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RESUMEN

Introduccién. La retinitis pigmentosa es la primera causa de degeneracion retiniana
y la segunda de ceguera a nivel mundial. Los pacientes sufren sus sintomas desde
las primeras décadas de vida, viendo la calidad de esta disminuida. A la mayoria de
afectados se les acaba otorgando la discapacidad maxima. La retinitis pigmentosa
no tiene cura, aunque en algunas clases, como el asociado al cromosoma X si que
se han aprobado tratamientos genéticos. El tipo autosémico dominante sigue sin
terapia, siendo de los mas prevalentes. Por ello es necesario realizar un analisis de
los estudios llevados a cabo con terapia génica en esta patologia, asi como analizar
el papel de enfermeria en este novedoso tratamiento.

Objetivo. Analizar el uso de las terapias génicas en la retinitis pigmentosa
autosomica dominante con afectacion del gen RHO.

Método. Se llevd acabo una revision sistematica, mediante una busqueda
bibliografica en bases de datos cientificas, como es el caso de Pubmed o Scopus.
Por medio de esta busqueda se hallaron 21 articulos que fueron incluidos en esta
revision tras superar una serie de criterios de exclusion e inclusién. Estas
publicaciones fueron evaluadas mediante las guias de calidad de CASPe.
Resultados. Las mutaciones que afectan al gen RHO responsables de la retinitis
pigmentosa autosoémica dominante son mas de 150. Esta patologia se puede dividir
en clases segun la severidad y sus caracteristicas bioquimicas. Mas de ocho
enfoques diferentes se estan estudiando actualmente, con diversos vectores y
formas de administracion. Tres de estas terapias se encuentran ya en fase clinica.
El personal de enfermeria es un eslabon fundamental en la administracion de estas
terapias y el seguimiento de los pacientes con pruebas como la tomografia de
coherencia optica o el electrorretinograma.

Conclusiones. La terapia génica en el tratamiento de la retinitis pigmentosa

autosdmica dominante asociada a la mutacion del gen RHO ha experimentado
grandes avances en los ultimos afos. Tratamientos como los ASOs, ARNi, o la
hidroxicloroquina se encuentran en fase clinica, y otros como el uso de CRISPR han
obtenido muy buenos resultados. El personal de enfermeria es un eslabén clave
para la administracion de esta terapia y el seguimiento de los pacientes.

Palabras clave. “Retinitis pigmentosa”, “terapia génica”, “autosémico dominante”,
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‘rodopsina”, “inyecciones intravitreas” y “enfermera”.



ABREVIATURAS

RP: Retinosis Pigmentosa.

AD: Autosdmica Dominante.

AR: Autosomica Recesiva.

EMC: Edema Macular Cistoide.

ERG: Electrorretinografia.

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos.
LCA: Amaurosis Congénita de Leber.

PRISMA: Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Metaanalyses.
ADN: Acido Desoxirribonucleico.

ASOs: Oligonucledtidos Antisentido.

ARN: Acido Ribonucleico.

ARNi: Acido Ribonucleico de Interferencia

ARNm: Acido Ribonucleico Mensajero.

ARNpi: Acido Ribonucleico de Pequefia Interferencia.

CRISPR: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats.
ARNg: Acido Ribonucleico Guia.

PAM: Motivo Adyacente de Protoespaciador.

HDR: Reparacién Dirigida por Homologia.

NHEJ: Union de Extremos No Homologos.

ADNGc: Acido Desoxirribonucleico Complementario.

FT: Factores de Trascripcion.

OCT: Tomografia de Coherencia Optica.

MLMT: Multi Luminance Mobility Test.

FST: Full- Field Light Sensitivity Thereshold.
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1. INTRODUCCION

La retina es el area ocular encargada de trasformar las imagenes en
senales eléctricas. Se puede dividir en diez capas, entre ellas encontramos la
capa neurosensorial formada por las células fotorreceptoras: conos y bastones.
Los primeros son los encargados de la vision en color y central y los segundos
de la vision en blanco y negro y periférica. La retinitis pigmentosa (RP) definida
por A.C. Valn Tright en 1853 engloba numerosas distrofias retinianas en las
cuales se produce una degeneracion, inicialmente de los bastones y
posteriormente de los conos. (1)(2)

Esta patologia afecta a mas de 25 millones de personas en el mundo,
constituyendo la segunda causa de ceguera a nivel mundial. La prevalencia varia
segun el pais. Lo usual es que afecte a 1:4000 habitantes, como en Corea, pero
en algunos territorios puede llegar a 1:750, como es el caso de la India (1)(3). Se
asocia a mutaciones en mas de 70 genes habiéndose encontrado actualmente
3000 mutaciones distintas causantes de la enfermedad (4)

La etiologia no es clara. Se habla de diversas teorias, y dependiendo de
la clasificacion se puede hablar de distintas RP. Divididas segun su prevalencia
se puede distinguir (a) RP autosémica dominante (AD)(en la cual una sola copia
del gen alterada causa la enfermedad) con una prevalencia del 15-25%, (b) la
autosomica recesiva (AR)(se necesitan dos copias del gen afectado para que se
manifieste la enfermedad) con una prevalencia del 5-20%, (c) la ligada al
cromosoma X, prevalencia del 5-15%, (d) las formas sindrémicas asociadas a
sindromes como el de Usher y con un 20 % de prevalencia (asociado a sordera
neurosensorial) (5) y, por ultimo, (e) la forma simple o apariciones espontaneas,
en los cuales es el primer caso en la familia y tiene una prevalencia del 40%
(4)(3)(6).

La clinica difiere segun la RP en la que nos centremos y el gen que haya
sido mutado. La clinica basica se basa en nictalopia (baja vision nocturna y
dificultad en la vision al pasar de una zona iluminada a otra con una menor
iluminacion), pérdida de vision periférica por la afectacion de los bastones (vision
en tunel) y por ultimo pérdida de vision central y agudeza visual en las etapas
mas avanzadas por lesion de los conos (algunos estudios hablan de la pérdida
de los bastones y la falta de glucosa como la razén de la degeneracion de los



conos). Asi mismo, se dan otros sintomas como las fotopsias o la afectacion del
eje amarillo-azul en los colores. Esta sintomatologia suele aparecer en la
segunda década de vida, y raramente aparece en la primera. Varios estudios
explican que a veces los sintomas podian estar presentes en los pacientes
desde hacia anos, pero estos no son conscientes, en el caso de la nictalopia por
la iluminacién de las ciudades, y en caso de la mala vision periférica debido al
uso de técnicas de barrido para poder ver la periferia (7)(8)(1)

En el caso especifico de la RPAD, esta se asocia frecuentemente con
problemas en el gen RHO (en un 20-30% de los casos), en Espafia supone el
21% de los casos de RPAD, mientras que en otros paises europeos solo supone
un 16%. Este gen es el encargado de codificar la proteina rodopsina, la cual es
la mas prevalente en los fotorreceptores de la retina. Se han encontrado mas de
150 mutaciones en el gen RHO causantes de la RPAD. (8)(9) La rodopsina es la
encargada de unirse a un derivado de la vitamina A (11-cis retinal) para generar
las senales eléctricas enviadas al cerebro. (1)(6)(10).

La afectacion del gen RHO se puede diferenciar en dos tipos segun los
sintomas que produce y su severidad. En primer lugar, encontramos el tipo A,
en la cual se produce una pérdida de fotorreceptores mas acusada. Por otro lado,
encontramos la B en la que se produce una disminucidn menos severa con una
progresion mas lenta. En algunos casos los sintomas no se producen hasta que
se ocasiona una pérdida del 90% de los fotorreceptores. En el caso del tipo A
los sintomas se dan en la adolescencia, mientras que el tipo B se produce
principalmente en adultos jovenes (7)(11). Segun numerosos estudios, los
sintomas en la RPAD a los 10 afos solo son perceptibles en el 75% de los
pacientes mientras que segun avanza la enfermedad a los 30 afios son notables
en el 89% de los mismos. (12).

Existen una serie de complicaciones asociadas a la RP, entre ellas |la mas
frecuente es el edema macular cistoide (50% de los pacientes)(EMC) que puede
llegar a ocasionar pérdida de visidbn central de una forma mas temprana.
Igualmente, las cataratas subcapsulares se producen en el 45% de los pacientes
con RP, mientras que las membranas retinianas se producen en el 36% de los
afectados. (12)(4)

El diagnéstico de la RP se basa en la clinica y en diversas pruebas
diagnodsticas entre las que destaca la electrorretinografia (ERG), tanto en las



primeras fases como para valorar la evolucion de la enfermedad. (2)(1) Es util
realizar un estudio del fondo del ojo del paciente, en el que se puede observar la
clasica triada de arteriolas de la retina difuminadas, la acumulacién de pigmentos
por la muerte de los fotorreceptores (en un primer momento en la periferia de la
retina y posteriormente en la zona central) y una palidez cerosa principalmente
en la zona del nervio optico. (12)(3)(1)

El tratamiento de esta patologia se basa en mejorar la calidad de vida,
mediante ayudas en su vida diaria con el uso de lupas o microscopios, la
utilizacién de gafas de sol para evitar las fotopsias, asi como tratamiento para
las complicaciones asociadas. La RP no tiene cura, y causa una gran
discapacidad. En Comunidades Autbnomas como Murcia el 71 por ciento de los
pacientes con RP tienen reconocido el grado maximo de discapacidad. (13)(3).

