes especies. Ademas, en el modelo S334ter, se identificaron marcadores de apoptosis
convencional dependiente de caspasas: la activacion de caspasas-3 y -9 y la liberacién de
citocromo c. Sin embargo, el modelo PH23 parecia estar dirigido solo por mecanismos no
apoptoticos. Esto sugiere que los mecanismos independientes de caspasas tienen un caracter
mas universal, mientras que la apoptosis dependiente de caspasas se daria solamente en ciertas
mutaciones (Kaur et al., 2011). Posteriormente, usando el modelo canino de RHO mutante T4R,
se confirmd el papel de las calpainas en la degeneracion de retina (Marsili et al., 2015).

Desde hace décadas se ha estudiado el papel del aumento de Ca?* en la degeneracion de la
retina. Se propuso que la entrada de estos iones en los bastones mediante canales regulados por
GMPc como resultado directo de mutaciones en el gen que codifica para RHO, inducian la
MOMP, resultando en apoptosis (Fox et al., 1999). Cottet y Schorderet (2009) sugirieron que el
incremento de Ca”", activaba calpainas y conducia a apoptosis via mitocondrial y activacion de
la caspasa-3 (Cottet y Schorderet, 2009).

Mas recientemente, Wang et al. (2018) se centraron en el estudio de los mecanismos de
degeneracion en modelos rd10. En primer lugar, demostraron que la mutacién en el gen que
codifica para la PDES resulta en la deslocalizacién de la PDE6. En condiciones normales, tras la
estimulaciéon luminica, esta proteina induce una cascada de reacciones que terminan en la
hidrolisis de GMPc. La disminucion de la presencia de PDE6 en los segmentos externos dada su
deslocalizaciéon provoca un aumento de los niveles de GMPc. Esto supone un exceso de la
entrada de iones de Ca”" a través de los canales regulados por GMPc. Finalmente, coincidieron
en que la degeneracién en los modelos rd10 se debia, al menos en parte, por una entrada en
exceso de iones en los segmentos externos de los bastones. No obstante, destacan el caracter
complejo y multifactorial del proceso de degeneracion de los fotorreceptores (Wang et al.,
2018).

Ademés de caspasas y calpainas, otras proteasas, conocidas como catepsinas, parecen estar
involucradas. La catepsina D ha sido identificada en modelos de raton rd. La proteina de
membrana 2 asociada al lisosoma (LAMP2) también se ha visto implicada en la enfermedad
(Cottet y Schorderet, 2009).

Los resultados de Rodriguez-Muela et al. (2015) indican en las primeras etapas, previas al pico
de muerte celular, una acumulacién de Ca®*, estrés del RE y la activacion aumentada de
calpainas en los modelos rd10, coincidiendo con una inhibicion de la autofagia. El grupo de
proteinas diana de las calpainas incluye proteinas autofagicas y lisosémicas, lo que
correlacionaria las caracteristicas anteriores del proceso de degeneracion. Ademas, se demostrd
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una actividad aumentada de la catepsina B en el citoplasma. Esto apoya la hipétesis de que la
permeabilizacion de la membrana lisosdmica en las retinas rd10 permite la translocacion de las
catepsinas al citoplasma, induciendo la muerte celular dependiente o independiente de caspasas.
De este modo demostraron gue el aumento de Ca?" intracelular, observado en las retinas rd10
previo a la degeneracion e inducido experimentalmente en retinas wild type, incrementa la
actividad de calpainas, que conllevan a la permeabilizacion de la membrana lisosémica y, con
ello, la muerte celular de los fotorreceptores (Rodriguez-Muela et al., 2015).

Igualmente, Comitato et al. (2020) identificaron la activacién de calpainas por Ca?*, esta vez en
un modelo heterocigético P23H, como la principal ruta causante de muerte celular de los
fotorreceptores. Concluyeron que la muerte celular estaba mediada primordialmente por la
activacion de calpainas mediante el incremento de Ca® intracelular observado en los
fotorreceptores, que a su vez resulta en la activacion de la caspasa-7, y no por estrés del RE. Es
mas, la activacion de sensores de RE y la respuesta a proteinas desplegadas (UPR) formarian
parte de un efecto patofisiolégico que desencadenaria respuestas de supervivencia y no
constituirian la causa de muerte celular de los fotorreceptores. Los resultados indican la
presencia de esta ruta mediada por calpainas como mecanismo comun incluso en etapas tardias
de la degeneracion de retina. Puesto que los pacientes suelen ser diagnosticados en etapas
avanzadas de la enfermedad, estos datos sugieren el potencial de inhibidores de calpainas como
tratamiento (Comitato et al., 2020).

