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Introduccion:

Las distrofias corneales son un grupo de enfermedades hereditarias
caracterizadas por pérdida de la transparencia corneal causada por acumulacién
progresiva de depdsitos anormales en las diferentes capas de la cornea. Estas
alteraciones tienen una gran heterogeneidad clinica y genética, inician en las
primeras décadas de la vida, afectan principalmente la parte central de la corneay
no se asocian a procesos inflamatorios. Con el tiempo, los depdésitos llevan a
alteracion visual y frecuentemente se requieren procedimientos quirdrgicos como

queratoplastias penetrantes para restablecer la agudeza visual.(1,2)

La clasificacion actual de las distrofias corneales se basa en la capa de la cérnea
que esta afectada y en las caracteristicas biomicroscopicas de los depdsitos, que

pueden ser de tipo amiloide, hialino o mixto.(2)

El defecto primario en todas las enfermedades corneales hereditarias reside en el
DNA produciendo la expresion anormal de un gen lo que conlleva a una cadena
desordenada de reacciones bioquimicas. La secuencia de eventos y cuando
ocurren luego de una mutacion genética especifica es muy variable, algunos

pueden manifestarse temprano durante el desarrollo corneal y otros mas tarde. (3)



La mayoria de las distrofias corneales se heredan como rasgos autosomicos
dominantes con variabilidad en la expresion clinica y alto grado de penetrancia.(1-

4)

Durante la pasada década se correlacionaron por lo menos treinta enfermedades
corneales hereditarias con sus loci cromosomicos y se identificaron numerosas
mutaciones en estos genes. Estos hallazgos abrieron la ventana para entender
mejor y correlacionar de forma mas facil y precisa las distrofias corneales en base
a una combinacion de criterios clinicos, histopatolégicos y de genética

molecular.(1-3)

En afos recientes, el estudio de las bases moleculares de diferentes tipos de
distrofias corneales ha permitido el reconocimiento de un grupo de distrofias
estromales que tienen como origen comdn mutaciones en el gen TGFBI
(Transforming Growth Factor, Beta-Induced) (también conocido como BIGHS3),
localizado en el brazo largo del cromosoma 5 (5g31). Se han reportado
mutaciones definidas en este gen que se correlacionan uniformemente con tipos

especificos de distrofias que afectan selectivamente el estroma corneal. (3,4)

A la fecha, se han demostrado por lo menos treinta mutaciones de TGFBI en
pacientes de diversos grupos étnicos con cuatro diferentes distrofias corneales
estromales autosémicas dominantes: distrofia corneal granular tipo |, distrofia

corneal granular tipo Il o tipo Avellino, distrofia corneal granular tipo 1l o tipo Reis-



Bucklers y distrofia corneal en empalizada (lattice) de tipos I, llIA, I/lIIA, 1lIB y

IV.(1-4)

Todas las distrofias corneales causadas por mutaciones en TGFBI se caracterizan
por un depdsito extracelular anormal de proteinas TGFBI mutantes en el estroma
corneal ya se a de la proteina completa o parte de esta. La evidencia reportada en
la literatura coincide en que el fenotipo expresado depende de la mutacion
especifica en el gen TGFBI.(2,3) Encontrandose que dependiendo de la mutacion
los depdsitos se acumulan en forma de depdsitos hialinos circulares o redondos
(distrofia corneal granular tipo | y 1ll), en forma de depdsitos lineales de material
amiloideo (distrofia corneal en empalizada de tipos I, IlIA, I/llIA, 1IB y IV) o
combinacion de depositos hialinos circulares con depdsitos lineales amiloideos
(distrofia corneal granular tipo Il o tipo Avellino). La apariencia variable de los
depodsitos depende de la localizacion y naturaleza de los depdésitos lo que se
presume esté influenciado por la estructura tridimensional de la proteina mutada.
Se ha encontrado ademas, que en pacientes homocigotos para mutaciones del
gen TGFBI desarrollan distrofias corneales mas severas y con opacidades mas

grandes que en aquellos pacientes heterocigotos. (1-5)