Por consiguiente, el tratamiento actual que se ofrece a estos pacientes es
paliativo y enfocado a disminuir la sintomatologia. Actualmente la Administracion
de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) ha aprobado
terapias génicas, que pueden ser una forma de evitar la progresion de la
enfermedad o revertirla en algunos casos, siendo esta la esperanza para hallar
una cura para la RP. En la RPAD asociada a la afectacion del gen RHO se estan
dando numerosos avances en este aspecto y es fundamental el papel de la
enfermeria tanto para la administracion como para el cuidado de este tipo de
pacientes. (14)(15)(9).



2. JUSTIFICACION

Actualmente la RP es la segunda causa de ceguera en el mundo, y la
primera causa de degeneracion retiniana. Provoca a los pacientes afectados una
discapacidad significativa. La mayoria de los afectados reciben el certificado de
maxima discapacidad. (5)(13)

Como se ha comentado en el apartado anterior su prevalencia suele ser
1:4000 habitantes. Hay paises en los que afecta a 1:750, siendo la mayor parte
de los afectados jovenes, encontrandose en la segunda (en esta edad el 75% de
los pacientes notan los primeros sintomas) o tercera década (notan los sintomas
el 89% de los pacientes) de su vida. No hay un tratamiento curativo para esta
enfermedad. La terapia génica o el trasplante de retina y células madre han
sufrido numerosos avances. La FDA ha aprobado en los ultimos anos la terapia
geénica en algunos tipos de RP, o en retinopatias como la amaurosis congénita
de Leber (LCA), estos avances ofrecen una posibilidad de cura a los pacientes
con RP (13)(1)(3).

Debido a la gran cantidad de mutaciones en diversos genes que pueden
provocar la RP nos vamos a centrar en este proyecto en la RPAD ya que es la
que mas puede afectar a una misma familia. Se encuentra entre las RP mas
prevalentes, ya que con un solo alelo afectado en el gen se desarrolla la
enfermedad. Especificamente se estudiaran las mutaciones en el gen RHO ya
que fue el primer gen cuya afectacion se asocio a la RPAD, y el mas prevalente
en este tipo de RP. (4)(8)

Es fundamental que estas terapias se apliquen de forma correcta, y en
esta necesidad enfermeria es un eslabdn basico, ya que lo habitual como se vera
mas adelante es aplicar la terapia mediante inyecciones intravitreas. (1)(14)

Este proyecto pretende proporcionar datos utiles y actuales sobre los
avances de la terapia génica en esta patologia, aunando los estudios que se han
realizado en esta materia. Se pretende estudiar tanto su efectividad, como su

proyeccion a futuro y el papel de enfermeria en la busqueda de una cura.



3.1.

3.2.

. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Analizar el uso de las terapias génicas en la retinitis pigmentosa
autosomica dominante con afectacion del gen RHO.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Exponer las clases de RPAD asociada al gen RHO y las principales
mutaciones implicadas.

Especificar las terapias génicas que se estan estudiando actualmente en
el tratamiento de la RP AD en la que se encuentra afectada el gen RHO.
Comparar las diversas terapias génicas que se estan estudiando en la RP
AD con afectacion del gen RHO.

Examinar el papel de la enfermeria en la administracion de estas terapias.



4. MATERIAL Y METODOS
41. DISENO

Se ha llevado a cabo una revisidn sistematica de la evidencia publicada
siguiendo la declaracién Preferred Reporting Items for Systematic and Meta-
Analyses (PRISMA).

En esta revisién se han incluido revisiones sistematicas, bibliograficas y
estudios cuantitativos cuyo objetivo fuera la terapia génica en la RP AD asociada
a la afectacion del gen RHO, asi como conocer su efectividad.

Este proyecto parte de la pregunta de investigacion: ;Es efectiva la
terapia génica en el tratamiento de la RP AD asociada a la afectacion del gen
RHO?

Tabla 1. Formato PICO. Elaboracién propia.
Formato PICO de la pregunta de investigacion ¢ Es actualmente efectiva la terapia génica
en el tratamiento de la RP AD asociada a la afectacion del gen RHO?
PACIENTE Pacientes con RPAD con afectacion del gen RHO.

INTERVENCION = Terapia génica.
COMPARADOR | Distintas terapias génicas usadas en los pacientes con afectacion del gen
RHO.

RESULTADOS Analizar el uso de la terapia génica en el tratamiento de la RP AD asociada

a la afectacion del gen RHO.

4.2. BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

Los estudios seleccionados fueron obtenidos a partir del buscador
bibliografico de Pubmed y Scopus de los que se obtuvieron 21 articulos.

Las palabras claves utilizadas para la busqueda bibliografica fueron los

L] M L]

Dehs “retinitis pigmentosa”, “gene therapy”, “autosomal dominant”, “rhodopsin”,

“Intravitreal injection”, “nurse”, y los Mehs “retinitis pigmentosa”, “terapia génica”,
“autosdmico dominante”, “rodopsina”, “inyecciones intravitreas” y “enfermera”.
Combinando estas palabras clave se originaron las ecuaciones de busqueda que

se muestran a continuacion:



Tabla 2. Ecuaciones de busqueda. Elaboracion propia.
Retinitis pigmentosa AND autosomal dominant AND gene therapy AND rhodopsin
Retinitis pigmentosa OR autosomal dominant AND gene therapy
Retinitis pigmentosa AND autosdmica dominante OR terapia génica
Retinitis pigmentosa AND autosémica dominante AND rodopsina

Intravitreal injection AND nurse

Se utilizaron para la busqueda dos operadores booleanos “AND” y “OR”.
Se usaron una serie de filtros que se concretaran mas adelante para poder

cumplir los criterios de inclusion marcados.

4.3. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

En este trabajo se han incluido aquellos articulos que fueron publicados
en los ultimos cinco afios. En relacion con el idioma, solo se incluyen aquellos
articulos que estén en inglés, francés o espafol. Se eliminaron aquellos articulos
que aparecian repetidos en varias bases de datos. Son excluidas asi mismo
publicaciones de baja rigurosidad cientifica como resenas, cartas en editoriales,
o articulos a los que no este permitido el acceso al texto completo.

4.4. SELECCION DE ESTUDIOS

La seleccion de los estudios se basoé en tres cribados. En el primero se
aplicaron los criterios de inclusion y exclusidn. Tras este cribado se eliminaron
aquellos articulos repetidos en ambas bases de datos, posteriormente se realizo
un cribado por titulo y por ultimo se sometid a los articulos restantes a una lectura

critica.

Se admitieron en este trabajo tres estudios de cohortes, tres articulos
cualitativos, diez estudios experimentales y cinco revisiones. A continuacion, se

muestra un grafico con el porcentaje de articulos de cada tipo:



@ ESTUDIOS

EXPERIMENTALES

O COHORTES

@ REVISIONES

@ CUALITATIVOS

Figura 1. Porcentaje de cada tipo de articulo admitidos en el presente trabajo.
Elaboracion propia.



5. RESULTADOS
5.1. HALLAZGOS

Tras la realizacion de la busqueda bibliografica se obtuvieron 722
articulos. Tras aplicar los criterios de inclusion y exclusidon se obtuvieron 45, al
eliminar aquellos repetidos 34, que fueron sometidos a una lectura critica,
qguedando finamente 21 articulos que fueron incluidos en esta revision.

A continuacién, se muestra un diagrama de flujo para representar la

busqueda bibliografica.

Articulos obtenidos mediante la Articulos excluidos tras aplicar
busqueda bibliografica los criterios de inclusion/
(n=722) exclusion
(n= 666)
Articulos admitidos tras eliminar Articulos excluidos al ser
aquellos repetidos repetidos
(n= 34) (n=11)
Estudios sometidos a una Estudios excluidos tras la
lectura critica primera lectura critica
(n=34) (n=13)

ESTUDIOS INCLUIDOS EN LA
REVISION SISTEMATICA:
PUBMED: 18
SCOUPS: 3

(
\

Figura 2. Diagrama de flujo de la busqueda bibliografica. Elaboracién propia.



5.2. CALIDAD DE LOS ESTUDIOS

Para evaluar la calidad de los trabajos usados en este proyecto se usaron
las guias de calidad de Caspe. Se realizaron cuatro tablas, la primera de estudios
cualitativos (Tabla 4, evaluacion de la calidad de los estudios cualitativos
mediante las guias Caspe), la segunda de estudios experimentales (Tabla 5,
evaluacion de la calidad de los estudios experimentales segun las guias Caspe),
la tercera de estudios de cohortes (tabla 6, evaluacion de la calidad de los
estudios de cohortes segun las guias Caspe) y la ultima evaluando la calidad de
las revisiones (Tabla 7, evaluacion de la calidad de las revisiones segun las guias
Caspe). Se han modificado las encuestas de Caspe para que todas sean de
nueve preguntas, se otorga un punto por cada pregunta que se responda de
forma afirmativa y cero si no cumplen la pregunta los articulos. Fueron admitidos
los proyectos que obtuvieron ocho o mas puntos, todos los articulos que
superaron la lectura critica obtuvieron mas de ocho puntos, por lo que fueron
admitidos. Para analizar de forma adecuada se realizo una tabla en la que se
muestra la extraccion de datos de todos los articulos (Tabla 3, ) .