4.3. NECROSIS: NECROPTOSIS Y PIROPTOSIS

Otro mecanismo de muerte celular cuya involucracion en la degeneracion de la retina ha sido
demostrada es la necrosis. A diferencia de lo que se creia anteriormente, la necrosis también
puede ser regulada. Las quinasas RIP1 y RIP3, que forman el complejo Ilamado necrosoma,
constituyen mediadores esenciales en la necrosis programada. Murakami et al. (2012)
demostraron la muerte celular necrética de los conos en ratones rd10 mediada por RIP3
(Murakami et al., 2012). Murakami et al. (2015) sostienen que, mientras que la muerte celular
de los fotorreceptores de tipo bastdn presenta caracteristicas apoptéticas, la muerte celular de los
conos corresponde con caracteristicas necréticas en ratones rd10, liberando DAMPS que
contribuyen a la inflamacién. Asimismo, ya que las células inflamatorias secretan TNFa y FAS,
gue reclutan RIP1 y activan la via de RIP quinasas, la excesiva activacion de la respuesta
inflamatoria podria exacerbar la muerte necrética de los conos (Murakami et al., 2015) (Figura
5).

Actualmente existen numerosas evidencias clinicas que proponen la respuesta inflamatoria,
especialmente TNFa, como posible contribuyente a la degeneracion de los fotorreceptores en la
RP, independientemente de la mutacion que da en primer lugar a la enfermedad (Massengill et
al., 2018). El inflamasoma NLRP3 se encuentra en el foco de investigacion dado que se ha
demostrado que su activacion esta implicada en la progresién de diversas enfermedades
degenerativas de retina, regulando la muerte celular (Wooff et al., 2020).

Numerosos factores de inflamacion, incluyendo IL-1B y IL-6, fueron examinados en retinas de
ratones rd10 (Yoshida et al., 2013a) y en pacientes de RP (Yoshida et al., 2013b). Los estudios
confirmaron las sospechas de que la reaccion inflamatoria crénica intraocular contribuia al
proceso de degeneracién de los fotorreceptores (Yoshida et al., 2013a; 2013b).
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Gregory-Evans et al. (2015), tras demostrar el componente inflamatorio en la degeneracion de
retina en modelos P23H, encontraron evidencias del papel critico que tenia la activacion del
inflamasoma en el proceso de muerte celular de fotorreceptores. Identificaron en los modelos un
aumento de la caspasa-1 activada y del inflamasoma NLRP3, ademéas de citoquinas pro-
inflamatorias IL-1p y IL-18 maduras. Ademas, la microglia infiltrada activada también
presentaba altos niveles de NLRP3. El estrés oxidativo podria ser el responsable de activar el
inflamasoma y desencadenar los procesos de muerte celular por piroptosis (Gregory-Evans et
al., 2015).

Estudios realizados por Viringipurampeer et al. (2016) en el modelo de rata P23H sugirieron
que los altos niveles de RIP1 y RIP3 reportados suponian la necroptosis como via de muerte
celular principal de los bastones. La necroptosis podria resultar en la liberacion del contenido
celular de los bastones afectados. Estos componentes actuarian como DAMPS, activando el
inflamasoma en conos que hasta el momento permanecian sanos (Murakami et al., 2015). Por
tanto, plantearon que la segunda etapa de muerte celular en la RP, la degeneracion de los conos,
se lleva a cabo mediante mecanismos pro-inflamatorios dependientes de la activacion del
inflamasoma NLRP3 (Athanasiou et al., 2018; Viringipurampeer et al., 2016). Anteriormente,
también se habia detectado el incremento de marcadores pro-inflamatorios asociados a una
respuesta de estrés del RE en modelos de RHO mutante T17M y E349X. En estos modelos, la
disrupcion del RE resulta en estrés oxidativo, liberacion de Ca®* citosolico e inflamacion, entre
otros procesos (Rana et al., 2014).

Sin embargo, los estudios de Viringipurampeer et al. (2016) en ratas P23H, que como hemos
visto plantean una muerte celular de bastones mediada por necroptosis y una muerte celular de
conos por piroptosis a consecuencia de la activacion del inflamasoma, se encuentran en
desacuerdo con los resultados de otras investigaciones. En estudios realizados en modelos
transgénicos S334ter de rata (Arango-Gonzalez et al., 2014; Liu et al., 1999), asi como en los
primeros estudios mencionados anteriormente en modelos rd10 (Murakami et al., 2012), se
identifico procesos apoptoticos dependientes de caspasas como causantes de la muerte celular
de bastones y se determind que la posterior muerte de los conos se llevaba a cabo mediante
necroptosis dependiente de RIP3. Estas contradicciones pueden ser justificadas por el uso de
distintos modelos animales. Por ejemplo, mientras que la mutacion en rd10 da lugar a una
pérdida de funcion, el modelo P23H presenta una ganancia de funcién que resulta en estrés del
RE. Es probable que los diferentes genotipos deriven en distintas rutas de muerte celular, por lo
que ninguno de los estudios se consideraria invalidado (Viringipurampeer et al., 2016). Esto
demuestra la necesidad de adaptar el tratamiento a cada genotipo (Viringipurampeer et al.,
2019).
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Figura 5. Mecanismos propuestos de muerte celular de bastones y conos en retinosis
pigmentaria. La muerte celular de los bastones, debida a los defectos genéticos que sufren,
se relaciona con caracteristicas apoptdticas. Implica vias independientes de caspasas,
como las mediadas por PARP (poli (ADP-ribosa) polimerasa 1), calpainas y HDAC
(histona deacetilasa). Por otro lado, la muerte celular de los conos se debe a cambios en el
microambiente, ocasionados por la previa muerte de los bastones, como oxidacion,
inflamacién y la pérdida de factores trépicos esenciales. Esta muerte celular presenta
caracteristicas que se corresponde con procesos necréticos (Murakami et al., 2015).