La distrofia corneal granular tipo |, también conocida como distrofia corneal
granular clasica, se caracteriza por opacidades mdultiples discretas en la cornea
que semejan migajas y es el tipo mas comun de distrofia estromal.(6) La alteracién
se hace evidente generalmente en la primera década de la vida o en la pubertad

con la aparicién de opacidades blanco-grisaceas que afectan a la capa estromal



superficial de la cérnea. Es lentamente progresiva y con el tiempo, las lesiones
tienden a aumentar de tamafo, se agregan y se extienden mas profundamente y

hacia la periferia. (3-6)

Tipicamente se conserva una zona clara alrededor del limbo corneoescleral y
durante la cuarta década de la vida pueden aparecer opacidades centrales en
forma de disco.(7) Los sujetos afectados pueden mantener visidon normal por largo
tiempo ya que la agudeza visual disminuye gradualmente pero las erosiones

corneales epiteliales son frecuentes.

Se ha observado una correlacion fenotipo-genotipo uniforme en la distrofia corneal
granular tipo | ya que la gran mayoria de los sujetos con esta distrofia tienen la
mutacion R555W en el exon 12 del gen TGFBI, aunque también se encuentran
reportadas en la literatura las mutaciones R124S en el exdn 4 y H626R en el exdn

14 del gen TGFBI.(7,8)

La distrofia corneal granular tipo Il, también conocida como distrofia de Avelino, es
otra de las variantes de las distrofias granulares por lo que comparte algunas
caracteristicas con la distrofia corneal granular tipo | y se caracteriza clinicamente
por opacidades corneales que tienen forma de anillos, discos, estrellas, copos de
nieve y también se pueden encontrar algunas opacidades lineales. El inicio de las
manifestaciones es aproximadamente en la segunda década y clinicamente puede
ser dificil de diferenciar de la distrofia corneal granular tipo |. Se diferencia

clinicamente en que su progresion es mas lenta y la disminucion en la agudeza



visual que produce es menor. Las erosiones corneales son menos frecuentes y
principalmente en mujeres. La mutacion que se ha identificado es R124H en el
exon 4 del gen TGFBI. Los pacientes heterocigotos la discapacidad puede ser leve
y pueden no necesitar tratamiento pero en los homocigotos puede ser muy severa
de tal forma que se requiere de queratoplastia penetrante antes de los 25 afios de

edad. (9-11)

La distrofia corneal granular tipo Ill, también conocida como distrofia corneal de
Reis-Blcklers o distrofia corneal de la capa de Bowman tipo |, se caracteriza
porque los depdsitos se encuentran en la region subepitelial. Clinicamente los
pacientes presentan manifestaciones en la primera o segunda década de la vida
caracterizadas por erosiones epiteliales recurrentes asociadas a dolor y fotofobia
que progresivamente causan cicatrices corneales y disminucion de la sensibilidad
normal.(12) Estas alteraciones traen como consecuencia disminucion gradual de
la agudeza visual asociado a opacidad corneal y astigmatismo irregular. La
mutacion que se encuentra reportada en la literatura asociada a esta distrofia

corneal es la R124L en el exén 4 del gen TGFBI. (13,14).

La distrofia corneal en empalizada (lattice) tipo | se caracteriza por presentar
depdsitos delgados de amiloide de aspecto filamentosos en la cornea,
generalmente en el estroma y algunas veces inmediatamente debajo del epitelio.
Sus manifestaciones inician generalmente al terminar la primera década pero
ocasionalmente puede iniciar mas tarde en la vida. Presenta desepitelizacion

corneal recurrente con baja visual lentamente progresiva, de manera que la



queratoplastia penetrante generalmente no esta indicada hasta la cuarta década
de la vida. La mutacion que se ha encontrado asociada a esta distrofia corneal es
la R124C en el exdén 4 del gen TGFBI.

