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|.- SIGLAS Y ABREVIATURAS

ADAMTSLA4 (a disintegrin and metalloproteinase with thrombo-
spondin motifs 4)

ADAM (a desintegrin and metalloproteinase)

EL Ectopia Lentis

AD Autosomico Dominante

AR Autosomico Recesivo

LOH (LOSS OF HETEROCIGOCITY) Pérdida de heterocigocidad
CRD dominio rico en cisteinas.

PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

TSR Repetido de Trombospondina Tipo-1 (TSR).
MMP Metaloproteinasa.

EGF-like Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF)-like
ECM Matriz Extra-Celular (ECM)

kDa kilodaltons

IGD Dominio Interglobular (IGD)

ARNmM ARN mensajero

ADNCc

TSP1 Tipotrombospondina-1(TSP1)



Il.- RESUMEN

La ectopia lentis (EL) o desplazamiento del cristalino es una condicion
genéticamente heterogénea que se caracteriza por la subluxacion del
cristalino resultante de la disrupcion de las fibras zonulares. Los
pacientes con ectopia lentis suelen presentar una marcada pérdida de
la agudeza visual, ademas de una serie de posibles complicaciones
oculares que la acompafian, como son las cataratas, la miopia y
desprendimiento de retina. Se han descrito formas sindrémicas,
autosdmicas dominantes y mas recientemente formas aisladas de la
ectopia del cristalino en familias consanguineas que muestra un patron
de herencia autosdmico recesivo. Actualmente, existen reportes de
mutaciones homocigotas en el gen ADAMTSL4 asociadas a ectopia
lentis, lo cual ha impulsado un interés en la busqueda de nuevas
mutaciones, asi como el papel que desempefia su producto protéico
en el desarrollo y/o la integridad de las fibras zonulares. Del mismo
modo se plantea la necesidad de generar un asesoramiento genético
mas exacto e incluso abrir las puertas para posibles diagndsticos

prenatales.

El objetivo del presente estudio es analizar clinica y genéticamente a
una familia mexicana afectada en varios de sus integrantes con
ectopia lentis, para lo cual se eligio6 amplificar y secuenciar el gen
ADAMTSL4 en los pacientes afectados en busca de posibles

mutaciones como explicacién a su padecimiento.



Se realizé6 amplificacion por PCR de los 19 exones del gen
ADAMTSL4 en el probando, en familiares en primer orden y controles
asintométicos. La secuenciacion de todos los exones no mostrd
cambios comparandolos con los controles sanos ni con la base de
datos de NCBI. La ausencia de mutaciones en el gen ADAMTS 4 en
los presentes casos de ectopia lentis, deja expuesta la gran
heterogeneidad del padecimiento y sugiere la posible participacion de

otros genes en la génesis de la ectopia lentis.



lll.- ANTECEDENTES

La luxacion del cristalino es un trastorno conocido por mas de dos
siglos (1,2). La luxacion traumatica del cristalino que se conoce desde
hace varios siglos, hace una clara distincion entre dislocaciones
espontaneas y traumaticas, ésta se dio sélo a partir de la publicacién
del articulo Sichel en 1846. Posteriormente en 1859 Sippel (quien
sufria de ectopia lentis congénita), establecié una distincién entre la
forma congénita y las formas secundarias.

La luxacion del cristalino es una enfermedad rara, la incidencia exacta
en la poblacion general se desconoce, aunque algunos datos hablan
de una prevalencia de 8 en 100 000 en los Estados Unidos y de 6 en
100 000 en poblacion danesa, en donde la causa mas comun de
ectopia del cristalino es la traumatica siendo casi la mitad de todos los
casos de luxacién del cristalino (6). La clasificacion que se utilizan
actualmente distingue entre primaria (congénita) y secundaria
(adquirida) (3).

Las luxaciones adquiridas o secundarias del cristalino pueden ser de
origen traumatico (la causa mas frecuente), espontaneas (secundarias
a otras patologias oculares) y post-quirdrgicas (4). Las luxaciones
espontaneas se producen por la rotura de las fibras zonulares como
consecuencia de procesos degenerativos e inflamatorios, en el
glaucoma de larga evolucion, en el desprendimiento de retina y en el
sindrome de pseudoexfoliacion (3-5). Las luxaciones post-cirugia de
catarata son por rotura de la capsula posterior y son relativamente

frecuentes (5). Finalmente las luxaciones congénitas de cristalino o
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ectopia lentis pueden aparecer en formas sindrémicas bien
caracterizadas como en la homocistinuria (subluxacion bilateral
inferonasal), en el sindrome de Marfan (subluxacién del cristalino
superior 'y  Dbilateral) y el sindrome de Weill-Marchesani