4.4. PARTHANATOS

PARP-1 participa en el sistema de reparacion por escision de bases del ADN, contribuyendo a
su reparacion mediante la sintesis de polimeros PAR. En condiciones fisiolégicas, PARP-1 esta
implicado en la regulacion de la homeostasis celular y el mantenimiento de la estabilidad
gendmica. Sin embargo, si el dafio en el ADN es excesivo, la hiperactivacion de PARP-1 deriva
en una muerte celular programada independiente de caspasas, conocida como parthanatos. Este
tipo de muerte celular se caracteriza por la sobre-activacién de PARP-1, la acumulacién de
PAR, la translocacion nuclear de AIF y la fragmentacion del ADN. En primer lugar, la excesiva
activacién de PARP-1 genera una gran cantidad de su producto neurotoxico PAR, que se
trasloca al citoplasma y a las mitocondrias. Esto da lugar a la permeabilizacién de la membrana
externa mitocondrial, y a la translocacion de AIF al nucleo, donde desencadena la
fragmentacion del ADN. A su vez, la sintesis masiva de PAR conlleva una disminucion de
NAD" y ATP, resultando en un colapso energético celular. El aumento del Ca®" intracelular y la
produccion de ROS contribuyen a la desencadenacion de parthanatos (Chiu et al., 2011; Pan et
al., 2020; Paquet-Durand et al., 2007; Soriano et al., 2017; Wang et al., 2009).

Paquet-Durand et al. (2007) demostraron la relevancia de la participacion de la enzima PARP-1
y la acumulacion de los polimeros PAR en la muerte celular de bastones en ratones rdi,
probablemente en estadios tardios de la enfermedad, cuando otros mecanismos del metabolismo
ya se encuentran comprometidos. El grupo de investigacion propuso que el estrés oxidativo
provoca dafios en el ADN, activando de forma excesiva de PARP-1, que contribuye a la muerte
celular (Paquet-Durand et al., 2007). Kaur et al. (2011) obtuvieron resultados similares en
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modelos PH23 y S334ter, detectando el aumento de la activacion de PARP-1. Del mismo modo
que el anterior, este estudio atribuye un papel fundamental a la actividad de PARP-1 en la
neurodegeneracion de la retina, independientemente de la mutacion responsable de la RP (Kaur
etal., 2011).

Varios estudios han detectado un incremento significativo en la supervivencia de los
fotorreceptores tras el tratamiento con un inhibidor de PARP-1 en modelos rd1 y rd2, sugiriendo
su posible traslacion a la clinica para el tratamiento de RP (Sahaboglu et al., 2016; 2017).

4.5. AUTOFAGIA

El estudio de Punzo et al. (2009), que comprendia cuatro modelos diferentes de ratén RP
(Pde6b ", Pde6g™, Rho’" y P23H), sugeria que la muerte secundaria de los conos tenia lugar
mediante procesos de autofagia condicionados por una falta de nutrientes de manera
prolongada. La disminucion de la ruta de insulina/mTOR, que regula el metabolismo celular y
la autofagia, detectada durante la etapa de muerte celular de los conos, corroboraba esta
hipétesis. Estos resultados sugieren que la incorporacion de glucosa y/o sus niveles
intracelulares, podrian estar comprometidos en este tipo de fotorreceptores en la RP (Punzo et
al., 2009).

Murakami et al. (2012) detectaron vacuolas autofagicas en los conos inflamados de ratones
rd10. Asimismo, estas vacuolas también se habian encontrado en los conos de o0jos de pacientes
de RP post mortem mediante estudios histologicos (Murakami et al., 2012). Mas tarde, la
identificacion del factor tréfico rod-derived cone viability factor (RACVF) secretado por
bastones y su papel en la entrada de glucosa en conos, sustentaron esta hip6tesis (Ait-Ali et al.
2015; Léveillard et al., 2004).

También se ha sugerido que la autofagia podria ser activada como consecuencia de la disrupcion
de organulos durante la necrosis, no siendo esencial para la muerte celular de los conos, ya que
contradictoriamente a lo pensado, estudios en ratones han afirmado que la pérdida de mTOR no
afecta a la supervivencia de los conos (Murakami et al., 2012).