La distrofia corneal en empalizada tipo IlIA se caracteriza por presentar los
depodsitos de amiloide lineales gruesos, orientados en forma radial en estroma
medio y anterior y con inicio tardio en la vida. La mutacion del gen TGFBI que se
ha identificado para esta distrofia corneal es P501T. La distrofia corneal en
empalizada tipo llIB es clinicamente similar a la IllA, la diferencia es que inicia
entre la cuarta y quinta década de la vida y la mutacion del gen TGFBI asociada

es en el codén 622 0 626 del exon 14. (15)

La distrofia corneal en empalizada tipo I/IlIA tiene caracteristicas clinicas
intermedias entre la distrofia corneal en empalizada tipo | y la tipo IllIA. Las
mutaciones del gen TGFBI que se han encontrado relacionadas son G623D,
H626R y H626P en el exon 14; T538R y AF540 en el exdon 12 y L518R en el exén
11. La distrofia corneal en empalizada tipo IV se caracteriza por inicio tardio y
opacidades estromales en el area pupilar en estroma posterior con una gran
variabilidad fenotipica entre los afectados. La mutacion del gen TGFBI que se

encuentra asociada es L527R (16,17)



Objetivos:

Generales:
Establecer las caracteristicas clinicas y genéticas de las distrofias corneales de

pacientes atendidos en el Instituto.

Especificos:

Determinar las alteraciones moleculares del gen TGFBI en familias mexicanas.
Establecer correlaciones entre el genotipo y fenotipo en los afectados.
Comparar esa correlacion con la identificada en otras poblaciones.

Reportar si existen mutaciones nuevas en nuestra poblacion.

Justificacion:

A pesar de que las distrofias corneales son afecciones que se encuentran en todo
el mundo, no existen reportes de familias mexicanas afectados por esta
enfermedad.

Existen estudios que reportan diferentes mutaciones de gen TGFBI con expresion
fenotipicas iguales o muy parecidas



Tipo de estudio:

Transversal
Observacional

Descriptivo

Material y Métodos:

Criterios de Inclusioén:
Pacientes atendidos en el Instituto con diagndéstico presuntivo o fenotipico de

distrofia corneal estromal.

Criterios de eliminacion:
Pacientes que, luego de ser estudiados, el diagndstico se diferente a distrofia

corneal estromal.

Metodologia:
Se realiz6 la historia clinica y la exploracion oftalmologica completa.
Se le tomaron fotografias digitales para el archivo fotografico.

Toma de muestra de sangre periférica para el analisis molecular.



Analisis molecular:

Se realiz6 extraccion de DNA gendmico a partir de leucocitos de sangre
periférica utilizando un kit de purificacion de DNA y procedimientos
estandarizados. Se procedio a determinar la concentracion y pureza del DNA
obtenido en cada muestra por medio de espectrofotometria. Se procedio a realizar
la amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa de los exones 4, 11, 12,
13 y 14 del gen TGFBI, utilizando oligonucleétidos especificos para cada exén.
Cada reaccion final de PCR se realiz6 en un volumen de 25 microlitros y utilizando
la enzima Taq polimerasa para la amplificacion. Los productos de PCR fueron
sometidos a electroforésis en gel de agarosa para identificar las bandas de interés,
las cuales fueron cortadas del gen y el DNA amplificado fue subsecuentemente
purificado con ayuda del kit Qiaex II. Los productos purificados se utilizaron como
templados para una nueva PCR en la que se utilizaron nucleétidos fluorescentes
con el fin de determinar la secuencia especifica de cada fragmento e identificar la
presencia de posibles mutaciones. Las secuencias obtenidas de cada paciente
fueron comparadas con la secuencia normal del gen TGFBI reportada en la base
de datos de Ensembl (www.ensembl.org). En cada caso se realiz6 un analisis
genealdgico para identificar el patron de herencia y los familiares afectados.