El grafico que se muestra a continuacion presenta de una forma visual la

puntuacion obtenida por los articulos en las encuestas de calidad de Caspe:

O Ocho puntos

B Nueve puntos

Figura 3. Puntuacion obtenida por los articulos seleccionados segun las guias
Caspe. Elaboracion propia.
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5.3. ANALISIS DE LOS DATOS OBTENIDOS

Tras la realizacion de una lectura critica, los datos obtenidos se
clasificaron segun el objetivo especifico al que hacian referencia para poder
llegar a cumplir el objetivo general.

5.3.1. Exponer las clases de RPAD asociada al gen RHO y las principales

mutaciones implicadas.

La RP es la enfermedad degenerativa de la retina mas prevalente a nivel
mundial, se puede clasificar en varios tipos segun su aparicion en el paciente, el
tipo de herencia etc. Segun el tipo de herencia, puede ser recesiva o dominante.
(16)

La herencia dominante se presenta en el 25% al 40% de los enfermos. De
estos el 40% se debe a una mutacién en el gen RHO, el primer gen asociado a
la mutacién dominante. Este gen codifica la rhodopsina, proteina formada por
348 aminoacidos que se encuentra en los discos de los bastones y se acopla a
una proteina G, siendo el primer componente de la cadena de fototrasduccion.
(17)(18)(19)(20)

Las mutaciones en el gen RHO que pueden llegar a desencadenar la
enfermedad son unos 150. Algunos autores afirman que puede haber mas
mutaciones relacionadas con la variante dominante. (21)(22)(19)

Estas mutaciones en el gen RHO se clasifican segun las caracteristicas
bioquimicas o la severidad de la enfermedad. En referencia a las caracteristicas
bioquimicos hay dos tipos de mutaciones del gen RHO: (23)(24)

- Tipo 1: la rhodopsina se acumula en el plasma de la membrana y se
puede observar regeneracion en el 11-cis retinal, la proteina con la que
se une la opsina para poder formar la rodopsina.(23)

- Tipo 2: el cromoforo se regenera, acumulandose en el reticulo
endoplasmatico. (23)

En referencia a la severidad la patologia también se divide en:

- Clase A: se produce una pérdida de bastones generalizada, y

posteriormente de conos, secundaria a la disminucién de bastones. La

gravedad de la enfermedad es mayor, se produce una degeneracion
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de la retina de forma total, sin respetar zonas concretas y los sintomas
se producen en la primera o segunda década de la vida. La terapia
geénica se basa en proteger los conos. (24)(23)

- Clase B: los bastones sufren un descenso menor, y los conos se
preservan. Es menos grave, los sintomas surgen en adultos jovenes,
siendo el primer signo la pérdida de visidn periférica, respetandose la
central. La degeneracién de la retina se produce principalmente en la
zona inferior. Las terapias se basan en mantener los bastones que

quedan, protegiendo asi los conos. (24) (23) (25)

A continuacion, se muestra una tabla con las diferencias entre la clase A

y B y las mutaciones mas frecuentes de cada clase:

Tabla 8. Diferencias entre la clase A y B de las mutaciones en el gen RHO.

Elaboracion propia a partir de los articulos (23)(24)(25)

| CLASE A CLASE B
SEVERIDAD Alta Baja
DEGENERACION Retina completa Zona inferior
RETINA
SINTOMAS Pérdida de vision Pérdida de vision
periférica y central periférica
EDAD DE COMIENZO Primera segunda Adultos jovenes
década de vida
OBJETIVO Preservar los conos que Rescatar bastones.
TRATAMIENTO quedan.
MUTACIONES R135G/ R135L/ R135W/ | T17M/ P23H/ T58R/
V345L/ P347L V87D/ G106R/ D190G

Es habitual que estas mutaciones causen una ganancia de funcion o una
mutacion dominante negativa (la proteina mutada compite con la sana por el
receptor) debido a una sobreexpresion del gen, al contrario que en la herencia
recesiva, en la que la copia de un gen se ha inactivado o eliminado,
haploinsuficiencia. (24)(23)(18)(17)

12



La primera mutacion estudiada en el gen RHO causante de la RPAD fue
en el p. P23H, esta mutacion se incluye en la clase B de mutaciones en el gen
RHO, apareciendo sus sintomas por lo tanto en adultos jovenes, no mostrando
los pacientes pérdida de visidn central hasta edades avanzadas, y generandose
principalmente una degeneracion en la zona inferior de la retina. (23)(26)(27)

Esta mutacion en concreto se ha estudiado en numerosos articulos, (ya
que es la mas prevalente en Estados Unidos) en los que se han recreado
modelos humanos de esta mutaciéon en animales como ratones, para poder
evaluar la eficacia de la terapia de una forma aplicable a futuros estudios en
humanos. (28)(26)

La mutacién mas frecuente en Espafa, siendo de este tipo el 10% de
casos de RPAD corresponde a ¢.1040C>T, p.Pro347Leu. (18)

5.3.2. Especificar las terapias génicas que se estan estudiando

actualmente en el tratamiento de la RPAD

A continuacion, se explicaran las principales terapias génicas que se
estan estudiando para obtener una cura o mejora de la progresion de la
enfermedad en la RPAD:

“Dedos de zinc”: reconocen y se unen con zonas especificas del ADN,
disminuyen la traduccion, mejorando la progresion de la enfermedad.
(22)(23)(17)

- ASO (antisense oligonucleotides): inducen la degradacién del ARN
mediante la utilizacion de una enzima ribonucleasa H1. Distingue entre
el alelo mutado y el sano, aunque solo les diferencie un nucledtido.
(22)(24)

- ARNi (ARN de interferencia): identifica los ARN y previene su
traduccion mediante ARNpi (ARN pequefios de interferencia) que se
unen al ARNm (ARN mensajero) evitando su traduccion. Puede usar
dos AAV (virus adenoasociado) o uno para empaquetar los ARNi,
cuando son dos, uno lleva el ARNi para eliminar el alelo mutado
(knockout) y otro el reemplazo de este. Con un vector se lleva tanto el
ARNi y el reemplazo en el mismo. Desde hace unos afios se ha
incluido el uso de mirtrones, subclase de los micro ARN que mejora la
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5.3.3.

precision en la terapia evitando la generacion de nuevas mutaciones.
(24)(29)(20)

Ribozimas: son moléculas de ARN que pueden ser utilizados para
actuar como catalizadores. Mediante esta técnica se puede conseguir
eliminar el alelo mutado, intentando no tocar el sano, para que se
pueda seguir expresando. (23)(17)

CRISPR/ Cas9: se basa en el uso de las proteinas Cas para cortar el
ADN, eliminando partes mutadas del alelo que causa la
sobreexpresion, afectando también al normal. Necesita un ARN de
reconocimiento ARNg (ARN guia) y un PAM (motivo adyacente de
protoespaciador) al que unirse. Utiliza mecanismos de reparacion
como el HDR (reparacion dirigida por homologia) o el NHEJ (union de
extremos no homologos). Esta terapia se puede utilizar para eliminar
el alelo mutado, o eliminar ambos reemplazandolos con un ADNc
(ADN complementario) externo. (17)(22)(24)

Hidroxicloroquina: elimina el gen ATG5 encargado de la
autofagocitosis, evitando la muerte celular, favoreciendo Ia
preservacion de los bastones. (23)

Meganucleasa: es capaz de reconocer el ADN y cortar las zonas
elegidas. (24)

Factores de trascripcion (FT): bloquean la trascripcion del RHO. (30)
Chaperonas farmacoldégicas: se utilizan analogos sintéticos de la retina
para promover el trafico adecuado de la versibn mutada de la
rhodopsina. (29)

Comparar las distintas terapias génicas estudiadas para la RP AD

Como se ha expuesto anteriormente, las mutaciones en el gen RHO

recesivas generan una perdida de funcion, por lo que inyectando una copia sana

de RHO se solventaria la enfermedad. En el caso de las mutaciones de herencia

dominante, esta genera una ganancia de funcién, provocando una

sobreexpresion del gen, y con ello toxicidad. Las terapias en este caso se basan

en eliminar la copia mutada evitando la sobreexpresion, evitando dafar el alelo

sano. Poder diferencia entre un alelo y otro es complicado ya que se suelen

diferencias en un solo nucledétido, por lo que se han desarrollado
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terapias que eliminan ambos alelos y suministran una copia nueva sana del gen. (31)(23)(28)(21)

Cada terapia tiene una forma de aproximarse a la enfermedad, con distintas formas de administracion, modelos animales, etc

gue se veran en la tabla que se muestra a continuacion:

Tabla 9. Comparativa de las terapias génicas en la RPAD a través de los articulos incluidos en esta revision. Elaboracion propia.

TIPO DE TERAPIA

ANO
ESTUDIO

RESULTADOS
OBTENIDOS

INCONVENIENTES

FORMA DE
ADMINISTR
ACION

INDEPEND
IENTE/
DEPENDIE
NTE

CRISPR | 2ARN | 2018 Precl | Ratones 2AAV Después de | Mejores resultados que solo | Es muy | Subretinia | Indepen
g+ inica | P23Hy -El primero | tres meses la | eliminando la expresién del | complicado que el | na/ diente
HNEJ D190N destruye la | capa externa [ RHO. RHO exégeno no | Intravitrea
para expresion de la retina era | Al utilizar HNEJ para reparar en | se sobre exprese
repara del RHO. un 36% mas | vez de HDR se evita generar | volviendo a
r -El fina. nuevas mutaciones, y se puede | causar toxicidad.