4.6. IMPLICACION EN LA RP

La degeneracion de los fotorreceptores en la RP parece ser un complejo proceso en el que
participan diferentes mecanismos de muerte celular interconectados entre si, que dependen del
estadio en el que se encuentre la enfermedad y de la mutacién presente. Entre ellos se
encuentran la apoptosis, dos formas de necrosis programada: necroptosis y piroptosis, la muerte
mediada por calpainas, parthanatos y la autofagia.

La apoptosis se caracteriza por la formacion de cuerpos apoptéticos que envuelven el
citoplasma y son eliminados rapidamente por células fagociticas, evitando la liberacion de
componentes celulares al medio extracelular y sin activar la respuesta inflamatoria. Por el
contrario, la necroptosis y la piroptosis se caracterizan por la ruptura de la membrana celular, la
liberacion del contenido intracelular y la inflamacion.

La apoptosis estd presente en las primeras etapas de la RP en ciertos modelos animales. La
muerte celular de los bastones presenta caracteristicas apoptoticas en varios modelos, pero no en
todos, como es el caso del P23H. Por el contrario, los mecanismos independientes de caspasas
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mediados por calpainas parecen tener un caracter mas universal, ya que se han observado en
distintos modelos animales con condiciones genéticas muy variadas.

En modelos P23H, la muerte celular de los bastones ocurre via necroptosis, mientras que la
muerte secundaria de los conos tiene lugar mediante piroptosis, a causa de la activacion del
inflamasoma por moléculas intracelulares liberadas en la degeneracion de los bastones. No
obstante, en modelos S334ter y rd10, los bastones mueren por apoptosis dependiente de
caspasas, mientras que los conos sufren necroptosis. Estas diferencias se deben a los distintos
genotipos de los modelos. Podemos concluir que la necroptosis puede estar presente en etapas
tempranas o tardias de la enfermedad, dependiendo de la mutacion responsable.

En todos los casos, la piroptosis tendria lugar en etapas avanzadas de la RP. Se desencadena por
la activacion del inflamasoma tras los cambios en el microambiente ocasionados por la muerte
de los bastones, como podria ser el estrés oxidativo o, como hemos mencionado previamente, la
liberacion de moléculas intracelulares al medio extracelular.

Asimismo, la muerte celular por parthanatos o autofagia también tendrian lugar en etapas
avanzadas de la enfermedad, cuando la mayoria de bastones ya han degenerado. Estos procesos
ocurren independientemente del genotipo. En el caso de parthanatos, se desencadena por el
estrés oxidativo que se genera tras la pérdida de los bastones. Por otro lado, la autofagia se
inicia por la falta de glucosa en los conos a consecuencia de la ausencia de un factor tréfico
necesario para su entrada, que es sintetizado por los bastones.

El conocimiento detallado de las rutas de muerte celular implicadas en la RP es esencial para el
disefio de terapias de neuroproteccion basadas en inhibidores de estos mecanismos. Por ello, es
importante conocer las vias determinadas por el genotipo y las etapas de la enfermedad en las
que tienen lugar.

Péagina | 21



FACTORES QUE MODULAN LA MUERTE CELULAR EN RP

5. FACTORES QUE MODULAN LA MUERTE
CELULARENRP

Los defectos genéticos son los responsables de la RP. No obstante, se ha probado la implicacién
de otros factores que podrian acelerar el proceso neurodegenerativo, independientemente de la
mutacion presente. Entre ellos destaca la disminucion de factores tréficos y la produccion de
factores neurotdxicos, el aumento de radicales libres y la disminucion de la respuesta
antioxidante enddgena, y la activacion de procesos inflamatorios.

5.1. FACTORES TROFICOS Y NEUROTOXICOS

Los factores neurotrdficos son proteinas involucradas en la supervivencia, la proliferacion, la
diferenciacion y la funcién de las neuronas y otras células del sistema nervioso (Wen et al.,
2012). Una teoria sostiene que la supervivencia de los conos depende de factores troficos
sintetizados y secretados por los bastones y células del entorno. De este modo, la muerte
progresiva de los bastones supondria el desabastecimiento de estos factores tréficos esenciales,
resultando en la degeneracién secundaria de los conos. La dependencia de los conos respecto a
los bastones mediante interacciones paracrinas fue demostrada por primera vez en ratones rd por
Mohand-Said et al. (1998) (Narayan et al., 2016). Eso podria explicar por qué las mutaciones de
genes especificos de los conos solo resultan en la muerte celular de este tipo de fotorreceptores
y no afecta a los bastones, mientras que las mutaciones especificas de genes de los bastones dan
lugar a la muerte celular de ambos tipos de fotorreceptores, como sucede en la RP (Punzo et al.,
2009).

