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I. RESUMEN

Los perros pueden sufrir de una enfermedad degenerativa heredada Y progresiva
de la retina que culmina con la ceguera total del animal, Esta enfermedad cs en realidad
muy heterogénea genéticamente y en conjunto sc le denomina como Atrofia Progresiva
de la Retina (APR). El grupo homélogo de enfermedades d‘cge.nc‘ralivns en humanos se
denomina Retinitis Pigmentosa (RP) cuya herencia también involucra varios genes. Otra
especie de mucha importancia para la investigacion es el ratén cuya degeneracion de la
retina (rd) ticne manifestacion muy similara la APR y a la RP,

La APR ha sido bien caracterizada a nivel molecular en algunas razas en donde
se identificaron mutaciones distintas en ¢l gen de la fosfodiesterasa 6. Varios genes ya
han sido descartados, sin embarpo una cantidad considerable de genes candidatos”
todavia faltan que scan investigados. ) : o

El propdsito de este trabajo consiste en evaluar la prevalencia de la APR ©n una
poblacién de perros de distintas razas, identificandolos a través . del .examen
oftalmolégico y electroretinografia (ERG), confirmar el uso del ERG como método -
diagnéstico de In APR, asi como discutir los posibles genes candidatos céusan}és de la
enfermedad y plantear soluciones para su control.

Se utilizo una poblacién canina (1508 animales) de distintas razas y edad variada
que comparecicron al Hospital Veterinario de Especialidades en el periodo comprendido
de encro a julio del 2002. Fueron divididos en tres grupos distintos y sometidos a un
examen clinico oftalmoldgico completo, del fondo ocular y electroretinografia
encontrando que 30.2% (456/1508) eran dcbido a problemas oftalmoldgicos, y que de
estos 3.9% (18/456) diagnosticados con atrofia prbgresiva de-la retina. No' se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) en la prevalencia d»e la
enfermedad entre machos y hembras. El andlisis de los datos obtenidos cn_c'l.‘ERG :
(Grupo 1-A vs. Grupo - 111, -p<0.000) demostré que el -examen' cs"uﬁ_'métbdo: de

diagnéstico eficiente y confiable para la medicién de la actividad é!éctriqﬁ 'd'c‘ln;r‘_étinn.

Palabras - clave: atrofia, retina, perros, fosfodiesterasa.




1I..ABSTRACT

Dogs can suffer from an inherited degenerative and progressive retinal disease
that culminate in total blindness. This disorder is genetically very heterogencous and it
is in gencral called Progressive Retinal Atrophy (PRA), The human counterpart of this
degenerative disease is the Relinitis Pigmentosa (RP) which inheritance also involve
many gencs. Another specie with great importance for rescarch is the mouse, whose
Retinal Degeneration (rd) has similar manifestation to PRA and RP.

The PRA has been well characterized at molecular level in some breeds where
distinct mutations have becn identified in the phosphodicsterase 6 gen. Many genes
have already been excluded, although a considerable quantity of others gencs still have:
to be researched. : . !

The objective of this study is to evaluate the prevalence of PRA’in a dlslmcl
dogs breeds population identifying them through a complete ophlhnlmlc e\am nnd"

electroretinography (ERG), to confirm the. ERG as a diagnostic method of PRA to-

discuss those possible candidate genes that can causc the disease and to prcsenl somc:f o

solutions to control the PRA. . . ) .
In this study we used 1508 animals from diﬂ'erenl breeds and age. lh_al anchc.ied'
the Veterinary Hospital of Specialities from January to July of 2002‘ All animéxls ‘Wcr'c
divided in three different groups and underwent. a complete ophlhalmlc e\am,' ;
fundoscopy and electroretinography, where were found that 30,2% (456/! 508) were duc
to ophthalmic problems and from this 3,9% (18/456) were dxagnosed wnh prcgresswe
retinal atrophy. There was no statistical differences (p>0, 05) in the prcvalc.ncc of the
discase between males and females. The analysis ofthe rcsulls l‘rom (he ERG (g,roup I-
A vs. group lll, p<0,05) showed that this exam is an eﬂ‘cu:nl nnd rehablc denostlc
method to measure the retina elcclncal actlvny. '
Key — words: atrophy, rcuna, dogs, phosphodlestcrasc
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. INTR(‘)DUC(;‘l()N ‘

La ce;,ucm cs una de las c.nl‘ermedades mdS tcnndas tanto cn humanos como cn los

animales.’ Dt.nlro de: I S " cnf‘crmcdades quc. pucdcn culmmar cn la ccgm.r'x {otal - en los
ua a dc la rcuna cnmna (APR;,), que

ammdlcs cncomramos “la atrof‘a progresnva gcner
consiste en - un grupo - de’ cnfermedudcs hcrcdadas de:la- r(.lma que comparlen signos
. - :

ol‘talmoloucos similares :
" Los perros’ presentan . una cc.g,uera noclurnd ‘como prlmcr s:gno clinico,
sq,mdo dc una pérdida progresiva de’la visién dlurna hasl’l Ia ‘ceguera 1otal. La edad de
aparicion de la APR varia entre las dlfcrcnles formas de mam(‘eslacxon de la enfermedad.
Los de aparecimiento temprano se clasifican co’mo displasia "de los fotorreceptores,
mientras que las otras manifestaciones que se desarrollan durante la maduracion de la retina
son clasificadas como degencracion de los fotorreceptores !,
La APR comparte caracteristicas fenotipicas similares a  la Retinitis
Pigmentosa, una de las mas importantes causas de ceguera heredada en humanos 234 Otra
especie igualmente afectada y de mucha importancia para la investigacién es el ratén, cuya
enfermedad denominada degeneracion de la retina (DR) involucra mutaciones en genes
como la periferina/RDS ¥ y la fosfodiesterasa 6 567,
Los cambios degenerativos de las capas de la retina son mads evidentes en los
estadios tardios de la enfermedad. Estudios iniciales reportaron la correlacién de la atrofia
progresiva de la retina (APR) con mutaciones en el gen de la fosfodiesterasa 6 en perros de

j (419 016} que conducen

la raza Setter Irlandés ®'011213 Cardigan Welsh Corgi v Sioughi
a un defecto en el metabolismo de la guanosina monofosfato ciclico (GMPc) U7, Esta
anormalidad en el mectabolismo del GMPc lleva a cambios degenerativos en la
morfogénesis de los bastones durante la diferenciacion de la retina en el periodo posnatal.
alterando la actividad de la retina y consecuentemente ¢l ERG '#

Investigaciones posteriores permitieron la secuenciacion . de la [‘DE 6y la
identificacion de mutaciones en las subunidades « y B, lo cual derivé en eI desarrollo de
una prueba diagnéstica basada en la ampliacién dc este fragmento dc DNA medlante la

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) %9 Este mismo gen ya fue excluxdo como




PAGINACION
DISCONTINUA




causante de la APR en los Cocker Spaniel, French Poodle, Colhe, L.nbrador, Yorkshire
“Terrier, Schnauzer Miniatura y Dachshund (%19, :
Debido a-que la APR es un problema comin enbpcrros, péro todavia de poco
conocimiento publico, este proyecto tiene como objetivo evaluar la prevalencia de la APR
en una poblacion de perros de distintas razas, identificindolos a través del examen
oftalmolégico y electroretinografia, confirmar el uso de la clectroretinografia como método
diagnostico de la APR, asi como discutir los posibles genes candidatos causantes de.la

enfermedad y plantear soluciones para su control.

1.0 Anatomia de la retina

Analonucamcmc estd compuesta por 10 capas, descmas a purur de la capa mds
«, 2021y : :

oxterna hacla nms mlernd que estd en contaclo con el Vlll‘cO

. Lpnclxo pigmentado

. - Capn de: folorrcceptorcs - Capa donde enconlramos el cucrpo celulnr de los

conos y baslones que son responsables de la’ vxs|6 : En esta capa se mlcm la foloqunmca

dc la vision, (Figura 1)

« " Membrana limitante externa.

. Cipa nuclear externa. ) B
. Capa plexiforme externa. :

. Capa nuclear interna.

. Capzi plexiforme interna.

. Capa de células ganglionares.

. Capa de fibras nerviosas. ‘

. Membrana limitante interna.

[N}




2.0 Atrofia pi-ogrcsiva de la retina

El término-atrofia progresiva de la retina’ (APR) incluyc todas las afecciones
degenerativas: heredadas de la retina que comparten signbs clinicos y oftalmolégicos
similares y presentan modo de herencia autosomal recesiva. Estas afecciones primarias de
los fotorreceptores pueden ser divididas en dos grupos principales: APR de manifestacion
temprana y usualmente de rapida evolucién (displasia de los conos, de los bastones y de los
conos-bastones) y APR de manifestacion tardia, normalmente con una evolucién mas lenta
de la degencracion de la retina @2

Es una enfermedad bilateral donde la ceguera nocturna es la primera manifestacion
reportada por ¢l propietario, la cual evoluciona hacia una pérdida de vision diurna hasta la
ceguera total, En estadios tempranos se observan oftalmoscépicamente algunos cambios en
la refractilidad del tapetum y una suave atenuacion de los vasos periféricos de la retina. Con

"¢l desarrollo de la enfermedad, los cambios en el tapetum se tornan mads cvidentes y
generalizados asi como la disminucién vascular. En estadios tardios se evidencian dreas
hiperrefrictiles por todo el tapetum, un cierto grado de despigmentacién en el fondo no-
tapetal y una atrofia de la cabeza del nervio 6ptico. Los reflejos pupilares se tornan
progresivamente mds lentos, sin embargo en muchos casos de APR se queda un
remaneciente de reflejo. La atenuacién vascular es muy cvidente en algunos casos, en
donde el contorno de los vasos (vasos fantasmas) cs apenas visible principalmente en la
region central. La formacion de catarata secundaria es una caracteristica comtn en perros

en cstadios avanzados de la APR 2% ' (Figura 2)
El grupo homédlogo de enfermedades degenerauvas en. humanos se denomina

Retinitis Pigmentosa (RP), cuya herencxa parece mvolucrar vanos genes (9.1024.25.26) [ qg




mutacién por delecién de un par de base, ensefiando una grun hclcrobenudad de la

enfermedad en humanos (9,

- Otra cspecie de mucha importancia- para -la investigacién es . cl ratén; cuya
enfermedad denominada degeneracion de la retina (DR) es muy similar a ld RP ch humanos
y a la displasia de los cono y bastones (rcd1) del Setter irlandés mvolucrando mulacnon(.s
en genes como la periferina /RDS @y la fosfodiesterasa 6 ¢ 22030)

Entender el desarrollo de los fotorreceplores es un punto muy va nnme en’ el

auxilio de la busqueda de tratamicntos para las enfermedades de[,cncrallvas. La
identificacion de las moléculas que estin involucradas y sus funcnongs nos,pcrmncn una
mejor comprensién de como ocurren los procesos degenerativos.: Como la pérlicipacién de
la rodopsina o de la periferina/RDS cn la integridad estructural y-en el -proceso de
maduracion de la retina, proteinas que cuando presentan una mutacién de forma
homocigota repercuten cn una mala formacion del segmento externo ©". De esta manera
logramos una mejor comprensién si el gén defectuoso se expresa tinicamente en las células
de la retina o sc trata de un gen cuyo producto tiene importante participacién en la funcién
del metabolismo celular de la mlsmn, caractenzando las diversas degeneraciones hercdadas

de la retina existentes ¢, :

2.1 Atrofia begrcs'v ‘de Ia Ret li}rl dc manifestacién temprana

La APR de mamfest clén temprana lamblen puede ser definida como displasia, un
desarrollo anormal congemto de la rctma, cuyos cambios empiezan a manifestarse en los
primeros meses de ednd En este grupo de enfermedad podemos incluir las siguientes razas:
Setter Irlandés, Cpllle, Cardigan Welsh Corgi, Dachshund, Malamute de Alaska y el
Cazador de Alces Nboryuo._'.g‘os. Esta definicién se debe a que las primeras manifestaciones
clinicas son o‘bservad‘nsué‘n las primeras semanas de edad y la ceguera total ocurre en los

primeros aiios de vida m



causante de la enfermedad denominada dxsplasxa dc. los conos y bastoncs upo l (rcd 1) de

herencia aulosémica recesiva i 33)