Elimin segundo Las ondas B | utilizar en todo el ciclo celular Necesita un sitio
acién permite la en el ERG | Al usar 2ARNg se consigue un | PAM al que se
y expresion estaban “knockdown” del 90%, mientras | unan los ARNg, y
reemp de un preservadas. que con uno solo se consigue el | no hay en todas
lazo nuevo RHO 60%. las mutaciones.
al
administrar
un cDNA.
Solo 2021 Precl | p.Pro347Ser | Un AAV Mejora de la Es especifico para la variante de | Solo sirve para | Subretinia | Dependi
elimin inica con un viabilidad de estudio, por lo que se elimina en | esta mutacion. na. ente.
acién gran. las células, gran medida la posibilidad de
del mejora de las | generar mas mutaciones.
alelo amplitudes de | Con solo eliminar la expresién
mutad ondas en el del gen mutado aumenta la
o sin ERG. viabilidad de la célula un 50/60%.
danar
el
sano.
2 2022 Precl | P23H 2 AAV: En los ojos Tiene menos efectos sistémicos | No sirve para | Subretinia | Indepen
ARNg, inica | Modelo -El primero | tratados en que los ARNi que se expresan de | todas las | na. dientp.
y animal conlosdos | seismesesla |forma continua generando | mutaciones.
reemp humanizado | ARNg capa externa toxicidad. Las ventanas de
lazo -Segundo de la retina es actuacién son
con el viable, v la muy estrechas
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con ADNc respuesta en Al usar dos ARNg se evita la | debido a que no
cDNA resistente a | el ERG es el generacién de nuevas | hay sitios PAM.
los ARNg. 50% de lo mutaciones.
normal, en Minimo dura cuatro afios sus
ojos no efectos en la retina.
tratados no Al administralo en ratones de
hay sefial en cuatro a seis semanas en
el ERG. humanos es como administrarlo
en adultos jévenes.
Un 2022 Precl | Xenopus Un vector Retinas Se estudia si es mas efectivo [ NHEJ no se Subretinia | Indepen
gran, inica | Laevis AAV viables, reparar con HDR o NHEJ, el | puede usar en na diente
usa mejora primero resulta ineficiente. todas las
NHEJ amplitud Solo usa un gran, exponiendo | mutaciones ya
para ondas ayben | que una terapia mas compleja | que se necesitan
las ERG. teéricamente da resultados | secuencias PAM
repara mejores, pero las situaciones | especificas que
ciones reales no son perfectas, por lo | no existen en
que es mejor realizar una técnica | todas.
mas sencilla, aunque se obtenga
un resultado menor.
Muestra que el modelo animal
Xenopus Laevis es adecuado
para realizar estudios con terapia
génica.

ASO 2019 Fase | Modelo No precisa | Hasta un 40% | Las inyecciones intravitreas son | No se consigue Intravitrea | Dependi
12 animal P23H de menos costosas, y estan | un “knockdown” Inyeccion | ente
inicio “knockdown”, asociadas a menos | completo. es
en capa externa | complicaciones que las | La administracién | repetidas.

2019 de la retina | subretinianas. Buenos | es crénica.

18% mas fina,
y 181%
amplitud onda
A.

resultados en fases preclinicas
han iniciado fase 1/2.
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ARNi

Solo
un
vecto

AAV

2023

Precl
inica.
Inicié
fase
1/2
en
2020

Perro

Un vector
AAV

“knockdown”
del 97%,
mejora de la
capa externa
de la retina en
el ERG.

Se prevé que
la vision
mejorara
durante ocho
afos.

Se expresa un
118% el alelo
de reemplazo,
y un 31%
proteinas.
Aumento de
factores de
protecciéon de
la retina.

Preserva las capas de la retina.

Consigue un “knockdown” casi
completo.

Aun expresandose solo un 31%
las proteinas se consigue
preservar la capa externa de la
retina.

Las proteinas colo
se expresan un
31%.

Subretinia
na

Indepen
diente

Dos
vecto
res
AAV

Precl
inica

Raton

Dos
vectores
AAV

“knockdown”
del 68%,
mejora de la
capa externa
de la retina en
el ERG.

Se prevé que
la visién
mejorara
durante ocho
afos.

Se expresa un
31% el alelo
de reemplazo.

Mejora de la capa externa de la
retina, duracién de once afios.

“Knockdown” muy
reducido.
Complicaciones
severas en la
retina.

Subretinia
na

Indepen
diente

Mirtr
ones

2021

Precl
inica

Ratén

Un vector
AAV.

Disminuye la
degeneracion
de la retina.

Reduce la posibilidad de generar
nuevas mutaciones.

Menos eficiente
que otras
terapias.

Subretinia
na

Indepen
diente.
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Ribozimas 2007 Precl | Ratén RHO | AAV 2/5 Elimina 46% | Permite rescate bastones en | Se asocia a Dependi
inica | +/+ y RHO +/- ARN. Rescate | ONL. inflamacién de la ente.
Mutacién parcial retina, no
P23H bastones en consigue suprimir
ONL (capa el alelo mutado de
nuclear forma total.
externa), Con solo un 18%
mejora de gen que quede
amplitud ondas mutado se puede
B en ERG generar la
(electroretinog enfermedad.
rafia) pero Se necesita mas
empeoran con dosis para
el tiempo. eliminar el gen
mutado,
favoreciendo la
creacion de
nuevas
mutaciones.
Hidroxicloroquin | 2023 Fase | Estudio No precisa | Inhibe la | Disminuye la autofagocitosis de | No diferencia | Oral Dependi
a 12 preclinico autofagocitosis | los bastones reduciendo la | entre mutaciones, ente
previo en al eliminar el | degeneracion de los | se debe
ratones gen AGTS. fotorreceptores en la retina. administrar de
P23H forma crénica.
Meganucleasa 2021 Precl | Raton P23H AAV Expresion del | Mejora de las funciones de | No diferencia | Subretinia | Dependi
inica RHO reducida, | conos y bastones. entre mutaciones. na ente
mejora de
funcién de los
bastones y
preservacion
de los conos.
Factores de 2021 | Precl Ratén AAV Si se aplica | Diferencian entre el alelo mutado | Se deben | Subretinia [ Dependi
trascripcion inica | transgénico. antes de que | y el sano. administrar antes na ente
Mutacion se manifieste de que se
P347S la enfermedad manifieste la
se consigue enfermedad.

preservar las
capas de la
retina.
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Chaperones
farmacolégicos

2019

Precl
inica

Ratén
transgénico
Mutacién
T17M

No procede

Mejora de la
amplitud de las
ondas B vy
preservacion
de las A en el
ERG.
Mantiene la
estructura de
la retina.

Mejora de la amplitud de las
ondas en el ERG.

Via de administraciéon con menor
coste.

Depende en gran
medida del tipo de
mutacién, y las
condiciones
externas.

Oral

Dependi
ente
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5.3.4. Examinar el papel de la enfermeria en la administracion de las

terapias génicas

Las terapias génicas que se estan estudiando actualmente para curar o
paliar los sintomas de la RPAD son distintas, como se ha podido observar en la
tabla 9. Hay terapias que solo necesitaran una administracion y otras de deberan
aplicarse de forma repetida. En el primer caso encontramos las inyecciones
subretinianas, y en el segundo, tratamientos orales o las administraciones
intravitreas. (31)(23)(26)

Solo dos estudios se encuentran en fase 1/2. Es el caso de la terapia con
hidroxicloroquina, el cual se administrara de forma oral a los pacientes de forma
cronica y los ASOs, que se administran mediante inyecciones intravitreas
también cronicas. Las terapias con CRISPR también estan en etapas muy
avanzadas, pudiendo iniciar la fase 1/2 en poco tiempo, este tipo de tratamiento
al utilizar vectores virales como son los AAV o lentivirus necesitan ser
administradas de forma subrretiniana, este tipo de administracién cuenta con
mas complicaciones derivadas de la técnica. Se han dado casos de paso del
AAV al cerebro, por lo que necesitan mas estudios de seguridad. (23)(24)

En el caso de las terapias orales o intravitreas el papel de la enfermeria
es fundamental. En los ultimos afios se han publicado algunos articulos en
paises como Noruega o Singapour en los que se estudia que beneficios tanto
cualitativos como econdmicos pueden generar que las enfermeras sean las
encargadas de administrar las inyecciones intravitreas. (32)(33)

Tanto en los estudios en Singapour como en Noruega se expone que no
hay diferencias con el trato al paciente, obteniendo tanto el grupo de enfermeras
como de oftalmologos valoraciones muy altas por parte de los pacientes, en
referencia con el trato recibido y las explicaciones que se les ofrecieron. En la
figura 4 que se observa a continuacion se muestran las diferencias que ven los
pacientes entre que la medicacién la administre una enfermera o un oftalmdlogo,
valorando cuatro puntos del 0 al 5, siendo el 0 la minima puntuacion y el 5 la
maxima. Al 85% de los pacientes no les importaba que la administracion la
realizara una enfermera en lugar de un oftalmologo (34)(32)
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PACIENTE INTERPERSONAL COMPETENCIA

B ENFERMERA OOFTALMOLOGO

Figura 4. Diferencias observadas en la administracion intravitreas por parte de
enfermeras u oftalmdlogos. Elaboracion propia a través de los articulos (32)(34).