Mas tarde, el factor RACVF fue identificado por Léveillard et al. (2004). Esta molécula es
sintetizada por los bastones y presenta dos isoformas: RACVF y RACVFL. La primera
constituye una forma truncada y promueve la supervivencia de los conos (Figura 6). Por otra
parte, la segunda isoforma, que presenta la longitud completa, interviene en la sefializacién
oxidativa y la proteccion en condiciones de hipoxia (Narayan et al., 2016).
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Figura 6. Mecanismo propuesto para explicar la dependencia de los conos mediante el
factor trofico RACVF secretado por los bastones. Tras la muerte celular de los bastones
debido al defecto genético, el factor RACVF esencial para la supervivencia de los conos
deja de estar disponible, por lo que comienza su degeneracion (Figura creada con
BioRender).
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El hallazgo del receptor de superficie de este factor por Ait-Ali et al. (2015) permitio relacionar
estrechamente dos hip6tesis que hasta el momento se consideraban independientes: los factores
tréficos y la limitacion de nutrientes. Este receptor transmembrana expresado en los conos,
conocido como basigin-1 (BSG-1), interacciona con el transportador de glucosa 1 (GLUT-1),
Unico transportador responsable de la entrada de glucosa en las células de la retina e
independiente de insulina. De este modo, RACVF conlleva el incremento de glucosa intracelular
que, mediante el proceso de glicdlisis, proporcionara energia a los conos (Narayan et al., 2016).
Inesperadamente, los estudios de este factor apoyaron los mecanismos de degeneracién de los
conos previamente propuestos por Punzo et al. (2009). De este modo, Ait-Ali et al. (2015) y
Punzo et al. (2009) concuerdan en que la muerte secundaria de los conos en la RP se debe
finalmente a la escasez de nutrientes mediante mecanismos que impiden la entrada de glucosa
en los conos (Figura 7).
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Figura 7. Mecanismo del factor RACVF secretado por bastones y su relacién con la
autofagia de los conos. La identificacién de basigin-1 (BSG-1) expresado en los conos
como receptor de RACVF permitio relacionar la hip6tesis de la dependencia entre conos y
bastones y la propuesta de la autofagia debida a una exposicion prolongada de déficit de
nutrientes. Tras la unién de RACVF a BSG-1, BSG-1 interacciona con el transportador de
glucosa 1 (GLUT-1), permitiendo la entrada de glucosa a los conos. La degeneracion de
los bastones resulta en la ausencia de RACVF, por lo que la entrada de glucosa en los
conos no se produce, resultando finalmente en la muerte celular de estos fotorreceptores
por autofagia (Figura creada con BioRender).

Otro ejemplo de un factor trofico con un alto potencial neuroprotector es el factor neurotréfico
ciliar (CNTF). Este factor promueve la supervivencia de ambos tipos de fotorreceptores, tanto
bastones como conos, y de las CGR, por lo que es un importante candidato para el disefio de
terapias. Forma parte de la familia de citoquinas neuropoyéticas IL-6. La inactivacion de CNTF
en animales y humanos no da lugar a disfunciones especificas. Sin embargo, se ha observado
que el CNTF exdgeno afecta a la supervivencia y la diferenciacion de células del sistema
nervioso (Wen et al., 2012).

Los efectos neuroprotectores de CNTF han sido confirmados en casi todos los animales
modelos, incluso de diferentes especies, por 1o que se considera un agente con un amplio
espectro. No obstante, los mecanismos exactos por los que este factor tréfico protege a los
fotorreceptores no se conocen. Se ha establecido que el CNTF actlta de forma directa en las
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CGR. Respecto a los fotorreceptores, estudios en roedores sugieren que el efecto protector del
CNTF exdgeno no es directo y debe estar mediado por otro tipo de células, posiblemente por las
celulas de Miiller. Para poder definir en detalle los mecanismos moleculares responsables de la
neuroproteccion inducida por CNTF son necesarias mas investigaciones (Wen et al., 2012).

Tao et al. (2002) demostraron la efectividad de la terapia basada en células secretoras de CNTF
encapsuladas en un dispositivo intraocular en un modelo canino rdcl (presenta una mutacion en
el gen que codifica para la subunidad beta de la PDE6). Ademas, comprobaron que la
distribucion sostenida en el tiempo de bajas dosis de CNTF resultaba méas efectiva que una
inyeccion con una alta dosis. El disefio de sistemas de distribucion es crucial para el desarrollo
de estas terapias para la RP (Tao et al., 2002). Li et al. (2010) demostraron que el tratamiento
con CNTF estimulaba la regeneracion de los segmentos externos de los conos en modelos de
rata S334ter. Esto supondria la capacidad de, no solo detener el proceso de degeneracion, sino
revertirlo (Li et al., 2010).