(microesferofaquia). (Ver tabla 1)
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Tabla 1

CAUSAS DE ECTOPIA LENTIS

Trauma perforante y no perforante

Secundario a proceso ocular

Estafilomas, ectasia

Buftalmia

Miopia

Catarata hipermadura

Sifilis, uveitis crénica

Ulceras corneales perforadas

Dislocacién por tumores

Etiologia desconocida, posiblemente

Sindrome de Pseudoexfoliacion

heredofamiliar
Enfermedades Sistémicas Sindrome de Marfan
Heredofamiliares Variantes de Marfan: Aracnodactilia

Contractural Congénita, Sindrome de Marfan
Asimétrico

Homocistinuria

Weill-Marchesani

Esferofaquia Dominante (Mc-Gavic’s)

Ectopia Lentis Simple

Ectopia Lentis et Pupillae

Hiperlisinemia

Deficiencia de Sulfito-oxidasa

Enfermedades Sistémicas
Heredofamiliares poco asociadas

Oxicefalia

Aniridia con microcornea

Sindrome de Conradi

Sindrome de Pfaundler

Sindrome de Crouzon

Sindrome de Pierre-Robin

Sindrome de Ehlers-Danlos

Pseudomarfanismo Familiar

Sindrome de Kniest

Disostosis Mandibulo-facial

Megaloftalmos

Sindrome de Sturge-Weber

Deformidad de Sprengel

Sindrome de Refsum

Sindrome de Wildervanck

Talla baja proporcional asociada a Ectopia
Lentis
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El término Ectopia Lentis designa a las formas congénitas o
hereditarias, donde el conocimiento del espectro clinico y genético de
esta entidad se ha desarrollado considerablemente durante este siglo
identificando a la ectopia como una caracteristica comun de varias y

diferentes enfermedades oftalmologicas y sistémicas (6).

Manifestaciones Clinicas

El cuadro clinico de ectopia del cristalino es muy caracteristico, en la
infancia la lesion se puede demostrar so6lo en los casos mas
pronunciados, pero los signos y sintomas del cristalino deficiente se
van acentuado gradualmente a medida que las diversas partes del ojo
crecen de tamafio en el nifio. Los sintomas subjetivos son
particularmente dificiles de detectar en la infancia, los cuales consisten
principalmente en diferentes grados de pérdida de la vision. Si el
cristalino se mantiene en su eje principal el resultado sera una miopia
debido al aumento de la curvatura causada por la desaceleracion de la
aparato zonular. Si la pupila estd completamente afasica el paciente
estd en un estado como si se hubiese operado por catarata. Ambos
dan la vuelta al eje vertical asi como al horizontal y producen la
luxacion lateral del cristalino que es la de mayor frecuencia

provocando un astigmatismo.

La pupila parcialmente afasica puede dar lugar a una diplopia
monocular, que es especialmente desagradable, ya que a menudo

esta presente en ambos ojos causando cuadriplopia .
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La exploracion fisica muestra una camara con gran profundidad, el iris
sobresale de la zona del cristalino, la Iridodonesis es un signo casi
constante y es mas pronunciada en la parte del iris que esta libre del

cristalino.

Las pupilas son generalmente pequefias y reaccionan mal a los
midriaticos, a menudo son ectdpicas, usualmente en una direccion
opuesta a la de la ectopia lentis. El cristalino se desvia por regla hacia
arriba de manera asimétrica. Por transiluminacion el borde del
cristalino se ve como una linea de color negro. Y podemos obtener
una imagen doble distintiva del fundus (en el caso de los cristalinos

translucidos).

En el caso de la luxacion severa se puede ver el borde del cristalino
cruzando la pupila cuando ésta es de tamafio moderado. En la
dislocacion menos pronunciada ésta soOlo puede obtenerse por la
dilatacion artificial de la pupila. En ocasiones podemos observar
temblor del cristalino. El cristalino ectopico es frecuentemente mas
pequefio de lo normal y a veces también deformada. La zénula de
Zinn es a menudo visible en la lampara de hendidura. Puede ser
atrofica o ausente del todo, y en la zona afaca el vitreo sobresale

hacia la camara.

DEFECTOS EN LA POSICION DEL CRISTALINO

Hay también anomalias congénitas que pueden tener un origen
mesodérmico afectando la posicion del cristalino en el globo. La

ectopia lentis o el desplazamiento del cristalino, es quizas la mas
14



comun de las anomalias congénitas lenticulares que no corresponden
a la catarata. Esta condicidén suele ser bilateral y puede ser causada
por una malformacion extensa de las fibras zonulares, dando como
resultado el desplazamiento del cristalino en direccién opuesta a la
zona de la zonulas afectados. El desplazamiento, generalmente
superior (o superomedial), es el mismo en ambos 0jos. Posteriormente
la luxacion espontanea del cristalino en la camara anterior o en el
humor vitreo puede ser una secuela asociada a la ectopia lentis.
Seguido a la luxacion espontanea, el ristalino se convierte en una
estructura cataratosa desarrollando y con ello otras complicaciones
como el desarrollo de una elevada prension intraocular.