La principal diferencia es que al formar una enfermera para realizar esta
tarea en especifico se puede ofrecer mas tiempo al paciente en la consulta, y
reducir hasta veinte minutos el tiempo en la sala de espera. Asi mismo, en la
parte econdmica segun los analisis realizados, los hospitales se pueden llegar a
ahorrar cuatro millones de euros anuales, se reduce el precio de cada intravitrea
cinco euros, ya que la formacion de las enfermeras es mas barata y pueden
llegar a administrar en un afio un mayor numero de inyecciones intravitreas que
los oftalmologos, al dedicarse a esta funcion a tiempo completo. (34)(32)(35)(33)

Otras de las ventajas que favorece este cambio de paradigma es que los
oftalmblogos pueden dedicar el tiempo de las inyecciones intravitreas a
urgencias o tareas mas necesarias y que solo pueda ser realizadas por ellos, asi
misma palia en gran medida la falta de oftalmdlogos que se esta produciendo en
los hospitales. (34)

De igual forma al personal de enfermeria, esta oportunidad de formarse
en una nueva técnica y especializarse, les hace sentirse mas valoradas, asi
como generar un espiritu de equipo entre el grupo de enfermeras. (36)

Es fundamental tener en cuenta que estos estudios indican que siempre
debe haber un oftalmdlogo en el hospital que pueda responder las dudas de las
enfermeras y ayudarlas si se produce alguna complicacién que este fuera de sus
competencias.(32)(34)
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Aunque, que esta técnica la realicen las enfermeras, cuenta con
numerosas ventajas, es importante definir quién tendria la responsabilidad si
esta administracion ocurriera de forma incorrecta o se produjera alguna
complicacion. ¢ El oftalmdlogo al delegar la tarea, o la enfermera al realizar la
técnica?(32)(36)
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6. DISCUSION

El uso de terapias génicas para el tratamiento de enfermedades sin cura
ha logrado grandes avances en los ultimos afios. En 2018 la FDA aprobd en
Europa el primer tratamiento genético para la LCA. Esta terapia es mutacion
dependiente, (por lo que solo se puede usar en algunos casos de LCA) y se basa
en la administracion intravitrea o subretiniana de un AAV con CRISPR. (24)(29)

De igual forma en los ultimos afos se ha comercializado el primer
medicamento de este tipo para la RP asociada al gen X. Las terapias en este
tipo de enfermedades estan muy avanzadas debido a que la mutacion ocasiona
una pérdida de funcion, por lo que administrando al paciente una copia nueva
del alelo que pueda realizar la funcidn que falta se logra solucionar la
enfermedad. En el caso de las patologias autosdmicas dominantes como en el
caso de las mutaciones asociadas al gen RHO el enfoque se complica. Debido
a que la causa de la enfermedad es una sobreexpresion del gen/ ganancia de
funcion, se debe eliminar las copias mutadas evitando afectar al alelo sano, o
eliminar los dos cambiandolos por un ADNc que cumpla la funcién pérdida.
(24)(23)(18)(16)

Conseguir que se exprese de forma adecuada el gen, no volviendo a
ocasionar una ganancia de funcidén o sobre expresion es complicado, asi mismo,
la perspectiva de la terapia es distinta segun sea dependiente o independiente
de la mutacién. Cada planteamiento ofrece una serie de ventajas y
inconvenientes, en el primer caso para realizar un enfoque dependiente de la
mutacién, se deberia realizar un estudio clinico para cada mutacion, siendo estas
mas de 150 en el caso de las mutaciones asociadas en el gen RHO. Con las
terapias independientes, se consigue un tratamiento para todos los tipos de
mutacion, pero se pierde seguridad, ya que pueden generar mutaciones nuevas.
(18)(24)(28)

Segun los articulos estudiados la mayoria de las terapias mutacion
dependiente se han probado en la mutacion P23H, y T4R, es decir, en las
mutaciones de tipo B, al ser las mas prevalentes en Estados Unidos, dejando las
tipo A sin tratamiento aun siendo estas las mas severas en cuanto a clinica. Aun
utilizando las terapias independientes de la mutacion, hay algunos tipos que no
se podrian tratar, por ejemplo, en el caso de la terapia con CRISPR se necesita
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un PAM especifico que en algunas mutaciones no existe, o no es el adecuado
para que actue. (31)(23)(20)

En los ultimos afos se han desarrollado una serie de terapias cada una
con una serie de puntos a favor y en contra. Actualmente el uso de ASOs, y ARNi
se encuentran en fase 1/2, por lo que son las mas cercanas a la comercializacion.
Excepto los ASOs, todas usan como vectores AAV, por lo que deben ser
administradas de forma intravitrea o subrretiniana. La mayoria precisa por lo
menos un AAV ya que no cuentan con mucho almacenamiento. Se ha analizado
el uso de otros almacenamientos como los lentivirus, concluyendo que
ocasionan numerosas complicaciones y reacciones inflamatorias. El uso de
nanoparticulas como la magnetofeccion supone un horizonte por explorar, varios
articulos muestran que pueden ser la solucion al problema de espacio, evitando
asi mismo el tener que usar dos o mas AAV. Este cambio de vector puede
solucionar el problema visto en varios estudios, los cuales indican que los AAV
se pueden trasmitir al cerebro por via subretiniana.(19)(26)(18)

Entre las terapias mas avanzadas, la administracién de ASOs, supone
una buena eleccion debido a las mejoras en ondas A que produce, en contra, la
administracion de esta terapia es crénica pudiendo ocasionar inflamacion, y mas
costes al no ser una inyeccion unica. En el caso de los CRISPR y los ARNi la
administracidon  seria uUnica, pero subretiniana, pudiéndose causar
complicaciones derivadas de la técnica. (22)(24)(17)(25)

Las terapias con ASO son dependientes de la mutacion, en cambio los
ARNi y el tratamiento con CRIPSR es independiente. Los ASOs han mostrado
muy buenos resultados en modelos animales, usando solo un vector AAV,
consiguiendo el knockdown completo de los alelos y el reemplazo con un ADNc
obteniendo una expresiéon del 118%, pero solo un 31% de proteinas.

En referencia a los CRISPR los resultados en fase preclinica son
prometedores. En modelos animales ha llegado a conseguir un knockdown del
90% al usar dos ARNg, y muestra menos toxicidad celular que los ARNi al no
expresarse de forma continua. El principal problema de esta terapia es evitar la
creacion de mas mutaciones, para evitar esta complicacion algunos estudios
usan NHEJ en vez de HDR, que es menos especifico, y han realizado variantes
en la técnica para que sea mas especifica en la mutacidon que tenga el paciente.
(20)(21)(31)
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Las investigaciones que se encuentran en fase 1/2 son de administracion
oral, intravitrea o subretiniana, siendo las dos primeras cronicas. El papel del
personal de enfermeria es fundamental en la inoculacion de esta terapia ya que
numerosos estudios muestran que la delegacion de esta tarea puede reducir la
carga de trabajo de los oftalmdlogos, favorecer la autonomia de las enfermeras,
y aportar beneficios econdmicos al hospital que lo implemente. (32)(33)(35)

El ojo provee un lugar de estudio adecuado, debido a que es necesaria
menos dosis, no presenta efectos sistémicos en la mayoria de los casos, y es
mas facil de analizar con estudios como el OCT (Tomografia de Coherencia
Optica) o el ERG. Estas caracteristicas favorecen que sea un campo de estudio
adecuado y se abran las puertas de estas terapias a su futura administracion
sistémica. La RPAD, al igual que numerosas enfermedades que cursan con
herencia dominante, se pueden ver favorecidas por estas novedosas terapias.
(34)(31)

6.1. FORTALEZAS Y DEBILIDADES

Con este estudio se consigue unificar en un unico proyecto las principales
ventajas y desventajas de la terapia génica en la RPAD, asi como cuales son los
tratamientos mas avanzados y que han ofrecido mejores resultados en las fases
preclinicas. Asi mismo es de los pocos articulos que reconoce el potencial del
personal de enfermeria como encargado del seguimiento y administracion del
tratamiento a los pacientes. La principal debilidad es el coste econdmico de los
estudios, asi mismo la mayoria se centran en una mutacion concreta lo que
dificulta poder compararlos, ya que se utilizan diversos abordajes. De igual forma
en las bases de datos, los articulos sobre este tipo de terapia son escasos.

6.2. APLICACIONES A LA PRACTICA CLINICA
La terapia génica es un tratamiento prometedor para conseguir la cura de
la RPAD. Por lo menos tres estudios han iniciado fase 1/2 en el ultimo afo,

habiendo tenido previamente buenos resultados en las fases preclinicas. Asi

mismo, la enfermeria juega un papel importante, como personal encargado de
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la administracion de esta, asi como de los cuidados a este tipo de pacientes
durante su tratamiento y seguimiento.

La principal prueba que se realiza como seguimiento en la mayor parte de
estudios el la ERG y la OCT, pruebas realizadas por el personal de enfermeria
en muchos centros. De igual forma pruebas como el Multi Luminance Mobility
test (MLMT)(evalua la funcion visual mediante caminos con obstaculos que los
pacientes deben sortear con luz reducida) o el Full- Field light sensitivity
thereshold (FST)(se analiza la menor luz percibida por los pacientes) también
pueden ser llevadas a cabo por enfermeria a fin de permitir a los oftalmologos
realizar tareas mas urgentes, paliando en gran medida la falta de este profesional

en los centros.