En los perros afectados el dcsarrollo de la rctma ¥ de los fotorruceplorm es normal

hasta los 13 dias de edad, cuando Bn]pchI\ la’ diferenciacion de los ‘folorreceptores
principalmente de los bastones . La degeneracion es evidente cerca del primer mes de
cdad, con todos los fotorreceptores bastones estando degencrados alrededor de los 4-5
meses de edad, momento en que los primeros signos oftalmoldgicos son visibles. El estadio
final en donde son observadas la degeneracion de los fotorreceptores y los cambios
atréficos generalizados ocurren sobre ¢l primer afio de edad

Investigaciones anteriores reportan que a los 20 dias de edad ya sc observan
problemas en la diferenciacion de los segmentos externo e interno de. los bastones.
reflejando en estructuras desorganizadas y desorientadas, con una reduccién en el grado de
renovacién de los fotorreceptores desde etapas tempranas de la enfermedad @9

Las primeras alteraciones en el ERG son visibles a las 6 semanas de edad, periodo
en que ya se observan una ausencia de respuesta de los bastones y”una respuesta residual
anormal de los conos con una amplitud disminuida y tiempo relfasadc‘i‘ Ya no se observa
actividad en la retina a las 18 semanas de edad, siendo el ERG conSIderado un importante
método diagnéstico temprano de la enfermedad !, o

Diversos estudios realizados en perros Setter lrlandeses reportan la frecucncxa de la
mutacion en el gen de la fosfodiesterasa 6 subunidad B (FDEGI’S) @ '023'33’ Esta mutacxon en
¢l codon 807 es definida como sin sentido (de la base nit ogcnada G’ po una A) pues
converge ¢l aminoacido TGG para TAG, lransformandolo en'un codon e paro y truncando

la sintesis de la proteina de la subunidadp ©,
Esta diferenciacién resulta“en’ “un’ metabollsmo anormal de: la guanosma 35 e

monofosfato ciclico (GMPc) segundo mensajero en la senal dc Ia vnsnén 89 quc es




degradado por la FDE, misma que es activada por la proteina G, transducina (637,

Aproximadamente a los 10 dfas de edad, una actividad deficiente de la FDEGP permite una
elevacién en los niveles de GMPc ¢n la retina a concentraciones 10 veces mayor que la
normal %3 “Ora investigacién reporta un- aumento de hasta 29 veces del GMPe
especificamente en células de la capa plexiforme externa de la retina ¥, Esta anormalidad
no es observada en otros tejidos de los animales afectados como en el higado y en cl
cerebro, sugiriendo que esta alteracion en el metabolismo del GMPe sea restringido a las
células de la retina '?. Tampoco fueron observadas diferencias en los niveles del GMPc en
retinas de animales alectados comparados con retinas normales en edades mis tempranas,
El mismo estudio observé que sélo cuando la degeneracion de los fotorreccptorés y dela
capa nuclear externa es extensa el GMPe reduce a niveles comparables a la normalidad 9,
Hallazgos posteriores identificaron una reduccidn cn los niveles de RNAm de Ia
FDEGB antes que cualquier evidencia bioquimica o en los signos patolégicos de la
enfermedad '? Los niveles del RNAm de la FDEGP se encuentran reducidos en retinas
afectadas predegencradas de ratones con degencracion de la retina (rd) de manera similar
cn los Setters Irlandeses con displasia de los conos y bastones tipo 1 (rcd-1) 6132 Egte
antecedente demuestra que ambas enfermedades comparten anormalidades en la hidrélisis
del GMPc, sin embargo difieren en cuanto al mecanismo que causa la actividad deficiente
de la FDE debido a que el complejo FDE en las células visuales de los ratones se encuentra
ausente o anormal desde el momento de la diferenciacién celular hasta la degeneracnén(‘w)
Estudios recientes confirman que los perros afectados presentan tnicamente una
mutacién en el codon 807, exon 21 del gen para la FDE6 ¥933, . '
Mutaciéon que no esti presente en los Terriers leetanos y en: los Dachshund ’

Miniatura Pelo Largo afectados con APR, lluslmndo lu gran;, helerogenexdad de l'l

enfermedad entre las diferentes razas ®,

en la posicion




807 genera la porcién mutante, lo cual derivé en el desarrollo de varios estudios basado en

¢l DNA para una répida identificacién de los animales afectados %

£l estudio de RCP (Reaccién en Cadena de la Po‘hmerasa) con}si“s'tyc‘ en ampliar la
porcion del exon 21 del gen FDEGB a partir de una muestra sﬁngﬁiﬁea. El ’misnu’:r fragmento
es posteriormente sometido a una rcaccién‘ 'de 'digcsliéﬁ : ‘completa  ‘con enzimas
endonucleasas de restriccion, - generando fragmenlos dlslmlos de ‘tamafios menores de
& Otro esludlo denommado Polimorfismo

acuerdo - con la enzima utilizada™ *: 1023,33)
Conformacional de Doble Cadena (Doub]c Strand Conformalxondl I’olymorphlsm DSCP)
¢ duos heterccngolos, sin embargo los
ron ser dlfcrencmdos (81133 ) ASPCR (PCR

sc n1OSll"O cf'cwnlc en la dctccc1

homocngolos normales o afectudos nop di
alelo-especifico) es otra prucba dwgnosuca que fuc desnrrollada para una deteccion rapida

y barata que proporciona la dclcrmmac on, dlrccta del genotlpo por la presencia o ausencia
('9’ EI nnéhsls de llgamlento refuerza la relacién de la
(|o)

de frngmemos dc dnfcrentes tam
rcd-1y la mutncnén en‘cl codon 807 de la FDE6[3 camna

GMPcen la retma y la muene de los fé

red-1 49,

plejo !‘DEG através de

pruebas de analisis de ligamiento como causantes de la enfermedad en los Colhes @i.42)




2.1.3. Raza Cﬂrdl[,an Welsh Corgl - Dlsplusm dc los conos y b.lsmnu tipo 3
(rcd-3) : i e

M oLa APR en cs(a raza fue

hiperrefrictil y con acentuada atenuacién ‘de los vasos

registrada por la primera vez en literatura en 1972 (4,
El estudio realizado a través del anilisis de Pollmorﬁsmo Contormaclondl de

Cadena Simple (Single Strand Conformational Polymorphism — SSCP)» cncqvnlro_ un
polimorfismo en el intron 18 de la FDE6a cn todos los animales examinados norn‘gales,
incluyendo los afectados con APR. Se observé también que todos los animales afcé_tadp§
cran homocigotos para uno dec los alclos (b), asi como todos los ohligalbr_iamenlg:
portadores presentaban por lo menos una copia del mismo alelo. La posterior sécuenciacyién
del gen de un animal enfermo permitié el andlisis de toda su estructura y rcvclo quc el

tamatiio -de lodos los intrones era idéntico tanto en los animales afcclados como cn los

normales, Sin cmbargo la observacion de los exones demostré la delccxon de 1. par de bascs

en el codon 616, exon 15 que produce un codon de paro prematuro en la posxcnén 644

siendo sefialado como causante de la enfermedad a8 :

- En un . andlisis rcalxzado en- lnglaterrn -en - donde- se ullluaron 31 animales
oftalmolégicamente. normales se. encomrnron 4 portadores de la mutncmn rcpresentando
una frecuencia de 6. 5% del alelo mutado El aparecnmxento de nucvos casos sucedldos en
]lcvé al encuentro de una lmea en comun

Holanda, Nueva. Zelanda y Estados Unido:

provemcnle de Inglaterra 9.

animales positivos a la enfermedad. En dxcvho estudlo se¢ analizaron prqxlmadnmeme 5%
‘el American Kennel Club de los

de la poblacién de Cardigan Welsh Corgi ‘fe'g‘iél‘rad S




Estados Unidos, asumxendo que un promcdxo dc 9500 dmmalcs se cnconlraban rC{,lSlr’ldOS
us); s ‘e

enel .u’lo de 1999 cuando fue reah ‘_ do el cstudlo

(I43)

2 l 5 Raza .Ca
Rctm.l (crd)

una onda b de menor amplitud “%. La actividad de los bastones es S ausente en el ERGa los
51 dias de edad, periodo en que la retina logra alcanzar la malundad‘ C: n nos:

son observados relativamente tarde en la enfermedad ©%;

Una investigacion posterior demuestra el no alchsmo del gen causante de:la'erd con

los genes de la red-1 y red-2, debido a que cruce prog,ramados de; ani ] afcctados

produjeron camadas fenotipicamente normales “n,




2.1.6. Raza Malamute dc»AIa:ska e.l)égéncréci(ivl de ‘lq's‘ Conos (cd)

Enfcrmcdad dcgenerauva de la relma quc acomc los conos provocando

hemeralopia congénita (pérdida de. visién dlurna) El ammnl presentu scvcra pcrdlda de

visién durante el dia o en ambientes de mtensa lummosulﬂd a parur dt.klas 8 a 10 semanas

dc cdad sin embargo la vision nocturna nunca se altera.'No hdy camblos mor(‘ologlcos en
la retina 'y los reflejos pupilares se manlncnen‘normales en un nmbleme‘con luz oen la
oscuridad. Estudios reportan una ausencia selectiva.-de la expresion lémpmna de la -3
transducina en el segmento externo de los conos en animales ya afectados o que atin estén
en la etapa inicial de la dcgcnémcién celular. Sin embargo la sustitucion de un nucleétido
(T para C) en la posicién 454 observado en los animales afectados fue también encontrada
en animales normales, excluyendo la posibilidad del gen dec la f3-3 transducina como

causante de la degeneracién de los conos (9,

2.2 Atrofia Progresivi de In Retina de manifestacién tnr'dia‘ B

Enfermedad de manifestacion tardia y de lenta evolucibn en combaracién ala red-1.
El ERG aparentemente no presenta cambios en las pnmeras semanas de vida, sin embargo
una vez que empiezan a ser detectados los conos y los bastones aparecen -igualmente
afectados “3*7), Otra caracteristica observada es la disminucién en los niveles de rodopsina
en retinas de los animales afectados, asf como en los portadores sugiriendo posibles
alteraciones no observadas en estos animales que son considerados clinicamente normales
«8)

En esta clasificacion se gnc(xémran las razas en que la enfermedad tienc

normalmente una evolucién més lenta de la degeneracion de la retina y en donde se pueden

pasar aiios desde la manifestacién de los ﬁﬁmcros signos clinicos hasta la pérdida coinpleta

ac on s oﬁalmoscépxcas son observadas alrededor de los

de la vision @ Las primérus al
3 a 5 afios deedad y la: ceguera total puedc tardar hasta los 5 a 7 ‘afios. Los” prlmeros'

cambios en el ERG pueden ynnar mucho entre las razas como a parur de los 6 meses de




edad ¢n los Schnauzers Miniatura o hasta los 2 afios en los Cocker Spanicl Inglés (" Sin
embargo en todas las razas la retina presenta dreas de hiperrefractilidad y severa atenuacion
de su vasculatura. Una alteracién caracteristica en el Akita y tumbién observada en los

Cazadores de ‘Alces Noruegos es la presencia de una linea horizontal hiperrefractil superior
a la papila 6ptica “9,

Algunas de las razas que conforman .este grupo son: Cocker Spanicl- Inglés, y
Americano, French Poodle, Yorkshire Terrier, Schnauzer Mmmlur'l, Aklla. llusky
Siberiano, Samoyedo, Papillon, Sloughi, Senerlngles, Tcmers Ilbetdnos Goldcn Rctrlcvcr

[0

y Labrador ) gl
En algunas de las razas la enfermeda"dﬂ.yva ha vsidb descrita; genéticamente, cuyas

mutaciones observadas cn posibles: genes el

aparecimiento del padecimiento.