Lipinski et al. (2015) demostraron por primera vez la capacidad de un factor neurotéfico de
proporcionar proteccion de por vida en modelos murinos de RP en etapas avanzadas de la
enfermedad, modificados genéticamente para expresar hCNTF de forma sostenida.
Probablemente, en este caso el factor es secretado por las células ganglionares y las células de
Mudiller, ya que son conocidas por ser eficientemente transduccidas por el tipo de vector usado:
virus adeno-asociado serotipo 2 (AAV2). Basandose en los analisis del transcriptoma,
propusieron que la preservacion de los conos tras el tratamiento con hCNTF se debe a la sobre-
expresion de inhibidores intracelulares y extracelulares de proteasas que evitan la degradacion
de la matriz extracelular. De este modo plantearon la sobre-expresion de inhibidores de
proteasas endégenos como estrategia alternativa de proteccion contra la muerte celular de los
fotorreceptores en la RP (Lipinski et al., 2015).

Wang et al. (2020) demostraron que el CNTF exdgeno puede alterar la transcripcion génica de
los fotorreceptores y otros tipos celulares de la retina en modelos rds, ademas de activar es
sistema inmune y otras cascadas de sefializacién (Wang et al., 2020). Sin embargo, por ahora
los ensayos clinicos con CNTF no han mostrado beneficios significativos en humanos para el
tratamiento de RP (Birch et al., 2013), pero si para otras degeneraciones de la retina como la
telangiectasia macular de tipo 2 (Chew et al., 2019).

Otra hipdtesis propuesta para la muerte secundaria de los conos reside en los efectos de factores
neurotoxicos producidos por los bastones que sufren primariamente la degeneracion. Estas
moléculas, entre las que se incluiria glutamato y productos téxicos derivados de procesos
apoptéticos o necroticos, serian liberadas al medio extracelular o transmitidas directamente
desde los bastones disfuncionales a los conos mediante las uniones gap. Este mecanismo
propone que la progresién lenta de la muerte de los conos se debe a la disminucion de los
factores toxicos proporcional a la eliminacion de los bastones que los producen (Narayan et al.,
2016).

La hipdtesis de la difusion de sefiales inductoras de muerte celular de los batones a los conos
adyacentes mediante las uniones de tipo gap fue propuesta por Ripps (2002). Kranz et al. (2013)
estudiaron la potencial contribucion de esas uniones en la RP usando modelos de raton rdl y
RHO knockout, y cruzandolos con ratones que no expresaban la conexina 36, proteina esencial
para la formacién de las uniones gap en el lado de los conos. Al no presenciar cambios
significativos en la degeneracion de los conos, concluyeron que la teoria que implicaba a las
uniones gap en la degeneracion secundaria de los conos en la RP debia ser excluida. No
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obstante, la participacién de intermediarios toxicos liberados al espacio extracelular por los
bastones que sufren la muerte celular primaria todavia no ha sido descartada (Kranz et al.,
2013).

5.2. ESTRES OXIDATIVO

Otra propuesta que pretende explicar el lento proceso de degeneracion secundaria de los conos
es el estrés oxidativo. La hipotesis de la acumulacién de dafios oxidativos es, al menos,
parcialmente responsable de la patogénesis de la RP, ha sido avalada por multiples estudios,
independientemente de si constituye la causa principal de muerte celular (Narayan et al., 2016).

Se han observado marcadores de estrés oxidativo tanto en modelos animales como en parcientes
de RP, como, por ejemplo, niveles reducidos de la proteina antioxidante glutation y niveles
elevados de su forma oxidada, disulfuro de glutation, un aumento de malondialdehido y NO
(Campochiaro et al., 2015). Los estudios de Sanz et al. (2007) en modelos rd1 indicaron gue el
estrés oxidativo provoca dafios en el ADN de los bastones. La mutacién presente en estos
modelos animales resulta en un aumento de los niveles de GMPc y de la entrada de Ca®* a los
bastones. Esto da lugar a una alta actividad de las bombas en un intento de reestablecer el
equilibrio homeostatico, lo que supone un gran consumo energético. El incremento de la
actividad de enzimas glicoliticas provoca un aumento de la produccion de ROS. Las ROS
generadas podria dafiar tanto la membrana mitocondrial (liberando moléculas pro-apoptoéticas),
como membranas de otros organulos como lisosomas (liberando catepsinas y otras hidrolasas),
ademas de involucrar calpainas. Finalmente, concluyeron que el estrés oxidativo y las ROS
participaban en la degeneracion de los fotorreceptores en el modelo rd1 dando lugar, por vias
dependientes e independientes de caspasas, a la muerte celular por apoptosis (Sanz et al., 2007).