6.3. FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

Junto con la terapia génica, el trasplante de retina o el uso de células
madre son las terapias en estudio mas proximas a alcanzar una cura para esta
patologia, por lo que seria interesante recabar la informacién de la literatura
cientifica sobre estos temas. El uso de terapia génica independiente de la
mutacién hace posible que estas mismas terapias como son los CRISPR puedan
ser usados en otras patologias autosomicas dominantes que provocan la
ganancia de funcion del gen, de igual forma cuando esta terapia se perfeccione,
numerosos articulos prevén que se pueda usar para otras enfermedades
sistémicas, siendo por lo tanto un objetivo interesante investigar si estas terapias
pueden ser finalmente destinadas a otras patologias y no solo a las oculares.

Igualmente, una futura linea de investigacion util seria analizar quién
ostentaria la responsabilidad de las administraciones intravitreas si se produjera
una complicacion. Asi mismo seria util exponer que tipo de formacion tendrian
las enfermeras, duracién, quiénes la impartirian y qué tipo de enfermeras la

podrian recibir.
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7. CONCLUSIONES

- La heterogeneidad en las mutaciones del gen RHO dificulta la realizacion
de experimentos preclinicos.

- En el gen RHO las mutaciones que se producen ocasionan ganancia de
funcién, por lo que no se pueden tratar administrando un gen no mutado
como en las mutaciones de pérdida de funcién.

- En los ultimos afios se han desarrollado mas de nueve terapias génicas
para tratar la RPAD.

- La terapia con ASOs, hidroxicloroquina y ARNi son las unicas que se
encuentran en fase 1/2, mostrando buenos resultados en fases
preclinicas.

- La seguridad de las terapias ha sido probada por numerosos articulos en
modelos animales.

- La realizacion de inyecciones intravitreas por parte de enfermeria no
supone una pérdida de eficacia del tratamiento ni complicaciones, en
cambio reduce los costes y permite al oftalmdélogo dedicarse a otras
tareas.

- Es papel de enfermeria la administracion de las terapias y el seguimiento
de los pacientes con pruebas como el OCT o ERG es fundamental.
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9. ANEXOS

ANEXO 1: extraccion de datos.

Tabla 3. Extraccion de datos de los articulos utilizados en la revision

TiTULO

AUTORES

ANO

TIPO

DESCRIPCION

RESULTADOS

course (27)

geénica

Binocular benefit | Chulbul M. | 2023 | Estudios En este proyecto se remplaza la proteina | Con la inyeccion del AAV se
following monocular | Ahmed, preclinico afectada del gen P23H RHO con un mRNA que | consigue una reduccion del 20% del
subretinal AAV | Michael T. experimental | codifica una proteina salvaje. RHO afectado en relacién con el ojo
injection in a mouse | Massengil et en animales Se utiliza unicamente una inyeccion subretiniana | izquierdo, en el que no se aplica.
model of autosomal | Al de AAV que expresa un shRNA que elimina el | El grosor de la ONL en los ojos no
dominant retinitis RHO humano mutado y un mRNA que impide la | inyectados se redujo un 40% en el
pigmentosa (19) unién del producto siRNA sin cambiar la | primer mes, y a los nueve no era
secuencia de aminoacidos. medible, mientras que en los ojos
Se realiza en ratones afectados por RPAD P23H | tratados el grosor se redujo un 50%
RHO. El experimento duré nueve meses. a los nueve meses.
La inyeccién se administra en los ojos derechos | Las respuestas de las neuronas
de los roedores, usando los izquierdos como | secundarias en el ERG fueron
control. significativamente mayores.
Reduce el ARNm de RHO humano,
tanto en los ratones P23H RHO
como en experimentos anteriores en
perros T4R y cultivos celulares por lo
que es independiente a la mutacion.
A review of recent | Eleftherios 2020 | Revision Analiza los tipos de genes y las mutaciones | Se analizaron ciento cinco articulos,
developments in | Loukovitis, sistematica causantes de los diversos tipos de retinitis | generando un resumen de las
retinitis pigmentosa | Stoimeni pigmentosa. Igualmente analiza la clinica, que | mutaciones en los genes que
genetics, its clinical | Anastasia et mutaciones son mas frecuentes en diversos | producen la enfermedad.
features, and natural | Al paises y como estos afectan a una futura terapia | El gen RHO es el mas frecuente en

la RPAD (un tercio de los casos)
siendo el defecto mas comun en el
p23H.
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Gene editing | Farhad 2022 | Estudio Compara tres estrategias de terapia génica | En la segunda técnica utilizada la
treatement strategies | Ghaseminejad, experimental basada en CRISPR en un modelo animal que no | amplitud de la onda A medida
for retinitis | Beatrice M. preclinico en | se suele utilizar, el Xenopus laevis. La primera | mediante electrorretinografia
pigmentosa Tam et Al animales técnica se basa en usar sgRNA para generar un | aumento, lo que confirmo mejora a
assessed in Xenopus (Xenopus indel en las zonas mutadas del alelo del gen | largo plazo en el grupo tratado con
Laevis carrying a Laevis) RHO, la segunda en utilizar un par de sgRNA | sg5, asi mismo en este grupo se
mutant Rhodopsin para inactivar el alelo mutante, por ultimo, la | observo una reduccion de |la
allele (21) tercera estrategia introduce un sgRNA con una | degeneracion de los bastones a
plantilla de restauracién de nucledtidos para | largo plazo.
reparar el alelo mutado. Cabe destacar que esta técnica
combinada con ssDNA para reparar
el alelo mutado supuso un aumento
de la prevencion en la degeneracion
de los conos.
Genetic treatement | Malena Daich | 2022 | Revisién Analiza los principales genes afectados que | El gen RHO es el que se ve afectad
for autosomal | Valera, Tassos sistematica producen la RPAD, asi mismo explora las | en mas del 25% de los casos de
dominant inherited | Georgiadis, terapias génicas usadas en los distintos tipos de | RPAD. Las terapias génicas usadas
retinal dystrophies: | Michel genes afectados, y los principales estudios que | son muy esperanzadoras, y son
approaches, Michaelides. se estan realizando actualmente en el mundo. variadas, desde el uso del CRISPR/
challenges, and Cas 9, o la inyeccién de sustancias
targeted genotypes. neuroprotectoras de forma
(23) intravitrea. La terapia para el gen
RHO es la mas avanzada, y cuenta
con mas de diez estudios que se
estan realizando actualmente entre
modelos animales y en fases uno y
dos de experimentos clinicos para
probar la seguridad, eficacia y
efectos adversos.
CRISPR DNA base | Maria 2022 | Revision Se examinan las diversas variantes de RHO que | Este proyecto muestra que se han
editing strategies for | Kaukonen, sistematica hay, y las editaciones que se suelen realizar en | analizado 259 variantes en algunas
treating retinitis | Michelle E. las principales terapias génicas para poder | bases mientras que en la base

pigmentosa caused
by mutations in
rhodopsin. (18).

McClements et
Al.

facilitar el trabajo a futuros experimentos clinicos
en animales, in vitro o en humanos.

Clinvar se encuentran 452 variantes
en las mutaciones en el gen RHO,
siendo en el 59% de ellas posible la
terapia génica mediante edicién. La
mayoritaria SNVs es la que se
encuentra en el 92% de los
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pacientes y es susceptible de la
terapia de edicion.

Aunque la terapia génica es
prometedora todavia hay desafios
que solucionar como la

disponibilidad de sitios PAM, la falta
de espacio en los AAV, o la
incidencia de aumento de
nucledtidos que pueden disminuir
los beneficios e incluso perjudicar al
paciente.

SRD005825 acts as a | Chulbul M. | 2019 | Estudios Analiza el uso de un analogo sintético de la retina | Favorecio la formacién de rodopsina
pharmacologic Ahmed, Brian preclinico (SRD005825) que puede evitar la degeneracion | y su paso a las células a través de la
chaperone of opsin | T. Dwyer et Al. experimental | de los conos y bastones favoreciendo que la | membrana.
and promotes en animales. rodopsina actie de una forma adecuada. La capa externa de la membrana
survival of (Ratones). sufrié un menor adelgazamiento con
photorreceptors in el tratamiento y las amplitudes de las
an animal model of ondas ay b en el electrorretinbgrama
autosomal dominant fueron mas amplias en los ratones
retinitis pigmentosa tratados.
(16)
CRISPR- based | Yi-Ting Tsai, | 2018 | Estudio Estudia como mediante la terapia génica | Este proyecto muestra que la ONL
genome surgery for | Wen- Hsuan preclinico utilizando CRISPR (con dos AVV) para eliminar | es 17/36% mas gruesa tras la terapia
the treatement of | WuetAl experimental | zonas mutadas, y cambiandolas con una | de delecibn y remplazo con dos
autosomal dominant en animales. expresion salvaje de proteina exdgena cDNA, | vectores AAV que solo la terapia de
retinitis pigmentosa (Ratones). para ello se emplean inyecciones subretinianas. | remplazo, tres meses después de
(17) Este proyecto se realiza en un modelo animal | aplicar las inyecciones.

con mutaciones humanas de la rodopsina,

concretamente la P23H, y la D190N en RHO.
Progress in gene | Raghavi 2019 | Revision Trata de unificar la literatura cientifica que hay | Analizando tres tipos de terapia
therapy for | Sudharsan, sistematica hasta 2019 basada en la terapia génica usada en | génica se llega a los siguientes
rhodopsin autosomal | William A. la RPAD asociada al gen RHO. resultados:
dominant retinitis | Beltran. - En terapia “knockdown” en

pigmentosa. (22)

2015 muestra eliminacion
del 50/70% del ARN
mutado, pero no muestra
beneficios en la capa de
fotorreceptores. En la
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terapia mas actual de 2018
la ONL se preserva incluso

8/10 semanas tras |la
inyeccién y exposicion de
luz.