La ectopia del cristalino puede presentarse como una entidad aislada
0 puede estar asociada con otras anomalias oculares. También puede
ser una secuela de la enfermedad sistémica mesodérmica, como en el
sindrome de Marfan o Weill-Marchesani, y puede ser una complicacion
de trastornos metabdlicos generales, como la homocistinuria.

Las siguientes son las condiciones con su herencia asociadas con

ectopia del cristalino.

|. Anomalia aislada
A. Ectopia lentis simple (autosémica dominante)
B. Subluxacion espontanea tardia (ninguno)

Il. Trastornos oculares asociados con ectopia del cristalino
A. Desplazamiento del Cristalino et pupila (autosémica
recesiva)

B. La aniridia (autosdmica dominante o esporadica)
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C. Megalocornea (ligada al X, autosémica dominante o
recesiva, o esporadico)
D. La retinitis pigmentosa (ligada al X, autosdémica dominante
0 recesiva, 0 esporadico)
E. Cornea plana
F. Coloboma (autosdmica dominante o recesivo, 0
esporadico)
G. Hiperplasia primaria de vitreo persistente (ninguno)
H. Trauma (ninguno)
l. La sifilis (ninguno)
J. Microesferofaquia (autosdmica dominante o esporadica)
K. Buftalmos (ninguno)
lll. Trastornos sistematicos con ectopia del cristalino
A. Sindrome de Marfan (autosémica dominante)
. Homocistinuria (autosémica recesiva)
. El sindrome de Weill-Marchesani (autosémica recesiva)
. Ehlers-Danlos (autosdmica dominante)
Sindrome de Rieger's (autosémica dominante)
El sindrome de Treacher Collins (autosomica dominante)

. Hiperlisinemia (autosOmica recesiva)

I &G m moOoOw

. Pfaundler-Hurler sindrome (autosdmica recesiva)

|. Sulfito oxidasa deficiencia (autosémica recesiva)

J. Sindrome de Alpert (autosdmica recesiva)

K. Sindrome de Treacher Collins (autosdmica dominante)

L. Sindromes similares a Marfan (autosémica dominante)

16



En la ectopia del cristalino sin complicaciones, las zonulas suelen
estar presentes, pero son pocas y muy separadas unas de otras. El
cristalino tiende a asumir una forma esférica y es mas pequefio de lo
normal, lo que sugiere que las fibras zonulares se debilitan. El
cristalino suele estar claro al comienzo, pero puede convertirse en
catarata mas tarde.

La ectopia del cristalino complicado por otros trastornos oculares,
como ectopia pupilar primaria, muestra los mismos sintomas en
ectopia simple, salvo que en este caso la pupila suele ser deforme y
en forma de rendija. Ambas, la ectopia simple y la ectopia complicada
tienen fuertes tendencias hereditarias. ElI primero es, en su mayor
parte, transmitida como un rasgo dominante, mientras que la segunda
suele ser recesiva. Como se sefialé anteriormente, hay al menos diez
enfermedades sistémicas asociadas con ectopia del cristalino. De
ellas, el sindrome de Marfan, sindrome de Weill-Marchesani, y la
homocistinuria representan mas de 75% de las luxaciones del
cristalino. Histologicamente, hay cambios similares relacionados con
las z6nulas en la homocistinuria y en el sindrome de Weill-Marchesani,
los cuales se caracterizan por luxacion inferior de ambos cristalinos. A
nivel histologico, la degeneracion de las fibras zonulares filamentosos
produce una gruesa capa de PAS-positivo que cubre el epitelio ciliar.
En la microscopia electronica se muestran las fibrillas zénulares mas
finas y sin la alineacion paralela normal. Curiosamente, la cipsula del
cristalino aparece mas delgada y las pantallas de la capa granular

reticular muestran un arreglo desordenado de fibrillas. Por el contrario,
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la dislocacién general superior del cristalino, que se produce en
aproximadamente 80% de los pacientes con sindrome de Marfan, se
caracteriza principalmente por un aparente desarrollo retardado del
angulo de los ojos y mal desarrollo de los procesos ciliares. Las
zbénulas, que son pocas y mal formadas, estan compuestos por fibrillas
dispuestas al azar (Ver figura. 1), en contraste con la alineacion

paralela tipica de las zonulas normales.