Por otra parte, Shen et al. (2005) demostraron evidencias de dafio oxidativo en los conos tras la
degeneracion de los bastones en un modelo transgénico porcino de RP que expresaba una RHO
mutada. Los fotorreceptores son especialmente susceptibles al estrés oxidativo por su alta
actividad metabdlica y su exposicién a radiaciones ultravioleta. Los bastones constituyen el
principal consumidor de oxigeno al ser mas abundantes que los conos (constituyen el 95% de
los fotorreceptores totales en humanos). Los vasos coroideos proporcionan el oxigeno necesario
a los fotorreceptores en la retina exterior, mientras que los vasos retinianos lo distribuyen a
retina interna. Los vasos coroideos no estan regulados por los niveles de oxigeno del tejido.
Como consecuencia, conforme mueren los bastones, los conos restantes se ven sometidos a unos
niveles de oxigeno cada vez mayores, dando lugar a condiciones de hiperoxia. En respuesta, se
produce la vasoconstriccion de los vasos retinianos y su diametro disminuye debido a su
autorregulacion, como se ha observado en pacientes (Eysteinsson et al., 2014), resultando en
hipoxia en la retina interna. En estas condiciones se genera una gran cantidad de ROS en la
retina externa que sobrepasa a los sistemas de defensa antioxidante. Al no poder ser
neutralizados, estas moléculas causan la disfuncion de mdaltiples componentes celulares,
incluyendo el ADN, proteinas y lipidos, pudiendo causar finalmente la muerte celular
(Martinez-Fernandez de la Camara et al., 2013; Olivares-Gonzalez et al., 2018; Punzo et al.,
2012; Shen et al., 2005). Esto es lo que se conoce como hipotesis oxidativa de la RP (Figura 8).

Esta hipotesis explicaria el fenotipo caracteristico de la evolucion de RP. Las areas periféricas
de la retina poseen un mayor ratio de bastones:conos, por lo que seria la primera area en sufrir
alteraciones significativas en los niveles de oxigeno con la pérdida de los bastones, ya que el
oxigeno por cono aumentaria considerablemente. Por otra parte, la mayor concentracion de
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conos se encuentra en la fovea, zona central y ultima en perder su funcionalidad, dado que el
desequilibrio producido por la eliminacién de bastones seria menos severo. Esta distribucion
concuerda con la constriccion del campo visual que tiene lugar, siendo la zona central la Gltima
en perderse (Shen et al., 2005).
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Figura 8. Mecanismo propuesto para explicar el papel del estrés oxidativo en la
degeneracion de los conos en la retinosis pigmenaria. Tras la muerte de los bastones, el
oxigeno se acumula dando lugar a condiciones de hiperoxia, comprometiendo a los conos
sanos (Figura creada con BioRender).

Mas recientemente, los resultados de Olivares-Gonzalez et al. (2018) indicaron que las retinas
de ratones rd10 presentan condiciones de hiperoxia incluso en etapas tempranas de la
degeneracion de los bastones. Esto plantea la cuestién de si la alteracion de los niveles de
oxigeno produce la degeneracion de los fotorreceptores o si es una consecuencia de la misma
(Olivares-Gonzalez et al., 2018).

Martinez-Fernandez de la Camara et al. (2013) demostraron que los pacientes de RP presentan
una actividad del sistema enddgeno de defensa antioxidante reducida en el ojo, por lo que tienen
una menor capacidad para neutralizar los intermediarios de oxigeno tdxicos. Esto podria
explicarse por los efectos de las especies reactivas de nitrégeno (RNS) generadas, que se
encuentran en altas concentraciones en la sangre de los pacientes, y alteran la actividad de
enzimas antioxidantes como la superdxido dismutasa extracelular (SOD3) mediante su nitracion
(Martinez-Fernandez de la Camara et al., 2013).

Varios estudios han confirmado que el tratamiento con antioxidantes (Komeima et al., 2007;
Shen et al., 2005) y la induccién de enzimas antioxidantes endégenas (Usui et al., 2009; 2011)
retrasan la muerte celular de los conos en animales murinos de RP y en ensayos clinicos con
pacientes (Tsai et al., 2020). Actualmente, se utiliza vitamina A y &cidos grasos omega-3 como
tratamiento para pacientes de RP (Martinez-Fernandez de la Camara et al., 2013), aunque
algunos estudios cuestionan su eficacia (Rayapudi et al., 2013).

5.3. INFLAMACION

Hoy en dia esta bien establecido que los procesos inflamatorios que ocurren en los distintos
modelos animales de RP y en pacientes exacerban la progresion de la RP. La activacion de la
microglia es un elemento clave en esta respuesta inflamatoria. La microglia son los macréfagos
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residentes del sistema nervioso central (SNC) y la retina que se encuentran en forma quiescente.
Tras dafio en el tejido, estas células responden rapidamente proliferando, cambiando su
morfologia, migrando a la zona afectada y fagocitando la debris celular. La microglia activada
presenta una dualidad en sus propiedades, pudiendo ser estas neuroprotectivas al igual que
neurodestructivas. Su actividad es principalmente beneficiosa y necesaria para el mantenimiento
del SNC. Sin embargo, produce una gran variedad de citogquinas pro-inflamatorias, incluyendo
TNFa y NOS-2, lo que podria exacerbar la muerte celular de los fotorreceptores adyacentes y la
degeneracion de la retina. TNFa puede inducir apoptosis mientras que NOS-2 deriva en estrés
oxidativo que activa caspasas y compromete a las mitocondrias (Gupta el al., 2003; Narayan et
al., 2016; Zeng et al., 2005).