- La segunda terapia
analizada fue Ila de

aumento, el trabajo mas
actual de 2015 muestra una
eliminacion del 75% del
ARN mutado, rescate visual

y del ERG.
- Por ultimo, la terapia con
CRISPR- Cas9 en 2018

muestra preservacion de la
ONL, ERG y OS tras 37
semanas después de la
inyeccién y exposicion con
luz continua.

Therapy in rhodopsin | Da Meng, Sara | 2020 | Revision Compara las diversas terapias génicas | La terapia con CRISPR es mutacion
mediated autosomal | D. Ragi et Al sistematica estudiadas en la actualidad para la RPAD | independiente por lo que se puede
dominant retinitis asociada a la mutacion en el gen RHO. Analiza | usar en todos los casos de RPAD.
pigmentosa (24) la terapia mutacion independiente y la | Este tratamiento, aunque tiene
dependiente, valorando la eficacia de ambas y su | numerosos beneficios al eliminar los
seguridad actual. dos alelos del RHO debe introducir
uno externo, teniendo en cuenta que
la expresion del RHO exégeno no
debe superar los niveles fisiologicos.
Actualmente hay un proyecto en
fase I/ll probando su eficacia y

seguridad.
CRISPR genome | Wen- Hsuan | 2022 | Estudio Valora la eficacia y seguridad de eliminar y | En los ojos inyectados con la terapia
surgery in a novel | Wu, Yi- Ting preclinico reemplazar, usando la estrategia dual de AAV. | seis meses después se mostro que
humanized model for | Tsai et Al. experimental Se quiere evaluar si este tipo de terapia mutacion | la ORL tenia seis a siete capas,
autosomal dominant en animales. independiente podria tras pasar la | mientras que los ojos con tratar
retinitis pigmentosa (Ratones). experimentacion animal, usarse en estudios en | tenian tres, de igual forma los ojos

(28)

humanos.

que recibieron el tratamiento
retuvieron el 50% de los receptores,
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mientras que en los ojos no tratados
no se podian llegar a medir.

El estudio muestra la eficacia y
seguridad en modelos animales, y
segun los autores y los resultados
mostrados pueden pasar a usarse
en experimentos con humanos sin la
necesidad de modificar el
tratamiento.

Mirtron- mediated | Harry 0. | 2021 | Estudio Utilizan mirtrons para eliminar las zonas mutadas | Muestra una disminucién en la
RNA knockdown/ | Orlans, preclinico y reemplazarlas, que permite especificidad con | degeneracion de los fotorreceptores,
replacement therapy | Michelle E. experimental las zonas mutadas a eliminar que otras terapias. | evitando la toxicidad que se puede
for the treatment of | McClements et en animales | Para ellos se utilizan AAV in vivo, demostrando | generar por la suplementacion
dominant retinitis | Al. (Ratones) efecto rescate en la retina de los animales del | externa de la rodopsina al usar un
pigmentosa. (29) estudio. promotor unico. Esta enfocado en el
uso humano con lo que se espera
que su efecto en experimentos con
humanos sea mayor.
Autosomal dominant | Alexander 2019 | Estudio Debido a que la progresion de la RPAD asociada | En el 70% de los pacientes se podia
retinitis pigmentosa | Sumaroka, retrospectivo | al gen RHO tipo b tiene una progresion lenta, | observar mediante una OCT una isla
due to class B | Artur V. observacional | resulta dificil poder saber si en un estudio clinico | que unia la degeneracion superior e
rhodopsin Cideciyan et con datos | en humanos los beneficios son por la terapia o | inferior, siendo mayor la primera,
mutations: an | Al trasversales y | por el propio desarrollo de la enfermedad. Con | pudiendo concluir que los estudios
objective = outcome longitudinales. | este estudio se busca poder analizar | tempranos de esta enfermedad
for future treatement correctamente los datos y saber a que pacientes | deben incluir a pacientes con una
trials (25) incluir en el estudio. extension  asimétrica de los
fotorreceptores y realizando un
seguimiento de dos afios.
Allele specific editing | Clarissa 2021 | Estudio En este estudio se enfoca la edicion de genes en | La variante mutada es causada por
ameiliorates Patrizi, Manel preclinico el dominio ¢ terminal de la rodopsina, lo ctal no | un cambio de C a T en el exén 5 del
dominant retinitis | Llado et Al experimental | se habia hecho antes. Emplean Cas 9 y una | RHO, se disefian dos ARNg, el
pigmentosa in a en animales variante de fidelidad con siete aminoacidos | primero elimina la zona mutada y el
trasgenic mouse (Ratones) combinado con ARNg para editar una variante en | segundo pone la nueva secuencia.
model (20) concreto, la c. 1039C>T que es la que lleva la | Se prueba que la edicion que

variante p. PRO347 ser. Usan la secuenciacion
de proxima generacion (NGS), igualmente usan
una inyeccion sub retiniana de AAV (se usa

realizan es especifica, sin realizar
casi variaciones en el WT. La
proteina mutada se redujo un 40%
sin afectar al WT.
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lentiviral) que lleva el WT, para reducir la
progresion de la enfermedad.

Con eliminar el 60% de la varainte ya
se conseguia una mejora de la
progresion de la patologia.

En los estudios en animales se
consguio la eliminacion del 20/60%
del c. 1039C>T.

En los modelos inyectados con
SpCas9 + gRNA1 mostraban mejor
contraccién pupilar y un incremento
en la amplitud de la onda B.

Estos hallazgos muestran que la
eliminacion del gen mutado de forma
selectiva puede disminuir la
degeneracion de los fotorreceptores.

Mutation
independent
rhodopsin gene
therapy by
knockdown and
replacement with a
single AAV vector
(31)

Artur V.
Cideciyan,
Raghavi
Sudharsan et
Al.

2018

Estudio
preclinico
experimental
en animales
(Perros)

En este estudio se identifica un shRNA que se
dirige especificamente al RHO humano
independientemente de la mutacién que le
afecta. Este shRNA se empaqueta junto un solo
vector recombinante que tiene funcion de
eliminar y reemplazar. Se utiliza para ello un
modelo canino

La WT del RHO se silencia con
shRNA 820 ya que fue la que mas
capacidad mostro en un estudio
realizado in vitro, tanto en el RHO
canino como humano.

Las zonas de mayor “knockdown”
del RHO se produjeron cerca de la
zona de inyeccién sub retiniana. La
concentracién usada para lograr los
maximos beneficios fue de 5x10 vg/
mL.

Para el remplazo se utilizo DNA 820
introducido en el mismo AAV que el
shRNA.

Al analizar la retina, se observo que
las zonas tratadas mantenian
nameros normales de
fotorreceptores,  igualmente la
expresion del RHO trasgénero, se
mantuvo semanas después de la
inyeccion.

Challenging safety
and efficacy of retinal

Elena Marroco,
Rosa Maritato
et Al.

2021

Estudio
preclinico
experimental

Investiga como un represor de la transcriptasa
(TR) DNA que actua de forma parecida al factor
natural de la transcriptasa (TFs) interfiere en los

Los bastones representan el 80% de
las células de la murina de la retina,
llegan a su maduracioén en el primer
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gene therapies by
retinogenesis (30)

en animales
(Ratones)

cambios de la enfermedad, analizando de igual
forma la seguridad de su administracion y como
puede cambiar el curso de la enfermedad aplicar
esta terapia antes de que se produzcan los
primeros sintomas.

dia postnatal de los ratones,
mientras que la expresion de la
rodopsina comienza en el dia cinco
postnatal.

Se administra de forma subrretiniana
un AAV8 que lleva un represor de la
transcripcion, ZF6-DB dentro de un
Citomegalovirus (CMV) en el cuarto
dia post natal.

En el trigésimo dia post natal se
analizador la respuesta a la luz de
las retinas sin mostrar diferencias
importantes.

Tras esto se estudio la diferencia
entre administrar la inyeccion en el
cuarto dia o en el catorce, y se
mostro que los ratones a los que se
les administro el cuarto dia
preservaban las respuestas de la
retina, se analizo igualmente el
grosor de la ERG, siendo mayor en
los animales inyectados el cuarto
dia.

TRs son capaces de discriminar y
unirse a la mutaciéon P347S,
respetando la RHO enddgena.

Efficient
delivery of VCP
siRNA via reverse
magnetofection in
RHO P23H rodent
retina explants (26)

ocular

Merve Sen,
marco Basseto
et Al.

2021

Estudio
preclinico
experimental
en explantes
de retina de
ratones.

Examina como el silenciamiento génico de la
proteina que contiene valosina (VCP) mediante
magnetofecciéon  (incluir  nucledtidos  en
nanoparticulas) en ratas P23H RHO puede
favorecer la proteccion de la retina, evitando la
muerte de los receptores.

Se llevan a cabo dos lineas de investigacion, en
una linea celular inmortalizada de
fotorreceptores en ratones y en una linea celular
inmortalizada del pigmento del epitelio de la
retina, tras estas dos lineas se administra la
inyeccién en la zona posterior de la RPE de
explantes.

Los complejos de VCP siRNA/MNP
son mas estables a 100nm.

In vitro en las lineas celulares de
ratas y humanos la administracion
de esta terapia mostro wuna
disminuciéon de la VCP, asi mismo
mantuvo la integridad de la capa
celular, confirmando que no induce
toxicidad.

