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En un trabajo anterior se presentd una vision
global de las numerosas mutaciones que
producidas tanto en las proteinas directamente
implicadas en el ciclo visual, como en las
enzimas que contribuyen a la recuperacién del
retinal o que actian como factores de
transcripcién o bien comao proteinas
estructurales, tienen como efecto comin una
de las muchas manifestaciones del grupo de
enfermedades degenerativas de la retina
conocidas como retinosis pigmentaria.
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En este segundo trabajo se describiran las
mutaciones y los efectos que producen en las
proteinas implicadas estrictamente en [a
cascada visual o procesos bioquimicos de la
fototransduccion. ‘Estas proteinas son: La
opsina o porcion proteica de la rodopsina. gue
fue descrita con detalle en el primer articulo
de la serie (Ramon et al, 2002); las
subunidades « y B de la fosfodiesterasa PDEG; la
arrestina; la proteina tunel o canal dependiente
de GMPc, la PRKCG, proteina perteneciente a la
familia de proteinas quinasa C.

Arrestina

Las proteinas gue forman parte de la familia
de las arrestinas son responsables de la
regulacion de los receptores acoplados a
proteina G y se localizan en diferentes tejidos
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del organismo, por ejemplo: la f-arrestina que
es reguladora del receptor p,-adrenérgico. A la
arrestina asociada al mecanismo visual se la
denomina S-antigeno, es la segunda proteina
soluble con mas presencia en el segmento
externo de |os bastones y tiene un peso
molecular de 48Kda. Se la ha localizado
también en las células del epitelio pigmentario
de la retina (EPR) (Nicolas et al, 200Q) y
consta de 404 aminocacidos.

Cada molécula esta formada por dos
dominios, denominados N y C cada uno de los
cuales estructurado por un conjunto de 7
hojas-p agrupadas en grupos de 3 y 4. Fl
dominio N presenta una helice-a. mientras que
el dominio C presenta dos hélices 3, cortas.
Estas dos cortas hélices se sitdan en la interfase
de los dos dominios (fig 1).

Fig. 1. Arrestina visual que esta constituida principal
mente por la estructura secundaria B-sheet (en rojo)

vy presenta una helix-a. {en azul). Seqdn la disposicién
de la figura el extremo carboxilo (C-terminall se
encuentra en la parte superior mientras gue el extremo
amino (N-terminal) se encuentra en la parte inferior.
Los aminoacidos marcados con el modelo ball and stick
(Lys 2, Lys 15. Arg 18. Arg 56, Arg 66, Arg 80, Lys
150, Lys 163. Lys 166, Arg 171. Arg 175) posiblemen-
te son los que estan relacionados en fa union con ef
extremo C-terminal fosforilada de la rodopsina activada
(Hirsch, 1999).
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La arrestina se encuentra en forma
monomeérica (una séla molécula) y dimeérica
(complejo de dos moléculas). La responsable
de regular a la rodopsina uniéndose a su
extremo carboxilo terminal (C-terminal)
cuando esta fosforilado es la forma
monomeérica (Hirsch et al, 1999). Una vez
activada se asociara a los bucles 1, 2y 3
intracitoplasinaticos.

A partir de determinados experimentos se ha
observado que hay aminoacidos que ejercen
una importante funcion en la proteina. Estos
son arginina 171, arginina 175 y arginina 176
en el caso de la arrestina bovina. (cargados
positivamente) en la que se ha visto que tienen
importancia en la interaccion con los fosfatos
de la rodopsina (cargados negativamente).
Estos aminoacidos forman una cavidad que
permitird a la proteina unirse al extremo C-
terminal de la rodopsina, que estara
fosforilade (fig 2). Cuando la arrestina se
encuentra inactiva esta cavidad es ocupada por
su propio extremo C-terminal actuando de
autoregulador.

Fig. 2. Posible coordinacian entre la arrestina (molécula
en rojo) v la metarrodopsina Il (modelo tecrico en azul).
La union se realiza en la parte intracelular tal y como se
puede observar (Hirsch 1999)

Las mutaciones en la arrestina conllevarian el
funcionamiento ininterrumpido de la cascada
fototransductora provocando degeneracion de
la retina por agotamiento metabdlico. ya que
la rodopsina estaria constantemente activa. Las
mutaciones que pueden afectar a la arrestina y
que pueden desencadenar la retinitis
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pigmentasa son poco conocidas. Se ha descrito
una delecién de una adenina en la posicién
1147 del gen que desencadena la retinosis
pigmentaria autosomica recesiva y la
enfermedad de Oguchi simultaneamente
(Nakagawa et al, 1998). El triplete constituido
por esta base, AAC, provoca un salto en la
pauta de lectura que afecta el extremo C-
terminal, importante en la autorregulacion de la
arrestina (www.retina-international.org 1999).

