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) . &NTECEDENTES CIENTIFICOS

i’ Degeneracién Marginal del Joven

“La. - Degeneracion Marginal del Joven (DMJ? es una’
‘desinseﬁcibn de la retina a nivel de la Ora Serrata. éste tipo

‘de desprendimiento de retina asociado con diAdlisis, compromete
aproximadamente 10% de todos los desprendimientos de retina
(DR)>. R

Estas DMJ varlan en cuanto a tamafo y pueden ser una o
varias., Como una regla, estas DMJ ocurren en gente Jjoven
emétrope, situadas generalmente en cuadrante inferotemporal.. .

Ge piensa que existen ciertos factores anatbmitos"que
predispondirian a la localizacién temporal como: en la Ora
Berrata es la parte mas delgada de la retina, es la Qltima
parte en desarrollarse, 1la base del vitreo se encuentra
fuertemente adherida a la extrema periféria de 1a retina, todo
esto puede contribuir a 1la mayor predisposicidn de este
cuadrante, pero tambi@n existe cierta relacidn gendtica, ain
no determinada. <1)

Se han realizado varios estudios al respecto, en‘donde se
ha encontrado mayor prevalencia entre Jjudios, donde ocurre
hasta 10 veces mas frecueﬁte en esa raza, asil como es raro
entre la raza negra. 2>

La incidencia de DR entre los indios amercanos es de 1 en
12,000, en donde se encontrd que el 78% de todos los DR eran

causados por DMI y de @stos, el 73% no tenlan antecedentes de

trauma ocular. (3)
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Se han ewncontrado -en gemelos identicos, apoyandq
gﬁeva%ente que el factor genético Jjmega un rol  en ~ algunos
‘:éa;os>de DMJ. v
Esta enfermedad es mas frecuente en hombres en "un Si%,
_oﬁurre mas en el oajo izquierdo ew un 5&% y en el 4% se
encuentran stuadas en la regidn temporal inferior, sdlo un 4%
son bhilaterales y un 11% se asocia a miopia. (d4)

Entendiendo esto, trataremos de investigar la relacidn

- existente entre el gen Rb y la DMJ, ya gue amhas tienen su
.defecto en el neuroepitelio.

El gen Rb es el tumor maligno intraocular mas frequgnté
en niffos, varia su frecuencia de 14,000 a 34,000 nacidos
vivos, ocurre en ambos ojos en 25 a 30%, aproximadamente el 6%
de los pacientes con retinoblastoma, tienen wuna bhistoria
familiar de 1a enfermedad. El patrdn de trasmisidén en los
‘casos hereditarios, es autosdmico dominante, con penetrancia
incompleta que se estima entre 60 a 95% de los casos heredados
y de #stos, hasta un 75% tienen tumov kilateral.

Una anomalia cromosémica ta side demostrada en
aproximadamente 9% de los pacientes con retinoklastoma,
usualmente la anormalidad envuelve una delecidon del brazo

largo del cromosoma 13g banda 4. &)

El término retinoblastoma fue adoptado por la Sociedad
Americana OQftalmologica en 1926, Grinfeer afirmd que 1la
presencia de rosetas era indicativo de un origen primitivo de
conos y bhastones y se retuvo el término de neurcepitelioma

para tumores con esas caracteristicas, ahora se sabe gue el
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retinblastoma tiene un origen neuroﬁai * glial. (7; é)

flue las ceélulas del retinbblastoma carazcan de. material
gendtico en el brazo largo del cromobsoma 13, sugiere que la
pérdida de un gen especifico de este segmento cromosomico,
contribuye a 1la formacion del tumor, el gen particular se
denomina Rb.

En  afos recientes, Knuson -explica su teoria de 2
mutaciones, tratando de comprender las bases genéticas del
retinohlastoma vy @&sta explica que la inactivacion de las dos
copias del gen Rb pueden ser por delecidn o por mutacion - del
ADN.  La mayoria d4e las mutaciones de la linea germinal gue
conducen a retinobhlastomas familiares, se producen durante la
espermatogénesis, y en la mayoria de éstas y de los tumores,

el brazo cromosdmico gque lleva la copia intacta primitiva del

‘. gen, es desechado y reemplazado por una copia duplicada de la

copia ya mutante. El resultado es que la célula tumoral lleva
2 copias idénticas y mutantes del gen Rb.