Resultados:

Se estudiaron tres familias mexicanas que acudieron al servicio de cérnea del
Instituto con caracteristicas fenotipicas de distrofia corneal estromal.

En la primera de ellas se encontrd clinicamente opacidades corneales multiples
grisaceas circulares subepiteliales de predominio central, lo cual se correlaciona
con la distrofia corneal estromal tipo Ill o de Reis Bucklers (fig.1). En el estudio
molecular del gen TGFBI de este paciente se identifico la mutacion R555W, en el
exon 12, que consiste en el cambio de una arginina en la posicion 555 de la
proteina hacia un triptofano (fig. 2). Es importante sefalar que esta mutacion

especifica no habia sido descrita en esta distrofia estromal.

Figural. Familia 1. Distrofia estromal Granular tipo lll.

JAGTCTGCTCONTTCTCTT G GI(
70 80

Figura 2. Familia 1. Secuencia parcial del exén 12. La flecha sefiala la mutacion de Guanina (pico

negro) hacia Adenina (pico verde).



En la segunda de las familias se encontré clinicamente opacidades en forma de
anillos, granulos y estrellas asociado a algunas opacidades lineales, lo cual se
correlaciona clinicamente con la distrofia granular tipo Il o distrofia de Avelino (fig.
3). Sin embargo, el estudio molecular se encontré la mutacion A546D la cual ha
sido reportada solamente en la distrofia corneal llamada polimérfica y descrita por
Eifrig et al. en 2004 (18). Esta mutacion esta localizada en el exén 12 de TGFBI y

origina un cambio de alanina a hacia acido aspartico en la posicion 546 de la

proteina (fig.4).

Figura 3. Familia 2. Distrofia estromal Granular tipo Il

GCTCG GAAGGCTTCATTTG
108, 110

Figura 4. Familia 2. Secuencia parcial del exén 12. La flecha sefiala la mutacion de Guanina (pico

negro) hacia timina (pico rojo).



En la tercera de las familias se encontré clinicamente opacidades multiples blanco
grisaceas a nivel de estroma que semejan migajas, lo cual correlaciona con la
distrofia estromal granular tipo | o clasica (fig. 5). En el estudio genético (fig.6) se
detect6 la mutacion R555W (exén 12, triptofano en lugar de arginina en la posicion
555), que es la cual la mutacibn mas comunmente asociada a esta distrofia de

acuerdo a los datos en la literatura.

Figura 5. Familia 3. Distrofia estromal Granular tipo |

3AGTCT GCTCENT TCTCTT GGT
70 80

Figura 6. Familia 3. Secuencia parcial del exén 12. La flecha sefiala la mutacion de Guanina (pico

negro) hacia Adenina (pico verde).



Discusion:

Las distrofias corneales son un grupo de alteraciones hereditarias caracterizadas
por depdsitos anormales de material amiloide, hialino o mixto en la cérnea que
ocasionan disminucién importante del indice refractivo y pérdida de la

transparencia corneales. (1-4)

A la fecha, se han demostrado por lo menos treinta mutaciones de TGFBI en
pacientes de diversos grupos étnicos con cuatro diferentes distrofias corneales
estromales autosémicas dominantes: distrofia corneal granular tipo I, distrofia
corneal granular tipo Il o tipo Avellino, distrofia corneal granular tipo Il o tipo Reis-
Bucklers y distrofia corneal en empalizada (lattice) de tipos I, llIA, I/IIIA, IB y IV.
Mas de la mitad de estas mutaciones afectan los residuos de arginina 124 y

555.(1-5)

A pesar de que la mayoria de las mutaciones particulares en el gen TGFBI estan
ligadas a distrofias corneales especificas, independientemente del origen étnico,

hay algunas excepciones a esta correlacion genotipo-fenotipo.