Mutaciones en las subunidades o
y P de la fosfodiesterasa-6 (PDE6)

La fosfodiesterasa (PDE) es un enzima
responsable de hidrolizar enlaces éster en los
gue se encuentra involucrado un fosfato. La
PDE 6 es la PDE que se encuentra en la retina
y su funcion es la de catalizar la reaccién ¢cGMP
a GMP provocanda el cierre de los canales de
Ca'*/Na- dependientes de este nucledtido
presentes en la membrana de los segmentos
externos de los bastones (ROS). Como
consecuencia, se produce una
hiperpolarizacion de la membrana externa en
los fotorreceptores. qgue conlleva una
disminucion o un cese (si el estimulo luminoso
es maximo) del neurotransmisar que recibe la
siguiente neurona de la via visual {Molday.
1998).

La PDE6 consta de dos subunidades o y B,
que son indispensables para el funcionamiento
del enzima y dos subunidades v que actiian de
inhibidoras de la actividad (Delerre et al,
1988). La subunidad « consta de 859
aminoacidos, la p de 853 y las dos v de 150
cada una. El peso molecular es de alrededor
de 90 KDa las subunidades a y 3, v de
alrededor 10 KDa cada una de las dos

subunidades v (Artemyev et al, 1996).

Se han encontrado tres mutaciones en PDE«
(Huang et al. 1995). Los pacientes con este
tipo de mutaciones en su PDE manifiestan
ARRP. Estas mutaciones son Ser-344-Arg, Trp-
S61-Ter y Tyr-583-Terminal. Las mutaciones
encontradas se basan en cambios puntuales de
nucleétidos, que farma una proteina truncada,
deleciones e inserciones, que provocan
pérdidas en la pauta de lectura, las cuales
alteran la funcion catalitica de la proteina.
Concretamente en el caso de la mutacion Ser-
144-Arg, se sabe que la serina es un
aminoacido altamente conservado en esta
posicion {Huang et al, 1995), es decir que se
encuentra en la misma posicion en PDEa de
diferentes especies, y en consecuencia realiza
una funcion muy importante, por lo tanto
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cualquier cambio en este punto es drastico
para la proteina. Por otra parte es necesario
mencionar que el cambio que se realiza es de
un aminoacido sin carga por uno que se
encuentra cargado positivamente provocando
la formacion de una proteina mas inestable.

Respecto a la subunidad B, ha sido mayor el
numero de mutaciones encontradas en
enfermos de RP. Las mutaciones que
desencadenan la ADRP son Glu-166-Lys donde
se produce un cambio de carga, Tyr-212-His y
Leu-228-His, insercion de 22 pares de bases
en el intron 5 que provocan la creacion de un
lugar de “splicing” del ARN mensajero.
Juntamente con la Leu228His se manifiesta el
cambio de base en el intrdn 4 provocando un
lugar de "splicing” (*glosario) de ARN
mensajero (Cac et al, 1996). Saon raras las
mutaciones dominantes en esta subunidad
(www.retina-internacional.org, 1999)

Las mutaciones que desencadenan la ARRP
son aun mas numerosas. En la posicién 74 se
pueden observar cambios tales como Arg-74-
Cys y la insercion de una citidina que provoca
un salto en la pauta de lectura. Otras
mutaciones que provocan cambias de
aminoacidos son: Tyr-219-His, Leu-228-His,
ésta Gltima también causante de ADRP (Tiller et
al. 1994), Arg-552-Gln y Asp-600-Asn que
provaca la eliminacion de una carga positiva y
negativa respectivamente: Leu-527-Pra que
debido a las caracteristicas de la prolina provoca
un giro en esta parte de la proteina; His-557-
Tyr, Gly-576-Asp en la que se introduce una
carga negativa y una cadena lateral mas
voluminosa aumentando la inestabilidad
creada; Leu-699-Arg, que anade carga positiva,
lle-535-Asn (Saga et al. 1998) v Leu-854-Val.
Tambien pueden encontrarse mutaciones tipo
Cys-270-Ter dando a lugar una proteina
truncada al igual que las mutaciones GIn-298-
Ter (MclLaughlin et.al, 1995), Arg-S31-Ter y
Lys-706-Ter. Algunas mutaciones gue no
afectan de manera directa a los aminoacidos,
serian las presentes en el codén 240 el cual se
encuentra duplicado y presenta la insercion de
siete pares de bases provocando la
consecuente pérdida de la pauta de lectura
(Bayes el al, 1995), asi como las mutaciones
puntuales en los intrones 2 y 18 qgue crean un
lugar de “splicing”; también la delecion de una
base en las posiciones 1488 y 1585
correspondientes a la Pro-496 e His-620
respectivamente. Todas éstas provocan
cambios en la pauta de lectura, dando lugar
una proteina truncada.