Mediante el estudio de marcadores cromosomicos
diseminados al azar por el genoma, se pueden detectar algunos
que tienen diferente configuracién heterocigotica en el tejido
normal, pero que se reducen a una condicion homocigdtica en el
genoma de la celula tumoral, este tipo de marcadores
cromosdémicos son secuencias de ADN elegidas al azar cow
significancia bioldgica variable en el conjunto gendtico
humano y consecuencia probahle de heterocigocidad del ADN de

la mayoria de los sujetos.
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La perdida repetida de la condicién heterocigotica de una’
c particiular marca bioldgica andnima, observada en un grupo de
' mﬁeutras de ADN tumowral, sugiere la presencia de  un gen
supresor  tumoral intimamente ligado, cuya pérdida condiciona
la progresiadn del tumor (¥, 10).  En base a lo anterior, este
estudio propone el andlisis a nivel molecular de las posibles
alteraciones del gen Rh en pacientes con DMJ.

El método para el analisis de los acidos wnucleicos vy
aislamiento, sera en base al método descrito por Maniatis y el
analisis tipo Southern. Se estudiaran muestras de sahgre
periférica de personas con DMJ, asl como un grupo control de
personas sanas. Se tratard de establecer: 1) Correlacion entre
estado gendtico del Rbh en muestras de pacientes conm DMI y sus
respectivas muestras de sangre periférica, vy 2) Correlacion

entre alteraciones gendticas y enfermedad.
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MATERIAL Y METODOS
ée‘ identificaron a todos los pacientes ‘con DHJ, que
»‘a:udiernﬁ al Serviciao de Urgencias del Hospital General del
Centro Médico La Raza, del periodo comprendido entre el
primero de septiembre de 1994 al primero de enero de 1995, cﬁn
abraximadamente 14 pacientes.

Se le informd al paciente de la toma de muestra sanguinea
ﬁecesaria para el estudio, asi como la autorizacion del mismo
para la toma de ella.

CRITERIOS DE INCLUSION

Todos los pacientes que tengan degeneracidn marginal del

Joven, sin importar edad ni sexo y sin antecedentes de .

retinoblastoma.

CRITERIOS DE NO INCLUSION
Pacientes en los que se perdid el resultado del estudio,

aquellos con patologia agregada y los - que tuvieron algan

" traumatismo,
CRITERIOS DE EXCLUSION
Pacientes que no se realicen el estudio y aquellos - con
e#pedientes incompletos.
Huestras. Se analizaron muestras de sangre perifidrica
_obtenidas de los pacientes con DMJ. Las células fueron
separadas en gradientes de Ficoll-Hypague.
Control.Como muestvas control, se utilizaron muestras de
sangre periférica obtenidas de donadores sanos.
Aislamiento de Acidos nucleicos. E1 DNA de alto peso

molecular fue aislado vy purificado de acuerdo al método
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Jescrito por Maniatis (11). Las c@lulas fueron‘tratadﬁs con
PEoteinasa K (50 ug/ml) e incubadas toda la noche a SO0 C. Se
realizaron extraccinnesr con fenol, fenolcloroformo y
cloroformoalcohol {isocamilico. El DNA precipitd con 2.5
volﬂménés de etanol ahsoluto firiog despues de ser
centrifugado, se secd la pastilla y se resuspendio en TE
(TrisHCl 10 mMy EDTA t Mm Ph 2.0). La concentracion y pureza
de la muestra se determind por lectura al espectrofotometro.

Andlisis tipo Southern.Cada muestra de DNA tumoral y los
controles (10 ug.por caso)y fueron digeridos, wutilizando las
enzimas de restriccian necesarias para poder debeétar
fragmentos de un peso molecular determinado, correspondiente
al ‘gen en estudio. E1 DNA digerido fue separado por
electroforesis en un gel de agarosa al 0.6%. Después del
corrimiento, el DNA fue transferido a. filtros de
nitrocelulosa, de acuerdo a la técnica descrita por Suﬁthern
¢2). Los filtros fueron horneados a €0 C durante 2 horas e
hikhridados con la sonda radiactiva apropiada.