en ¢l ERG alrededor de las 6 semanns de eda& el
disminuida de Ia amplitud de la onda b en medlcxon rcallzada despues del: penodo de

adaptacién en la oscuridad. Sin embargo los camblos oftalmoscéplcos son obscrvudos hasta
los 1.5 ailos y-S afios de edad. Estudios morfolégicos mostmron que lﬂ retmu presenla un
desarrollo anormal en los perros afectados a partir del dia 24 de ‘edad m

Una mutacién sin sentido en el codon 82 del gen de la fosducina (FDC) fue aislada
como posible gen candidato causante de la displasia de los fotorreceptores. Investigaciones
aislaron ¢l DNA complementario del FDC y observaron que retinas afectadas presentaban
un gran nivel de expresion de su transcripto. Por medio de la inmunocitoquimica
demostraron que la FDC ecra detectable s6lo en los bastones y con la prueba de Northern
blot observaron cxpresiones elevadas del gen en retinas afectadas predegeneradas en
comparacién con el ‘gru'po control de misma edad. Sin embargo algunos perrds afectados

eran heterocigotos para este alelo mutante y algunos eran homocigotos para el alelo normal,




hecho que indica una p'lrllclpdCan parcml de csta mumcmn en los faclon.s y:m.ncos de

herencia de la cnﬁ.rmcdad (30)

222, Rai trofin Progrcs;v:y‘ dc l:i:Al‘lé(ina, -

Enfcrmcdad de hercncn utosomal recesxva que prcscmu mumfustucnon u.mprana

snmlar al Sétier [rlandcs, sine '\rgo a ceguera total no ocurre hash los 4 a 5 afos de
edad. Aunquc se’ requlercn mas dctalles con respecto a su analisis clectrofisiologico,
hmlopaloloyco y bloqumuco los anlma]es afectados sc caracterizan por manifestar la
ceguera. nocturna .y vnsxén dxurna reslrmglda. Investigaciones posteriores reportan la
presencia de una mscrclon dc 8 pb en el exon 21, codon 816 del gen FDE6 como causante
de la enfcrmcdad quc Ilcva a produccxén de una proteina truncada que es 10 aminoacidos

mas largos que ln producnd'l en el red-1 del Setter Irlandés U9

2.2.3, ‘Otlv'«('lsﬂl:{ s~ Atrofia Progresiva de Ia Retina

Emrc las dxversas razas que mamf'estun la APR de manifestacion tardm estdn:

French Poodle, Cocker szxmel Amencano e. lnglcs Settcr Inglcs, Husl\y Snbenano,

Samoyedo, Akllﬂ; Papxl]on, Yorkshlre Terrier y Labrador “’
En los French Poodle la atrofia progresnva dc ]a rctma se, mamfesta genemlmcntc :

entre 3y 5 afios de edad cuando ya se observa una pérdlda de la
progresiva disminucién de la visién diurna hasta la ceguera total al rcdedo d‘e los 5a 7 afios
de edad. El desarrollo de cataratas asociada exacerba la perdlda de -vision y las pnmuras

alteraciones en ¢l ERG son visibles a los 9 meses de’ edad “) En ammales afectados sc sabe

que hay una reduccién cn el grado de renovacnén de los folorreceplorcs desde etapas
tempranas de la enfermedad. La degeneractén celu]ar no es umfonne en toda la retina pero
sigue un patrén especifico de distribucion ‘5” En el ERG reallzndo en cachorros afectados
a las 10 semanas de edad fueron observados ‘unnrdlsmmucnén ella amplitud y un tiempo de
latencia prolongado para ambas ondas a'y b (’2’ Otro és;udio realizado también reporté una

reduccién en los valores de ambas oyndas' en lo_s animales afectados de hasta 38 a 84% para




aondaayde 59 a79% para la onda b, en comparaclon a los valores obtcmdos de los pcrros :

normales. Mismo estudio reporta que los anmml(.s enfermos presemuron una perdxda en’

media d‘. 7.2% de la amplitud de los bastones rcstanlcs y de apro‘amadamc e "% Ln la

umplllud de los conos por mes 3,

Los Cocker Spaniel Americano ¢ Inglés presentan la degencracnon pro;,resnva de los
conos y bastones. Fenotipicamente la edad de diagnéstico oﬂalmolég,lco y a través del ERG
es desigual entre las dos razas. En los Cocker Spaniel Americano el diagnéstico'con el ERG

es posible a los 9 meses de edad, oftalmoscopicamentc entre los 2.5 a 4 afios de edad, con

los perros afectados presentando ceguera total entre los 3 a 6 afios de edad. En los Cocker

Spaniel Inglés el ERG en evidente entre los 2 a 3 aiios de edad y oftalmoscépicamente entre
los 4 a 8 afios cuando la pérdida de vision ya es evidente. Un segundo hallazgo clinico
caracteristico también observado cn ambas razas cs la presencia de cataratas asociada,
donde en muchos casos ¢s considerado como el mo!ivo de la pérdida de la vision n

Los patrones fenotipicos, patolégicos y bioquimicos son distintos entre los animales
enfermos de las razas French Poodle, Cocker Spanicl Inglés y Americano sugerente de que
las - mutaciones causantes estarian ubicados en diferentes loci. Sin embargo estudios
posteriores en el cual fueron realizadas cruzas entre perros de. la raza French Poodle
enfermos con perros Cocker Spaniel Inglés o Americanos también 'afemados, obtuvieron
camadas en donde todos los animales resultaron clinicamente positivos ala APR, sugerente
de que la mutacion pudlem estar presente en el ‘mismo: locus y cuya expresxén estarfa
modificada o rcgulada por antecedentes gencucos del animal &9, :

En el Setter Inglés los sxgnos cHn c c‘oftalmolégtcos de la mrol‘a progresnva de la
‘8 aftos de edad M- Estudios - anteriores reportan los
ascular. e hlperrefracuhdad de la retina en perros
a gnfermedad heredada. Sin embargo no se ha

1’codon 807 de la FDEG6f con otros genes

retina se manifiestan cntrc IOS 5

mismos signos clll‘llCDS de menuac:
afectados mlerrelac:onndos, sug

analizado su relacxon con la mutacién en-
55

candidatos

El Husky Snbenano [ :
modo de herencla es 1 ado_al X, otra: raza afectada es-el:Samoyedo. Las anormalidades

tipicamente aparecen después del aﬁo'de edad y evolucionan para un severo dafio visual

primero animal descrito con degeneracién de la retina cuyo




" alrededor de los 2 a 3 afios de edad, pcrlodo en que, pucdcn ser observados los cambios
oftalmolégicos . Los portadores presenlan uncvidente adelgazamiento muliifocal de la
retina, a pesar de no llebar«.n a dt.sarrollzlr ccgucra clinica. La mutacién todavia cs
desconocida pero debido a que este Upo de APR es muy similar a la Retinitis Pigmentosa
ligada al X de humanos cuya enl‘ermednd estd unlda al locus RP3, se cree que la alteracion
s¢ ubique en el mismo gen pero con un'menor grado de polimorfismo e,

En los Labradores aunqixc las " alteraciones oftalmologicas se manifiestan
tardiamente, un diagnéstico temprano puede ser posible con el ERG a partir de los 4 meses
de edad, en donde la amplitud de la onda b ya presenta cambios. A los 7 meses ya sc
cncuentra bien disminuida y a los 21 meses ya no observamos actividad de los bastones,
(57.58)

mientras todavia existe alguna actividad de los conos Un estudio posterior con el

ERG realizado en animales portadores para esta enfermedad de herencia recesiva reporta
una disminucién el la amplitud de la onda b, sugiriendo la posibilidad de un dafio en la

funcién de la retina también en los animales hetcrocu,otos observado ya a parur de los 3 a 4

meses de edad ¢, . ;
En estudio realizado en perros con APR y nonna]es de la raza Paplllon se consndern

de los bastones er perros afectados a los 2 meses de cdad cuando comparados con perros‘ :

normales, sin embargo alos 12 a 18 meses de edad ya se puede observar unu amphtud muy

alterada de la ondn b en los animales afectados heterocigotos (6,




3.0 Genes candidatos a in Atrofia Progresiva de Ia Retina

Los folbrrcqebtoréé son susceptibles a una gran variedad de disfunciones heredadas,
cnlré las “cuales | chcqmrnmos a la atrofia progresiva de la retina. Estas enfermedades
presenlqn'u‘né gran variedad en el grado de manifestacion de los signos clinicos, variacion
con relacién a la cdad de cxpresion, grado de severidad, patrones especificos en la pérdida
de los thorfcceplores y diferencias en cuanto al involucramiento de los bastones y de los
conos. Por esta gran variedad fenotipica ¢l conocimiento de los genes que mds se expresan
a nivel de la retina cs de gran auxilio en la comprension y cn cl desarrollo de prucbas para
confirmar o descartar posibles genes candidatos, asi como en el anilisis de Ia cosc[,regacnon )
con la enfermedad %, )

Por la gran variedad observada en la mnmfestacxén de la enfermcdud podemm
pensar que en algunas razas la enfermedad involucre mds de un gcn suglrlendo un rasgo

complejo. Se pueden seguir varios criterios para cl establecxmxc to de esludlos parael

descubrimiento de genes involucrados en enfermedades comp]c_jas El prlmer paso estaria

comprendido

identificacién de variaciones de nucleétidos’. candidato

funcionalidad

63)

fenotipo a otro

nad\ fcnoup, clinico 9,




La mulacxon en el gen- IDl‘6|3 codon 807 esti-muy bicn caracterizada como
causante de |d red- 1 cn los Scltcr Irlzmdescs, misma alleracnén que ya ha sido descartada en
los - Cocker Spamcl ‘French” Poodlc, Labrador, - Collie, . Yorkshire - Terrier, Dachshund
Miniatura Pelo Lar(,o, Malamulc de Alaska, Husky. Siberiano, Cazadores de Alce Noruegos
1016 " Beagle, Bascnji, Schnauzer Miniatura, Papillon, entre otras G,

En él ani’llisis del gen Fosducina (FDC) por medio del PCR-SSCP (PCR --Single
Slrund Conlormatlon l’olymorphlsm) no fueron observados polimorfismos en la region
codificante del gen. Sélo algunas diferencias en ¢l intron 3 pero que excluyen el gen como

causante de la- enfcrmedad en las razas: Collic, Dachshund, Golden Retriever,- Setter
Irlandés, Sloughi (6% Cocker Spaniel, French Poodle, Labrador (%69 ‘

Otro gen candidato investigado fue el gen que codifica para la proteina homeobox
de los conos.y bastones (CRX), cuya importancia reside en el “hecho’ de que , esta
mvolucrada ‘en la regulacion de la expresion coordinada de multiplos genes espemﬂcos de
los fotorreceplores que se manifiestan durante el desarrollo de la retmn Decbido a su
xmportancm en etapas tempranas dcl desarrollo de: los folorrcccptores, este: gen fue
considerado -un, excelente candidato para el estudio de enfermedades dc la rctma de
mumfeslacnoh tempmna Sin ‘embargo 1a . clonacion y -analisis de su secuencla no
demostraron altcraclones que Jusuﬁcamn su_participacién en la mamfestacnon de la
cnfermedad ‘en perros de las razas: Malamute de Alaska, Collies, American Staffordshlre
Terrier y Terrier Tibetano afectados con APR de manifestacion temprana @o

"El conocimiento de los genes candidatos permite pruebas dlagnosucos moleculares
ya cxistentes sean perfeccionadas. La ASPCR (PCR alelo-especifica) es muy ef’ cneme pues
elimina Ia necesidad de manipulaciones adicionales en el producto de PCR 19,

Investigaciones posteriores excluyen los genes: FDE6a (44267 DE6[3 (‘2’ FDEGS
@43 EDEGy “, ROMI CO6469) Opsina #7070 RDS periferina 099, FDC €566

transducina 7" en perros de distintas razas predispuestas a manifestar la enfermedad.