En los explantes un iman se situa
encima del plato para favorecer que
la terapia llegue a las capas mas
profundas de la retina.
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Se usan 50nM de VCP siRNA/MNP.
En los explantes en los que se
inyecta este tratamiento se reduce la
VCP en las capas ONL, INL, asi
como en la GCL, un 63%, un 70%, y
un 60% respectivamente.

De igual forma, esta terapia no
supuso un aumento de la muerte
celular, al contrario, la redujo
respecto a los explantes sin tratar, o
tratados con transfeccion.
Analizando si se produce una
inflamacion por la terapia se
descubre que no solo no activa la
gliosis de la retina o la activacion
celular de la microglia, sino que la
reduce, asi como la inflamacién
potencial.

En los ratones sin tratar RHO P23H
la expresion del RHO es menor en la
OS, mientras que se acumula en la
ONL, silenciando la VCP se corrige
este fendbmeno, observandose un
reparto igualitario de la expresion del
RHO en los explantes tratados con
la terapia de magnetofeccion.

Task shifting

Intravitreal
injections
physicians
nurses:

of

from
to
a

Stine Bolme,
Dordi Austeng et
Al

2021

Estudio
cualitativo.

Se entrena a enfermeras desde el afio 2014 al
2018 en un hospital de tercer nivel de noruega
para administrar inyecciones intravitreas, tras esto
se les realizaron cuestionarios para analizar las
actuaciones, y como de satisfechas se sienten al
poder realizar esta tarea.

La mayoria de las enfermeras
tenian experiencia en oftalmologia
previa, y tras administrar varias
inyecciones intravitreas ya no lo
veian como un reto sino como una
rutina.
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qualitative
(36)

study

Refirieron un aumento de su
confianza y autoestima tras
aprender una nueva tarea.

Los pacientes también se
mostraron satisfechos del papel de
la enfermera como administradora
de las inyecciones intravitreas.
Con este estudio se muestra que
con diez dias de practica intensiva
es suficiente para certificar a las
enfermeras para administrar
intravitreas.

Cost consequences | Stine Bolme, | 2023 | Estudio Analiza el coste de que las inyecciones intravitreas | Los costes por inyeccién eran 5’5

of task- shifting | Dordi Austenf, et prospectivo las administre una enfermera en vez de un | euros mayores en la terapia

Intravitreal Al. observacional | oftalmdélogo. Observa este coste en un periodo de | administrada por médicos.

injections from seis afios, desde 2014-2021, realizando una | Se estima que en un afio el hospital

physicians to prediccién en los costes de 2022-2027. podria ahorrar 48.921 euros.

nurses in a tertiary El paso de esta tarea a las

hospital in Norway. enfermeras  permite  que el

(33) oftalmologo pueda estar libre para
la realizacion de otras funciones.

A model of clinical | Ryian 2018 | Estudio Explora la satisfaccion del paciente, la calidad del | No se muestran diferencias en

practice: a | Mohamed, cualitativo. trato recibido, en la administracion de terapia | cuanto a la satisfaccion de los

randomised clinical | Dhannie intravitrea por parte de enfermeria en comparacion | pacientes entre ser inyectados por

study evaluating | Ramcharan et con la administracion por oftalmélogos. la enfermera o por le médico.

patient satisfaction | Al.

of nurse-led vs

consultant- led

Intravitreal injection

(35)

Design, Alvin Wei Teo, | 2020 | Estudio Evalla la satisfaccion de los pacientes y los costes | La satisfaccion de los pacientes, el

implementation, Tyler Hyungtaek observacional | comparando la terapia intravitrea administrada por | trato interpersonal, la competencia

and evaluation of a | Rim et Al. retrospectivo | enfermeras vs por médicos. y el tiempo utilizado fue mayor en el

nurse-led corte grupo inyectado por enfermeras.

Intravitreal injection trasversal Siete millones y medio de euros se

programme for
retinal diseases in
Singapore (34)

pueden ahorrar anualmente en
Singapur incluyendo a las
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enfermeras como administradoras
de inyecciones intravitreas.

Task shifting of

intraocular

injections from
physicians to
nurses: a

randomized single-
masked
noninferiority study
(32)

Stine Bolme,
Tora Sund
Morken et Al.

2020

Ensayo

aleatorizado

con
simple.

ciego

Observar si la administracion de inyecciones
intravitreas puede dar los mismos resultados que
administrado por oftalmélogos.

Fueron tratados 342 pacientes, 175
por enfermeras y 167 por médicos.
La eficacia del tratamiento fue la
misma.

42



ANEXO 2: evaluacion de calidad por CASPe.

Tabla 4. Evaluacion de la calidad de los estudios cualitativos mediante las guias Caspe.

AUTOR Y ANO Stine Bolme, Dordi Austeng et Al. Ryian Mohamed, Dhannie Ramcharan et Al. Alvin Wei Teo, Tyler
2021 (32) 2018 (34) Hyungtaek Rim et Al.

(2020) (36)

¢ Se definieron de forma clara los 1 1 1
objetivos?

¢Es congruente la metodologia 1 1 1
cualitativa?

¢El método de investigacion es

el adecuado para alcanzar los 1 1 1
objetivos?

¢La estrategia de seleccion de
los participantes es congruente
con la pregunta de investigacion 1 1 1
y el método utilizado?

¢Las técnicas de recogida de
datos son congruentes con la
pregunta de investigacion y el 1 1 1
método utilizado?

¢ Se ha reflexionado sobre la

relacion entre el investigador y el 1 1 1
objeto de investigacién?

¢Fue el analisis de datos lo 1 1 1
suficientemente riguroso?

¢Es clara la exposicion de los 1 1 1

resultados?
¢ Son aplicables los resultados
de la investigacion? 1 1 1

TOTAL 9 9 °
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Tabla 5. Evaluacion de la calidad de los estudios experimentales mediante las guias Caspe.

AUTORES Y ANO

¢ Se orienta el
ensayo a una
pregunta definida?

Chulbul M.
Ahmed,
Michael T.
Massengil
et Al.

(2023) (16)

Farhad
Ghasemin
ejad,
Beatrice
M. Tam et
Al (2022)
(18)

Chulbul M.
Ahmed,
Brian T.
Dwyer et Al
(2019)

(21)

Yi-Ting
Tsai,
Wen-
Hsuan Ting
Wu et Al. Tsai et
(2018) Al.
(22) (2022)
(25)

Wen-
Hsuan
Wu, Yi-

Harry O. Clarissa
Orlans, Patrizi,
Michelle Manel

E. Llado et
McCleme Al. (2021)
nts et Al.
(2021) (28)

(26)

Artur V.
Cideciyan
, Raghavi
Sudharsa
n et Al.
(2018)
(29)

Merve Sen,
marco
Basseto et
Al. (2021)
(31)

Elena
Marroco,
Rosa
Maritato
et Al
(2021)
(30)

¢Fue aleatoria la
asignacion de los
animales a los
tratamientos?

¢Fueron
adecuadamente
considerados todos
los sujetos del
estudio?

¢Los beneficios
superan los costes
y riesgos?

¢ Se tuvieron en
cuenta todos los
resultados?

¢Es muy grande el
efecto del
tratamiento?

¢Los grupos fueron
tratados de igual
modo?
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¢Al comienzo del
ensayo los grupos 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
eran similares?

¢Pueden aplicarse
los resultados? 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

AUTORES Y ANO Alexander Sumaroka, Artur Stine Bolme, Dordi Austenf, et Stine Bolme, Tora Sund Morken
V. Cideciyan et Al. (2019) (27) Al. (2023) et Al. (2020)
(33) (35)

¢El estudio se centra en un tema 1 1 1

claramente definido?

¢El resultado se midié de forma precisa, 1 1 1

evitando sesgos?

¢El seguimiento de los sujetos fue 1 1 1

suficientemente largo y completo?

¢ Son precisos los resultados? 1 1 1

¢&Son creibles los resultados? 1 1 1

¢Coinciden los resultados con otra 1 1 1

evidencia disponible?

¢ Se pueden aplicar los resultados? 1 1 1

¢La cohorte se recluté de forma adecuada? 1 1 1

¢ Cambiaria esto tu decision clinica? 1 1 1
[tfotAL 00000 ] 9 9 9
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Tabla 7. Evaluacion de la calidad de las revisiones mediante las guias Caspe.

AUTORES Y ANO Eleftherios Malena Daich Maria Kaukonen, Raghavi Da Meng, Sara D. Ragi
Loukovitis, Valera, Tassos Michelle E. Sudharsan, William et Al. (2020)
Stoimeni Anastasia Georgiadis, Michel = McClements et A. Beltran. (2019) (24)

et Al. (2020) (17) Michaelides (2022)  Al. (2022) (23)
(19) (20)

¢ Se hizo la revision sobre un

tema claramente definido? 1 1 1 1 1
¢Buscaron los autores el tipo de

articulos adecuados? 1 1 1 1 1
¢Crees que estaban incluidos

los estudios importantes y 1 1 1 1 1

pertinentes?

¢Crees que los autores de la
revision han hecho suficiente 0 0 0 0 0
esfuerzo para valorar la calidad
de los estudios incluidos?

¢&Son claros los resultados de la 1 1 1 1 1
revision?

¢Son precisos los resultados? 1 1 1 1 1
¢ Se pueden aplicar los

resultados en tu medio? 1 1 1 1 1
¢ Se han considerado todos los 1 1 1 1 1

resultados importantes?
¢Los beneficios merecen la pena
frente a los perjuicios y costes? 1 1 1 1 1
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