Sonda molecular. Se utilizaron para este estudioc sondas
especificas, las cuales fueron capaces de reconocer al gen Rb.
Esta secuencia fue marcada radiactivamente con 32 P a una
actividad especifica de 2d X 1c3 cpm/ug. Las prehibridaciones
se realizaron de acuerdo a ‘'lo descrito en la referencia 1. Las
hibridaciones se llevaron a cabo a d2 € durante 2d hs. Los
fiitros tueron lavados dos veces con S5C 22X, 8DS (lauril,
sulfato de sodio) al Q.1% durante 1S minutos a temperatura

ambiente. Se realizaron dos lavados mas con 55C 0,1X y SD8 al
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A'o.f% durante 30 minutos a 50 C, Los filtros se sometieron a

ga@torradiografia a-70 ¢, utilizando placas para radiografia

“Kodak X-timat.

..Be -visualizaron 1las bandas correspondientes al gewn - Rb,

:témbién fue posible detectar alteraciones genbmicas

;(mutaciunes.’ rearreglos), en hase a los resultados ohtenidos.

En caso de ausentia de sefal para el gen Rb, se  utilizaron
otras sondas para comprobar que el gen RB ha sido deletado.

(11, 12)
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RESULTADOS

Se  identificaron 1d pacientes con Degeneracidn Marginal

‘L del Jbven, y fueron 17 ojos los gque tuvieron 2sta alteracidn.

. En cuwanto al sexo masculino, se enhcontrd en un 71.4%,
s;endo el femenino de 28.6% (Fig. No. ).
: De acuerdo a la edad el 35.8% correspondid al grupo
" comprendido entre los I1-d0 afios vy el segundo lugar lo ocupan
3 grupos de edad de {1 a 20 afos, de 21 a 30 afos y de 41 a SO
afios (Tab. 1),

El ojo mas afectado correspondid al ojo derecho, signdu
aste de 53%, con d7% del oo izquierdo y bilateral en un 21.d4%
(Fig. No. 2).

Se encontrd desprendimiento de retina asociado a DMJ en 9
ojos derechos, o sea un &0% y ern 6 ojos izquierdos, 0 sea un
40%. Dos ojos cursaron sin desprendimiento de retina (16.7%) y
en total hubo 15 ojos cursando con desprendimiento de retina
(BR.3%) (Figs. No. 3 y ),

En cuanto a ia agudeza visuwal inicial, 3J . tuvieron PPL vy
continuaron con la misma visidon final. Siete tuvieron CD en la
agudeza visual inicial y d¢ de ellos cuntiﬁuaron con CD en la
agudeza visual final, uno se encontrd con PL, otro con PPL,
llegando otro a 20/200,

Cuatro pacientes con agudeza visual inicial de 20/200, 2>
de 20/80 y 20/60 con agudeza visual final de 20/80, PPL,
20/200 y 20/60 respectivamente y dos pacientes con agudeza
visual inicial de 20/20 con el mismo resultado final

(Fig. No. S).



"Enbcuanto al tamafio, & ojos (35.3%), correspondid a Qna
ZDﬁJ peguefia (de 30 ), la mediana correspondid a 8 ojos (47%) y
"‘la grande a 3 ojos (17.7%) (Fig. Ne. 6).

' Considerando el tamafio y la agudeza wvisual final, se
observd buena agudeza visual (20/80 a 20/20) en un 23.d4%,
regular agudeza visual final (20/400 a 20/100), también en un
23.4% y mala agudeza visual de (PPL a CD) en un S2.7% (Tab.
No. 2).