(Cuadro 1)
En una investigacion realizada con retinas de ratones fueron identificados 264 genes

no caracterizados y que eran especificos o altamente enriquecidos en los fotorreceptores

bastones. Posteriormente fueron identificados putativos ortélogos en humanos para 237 de



los clones de los genes de gran manifestacion en los bastones identificados ‘en los ratones.
De estos 237, un total de 86 genes mapeaban intervalos cromosomales que. cdnlem’an genes
para enfermedades de la retina no clonados, representando un tolal de 37 loci dlfercnles o
mis de dos tercios de todos los genes de enfermedades rcunales en humanos que fueron
mapeados pero no clonados 2S¢ reconocen en la actuahdad 139 Ecncs en “humanos que
se encuentran involucrados en diversas retinopatias y de cste lolal 32 son reconocidas como

causantes de la RP 2, cantidad indiscutiblemente superior al niimero de genes conocidos o

ya excluidos como causantes de la APR. o

Otra investigacién igualmente importante es el andlisis de marcadores genéticos y
su cosegregacion con los genes causantes de la atrofia progresiva de la retina (APR).
Estudios realizados reportan la existencia de una seric de marcadores que. estarian

la APR en los French Poodles, identificados . en-intervalos
a3

rclacionados  con
correspondientes a las regiones homologas a los cromosomas de humanos y de raloncs

El mismo estudio proporcioné condiciones para la claboracién de otra mvesugacxon en

donde se confirmé que una serie de marcadores que segregan con el Iocus de Ia APR'en los
5 (19 :

Frcnch Poodles también segregan con el locus de la APR en los Labradore

Aclualmcme ya se encuentran dlspombles comercxalmcnle prucbas genéticas ‘que

para la APR. El rcsultado de. dxchu prueba proporcnonn n genotlpo o patrén que permite
(normales), B (ponadorcs) o o] (afcctados).

oni ‘esta prueba Iogfamos anahzar las posxbles

separar los animales en tres grupos dlstmlos

A partir de los resultados obtemdos
nocnendosc cual sera el r|esgo con

cruzas que pueden scr reahzadas entre los ammale
que las camadas pucdzm dcsurrollar la nfermcdad Dxchas pruebas son uules para los




animales en que la enl‘ermcdnd llcne mamfcslaclon aulosomlca r(.(,(.blVd (Cuadro 2 y 3)

ddro 4) o lu,.xd"‘ al X (Cuddro 5 y 6)

autosomxca dumumnu. (

‘4.0 Ba\sés“dy‘c Ia 'clc“cl‘r'or;cvti ’ bgrilyl‘iai ‘

le trorctmograf'a (ERG) debe dc ser rcuh/adu en cualqmcr snuaclon en que las

lcsnoncs oc ares’ o n urologxcas prcsemt.s sean msuhcxcmus para delermmur la pérdida de

la vxsxon, asf como para dlstmg,unr una énfermedad de la retina o de otra pnrle del sistema

vxsual (75’ ;
' =+ En los ammales es un importante método diagnostico para explicar una pcrdldn de
vision subna, cnﬁ:rmedades heredadas de la retina, o cuando hay una opacidad muy
accntuada de la cérnea o del cristalino para verificar la integridad de la retina 79,

El ERG cs unu respuesta a un potencial gencrado en la retina seguido a un estimulo
lummoso Se'utiliza para evaluar la funcién de la retina, y se basa cn la teoria de que la via
entre lq rctma y la corteza visual se encuentra intacta en aquellos animales que presentan
alte;ﬁc}dneé visuales. De tal forma que ¢l ERG examina la funcién de la retina y no la
vision 7, )

R potencial bioeléctrico de la retina es una respuesta compuesta, generado por la
diferencia del potencial entre dos electrodos: el electrodo registrador (una lente de contacto
superpuesta a la cornea), un electrodo de referencia (una aguja posicionada en el canto
lateral del ojo) y un electrodo tierra posicionado en el drea occipital. E! tamafio y forma de
la onda en el ERG depende de varios factores como especie, raza y edad del paciéntc, asi

como el tipo e intensidad del estimulo luminoso, condiciones adecuadas para el examen y
asan, : ‘

estado fisiolégico o patolégico de la retina :
Se identifican 3 ondas en los ahimales domésticos. La onda a negativa; gehcrada por

las capas externas de los conos y de los bastoneS' la onda b posxt 2, gcnerada en la capa




condiciones de gran iluminacién (visién fotépica). Las ondas a y b son las mds importantes

en un examen y poseen componentes fotopicos y escotépicos, la onda ¢ presenta un largo
(7677

periodo de latencia 'y gencralmente no es analizado en un ERG clinico Son
reconocidos tres componentes primarios: PI, PI1 y PIIL El PIH ¢s una onda ripida cornco-
negativa que representa predominantemente cambios en la membrana de los fotorreceptores
. por su respuesta a la luz, podendo ser considerado como componente de la onda a. E! Pll es
una onda corneo-positiva que representa la actividad de la capa interna de la retina.
determinando y dominando la onda en el ERG. Fisiologicamente se trata del flujo de los
iones de potasio para fuera de las capas sindpticas de la retina hacia las células de Muller v
vitreo. El componente Pl ¢s una onda cornco-positiva lenta, que aparece debido a la
despolarizacion del epitelio pigmentado, causado por la queda extracelular de iones de
potasio producidb por la respuesta a la luz de los fotorreceptores 7%, Las tres ondas se
diferencian con referencia al periodo de latencia y amplitud. La latencia es el tiempo en que
se tarda la retina en responder al estimulo luminoso y se mide en milisegundos (mS),
mientras que la amplitud se refiere a la medicion eléctrica de la intensidad de la resbuesta

de la retina al estimulo y se mide en milivolts (uV) 7. Asi que en un ERG de. un ojo con

alguna disfuncién de los bastones, se registrard sélo la actividad de los componenles
fotépicos (conos), micntras que en una disfuncién de los conos, cl reglsl - de~l¢s

componentes escotépicos (baslones) (75)

respuestas de ondas pcqueﬁas, de Iatencia corta, mlentras que la esumulacxén del snstema

completa a Ia oscundad 1a sensibilidad maxima de la prmmpal onda b corneo-posmva del .

ERG en respucsla a dcstellos sxmples de la luz (a cada 2 segundos) aumenta mucho. Ya en

condncnones de adaptamén estable a la luz blanca suﬁcncnte para ehmmar la contnbuclén de




los bastones al LERG, la sensibilidad * maxima' de . la rrnisma: onda b no scaltera
e B9 L L

significantement, ;
Una respuesta del ERG a un csumulo dc lu4 blanca dcspues de'un pcrlodo de

adaptacion en la oscuridad representa una rcspucsla m;xla de los ‘conos con los bastones,
dominado en gran parte por los bastones. Los esu’inulbsb‘qué separan las funciones dc los
fotorreceptores son derivados de una combinacion.de filtros que proporcionan respuestas
distintas, debido a que los conos y los bastones pbséen diferentes sensibilidades espectrales.
En perros los bastones son mis sensibles a ondas de luz de 506nm y los conos a las dc
aproximadamente 550nm, la luz azul proporciona una onda corta, mientras que la luz roja
proporciona una onda de mayor longitud. Para que lengzimos la sensibilidad médxima
representada por los bastones el perro tendria que permanecer como una hora en la
oscuridad, sin embargo la misma respuesta’iogra ser alcanzada con una adaptacién de 20 a
30 minutos. La obtencion aislada de la respliestu de los bastones cs favdrccida por la
adaptacion en la oscuridad, estfmulo de baja mlensxdad y luz de baja longuud de onda como
la azul. A la inversa la respuesta mslada de los conos es favorecida :con la adnptacmn a la

luminosidad y esumulos mas mtensos con luz con longltud dc onda mas largo como la

%)

rojal

La electrore(inograf' aen destello usa’ timulos repcudos, sxendo una hcrramlema

causa aparente, como los casos de ceguera subna
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-Enla dlfercncl.lcxon de anormalldadcs de los foton'cccptorcs
 Algunos factores mu.rr(.luuonudos quc pucden alecmr los componcntcs de un ERG
serian 7450, ) o T ’
- Funcionalidad entre bas‘lones y conos. . . ;
- Intensidad, amplitud de onda (color),’ frccuehciay duracién del estimulo de iz
- Posicién y tamafio palpebral, asi como la posicién y tamaiio del globo ocular:

- Presién del oxigeno sanguinco,

- Perfusion sanguinea en cl ojo,
- Especie, raza y edad del animal,
- Intensidad luminosa en el ambicnte y llCmpO en la oscundud oen la luz.

"~ Pérdida visual. .
- 'chpcrmum, nutricion, anestesia, drogas y loxinas

L.os artefacios presentes durante un cxamcn comprenden. .

- Parpadco de los parpados o de la membrana mcmantc. .

- Movimiento del globo ocular. .
- Artefactos registrados mducxdos como cn: el uso erréneo en las constantes de

tiempo. e - R
Se recomienda un protocolo de” ERG . bien elaborado en donde haya una; buéna

definicion del estimulo a ser utilizado, asi como las condiciones baJo las cuales sera

calizado el estudio (adaptncnén a la oscuridad o a la luminosidad) y en cual orden serd

alteran la adaptacién a la oscuridad. Un protocolo ideal debe de mcl
tiempo requerido de adaptacién a la oscuridad, seguido de uno o dos estimulos para alslar

Ias respuestas de los bastones, posteriormente una serie de esumulo que mcluyan

respuestas mixtas de los bastones y de los conos, ¥y fnalmente uno o dos estlmulos de alta

intensidad para aislar las respuestas de los conos.
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Con basc cn exdmencs oftalmologlcos se_espera’ encontrar animales con “atrofia
progresiva de la rclum énuna poblacxon dc perros quc acuden a un hospual veterinario por

alleracxonce oculares .

V. OBJETIVOS

El objclivo'geheral de cste proyccto es de evaluar Ia‘ prevz\lcnc‘ia de la-enfermedad
en una poblacnon de perros de distintas razas exammados oftalmologlcamemc. ; b

Objetivos, prmc:pales

1. Detectar los’ ammalcs cnfennos con alrof progresnva de 1a tina en una

poblacnén de perros de- dlstmlas razas on’»b
estudios de electroretlnograﬂa :

2. Conﬁrmar el uso de la eleclroretmograﬂa como m

progresiva de la retina.

3. - Discutir los posibles genes candldatos causanlc dela nfermedad

4. Plantear soluciones para el conlrol de la enfermedad




VI. MATERIAL Y METODOS

l’ tra (_l dcsurrollo dc cstc trabajo se cmplcaron 1508 amm.llcs quc compargcu.ron al
Hospital Vclcrumno dc Fspccnalldades encl perlodo dé enero aJuI:o del 200’ conformando
2 grupos. Una poblacién canina de 456 ammalcs de distintas’ razas que s¢ prcscnmron por
problemas oﬁalmoloycos integré el Grupo [, Los 1052 ammalca restantes sc n.ncontraban
oftalmoldgicamente ‘sanos y comparecieronal’ Ilospnal por problemas generales o a
vacunacion, conformaron cl Grupo I1. Una poblacion de Setter Irlandés oftalmologicamente
normales conformé ¢l Grupo 111.

I.os animales de¢l Grupo | fueron subdivididos en otros dos grupos: una poblacién
con problemas degenerativos en la retina conformando un Grupo I-A, y un-Grupo I-B
constituido por animales quc llegaron por otras alteraciones oftalmolégicas.

Todos los animales del Grupo I-A, asi como los del Grupo 1l fucron sometidos aun
examen clinico oftalmolégico completo y ERG. (Cuadro 7) e '

e Examen clinico oftalmolégico:
- Examinacién periocular: evaluacién de las 6rbitas en':c

deformidades o a;,randamlemos.

neoplasias. Evaluacion de los rcﬂcjos de parpadeo

- Conjuntiva__y membrana nictitante: observacnén de anormahdades como

vascularidad incrcmcnlada, cucrpos extrafios,

vascularizacién,

opacidad, UEerpos - extmﬁos,

laceraciones y ulceraciones.
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Cimara anterior e iris: también con el auxilio de la lampara de hendidura la

cdmara anterior se evalta desde los aspectos anterior, . lateral y dorsal. Puede
cvaluarse para niveles clevados de proteinas, sangre, quistes  del “iris,
profundidad y cucrpos extrafios. El iris se examina con la magnificacién  para
evaluar color, forma, tamafio de la pupila, superficic y movimiento. Evaluacion
también del tamaiio de las pupilas y reflejos pupilares a la luz, que pueden estar
ausentes o disminuidos en animales con la atrofia progresiva de la retina.