Respecto a la subunidad B no se han
encontrado hasta el momento mutaciones gue
desencadenen RP pero se ha observado que
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interacciona con RPCR (Proteina Reguladora de
la actividad GTPasica). de la que se han
observado mutaciones relacionadas con la RP
(Linari et al, 1999).

Canal dependiente de GMPc

La funcion del canal dependiente de
guanosin-mano-fosfato ciclico (GMPc) es la de
transportar al interior de la ¢élula
fotorreceptora Na=/Ca*? mediante el consumo
de GMPc. Cuando la rodopsina es iluminada
activa a la transducina que a su vez
interacciona con la PDE responsable de la
reaccion en la que el GMPc es degradado a
GMP. Por lo tanto, después de esta cadena de
activacion y inactivacion de proteinas
disminuye la concentracion intracelular de
GMPc y como consecuencia la de Na=/Ca**
(ver esquema de la cascada visual en el articulo
anterior). El proceso acabara con la
hiperpolarizacion de la membrana plasmatica
del fotorreceptor transmitiéndose de este
modo la senal nerviosa. Se trata de una
proteina heteroligomérica presente
exclusivamente en la membrana plasmatica
(Cook, 1989) y constituida por tres
subunidades denominadas «, By v. De e y B
se sabe que presentan un extremo N y C
terminal. seis fragmentos transmembrana que
debido a su estructura forman un poro (fig. 3).
El peso molecular de « es de 63KDa mientras
que la subunidad B forma parte de un
complejo proteico de 240 Kda (Chen el al,
1994). Respecto la subunidad | tiene un peso
molecular en torne los 32 KDa y consta de
299 aminoacidos (Ardell et al, 1995).

En cuanto a las mutaciones presentes en el
canal que pueden desarrallar RP se han
encontrado en la subunidad « (Dryja et al,
1995). Estas son las Glu-76-Ter, Lys-139-Ter,
Ser-336-Phe y la delecion de una base en la
Arg-654 provocando pérdidas en la pauta de
lectura. En estos cuatro casos se manifiesta la
ARRP. Los autores del trabajo proponen que
estas mutaciones dan a lugar proteinas
truncadas sin fragmentos transmembrana o
hien sin un poro formado, eliminando la
funcion de la proteina. También asocian estas
mutaciones, en cancreto la delecidn en Arg654
y Ser336Phe, a la degeneracion de los
bastones debido a la acumulacion de estos
receptores en el interior impidiendo el
funcionamiento normal de otras vias
metabdlicas de la célula. El por qué quedan
retenidas aun esté por saber. En cualquier caso
se provoca la inactivacion del receptor que
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Fig. 3. Esquema de fa proteina tinel o canal de Ca*'/
Na= dependliente de GMPc. Se puede observar la
distribucion de las subunidades o y [} que permite la
formacion del poro interno que permitira el transporte
de fones a través de la membrana, En esta figura no se
representa la subunidad +y (Molday, 1998).

seria un similar al comportamiente derivado
de la activacion de la rodopsina (en la que
disminuye la presencia de cGMP en el
citoplasma). Pero aun falta por determinar el
mecanismo molecular de esta degeneracion).

Respecto a las subunidades By v aun no se
ha localizado ninguna mutacion que
desencadene la RP

PRKCG

La PRKCG es un proteina codificada por un
gen de 18 exones, ampliamente transcrito en
la retina y perteneciente a la familia de genes
que codifican para proteinas de la familia de la
proteina quinasa C y el cual se ha clasificado
como miembro de los genes RP11 (el mayor
focus de adRP).

Se ha detectado (Al-Maghtheh et al. 1998)
un cambio de base gue provoca la mutacion
Arg-659-Ser que afecta a uno de los dominios
cataliticos de la proteina, concretamente el 4.
Este cambio de aminoacidos provoca la
eliminacién de la carga positiva de la arginina,
que es un residuo muy conservado en
diferentes especies. La proteina resultante es
poco estable y puede afectar a su funcion que
si bien no se conoce con exactitud parece estar

817



relacionada en la inactivacion de la rodopsina.
El fenotipo de los enfermos de RP es de tipo
“bimodal”, es decir. que se han detectado
personas que manifiestan los primeros estadios
de la enfermedad y otros que no se distinguen
respecto el individuo sano.