ANALISIS MOLECULAR DEL GEN Rb

l.‘ MUESTRAS TUMORALES Y TEJIDOS CONTROL

Se‘ obtuvieron 1d muestras de sangre periférica de
pacientes (20 ml), las cuales fueron sometidas a ﬁradientes<de
Ficoll-Hypagque para la separacion de linfocitos. E1 rango de
cuenta celular obtenido se establecid entre 1.83 x 10%a 20 «x
10 células/ml., conh una viahilidad celular del 82 al 99% de
células vivas, de acuerdo a la técnica de recuento de cdlulas
cor’ azul de tripano. (Tabla 3)

Se aislaron y purificaron acidos nucleicos de acuerdo a
los métodos descritos (ref), obteniéndose rendimientos que
fluctuaron entre los 10-300 ug de DNA por muestra. Los
criterios de pureza y concentracidn se realizaron por mdtodas
espécirofotométhicos, de acuerdo a la lectura a 260-280 nm de
longitud de onda. (Takla 3)

Il. CONTROLES

Como controles de patrdon electrofordtico, se trataron

myestras obtenidas a partir de donadores sanos en forma
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similar a las muestraslde pacientes. Los rendimientos y pureza
.'de‘ ips acidos nuclelcos oktenidos, fueron similares a las
muestras problema.

Se’ incluyeron muestras de pacientes con alteraciones
'hematolagicas como patrones de comparacidon y descartar Jjunto
con los controles normales la existencia de un polimorfismo
natural del gen Rh en la poblacion mexicana. (Tabla d4)

IIX. HIBRIDACION TIPO SOUTHERN

Los Acidos nucleicos fueron digeridos con enzimas de
:restriccibn especifica, para poder detectar al gen 'Rb,
utilizando wuna sonda molecular marcacda radiactivamente, La
transferencia e hibridacidn se realizaron de acuerdo a lo
descrito anteriormente (ref).

Los resultades preliminares muestran a las 14 muestras de
sangre per{férica como negativas.

Las muestras analizadas del grupo de control, tampoco se

encontraron alteraciones del gen Rb.
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DEGENERACION‘ MARGINAL JUVENIL
L DISTRIBUCION POR EDAD ——d

GRUP(?EI‘)JESEDAD NUMERO POR‘(ZIE.P;TAJE
0-10 0 o %
11 - 20 3 B 21.4 %
21 - 30 3 21.4 %
31 - 40 5 3.8
41 - 50 3 21.4
51 - 60 o ‘ o

Tobia Ne. ) -



- 12 =

DEGENERACION MARGINAL JUVENIL

DISTRIBUCION POR SEXO

MASCULINO

Figura Ne. 1
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DEGENERACION MARGINAL JUVENIL
: l———————— 040 AFECTADQ ————————
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Figura Ne.2
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DEGENERACION MARGINAL JUVENIL

DESPRENDIMIENTO DE RETINA
0JO COMPROMETIDO

040 DERECHO

040 1ZQUIERDO

Figura Ne.. 4
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DEGENERACION MARGINAL JUVENIL

I AGUDEZA VISUAL SR

" -~ 4 .
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+
PPL
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~+ t +- u t t t + t
CD 20/900 20v/200 20/100 20/80 20/860 20740 20/30 20/20
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Figura Ne. &
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DEGENERACION MARGINAL JUVENIL
e tAMARO ——

60~
55~
501
45+
40~
35
30
251
20+

15

10

5 -

MEDIANA GRANDE

Figuro No. 6
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DEGENERACION MARGINAL JUVENIL

- tamANO v AGUDEZA visuAL — I

TAMANO AGUDEZA VISUAL FINAL
Buena Regulor Mala
CHICA 11.8 % i1, 6% 11.6%
MEDIANA i1.8% 0 % 35.2 %
GRANDE Q % . 8% 6.9 Yo
TOTAL (%) 23.4%% 23. 4% 52.7%

Tobio Ne. 2
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ESTA TESIS KO DEBE
SALR BE LA BIBLIOTECA