Lente: examinado en busca de opacidades como las producidas por las édlaralas,
: ha m la

posicion, presencia y tamafio. La localizacion de la catarata au

determinaciéon de su causa podendo ser hercdadu o asocnada a la atrofn

progresiva de la retina,
Vitreo: examinado por oflalmoscopfa se buscan dnormahdndr.s como ﬁlamcmos

vitreos, hmlosls asteroide, hcmorraya c mﬁllmclon con celulas mfhmatonas.

apariencia normal, desprendimiento - de la
corioretinal, patrones vasculares, alenuacxon,

colobomas, cicatrices, alteracidn en el color, camblos enla plgmemacmn y focos

de inflamacién. El disco éptico debe de ser examinado n b sca d allcracnones

de la forma, tamaiio, color, inflamacién, edcma y colobomas

Electroretinografia: previa aneslesm téplca dc la cémca con tetracuma (Ponu

Ofteno®). Posicionamiento de los elcclrodos. un elcctrodo reglslrador (unu Iemc de

contacto superpuesta a la cérea), un electrodo de rcferencm (una aguja posncwnada enel

canto lateral del ojo) ¥ un clectrodo tierra posicionado en el drea OCCIpllEll y rcglslro de'la

actividad eléctrica de la retina la cual fue posteriormente analizada mediante e] uso del

programa RetinoGraphics.
El protocolo del ERG utilizado fue el eslandar con las sxgunentes caractcnsucas.

Tiempo base (mS/Div) - o5
Sensibilidad (WV/Div) 20"
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v Fillro (Hz) » E ‘No

v lelmulo (H IL) - Unico

v Fuemte U 7 LED

v lnlcnsxdad (dB) o 0

v : Color : : Blanco

v N Promedlo (# de tcstcs) E:

v ST nempo mler-lcstes (S) - 2

v : Arlefactos (%FS) Sty No_* g

v T lcn'lpo de adnplacxon (mm ) N/A -
. ‘ 5 min,

e Andlisis estadistico de los Qacxcnteq guc comgareclcron al Hospital Veterinario:

Para evaluar se la proporcion de pacnentes que as:slen a consultn oﬂalmologlca varia por
raza (se consideraron 5 calegorms. otras Y Collle, : Cocker Spamel I"rench Poodle,

Schnauzer Miniatura ¢ Yorkshlrc Temer) o- por scxo se aJustaron modclos de rcg,rcsnon

logistica. )
Asimismo, se quiso evaluar el efecto que Ia raza Y. el sexo tenian en'la prevalencm
de g snon logistica, sin

de la atrofia progresiva de la retina mediante el ajuste de model

embargo por problemas de tamaifio de muestra tinicamente -s¢ p ar:se cxxsnan

diferencias significativas en la prevalencia de la enfermedad SEXOs medlanle una

prueba de homogencidad de proporciones.

*  Anilisis egtadistico de los resultados de la electroretmograf'a

de los resultados de la clectroretinografia umcameme ‘se

Para’el anilisis

correspondiente a la onda b (amplitud y latencia) porque i g'hiﬁca't:ivnqén el
diagnéstico de la atrofia progresiva de la retina. .. ‘ » o

Para comparar la latencia promedio y la ampluu promedio de ca
grupo de perros enfermos con APR (I-A) y cl : grupb le : perros’ Setter Irlandescs

clinicamente normales (I1I) se realizé una prucba det para muestras mdcpcndlentes

ojo entre el

Se compard posteriormente la longitud promcdlo y Ia amphtud promedlo entre ojo

derccho ¢ 12qu|erdo para el grupo de perros enfermos. con APR (I-A) y para ¢l grupo
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normal (1) en separados mediante una prucba de t para mucstras xjclncionzidas. Para ¢l
grupo de perros normales (HI) también se compard la: longitud broxx1cdio y la amplitud
promedio de cada ojo antes y después del periodo de zldapt;lciéﬁ en la oscuridad mediante
la misma prueba de t para muestras relacionadas.

Previamente a la realizacion de los andlisis de comparacién de medias se hicieron
prucbas de normalidad. utilizando las prucbas de Kolmogorov-Smirnov y la de Shapiro-

Wilk. Todos los anilisis se realizaron con ¢l paquete estadistico SPSS (Statistica Package

for Social Sciences) version 10.0,
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%1} RESULTADOS -

Comparccieron al llospllul Vctcrumrlo de Especialidades ¢n el pcnodo de’enero a
julio de 2002 un total de 1508 animales de 76 distintas razas, siendo que las 10 l‘d/dS que se
presentaron con mayor frecuencia fueron: el French Poodlc, Cocker: Spamcl Cnollo,
Maltes, Schnauzer Miniatura, Pastor Alemdn, Labrador, Golden Retrlevcr, Yorl\shlrc y
Rottweiller. De la poblacién oftalmologica conformada por 456 anll11a]cs de" 14 distintas
razas, las que se presentaron con mas alteraciones oculares fucron: French liog.)dlc,: Cocker
Spanicl, Criolla, Maltes, Schnauzer Miniatura, Shar Pei y Rottweiller. :

Con respecto al comportamiento de la proporcién de pacientes ‘que: asisticron a
consulta oftalmolégica, ningin modelo de regresion logistica resulté 'signiﬁcmivo, to que
implica que no sc encontraron diferencias estadisticamente significativas enla proporcion
de pacientes que asistieron a consulta oftalmolégica ni por raza ni por sexo. La proporcion
de pacientes que asistieron a consulta oftalmoldgica se encontrd entonces entre 27.89% y
32.51% con un 95% de confianza cn una poblacioén de perros similares a los que acudieron
al Hospital Veterinario de Especialidades en el mismo periodo (Cuadro 8).

No se encontré una diferencia estadisticamente significativa . (p>0.05) en’ la
prevalencia de la APR por sexo. La prevalencia de la APR en pacientes oftalmolégicos.
similares a los que acudieron al Hospital Veterinario de Especialidades se encontré entre
2.16% y 5.74% con un 95% de confianza. La distribucién de pacientes oftalmolégicos ”q'ué ’
presentaron APR por raza y sexo se presenta en los cuadros 9 y 10. SR ‘

Los animales que integraron el Grupo | que se presentaron con problemas de‘
pérdida de vision fucron separados en un grupo I-A y sometidos a un examen oﬂalmoléglco
y del fondo ocular. Se encontraron perros clinicamente positivos a la atrofia progreswa de
la retina en donde oftalmoscépicamente las retinas exhibian avanzada atenuacién de sus.
vasculaturas y diversas areas de hiperrefractilidad. El examen clcctron"etin‘ogréﬁ‘co registré
retinas con escasa actividad eléctrica las cuales fueron sometidas a uno sélo estimulo
luminoso. El valor promedio observado considerando ambos ojos para la latencia de la
onda b fue de 12.34 mSeg con un error estz'x_ridai (et_:)ide 1.28, asi como valor de 11.62 uV
(ee = 2.95) para la amplitud. ‘El animal 3’06 fue incluido en el Grupo I-A de animales




positivos - a la- APR por presentar altcrdcnones oﬂalmologxcus compaublcs con la

cnlcrmcddd aunque presentd valor de la ondu ben cl OJO uquu.rdo dentro del rango de
normalidad. (Cuadro 11, Figura 3) ’ : ;

Los animales del Grupo III sc prcserilaron‘ cliniézmwnlc normales al examen
oftalmolégico y del fondo ocular mediante previa dilalﬂéic’»ﬁ de las pupilas con un
midriitico de corta acciéon. Fueron sometidos posleriormcnﬁe al cxamen de ERG en donde
la retina fue estimulada en dos ocasiones. Se realizé un registro rapidamente después que cl
animal fue sometido a la oscuridad sibita, y un scgundo registro posterior a un periodo de
adaptacion de 5 minutos en la oscuridad en donde se esperaba una respuesta de la onda b de
mayor amplitud, Se obtuvieron valores promedio considerando ambos ojos para la latencia
de la onda b de 17.48 mSeg (ec = 0.95) en el primer estimulo, valor que aumento para
19.73 mSeg (ec = 0.87) después del periodo de adaptacion a la oscuridad. La mish)a
relacién fue observada en el valor de la amplitud de la onda b que fue de 89.16 uV (ee =
8.19) en el primer estimulo y de 113,10 uV (ee = 12 37) despues del pcnodo dc adaptacnon
a la oscuridad. ; : -

Ciertos animales tuvieron que ser tranqulllzados (Acepromacma 0 1 mg/K;= I M +

Tllemmma-éolazepan 5 mg/Kg L.M) pam una 'me_jor '~evaluacmn cn el examcn
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diferencias estadisticamente significativas en la latencia (p<0.‘05') y_en.la amplitud de la
onda b (p<0.000). (Cuadros 13 y 14) ’ B " o N

No se encontraron diferencias cstudislicamc‘ntc sfgxliﬁéagivds; (pS0.0S) cn Vcl andlisis
del promedio de la longitud y de la amplitud entrec ojo dércéﬁé e iiqu‘icrdb wnto en el grupo
de perros con APR (I-A) como en ¢l grupo de pcrroS clinicaﬁmni«; normales (I11). (Cundfos
15y 16) : : o
Tampoco sc encontraron diferencias csladl’slicumenlcisigniﬁchlivaé (p>0.05) en el
promedio de la longitud y de la amplitud antes y después del periodo de adaptacién en la
oscuridad para ¢l ojo derecho asi como para ¢l ojo izquierdo en el grupo de perros Setter

Irlandeses clinicamente normales (111). (Cuadro 17)
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VIIL DISCUSION
1. l:vnlu.lcwn de la prevalencia de 1a atrofia prog,rcsn' u dc I.| rchn.l

De los 1508 animales de distintas razas que combzircciclfdn al l*lospflul ‘Velerinario
de Especialidades, 30.2% (456/1508) fueron dcbidora'brob!cmya's-‘oﬁulmolégicos', siendo
que de cstos 3.9% (18/456) fueron diagnosticados con atrofia progresiva de la retina. El alto
porcentaje de animales con alteraciones oculares encontrado ‘en ‘este estudio se debe a que
¢l Hospital cn donde fucron obtenidos los datos es reconocido por esta especialidad.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0.03) con respecto
a la prevalencia de la atrofia progresiva de la retina entre machos y hembras, sin embargo

no se pudo evaluar ¢l efecto dec la raza en la prevalencia de la enfermedad debido a que ¢l

tamario dc la muestra fue muy pequefio.