Se ha propuesto que los bastones que estan degenerando debido al defecto genético, secretan
quimioquinas que activan y reclutan la microglia a las capas mas exteriores de la retina. Estos
eventos han sido avalados por los estudios en pacientes de RP de Gupta et al. (2003). En
modelos de raton rd, Zeng et al. (2005) obtuvieron resultados similares, demostrando una
temprana activacién de las células gliales que coincide con el inicio de la degeneracion de los
bastones, elucidando el papel de la microglia en la apoptosis de los fotorreceptores (Zeng et al.,

2005) (Figura 9).
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Figura 9. Mecanismo propuesto para explicar la funcién de la microglia en la
degeneracion de los conos en la Retinosis pigmentaria. La microglia, tras ser activada y
migrar hacia la zona afectada atraida por las citoquinas liberadas por bastones
disfuncionales, secreta sustancias citotéxicas, como TNFa y NO, que exacerban la muerte
celular de los fotorreceptores adyacentes sanos (Figura creada con BioRender).
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6. CONCLUSIONES

Actualmente, no existe una terapia efectiva para tratar la RP. El principal obstaculo en el
desarrollo de terapias se encuentra en el conocimiento incompleto de las rutas de sefalizacion
implicadas en la enfermedad. Pese a la multitud de estudios en modelos animales, los
mecanismos de muerte celular de los fotorreceptores en la RP contindan sin esclarecerse por
completo, dado la amplia complejidad que supone (Athanasiou et al., 2018).

Los estudios indican que, si se evitase la muerte celular de los bastones, los conos sobrevivirian.
Sin embargo, este enfoque de tratamiento resulta complicado dado que los pacientes suelen ser
diagnosticados en etapas avanzadas de la enfermedad, cuando ya se ha producido la
degeneracion completa de los bastones. La disfuncion de los conos es el aspecto de la RP méas
debilitante para los pacientes ya que lleva a la pérdida de la vision central. Por tanto, un objetivo
clave en el disefio de futuras estrategias para evitar la ceguera es la prevencion de la muerte
celular secundaria de los conos.

Asimismo, dada la complejidad de los mecanismos moleculares de muerte celular, su
interconexion y su no exclusividad, debemos tener presente los beneficios que supondria
emplear terapia combinada (Viringipurampeer et al., 2019). Las estrategias terapéuticas
neuroprotectoras se centran en inhibir componentes claves en los mecanismos de muerte celular
de los fotorreceptores. En los estudios anteriores sobre la degeneracion de los fotorreceptores,
hemos visto que se han reportado mecanismos apoptéticos, necroptoticos, piroptéticos, muerte
mediada por calpainas, parthanatos y autofagia, con la participacion de factores tréficos y
neurotoxicos, el estrés oxidativo, la activacion de la microglia y la respuesta inflamatoria.
Evidentemente, bloquear una Unica enzima supondria una eficacia muy limitada, ya que la
célula podria continuar con otros mecanismos de muerte celular. Por el contrario, si la terapia se
dirige a las mdltiples rutas de muerte celular implicadas en la enfermedad, la eficacia
aumentaria considerablemente (Viringipurampeer et al., 2016).

Hay que tener en cuenta que se ha demostrado la variabilidad de los mecanismos de muerte
celular implicados en RP, dependiendo tanto del estadio en el que se encuentre la enfermedad
como del genotipo causante. Por ello, se entiende la necesidad de ajustar las estrategias de
terapia dirigida para cada genotipo. Sin embargo, los estudios han mostrado una mayor
prevalencia de rutas independientes de caspasas, como las calpainas y PARP, siendo estas
comunes para distintos animales modelos. De este modo suponen una potencial estrategia en el
disefio de terapias racionales independientes de la mutacion causante de RP (Arango-Gonzélez
etal., 2014).

Actualmente, dado los conocimientos que disponemos de estas rutas, expuestos anteriormente,
numerosas moléculas se han identificado como potenciales dianas para tratamientos de
neuroproteccion. Entre las posibles terapias se han propuesto inhibidores de calpainas, PARP,
RIP1, catepsinas, y NLRP3, ademas de tratamientos con antioxidantes. Sin embargo, todavia
son necesarios mas estudios con el objetivo de obtener una identificacién detallada de los
mecanismos moleculares implicados en la muerte celular de los fotorreceptores durante la RP
para el disefio de tratamientos efectivos.
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