" DEGENERACION MARGINAL JUVENIL

DIALISIS JUVENIL

'MUESTRAS OBTENIDAS DE PACIENTES CON

‘MUESTRA FECHA CELULAS /mi pg/mi VIABILIDAD

o ONA (*+ cél.vivas)
o1 317860794 | 3.88 x 10 200 82
oz 19/5EP/ 94 | 2.48 X IS 280 96
03 23/sEP/794 | 28 X 1P 400 90
04 23/sEP/ 04 | 25.9 X 1 380 92
05 27/5EP7 94 | 20 X & 390 o8
06 29/5EP/94 | 1.83 X 1O 100 92
or 30/5EP/94 | 20 X1 & 350 26
08 24/0CT/04 | 20 X id 280 88
o9 24/NOV/04 | 20 X1 360 07
10 20/NOv/9a | 20 %10 390 97
1 29/NOv/94 | 20 X id 370 80
1z 29/NOV/94 | 20 X P 360 92
13 22/b1C/94 | 20 X 10 370 97
V4 22/micsea | 20 X1 340 97

EL CRITERIO DE PUREZA DE L.0S ACIO0S NUCLEICOS SE BASO EN LA LECTURA
ESPECTROFOTOMETRICA A 260 Y280 nm DE LONGITUD DE ONDA, LA RELACION
DE ESTAS LECTURAS SE ESTABLECIO ALREDEDOR DE 1.8, VALOR ACEPTADO PA
RA DNA ALTAMENTE PURO. EL ESTADO FISICO DEL DNA_PURIFICADO SE DE ~

. TERMINO POR ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA TENIDO CON BROMURO
DE ETIDIO, ENCONTRANDOSE DNA OE ALTO PESO MOLECULAR PARA TODAS
LAS MUESTRAS.

Tabla 3
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DEGENERACION MARGINAL JUVENIL

CONTROLES

MUESTRA FECHA CELULAS/mI | ug/mi| VIABILIDAD
DNA | % cél.vivas} .

DONADORES ‘

D! 24/AGO/94 | 2 X t0® | 150 87
‘D2 25/a60/94 | 4 x 16 | 200 90
D3 25/060/94 | 16 x 18 | a00 96
D4 26/a60/ 94 | 4 %18 | 240 92
D5 19/5eP/ 94| 10 x 18 {340 97
Y 1soet7 94| 10 x 168 {300 97
o7 21/0cTs704 | 8.2 x18 | 280 95

D8 27/0cT794 | 3.4 x15 | 200 97

* L.OS CRITERIOS DE PUREZA, CONCENTRACION Y ESTADO FISICO OE LAS MUESTRAS

DE DNA SE REALIZARON EN FORMA SIMILAR ALAS DESCRITAS PARA LAS MU-
ESTRAS PROBLEMA

* % LAS MUESTRAS DE PACIENTES CON ALTERACIONES HEMATOLOGICAS USADAS
POSTERIORMENTE CON CONTROLES. FUERON PURIFICADAS PREVIAMENTE EN EL
SERVICIO DE HEMATOLOGIA DEL HOSPITAL GENERAL DE MEXICO- SS, BAJO LA
ASESORIA DEL DR.ENRIQUE MIRANDA

Tablo 4
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DISCUSIDN

De-” écuerduv a los resultados ubtenidos de los paciéntes

cnn Degeneracnon Nalginal Juvenxl, se observa cue el .sexo-que

predomind fue El masculino con respe:to al femenxno, en 2. 5
recuentg. Este resultada concuerda con el que reporta la
Iiteratura C1>s
v“éoh ;ésﬁeétu a’ la edad, el .rango fque comprende entre 31 a
vao aros. ocupd el primér IUQQV’ siendu los demas. rangos
'uales en cuants a frecuencia y observando tambidgn gque en los
extremos de la vida no se presenta, afirmandoe nuevamente tal
como su nombve lo indica, que és una enfermgdad de jbvenesi

De acuerdo al ojo afectado'cnn'mayor frecuencia fue el

ojo derechno, pero siendo minima esta diferencia con respecto

';al botrn ojo .y sxendo una bllateralidad de sdlo 21.4% en

re

contraposiclon de ar 72%,. -ortando,gn un estudio de 1000
pacientes con DR (LB v ‘
Se encontraroﬁ‘ : X : Ve de retina,

’constftuyendo icuerdo a la evolucion

clinica del  padecimiento un cuPso:. iénto‘:y‘

: progrmsivnf

mivel " -
‘macular g

Evaluando

‘1os l7{0ju5 estudiadds

‘~9'3después del pro: d

recuperacién v:sual f
:PEStantes, ,tuvieron»ur que:Qa del‘CD a
za/80. ‘ ' T k
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;.Cabe mencionar que 2 ojos con agudeza visual inicial de
chD. "y de 20/80, tuvieron como resultado final uno con PL y el
"‘otrt con PPL respectivamente, esto se puede explicar, ya que
vestos pacientes tuvieron desprendimiento de retina
‘rééidivante, teniendo que ser reoperados y disminuyendo asl el
prondstico visual fiwnal.