2. Confirmacién del uso de la clectroretinografia en el diagndstico de la atrofia

progresiva de la retina

En el andlisis de los registros del ERG realizados en este estudio se consideraron
normales todas las respuestas que presentaron una amplitud mhyor que 44.5 . uV pafa la
onda b después de 5 minutos de adaptacién en la oscuridad, asi como retinﬁs enfenﬁas
todas aquellas que presentaron ondas b con amplitud mfenores a 30 pv adaptados dc los

valores establecidos por Sims 7,
Los valores obtenidos en el ERG del grupo I-A se encontraron dentro dcl rango‘

establecido por Sandberg er.al ®¥ y Kommonen er. al (57’ De

cncontrados en el grupo III de los animales climcame e:no
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estadisticamente significativas con relacién a las dos mediciones realizadas de la Jatencia -

del ojo derecho.
Ciertos animales del grupo II1 conformado por mdlwduos

examen oftalmoldgico completo y de ERG, tuvicron que ser lranqull 24 dos p.lra tina meJor

1enle normalcs ul

evaluacion del examen electroretinogrifico, cxpllcundo algunas amplnudes de” vdloncs
0

menores para la onda b en ¢l segundo estimulo de la retina

El analisis de los datos obtenidos en ¢l ERG del grupo l A dc ammalcs enfermos
con APR en comparacion a los del grupo 1l de Setter Ir]andcses chmcannnto. normales.
confirmo estadisticamente (p<0.000) que el examen de ERG es un melodo de diagnostico
cficiente y confiable para la medicién de la actividad eléctrica de la retina vy para su
posterior clasificacién en normal o enferma %7677,

En el andlisis comparativo de los valores obtenidos de ambos ojos para cada grupo
en separado (I-A y III) no fueron encontradas diferencias ecstadisticas  (p>0.05),
demostrando ‘que los registros del ERG confirman la manifestacién bilateral de la
enfermedad observada a través de los cambios oftalmoscopicos 120 Ademads los valores
analizados del grupo [1I obtenidos de ambos ojos inmediatamente en la oscuridad y después
de 5 minutos de adaptacion en la oscuridad, demuestran (p>0.05) que sc¢ neccesita un
periodo de adaptacion mds largo que el utilizado en este estudio para la obtencién de datos
que ensefien una evidencia estadistica del aumento en la respuesta de la amplitud de la onda

b en el registro posterior al periodo de adaptacion en la oscuridad %8,

3. Discusion de los posibles genes candidatos causantes dela gi fia ‘progrcsiya

de la retina

causantes de la RP en humanos

le > genes candldatos de la APR

Considerando que. actualmcme se conocen 32 gen
y que apenas unos 20% han sxdo |nvest
deberiamos de consxderar tod os S ue ain no fueron mvesugados como la
arrestina o los gencs’ que conlrolnn la® xpresxén de" los genes. especificos de las células
fotorreceptoras (NRL Y- CRX), como posxbles candxdatos 6282 Ofro punto importante es -

analizar la expresién en retinas de perros dc todos los 264 genes ya identificados en retinas
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son oltras técnicas que permiten cvaluar posiblcs'gehes ‘candidatos’ co

enfermedades degenerativas de la retina.

Un factor limitante muy importante. en la clonactén deot 'o‘siblcs:gcncs

candidatos causantes de retinopatias es la falta de un calaloz, os genes, quc‘

se expresan sclectivamente en los fotorreceptores, asi': como el desconocnmncnlo de-la’
secuencia de muchos genes importantes en las diferentes cspccu. n proyectO—

muy audaz esta siendo desarrollado en la Universidad de Callfomla denommado “Proycctc‘

Genoma Canino™ cuyo mayor objetivo es el de originar. un :mapa con p elo dc lodos los

genes del perro, herramienta que auxiliara en la mvcsugncnon dc ,uchos [,enes causantes

de diversas enfermedades heredadas en esta espccxe‘ ~ Otra |mpot1anlc conlrlbucmn

proporcionada por esta investigacion es cl desarrollo - de’ lmc:adorcs quc puedan ser
utilizados en la reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) 5enerndos con basc en una
tabla que contiene la frecuencia de los codones que forman el ADN canino (Cuadro 18). La
secuencia completa del genoma humano y de varias otras especies proporcionaran un nuevo
punto de partida para la comprension de la composicién de nuestro c6digo genético y como
algunas alteraciones en estas instrucciones pueden resultar en una enfermedad. Una vez que
hallazgos importantes en la especic canina pueden ser extrapolados a la medicina humana y

viceversa.

4. Planteamiento de soluciones phﬁl cl cdntrql dc [a atrofia progresiva de la

retina

Es muy importante destacar quc el exame oﬂulmoscéplco Y del fondo del ojo debe

de ser incluido dentro del examen general‘reahzado en todos los ammales que Ilegan a una
pr nmpal dc la consulta una vez que

clinica vetcrmarm, mdependlcnte d cual sea el moti
discretas alteraciones oﬁalmoléglcas‘pueden pasar desapercxbxdas En un rcpone reallzado
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cn ltalia en donde mas de 2,000 perros que comparecicron a consulta por motivos diversos
fueron - examinados oftalmolégicamente, las dos alteraciones’ oftalmolégicas . principales
encontradas en esta poblacién fueron lesiones inflamatorias en el fondo ocular y Ia atrofia
progresiva de la retina *» demostrando la gran importancia del examen, )

La concientizacion de propietarios y clinicos veterinarios de la importancia del
examen oftalmolégico proporcionard a todos los oftalmélogos una enorme e importante
base de datos que permitird el desarrollo de programas de control de la APR 0 atn mismo
perfeccionar los ya existentes en algunos paises como Estados Unidos ¢ Inglaterra . Los
programas instituidos en Inglaterra ® y Estados Unidos ¥ para la erradicacién de la
enfermedad entre los Setter Irlandeses fue alta pero no completamente un éxito. Eso debido
a que en la poblacién cstudiada en ambos lugares se encontrd una proporcion de 0.48% en
Inglaterra y de 7.8% cn Estados Unidos de individuos portadores del gen mutante cuando
comparados a los individuos homocigotos normales @333 gin embargo, en un estudio
genético realizado en una poblacién que representaba 75% de los Setter Irlandeses de
criadores de Australia no se encontraron animales portadores de la mutacion, considerando
que el muestreo fuc aleatorio y la prevalencia fuera la misma que la encontrada en los
Estados Unidos e Inglaterra, se csperarfan 3 animales hétérdéigolbs para la mutacién
sugiriendo que la enfermedad estaria ya controlada en este pals (85)

En la Federacion Candfila Mexicana A.C. e reglstran un_ promedio de 65,000

animales al afio a nivel del territorio nacional, siend q a 1‘0 razas mds registradas por

orden de aparicion son: Pastor Aleman, Rottwcl er,‘Labrador, Schnau7er Miniatura,

Golden Retriever, Yorkshire Terrier, Bulldog Inglés French Poodle Doberman y Pastor
ho de que una gran poblacion de

Belga Malinois. A estos datos se debe consxderar

mascotas estd conformada por razas muy popularcs como el Cocker Spamc] y el French

enfermedades heredadas como ié APRAd;:més de conlribuyercn para la identificacion de‘
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las mutaciones causantes de cada enfermedad y el desarrollo de prucbas molécularcs para la
determinacion de su estado genético mas especificos y seguros. o

Actualmente el Laboratorio Optigen (www.optigen.com) 'y, la Univérsidud de
Cornell ofrecen un test para el diagnostico de animales con APR con base cn la prcscncm
de la mutacién o con la utilizacién de marcadores genéticos que se;,rq,an)umo con'el locus
para-la. enfermedad presente en el cromosoma-9 canino (Cuadro - I9).~ 1 dlagnosuco
proporcionado a los perros de las razas en que ya se conocen la mutaéién:éom& cj Setter
rlandés cs 100% seguro, sin embargo en las razas en las cuales el‘les‘ljest‘é basado en:la
presencia de los marcadores genéticos como en los French Poodle, cl mismo puede resultar
en falso positivos. Eso debido a que estos marcadores son formados por un grupé de alcl_os
que no causan la enfermedad pero sc evidencian en los individuos que son afectados o
portadores de la enfermecdad. En el diagnostico a través de los marcadores los perros
afectados presentan 2 copias de dichos marcadores genéticos, mientras que los penos que '
no presenten el marcador son consnderados libres de la enfermedad no siendo ponadores ni
afectados; podendo - ser uuhzados en programas de cruza con toda:la segundad

Desafortunadamente el test con los marcadores no es considerado tan .exacto - en el

diagnodstico porque los perros’ que no estan afectados pucden prcscntar los marcadores

genéticos y por lo tanto scan consnderados falsos positivos, sin embargo cso no dlsmmuye

el valor del test. Para esto si encontramos un perro positivo al marcador podemos reahzar,

una cruza programada entre este animal con uno afectado y" verxﬁcar su camada afin de

determinar si este perro es un falso positivo. Para Ia complememamén dc’esta mformncmn

se busco obtener mds detalles con respecto a los marcndores utilizados por el labofatorio en

la realizacion de estos tests, sin embargo la respuesta ' tem a fue que por se tratar de una

accesibles,
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La gcncraci(')n y mantenimiento de poblaciones con atrofia progresiva de la retina es
otro factor fundumental para futuras investigaciones, pues posibilita el acceso a'un numero

|duos posmvos a la enfermedad para el andlisis de la chrugluon de Ia

mayor de indi
misma ¢n un pcdlg,n y estudios mas minuciosos con rcspcclo a las posibles mutaciones

presentes. Ampliando. las posibilidades de desarrollar técnicas moleculares diagndsticas
mads eficientes, ripidas y que requieran una menor manipulacién de las muestras, siendo
muy tiles en la averiguacion de los animales enfermos antes que los mismos manifiesten
clinicamente la alteracion, asi como en la deteccion de los anintles portadores.

l.a confirmacion de los animales enfermos o portadores posibilita que los mismos
scan encaminados a programas de reproduccion supervisadas. Asi que, en casos ¢n que
existan criadores que tengan reproductores de gran valor econdémico diagnosticado como
positivos a la APR, scrian oricntados a cruzar estos animales afectados solamente con
hembras que sean diagnosticadas libres de la enfermedad, asecgurando de esta manera la
generacion de camadas de gran interés comercial con la seguridad de que no manifestaran

clinicamente la APR.
Otra cuestion a ser discutida es el establecimiento de certificados de’ sa]ubrldad

oftalmolégica como la CERF (Canine Eye Registration I‘oundauon) szlc e cn los

Estados Unidos y Canada desde 1974, cuyo principal objetivo es recoger datos de todos los
S de la prevalencna

perros examinados oftalmolégicamente para proporcionar mformacno

de enfermedades oculares en determinadas razas y auxilia futuras mvesllgacnones en

cuanto a modo de herencia y susceptibilidad entre razas. El ceruﬁcado que es expedido por

oftalmélogos registrados en esta fundacién reporta si el ammal std llbre de enfermedades

oculares heredadas, siendo un requisito fundamental para cl reglslro de los perros en los
kennel clubes de Estados Unidos, Canadd e incluso de Inglﬂterra, en donde un perro que no

tenga el certificado no pucde ser registrado. Esta mlsma rcgla deberm de ser rcqu:sno

obligatorio para el registro de todos los ammales en la ch racxén C néf'la Mex:cana .

siendo necesaria una reestructuracion del pedlgn en el cual serian gregados todos los datos :

de importancia clinica del animal y no sé]o Ios nombres,
documento uno pueda tener el conocnmlcnto dc las enfcrmcdndes heredadasla que fucron ’

examinados los animales.
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La atrofia progresiva de la retina cs una enfermedad muy comun cntre las diversas
enfermedades oculares y que acomete un gran numero de animales. Logramos demostrar
que la enfermedad esti presente en la poblacion mexicana de” perros, lo bquc ‘hace

imprescindible la divulgacion y el desarrollo de un plan de control de la misma.
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X. FIGURAS
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Figura 1 — Capas de la retina

~

Figura 2 ~ Fondo de ojo normal (izquierda, flechas ensefian vasos normaules) y

fondo de ojo con atrofia progresiva de la retina (derecha)
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XI. CUADROS

1- GENES CANDIDATOS YA INVESTIGADOS EN ALGUNAS DE LAS RAZAS MAS PREDISPUESTAS

Genes candidatos a la Atrofia Progresiva de la Retma s

Raza

. FDC

FDE6a | FDE6P | FDE6S | FDE6y | Opsina RDS-: | Transducina
Periferina - S L
Basenji 0 X 0 0 X 0 0% Qe 0
Cardigan Welsh Corgi - | mutacién 0 0 0 0 0 Qs 20 0
Cazadores alces noruegos 0 X 0 0 X 0 0 2.0 X
Cocker Spaniel L X X [¢] [*] X X .0 X [¢]
Collie X DX X X X 0 X X X
Dachshund X X [¢] [¢] 0 X X c X [3)
French Poodle X X 0 0 X X X X X
Ganadero Australiano X 0 0 0 0 X X 0 0
Golden Retriever 0 O 0 0 ] 0 0 X o]
Labrador X X .0 0 X X X X X
N Malamute de Alaska ] X 0 0 0 0 0 0 0
° Papillon 0 X 0 0 0 0 0 0 0
Schnauzer Miniatura 0 X 0 0 X X X posible mutacion 0
Setter Irlandés 0 mutacion 0 0 X 0 o} 0 0
Sloughi X mutacién 0 0 0 X X 4] 0]
ey Yorkshire Terrier X X 0 0 Y X 0 0 0
B
b X: GEN CANDIDATO INVESTIGADO Y DESCARTADO COMO CAUSANTE DE LA APR.
[y Eg 0: GEN CANDIDATO NO INVESTIGADO.
> e FDE6a: GEN FOSFODIESTERASA 6 SUBUNIDAD «
ba] a FDE6f: GEN FOSFODIESTERASA 6 SUBUNIDAD B
= FDE65: GEN FOSFODIESTERASA 6 SUBUNIDAD &
o, 2 FDE6y: GEN FOSFODIESTERASA 6 SUBUNIDAD y
W4 ¢S FDC: GEN FOSDUCINA
e

NEDT

Adaptados de Petersen-Jones (1999), Wang (1999), Ray (1999), Wang (1999*), Zhang (1998), Lin (1998), Runter (2000) y Kylm (1997)




RECIESIVA.