Terapias

Se desconocen terapias efectivas que
erradiguen la enfermedad. Los tratamientos
que se utilizan son basicamente la ingestion de
vitamina A (controlando la dosis para evitar su
toxicidad). Se hicieron estudios a partir de
retinas trasplantadas de cadaveres (Kaplan et al,
1697) en el que se obtuvieron resultados
positivos sobre la inmunodeficiencia, ya que era
uno de los problemas mas importantes en este
tipo de operaciones. Posteriormente se
efectuaron experimentos sobre mutaciones
recesivas basados en terapia génica en los que
se queria introducir genes antiapoptéticos (para
impedir la muerte celular) (Bennet et al, 1998),
entre otros. [n el caso de las RP dominantes, se
han realizado experimentos con ribozimas sabre
animales transgénicos, pequenas moléculas de
RNA que tienen capacidad para digerir ARN en
unas secuencias especificas (La Vail et al, 2000),
en los que han obtenido resultados
satisfactorios. Actualmente se estan estudiando
las repercusiones e inconvenientes que se
pueden derivar de estos tratamientos.

Conclusiones

En este trabajo se ha intentado resumir de
forma concreta las mutaciones presentes en las
proteinas que actllan en las reacciones para
transformar la energia luminosa en energia
electroguimica. Es importante destacar la
ausencia de la transducina en esta lista, siendo
uno de los puntos importantes en la
transduccion de la senal. Existen sin embargo
otras retinopatias debidas a mutaciones en
esta proteina, como el caso de la variante
“Nougaret” de la ceguera nocturna estacionaria
congénita (Dryja et al. 1996), en la gue la
mutacion se presenta en la subunidad «.

fal y como se ha comentado anteriormente
la RP es una enfermedad muy heterogénea
que puede manifestarse a partir de diferentes
mutaciones en la misma proteina y también en
diversas proteinas. Hay una gran diversidad de
mutaciones gue pueden originar RP (Farrar et
al, 2002). Esto permite discernir sobre las vias
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principales en las que la enfermedad puede
llegar a desarrollarse pero a su vez complica
aun mas las posibles terapias.

Glosario

i. Los aminoacidos se presentan siguiendo el codigo de
3 letras que sigue a continuacion:

- Alanina: Ala

- Arginina: Arg

- Asparragina: Asn

- Aspartato: Asp

- Cisteina: Cys

- Fenilalanima : Phe

- Glicina: Cly

- Clutamico: Glu

- Clutamina: Gln

- Histidina: His

- Isoleucina: lle

- Leucina: Leu

- Lisina: Lys
Metionina:Met

- Prolina : Pro

- Serina : Ser

- Tiresina: Tyr

- Treonina : Thr

- Triptofano: Trp

- Valina: Val

Para nombrar una mutacion puntual se seguira la
nomenclatura aminoacido original-n® que ocupa en la
estructura primariz-aminoacide cambiado. Por ejemplo:

Serl44Arg

2. En el texto también se mencionan determinadaos
conceptos genéticos o bioquimicos que se definiran a
continuacion: o

- Aminaécido conservativo: Aminoacido presente en la
misma posicion en diferentes proteinas homologas. Esta
posicion ne hace referencia al namero del aminoacido
que ocupa en la proteina sino a la posicion en el
espacio.

Intrén: Es la parte del ARN gue no se traduce a
proteina.

- Exon: Es la parte del ARN que traduce a proteina.

- "Splicing”: Es el proceso que se realiza en la
maduracion del pre-MRNA para transformarse a RNA
maduro, que es el que sera traducido a proteina. Fl pre-
RNAmensajera (pre-RNAm) esta constituido por exones
y intrones, Durante el proceso de maduracion a RNAm
maduro se cortan los intrones para peder unirse los
exones entre si. Este proceso de “Splicing” vulgarmente
se llamaria proceso de “corte y pega”.

- Fenotipo: Manifestacion fisica de los caracteres
codificados a partir de un gen,
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- Transcripcion: Procesa de sintesis de un fragmento de
RNA a partir de una secuencia de DNA (gen) para
producir una proteina.

- Traduccion: Proceso de sintesis de una proteina a partir
de una cadena de RNA.
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