Los. demds ojos operados tuvieron casi la misma agudeza
visual inicial y final, con diferencia de t a 2 lineas de AV.

De acuerdo al tamafio de la DMJ, casi{ el 50% correspondid

ia un tamafio mediano, es decir de aproximadamente 60 y en
‘segundn lugar la chica, gue corresponde a un 35.3%.

En el tamafio mediano, el resultade final de AV fue mas
malo que la chica, esto es comprensible, ya que se trata de la
DM3I con un desprendimiento mayor de retina y al contrario de
lo esperado, la DMJ grande tuvo un resultado mejor que la DMJ
pequefia, evaluando la mala agudeza visual.

Esto fue lo que se reportd en nwnuestra institucion y
pudiera explicarse nuevamente, porque fueron desprendimientos
de retina recidivantes.

Rb en Degeneracidn Marginal del Joven

El  estudio del gen Rh en la DMJ, como ya se comentd en
nuestra hipotesis, era de establecer alguna relacidn entre 2
.enfermedades cuyo arigen tenlan el neuroepitelio. A pesar de
que  la DMJ no es un proceso tumoral, tiene alguna alteracitn
en alguna funcidn celular.

De estos miles de genes que poseen las células, se

propuso determinar en pacientes con DMJ, si existen
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alteraﬁiones del  gen Rb, por ser esto importante para las
;funclones celulares normales. Ademas, se ha observado que en
pacientes con trisomia del cromosoma 13 tienen alteraciones
oculares como microftalmia, masas fibrovasculares
retrolentales y displasia retiniana, 1o gue nos llevd mas a
apoyar nuestra hipdtesis. La gran afectacién bhilateral, asi
como casos reportados de mayor prevalencia entre ciertas
razas, apoya nuevamente nuestra hipdtesis de que la enfermedad
tiene una bhase gendtica adn no determinada. .

Los resultados obtenidos de nuestros pacientes con DMJ,
asl como el grupo de control fueron negativos, sin embargo,
ésto no descarta la posihilidad de gue’  euxistan pequeffas
alteraciones del gen Rb en su secuercia (mutaciones puntuales,
pegquefias deleciones, etc.)

Y en caso de que no existiera ninguna alteracion del Rb
en estos pacientes, dehemos intentar detectar otros genes o
regiones del DNA en donde puqieran existir alteraciones
gendticas asociadas a la enfermedad, por ejemplo HLA (Complejo
principal de Histocompatibilidad), factores que participen en
actividades celulares importantes (factor estimulante de
colonia - CGF), factor de crecimiento nervioso — NGF 'y  su

receptor, etc.
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CONCLUSIONES

- El sexo predominante en pacientes con Degeneracidn

-Marginal del Joven en este estudin, fue masculino.

La edad con gue mayor frecuencia aparecid esta
enfermedad, fue entre el rango de 31 a 40 affos,

El ojo derecho fue el mas afectado.

[ [3% de los ojos estudiados, cursaron ‘con
desprendimiente de retina.

La mayorla de los paciecntes operados de desprendimiento’
de retina, alcanzaron una recuperacion visual " -final
semejante a su agudeza visual inical.

A mayor recidiva de desprendimiento de retina, peor el
prondstico visual final.

El tamafe promedio de las DMJ detectadas en este estudio,
correspondid al tamamo mediano.

No se encontrd alteracion del gen Rb en los pacientes
estudiados asi como en sus controles.

Esto es el principio de nuestra investigacidn para poder

determinar causa ~ efecto de nuestra enfermedad.
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