ESULTADOS ESPERADOS UTILIZANDO LA PRUEBA DE OPTIGEN PARA LA
ZCCION DE LA ATROFIA PROGRESIVA DE LA RETINA AUTOSOMICA

confianza) de producir cachorros
afectados.

Genotipo | Grupo de Interpretacién de 1a prucba para Riego en desarrollar la
riesgo Ia determinacion de Ia eruza Atrofia I’'rogresiva de la
Retina
A I- Ll animal puede ser cruzado con Se espera que no
homocigolo perros de cualquier genotipo, con | desarrollen la enfermedad,
normal riesgo extremamente bajo (99.5% de con un riesgo

extremamente bajo (menor
que 0.0025%).

B -
heterocigoto
portador

Probabilidad de ser portador de 1a
enfermedad con un 99% de
confianza, cn donde el animal debe
de ser cruzado solo con animales
con genotipo A para reducir los
riesgos de la produccion de animales
afectados.

Sc espera que no
desarrollen la enfermedad,
con un riesgo muy bajo
menor que 0.5%,

C 1 -
homocigoto
afectado

Probabilidad de ser homocigoto
afectado con un 99.5% de confianza,
en donde los animales deben de ser
cruzados s6lo con animales con
genotipo A para la reduccion de los
riesgos cn la produccion de animales
afectados.

Probabilidad muy alta de
que los cachorros
desarrollardn la atrofia
progresiva de la retina, con
s6lo 0.5% de chance de no
se presentaren afectados.

3 - RESULTADOS ESPERADOS EN LAS ESTRATEGIAS DE CRUZA UTILIZANDO
LLAS PRUEBAS DE OPTIGEN PARA PERROS CON ATROFIA PROGRESIVA DE LA
RETINA AUTOSOMICA RECESIVA.

Patrén 2
Patrén 1 A (Normales) B (Portadores) C (Afectados)
A Todos = patrén A Y2 = patron A Todos = patrén B
(Normales) Y2 = patrén B
B Y2 = patrén A Y4 = patrén A Y2 = patrén B
(Portadorces) Y5 = patron B 2 = patrén B Y2 = patron C
Y4 = patrén C
C Todos = patrén B V2 = patrén B Todos = patrén C
{Afectados) Y2 = patrén C
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4 -~ RESULTADOS ESPERADOS EN LAS ESTRATEGIAS DE CRUZA UTILIZANDO
LLAS PRUEBAS DE OPTIGEN PARA PERROS CON ATROFIA PROGRESIVA DE LA
RETINA AUTOSOMICA DOMINANTE,

Genotipo 2

Genotipo 1

Homocigoto
normal NN

Heterocigoto
afectado ND

Homuocigoto
afectado DD

Homocigoto normal
NN

Todos normates NN

Y2 homocigoto normal
NN
¥z hetcrocigoto
afectado ND

Todos heterocigotos

afectados ND

Heteroceigoto
afectado ND

Y2 homocigoto
normal NN
¥z heterocigoto
afectado ND

Y4 homocigoto normal
NN
Y2 heterocigoto
afectado ND
V4 homocigoto
afectado DD

¥4 heterocigoto
afcctado ND
Y2 homocigoto
afectado DD

Homocigoto afectado
pD

Todos heterocigotos
afectados ND

Y2 heterocigoto
afectado ND
¥; homocigoto
afectado DD

Todos homocigoto

afectado DD

5—RESULTADOS ESPERADOS UTILIZANDO LA PRUEBA DE OPTIGEN PARA LA
DETECCION DE LA ATROFIA PROGRESIVA DE LA RETINA LIGADA AL X.

Interpretacion de la prucba para
Ia determinacién de la cruza

Riesgo en desarrollar In
Atrofia Progresiva de Ia

Retina

Las hembras normales pucden ser
cruzadas con cualquier macho, sin
embargo los machos normales
deben de ser cruzados sélo con
hembras normales.

Nunca desarrollaran la
atrofia progresiva de la
retina ligada al X.

Las hembras portadoras no deben de
ser cruzadas (sélo las hembras son
portadoras cn cste tipo de
enfermedad).

Nunca desarrollaran la
atrofia progresiva de la
retina ligada al X,

Resultados | Genotipo
N Normal
C - Portador
A Afectado

Los machos afectados deben de ser
cruzados sélo con hembras
normales. Las hembras afectadas no
deben de ser cruzadas, aunque estas
son raras pues necesitarian que
ambas copias estuvicran alteradas.

Ticenen o van a desarrollar
la atrofia progresiva de la
retina ligada al X,

51

TESIS CON
FALLA DE {

URIGEN




6 - RESULTADOS ESPERADOS EN LAS ESTRATEGIAS DE CRUZA UTILIZANDO
LLAS PRUEBAS DE OPTIGEN PARA PERROS CON ATROFIA PROGRESIVA DE LA
RETINA LIGADA AL X.

Hembra

Macho

XnXn (normal)

XnXa (portador)

XaXa (afectado)

XnY (normal)

Todas hembras y
machos normales

Y2 = hembras normales
V2 = hembras portadoras
Y2 = machos normalcs
Y2 = machos portadores

‘Todas hembras
portadoras
Todos machos
afectados

XaY (afectado)

Todas hembras
portadoras
Todos machos normales

Y = hembras portadoras
V2 = hembras aflectadas
Y2 = machos normales
Y2 = machos afectados

Todos machos ¥
hembras afectados.

Xn = cromosoma X con gene para la APR normal.
Xa = cromosoma X con gene para la APR con mutacion.
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7-RELACION DE LOS ANIMALES EXAMINADOS

Identificacién Raza Edad | Sexo Cambios oftalmologicos Diagnostico

clinico
101 Setter Irlandés| 2 afios | macho fondo de ojo normal Normal
102 Setter Irlandés| 8 meses | macho fondo de ojo normal Normal
103 Setter Irlandés| 4 afios | macho fondo de ojo normal Normal
104 Setter Irlandés| 8 afios | macho fondo de ojo normal Normal
105 Setter Irlandés| 4 afios | macho fondo de ojo normal Normal
106 Setter Irlandés| 3 afios | hembra fondo de ojo normal Normal
107 Setter Irlandés| 2 afios | macho fondo de ojo normal Normal
108 Setter Irlandés| 1 afios | macho fondo de ojo normal Normal
109 Setter Irlandés| 2 afios | macho fondo de ojo normal Normal
110 Setter [rlandés| 6 afios | macho fondo de ojo normal Normal
111 Setter Irlandés| 2 afios | hembra fondo de ojo normal Normal
112 Setter Irlandés| 3 afios | macho fondo de ojo normal Normal
113 Setter Irlandés| 8 afios | macho fondo de o0jo normal Normal
114 Setter Inglés | 6afios | hembra fondo de ojo normal Normal

(continua)
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201 Cocker | 10afios | hembra | disminucién del reflejo pupilar v ERG extinguido. APR
Spaniel
202 Cocker 10 afios | macho | disco dptico pilido, atenuacién de los vasos de la APR
Spaniel retina y hiperrefractibilidad
203 Cocker 7afios | macho atenuacion de los vasos de la APR
Spaniel retina.hiperrefractibilidad ERG disminuido
301 French Poodle| 12 afios | hembra | disminucidn del reflejo pupilar. cataratas y ERG APR
extinguido.
302 French Poodle] 4afios | macho | ausencia del reflejo pupilar,ausencia de vasos y APR
hiperrefractibilidad
303 French Poodle| 8afios | macho | atenuacion de los vasos de la retina v dreas de APR
hiperrefractibilidad
304 French Poodle| 6afios | hembra |  ausencia del reflejo pupilar, cataratas y ERG APR
extinguido.
305 French Poodle| 7afios | hembra | disco éptico pélido, atenuacion de los vasos de la APR
) retina y hiperrefractibilidad
306 French Poodle| 4afios | macho | ausencia del reflejo pupilar,ausencia de vasos y APR
hiperrefractibilidad
307 French Poodle| 11 afios | macho | ausencia del reflejo pupilar,ausencia de vasos y APR
hiperrefractibilidad
401 Yorkshire | 7afios | macho | disminucion del reflejo pupilar y ERG extinguido. APR
Termrier
402 Yorkshire | 8afios | macho ausencia del reflejo pupilar. cataratas v ERG APR
Terrier extinguido.
501 Schnauzer | 8afios | hembra | ausencia del reflejo pupilar.ausencia de vasos y APR
Miniatura hiperrefractibilidad
502 Schnauzer | 4afios | macho [ disco dptico palido y atenuacion de los vasos de la APR
Miniatura relina

APR: atrofia progresiva de [a retina,




8 — DISTRIBUCION DE PACIENTES QUE COMPARECIERON Al. HOSPITAL DE
ESPECIALIDADES POR RAZA Y POR MOTIVO DE CONSULTA

Motivo de la consulta
Raza no oftalmologia oftalmologia (%) Total (100%)
(%)
Collie / otras 675 (70.8) 279 (29.2) 954
Cocker Spaniel 94 (66.7) 47 (33.3) 141
French Poadle 174 (64.4) 96 (35.6) 270
Schnauzer Miniatura 72(74.2) 25 (25.8) 97
Yorkshire Terrier 37 (80.4) 9(19.6) 46
Total 1052 (69.8) 456 (30.2) 1508

9 - DISTRIBUCION DE PACIENTES OFTALMOLOGICOS POR RAZA Y
PRESENCIA DE APR .