En este estudio se realizd el analisis molecular del gen TGFBI en 3 familias
mexicanas con diagndsticos clinicos de distrofias corneales de Reis-Bucklers,
Polimorfa y Granular, encontrandose mutaciones diferentes a las esperadas para

estos fenotipos en una de ellas. En la familia con fenotipo de distrofia estromal de



Reisbucklers se encontrdé la mutacion R555W, la cual es esta reportada en la
literatura en sujetos con distrofia Granular tipo I; y en la familia con fenotipo de
distrofia estromal Polimorfa se encontro la mutacion A546D la cual es el segundo

reporte que se encuentra en la literatura mundial. (18)

En el 2004, Eifrig describidé una nueva forma de amiloidosis estromal que no
forma un patrén clasico de lattice o empalizada. Este desorden fenotipicamente
distinto resulta de la mutacion A546D del gen TGFBI y fue designada como
“amiloidosis polimorfica primaria”, para diferenciarla de las otras amiloidosis
formadoras de lattice. En este trabajo se demuestra que la mutacion A546D del
gen TGFBI también puede causar un patron de distrofia corneal de lattice y
demuestra también que puede haber una variacién clinica significativa con la
amiloidosis polimorfica corneal descrita por Eifrig et al. El pedigri de la familia
norteamericana estudiada por Eifrig et al, era originario de Alemania, mientras que
la familia mexicana que nosotros describimos no tiene historia de ancestros de

otros paises, lo que indica que ambas familias no tienen relacion. (18)

Dos familias adicionales portadoras de la mutacion TGFBI A546D fueron descritas
previamente. En estos dos pedigri, sin embargo, la mutacion A546D se acompafio

de la mutacién P551Q en el mismo alelo del TGFBI (mutacion in cis).

Las 4 familias descritas a la fecha con la mutacion A546D, ya sea, como mutacion
Unica o en combinacién con la mutacién P551Q en cis, han mostrado un fenotipo

atipico caracterizado por opacidades estromales amiloideas polimorficas



(caracteristicas de distrofias en lattice) y formacion inconstante de lineas de lattice.
Esta combinacion de caracteristicas son claramente diferentes de los tipos ya

establecidos de distrofias en lattice.

En este trabajo mostramos evidencia clinica y molecular que apoya la existencia
de una distrofia corneal en lattice distinta a las ya existente y que esta es atribuida
al a mutacion TGFBI A546D. Dado a las caracteristicas fenotipicas diferentes de
esta amiloidosis corneal polimérfica, pensamos que los casos causados por esta
particular mutacion deberian ser clasificados como una distrofia corneal lattice

diferente.

Esta falta de correlacion entre fenotipo-genotipo ya se ha reportado en otras
ocasiones en la literatura.(2-4) Aunque en la mayoria de los casos de distrofias
corneales asociadas a TGFBI existe un correlacion estricta entre el genotipo y el
fenotipo, se esta haciendo evidente que en algunos casos, es posible que factores
genéticos adicionales y/o ambientales sean capaces de modular la expresion
fenotipica de mutaciones idénticas en este gen.(4) La participacion de tales genes

«modificadores» ha sido sugerida para otras enfermedades monogénicas.

La caracterizacion de defectos moleculares especificos causantes de distrofias
corneales en casos esporadicos o familiares permite identificar tempranamente a
otros sujetos de la familia que porten el gen mutante y quienes desarrollaran la

enfermedad.



Esta informacion es de gran importancia no solo en el asesoramiento genético
familiar sino también en el posible disefio y aplicacion de tratamientos futuros
encaminados a retrasar o a inhibir el depdsito del material que lleva finalmente al

desarrollo de la distrofia corneal.

La familia identificada con la mutacién A546D es la segunda familia en el mundo

con esta alteracion molecular especifica.

El analisis de casos adicionales de distrofias corneales de distintas poblaciones
permitira establecer el espectro de mutaciones de TGFBI asociadas a este grupo
de distrofias estromales y definir los fenotipos corneales que resultan de

mutaciones especificas.
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