APR
Raza no (%) si (%0) Total (100%)

Otras 277 (100) 277
Cocker Spaniel 43 (91.5) 4 (8.5) 47
Collie 1 (50) 1.(50) 2
French Poodle 88 (91.7) 8 (8.3) 96
Schnauzer Miniatura 22 (88) 3(12) ~ .25
Yorkshire Terrier 7(77.8) 2 (22.2) 9.
Total 438 (96.1) 18 (3.9) - 456

10 — DISTRIBUCION DE PACIENTES OFTALMOLOGICOS POR SEXO Y
PRESENCIA DE APR

APR
Sexo no (%) si (%) Total (100%)
Hembra 218 (97.3) 6 (2.7) 224
Macho 220 (94.8) 12 (5.2) 232
Total 438 (96.1) 18 (3.9) 456

TESIS A
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i1 — ERG DEL GRUPO I-A ENSENANDO VALORES DE LAS ONDAS AY B

ANORMALES
Animal | Ojo Inmediato
latencia a (mS) amplitud a (uV) latencia b (m8) amplitud b (uV)
201 0.D. 5.5 2.8 3.8 1.4
O.S. 7.5 -14 1.8 3.9
202 0.D. 57.5 -22.2 23 13.6
O.8. 6.8 -5.5 2 3.6
203 O.D. 5 1.1 4.3 1.1
O.S. 6.3 -3.9 3 0.6
301 |O.D. 743 181 13 08 |
O.S. 5 1.7 8.8 28
302 0.D. 5 -17.5 10 51.6
0.S. 2.5 33 27.5 9.7
303 0.D. 15.5 -23 16.3 16.1
0.8, 243 -8.3 10.7 8.8
304 0.D. 11.3 -14.1 15.5 26.1
Q.S. 12.5 -7.8 16.8 4.2
305 0.D. 15 -2.5 20 3.1
0.S. 6.8 -6.1 10 5.6
306 0.D. 8 -10.8 17.5 333
0.S. 11.8 -22.5 15 63.6
307 O.D. 4.3 2.2 11.2 1.1
O.S. 9.3 -7.8 23.7 12.5
401 0.D. 9.3 -0.9 21.2 8.1
0O.S. 5 -0.3 6.3 3.1
402 0.D. 9.3 -53 12 9.4
O.S. 1.3 -0.6 4.2 1.1
501 0.D. 1.3 2.3 7.5 6.1
0.8. 14.3 -4.4 6.2 2.5
502 0.D. 2.5 1.1 8.8 3.6
O.5. 5.5 1.4 16.3 2.8
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12-ERG DEL GRUPO I ENSENANDO VALORES DE LAS ONDAS A'Y B INMEDIATAMENTE EN LA OSCURIDAD
Y DESPUES DE 5 MINUTOS DE ADAPTACION EN LA OSCURIDAD

Animal| Ojo |Inmediato 5 minutos de adaptacion en la oscuridad J‘
{latencia a (mS)jamplitud a (uV} latencia b (mS) |amplitud b (uV) |latencia a (mS)[amplitud a (uV) {latencia b (mS) lamplitud b (uV) |
101 | OD. 10 22 13.8 107.8 93 5.3 22 953 |
0S. 9.3 -29.1 22 166.6 8.8 -19.1 23 136.6
102 { OD. 1.3 -15 22 1489 11.3 9.7 273 3103
0S. 10.5 15 29.5 1014 118 -125 26.2 216.1
103 | O.D. 11.8 -17.5 16.2 98.9 9.3 -19.7 225 83.3
0.S8. 2.5 <225 14.3 38.9 11.8 -35.8 20 1228
104 | OD. 13 -3.9 22 512 15.5 -5 213 509
0.S. 13 -0.6 283 49.5 13.8 -1.4 25 614
105 | OD. 88 -32.5 16.2 129.2
0S. 8 -1.8 175 135
106 | OD. 11.3 -15 13.7 833
0.8, 11.8 -192 15 29.2
107 | OD. 11.8 -269 12.5 707 10.5 44.7 17 156.1
0.S. 1.8 20 132 64.8 11.3 -33.2 23.7 153.5
108 | OD. 10.5 -45 17 144.4 1.8 -34.6 16.2 86
0.S. 1.3 -50.7 162 1574 18 -35.7 15.7 94.1
109 § OD. 113 <282 20.5 84.5 5.5 -17.7 233 92.5
0.S. 15 -29.1 143 61.5 1.8 31 18.2 96.6
110 | O.D. 10 -214 15.5 66.6 10.5 -12.7 13.8 234
0.S. 12.5 -127 1.8 73.8 10 <203 143 90.4
111 | 0D. 1.5 -14 18.8 534 10.5 -204 15 1206
0.S. 10 -44.6 17.5 175.6 10 -26.8 18 148.6
112 | O.D. 10 -35 18 87.6 13 =271 12.5 6.2
0S. 118 211 15 65.3 43 -17.6 2.5 47.1
113 | O.D. 11.8 2.8 237 928 12,5 -34.2 16.3 167.2
0.S. 13.8 -6.4 20.5 66.6 118 -44.1 16.2 125
114 | 0D 6.3 6.7 5 18.6 14.3 -8 2.5 922 |
0.8 9.3 53 14.5 12 19.3 -35.5 18.7 522 i




13 - ANALISIS DE LOS VALORES DE LA ONDA b PARA EL 0JO DERECHO
(GRUPO ENFIERMO vs. SANO I1I) ’

APR Nimero Media D.E. E.E. Media
Latencia onda b (m$) sanos 14 17.1357 a 4.7477 1.2689
enfermos 14 13.0786 a 6.0511 1.6172
Amplitud onda b (uV) sanos 14 89.2071 a | 35.6625 9.5312
enfermos 14 12.5286 b | 14.9823 4.0042

D.E. Desviacidn Lstindar
E.E. Error Estandar
Literales diferentes indican diferencia estadisticamente significativos (p<0.000)

14 — ANALISIS DE LOS VALORES DE LA ONDA b PARA EL 0JO IZQUIERDO
(GRUPO ENFERMO vs. SANO II)

APR Numero Media D.E. E.E. Media

Latencia onda b (mS) Sanos 14 17.8286 a 5.4281 1.4507

enfermos 14 11.5929 b 7.5919 2.029
Amplitud onda b (uV) sanos 14 89.1143a | 51.2694 13.7023

cnfermos 14 10.7143 b | 16.7608 4.4795
D.E. Desviacion Estandar
E.E. Error Estandar
Literales diferentes indi diferencia disti significativos (p<0.05)
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15— COMPARACION DE LOS VALORES DE LA ONDA b ENTRE EL 0JO DERECHO E IZQUIERDO DEL GRUPO I-A
(ANIMALES CLINICAMENTE ENFERMOS) :

Diferencia del ojo [ntervalo de confianza

derecho conel .- .- S RS : para la diferencia al 95%

ojo izquierdo 1 Media DE. |EEmedia| Inferior | ° Superior t gl. | Signifcado
: g : (dos-colas)

Latenciade laondab(mS) | 14857 10483 | 2.8017 | -4.567 [:°7.5384 - [ .0.53 13 0.605

Amplitud de laonda b (uV) | 1.81E+00 | 18.0822 | 4.8327 | -8.6261 0.375 13 0.713

D.E. Desviacién Estandar
E.E. Error Esténdar

12,2546

16 -~ COMPARACION DE LOS VALORES DE LA ONDA b ENTRE EL 0]0 DERECHO‘E IZQUIERDO DEL GRUPO Il

(SETTER IRLANDESES CLINICAMENTE NORMALES)

Diferencia del ojo ‘t{Intervalo de confianza
derecho con el ' |para la diferencia al 95%
0jo izquierdo Medla E.E.media | : Inferior | + Superior t gl |Significado
S e R A (dos-colas
Latencia de laonda b (mS) | -0, 6929 /45648 4:01.22 1| -3.3285 1.9428 | -0.568 13 0.58
Amplitud de la onda b (uV) | 9.29E-02 | '43.483911.6216%| -25.014 | " 25.1997 | 0.008 13 0.994
D.E. Desviacion Estindar BRIt R i
E.E. Error Estindar
ESTA TESIS NG SALE
DE LA BIBLICTEC,
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17- COMPARACIQN DE LOS VALORES DE LA ONDA b PARA EL 0JO DERECHO E 1ZQUIERDO OBTENIDOS
ANTES Y DESPUES DEL PERIODO DE ADAPTACION EN LA OSCURIDAD EN EL GROUP I1I (SETTER IRLANDESES

CINICAMENTE NORMALES

Diferencia de laonda b Intervalo de confianza

antes

y después del periodo para la diferencia al 95%

de adaptacion a la oscuridad Significado
(dos-colas)

Media D.E. |E.Emedia| Inferior Superior t gl

Latencia del ojo derecho -1.825 | 7.0841 2045 -6.326 2.676 -0.892 il 0.391

Amplitud del ojo derecho 253 | 653024 | 18.8512 | -66.7912 161912 |-1.342 11 0.207

Latencia del ojo izquerdo  |-1.95E+00| 4.6046 | 13292 | -4.8756 0.9756  [-1467 11 0.17

Amplitud del ojo izquierdo |-2.08E+01| 58.0875 | 16.7684 | -57.7154 16.0987 1-1.241 11 0.24

D.E. Desviacién Estdndar
E.E. Error Estindar
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18 - FRECUENCIA DE LOS CODONES PRESENTES EN EL ADN CANINO

AMINOACIDOS CODON__ NUMLERO /1000 FRACCION
Gly GGG 532.00 19.52 0.28
Gly GGA 377.00 13.83 0.20
Gly GGT 260.00 9.54 0.14
Gly GGC 747.00 27.41 0.39
Glu GAG 1036.00  38.02 0.67
Glu GAA 516.00 18.94 0.33
Asp GAT 404.00 14.83 0.33
Asp GAC 807.00 29.61 0.67
Val GTG 91100 3343 0.50
val GTA 128.00 4.70 0.07
val GIT 219.00 .04 0.12
Val GTC 555.00 20.37 0.31
Ala GCG 291.00 10.68 0.15
Ala GCA 343.00 12.59 0.18
Ala _ GCT 441.00 16.18 0.23
Ala GCC $74.00 32.07 0.45
Arg AGG 340.00 12.48 0.22
Arg AGA 256.00 9.39 0.17
Ser AGT 232.00 8.51 0.12
Ser AGC 556.00 20.40 0.28
Lys AAG 873.00 32.04 0.68
Lys AAA 414.00 15.19 0.32
Asn AAT 341.00 12.51 0.34
Asn AAC 659.00 24.18 0.66
Met ATG 632.00 23.19 1.00
lie ATA 155.00 5.69 0.12
lic ATT 324.00 11.89 0.25
lle ATC 818.00 30.02 0.63
Thr ACG 283.00 10.39 0.18
Thr ACA 344.00 12.62 0.22
Thr ACT 277.00 10.17 0.18
Thr ACC 634.00 23.27 0.41
Trp TGG 475.00 17.43 1.00
End TGA 65.00 2.39 0.61
Cy's TGT 292.00 10.72 0.37
Cys TGC 487.00 17.87 0.63
£nd TAG 16.00 0.59 0.15
End TAA 25.00 0.92 0.24
Tyr TAT 263.00 9.65 0.31
* TESIS now
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Tyr TAC 577.00 21.17 0.69
Leu TTG 266.00 9.76 0.09
Leu TTA 94.00 3.45 0.03
Phe TIT 362.00 13.28 0.30
Phe TTC 847.00 31.08 0.70
Scr TCG 148.00 5.43 0.07
Ser TCA 219.00 8.04 0.1
Ser TCT 296.00 10.86 0.15
Ser TCcC 546.00 20.04 0.27
Arg CGG 353.00 12.95 0.23
Arg CGA 117.00 4.29 0.08
Arg CGT 100.00 3.67 0.07
Arg CGC 348.00 12.77 0.23
Gln CAG 904.00 33.47 0.78
Gin CAA 261.00 9.58 0.22
His CAT 166.00 6.09 0.28
His CAC 420.00 15.41 0.72
Leu CTG 1384.00  50.79 0.49
Leu CTA 121.00 4.44 0.04
Leu CTT 259.00 9.50 0.09
Lecu CTC 707.00 25.94 0.25
Pro CCG 221.00 8.11 0.14
Pro CCA 348.00 12,77 0.22
Pro CCT 367.00 13.47 0.24
Pro CCC 617.00 22.64 0.40
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19 - CUADRO CON LAS RAZAS QUE YA DISPONEN DEL TEST DE OPTIGEN

RAZAS ENFERMEDAD
Australian Cattle Dogs pred-PRA test
Bullmastiffs Dominant PRA test

Cardigan Welsh Corgi

red3-PRA test

Chesapcake Bay Retrievers

pred test ] for PRA test

English Cocker Spaniels

pred test 1 for PRA test

German Shorthaired Pointers

CD test

Irish Setters and Irish Red & White Sctters

red1-PRA tests

Labrador Retricvers

prediest 3 for PRA

Mastifls

Dominant PRA test

Miniature Poodles

pred-PRA test

Miniature Schnauzers

Type A-PRA test

Nova Scotia Duck Tolling Retrievers

pred-PRA test

Portugucese Water Dogs

pred test | for PRA test

XL-PRA test

Samoyeds
Siberian Huskies XL-PRA test
Sloughis red]-PRA test

Toy Poodles

red-PRA test
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