Figura 1 Escaneo con microscopio electrénico de barrido de las
zonulas en las regiones ecuatoriales posteriores a los
cristalinos de humanos. A. El cristalino normal muestra
Bzonulas bien organizadas compuestas de fibrillas paralelas. B.
Una cristalino de un paciente con sindrome de Marfan
muestra fibras zonulares irregulares y mal formados. En este
caso la composicion fibrilar de la capsula también se altera y
es irregular. (Farnsworth PN, P Burke, ME Dotto, AA Cinotti:
las alteraciones ultraestructurales en un cristalino de sindrome

de Marfan. Arch Ophthalmol 95:1601, 1977)

Enfermedades Heredo Familiares con Ectopia Lentis

En ausencia de un traumatismo significativo, la luxacion bilateral del
cristalino con o sin signos sistémicos de otro tipo suele deberse a una
anomalia genética. Un numero limitado de enfermedades sistémicas
se han asociado con luxacion de cristalino siendo la mayoria

enfermedades del tejido conectivo (véase tablal). En una muestra
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representativa de 310 nifios que requirieron cirugia por la dislocacion
del cristalino, Seetner y Crawford encontraron que 16 tenian sindrome
de Marfan, 7 tenian ectopia lentis idiopatica, 4 tenian homocistinuria, 2
tenian ectopia lentis et pupila y 1 tenia una condicion heredofamiliar de
tipo desconocido. El reconocimiento de la luxacion a cualquier edad
requiere una mayor investigacion para descartar sindromes
hereditarios que pueden ser fatales o morbilidad significativa si no se
tratan adecuadamente. El tratamiento, como la restriccion dietética en
la homocistinuria y la reparacion de una ampliacion de la aorta antes
del desarrollo de aneurisma disecante en el sindrome de Marfan,
puede ser sélo parcialmente efectivo. Debido a la superposicion de
signos y una escasez de pruebas especificas, el diagndéstico de
muchos de estos sindromes del tejido conectivo se vuelve una tarea
dificil, pero con los avances en biologia molecular ha sido posible la
identificacion de defectos en genes especificos y con ello la realizacion
de diagndsticos de certeza que permitan un enfoque terapéutico mas

exitoso.

NATURALEZA DEL APARATO ZONULAR

El ligamento suspensorio del cristalino, también conocido como
zonula de Zinn, zénula ciliaris, fibras zonulares o zonula, es una
estructura del ojo compuesta por una serie de fibras y filamentos que

sirven para que el cristalino mantenga su posicién y forma.

Las fibras se unen por un extremo a la zona mas externa del cristalino

(la capsula) y por el otro a una parte del ojo que se llama cuerpo ciliar,
19



estos filamentos forman una compleja estructura tridimensional y

poseen una gran capacidad de distension sin llegar a romperse.

En el cuerpo ciliar existe un pequefio muasculo que se denomina
musculo ciliar, la contraccion del musculo ciliar hace que se relajen las
fibras que constituyen el ligamento suspensorio y como consecuencia
el cristalino cambia de forma y se hace mas esférico, aumentando su

capacidad de refraccion para poder enfocar objetos cercanos.

Las fibrillas zonulares estan compuestas de glicoproteinas ricas en
cisteinas cuyos principales componentes proteicos son la fibrilina-1,
una proteina de 13-kDa y de 350 aa codificada en el cromosoma
15921, y el oxitalan. Las fibrillas zonulares son parte del sistema
elastico y por ende su afeccion condiciona la dislocacion del cristalino

en enfermedades del tejido conectivo.

ECTOPIA LENTIS SIMPLE (AISLADA)

La ectopia lentis simple se transmite generalmente como una
enfermedad autosOmica dominante. Lo mas comun es que se
presente en el nacimiento, con desplazamiento del cristalino hacia
arriba y temporal, pero no tiene evidencia de enfermedad
cardiovascular y son nulas o minimas las manifestaciones éseas. El
analisis genético en familias con este trastorno ha demostrado la
vinculacion, con en el sindrome de Marfan, en el gen que codifica para

la fibrilina-1 (FBN1) en el cromosoma 15. También como en el
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sindrome de Marfan, las mutaciones con frecuencia sustituyen un sélo
aminoacido en dominios que pueden interferir con la unién del calcio
entre las microfibrillas. Los cristalinos suelen ser pequefios y esféricos.
En algunas familias, la aparicidon de la ectopia se retrasa, presentando
incluso en las sexta y séptima década con una tendencia al
desplazamiento hacia abajo. Dos estudios de microscopia electronica
en barrido de los cristalinos de ectopia lentis simples, mostraron
estructuras de cristalino pequefas, esféricas con deficiencia marcada
de las fibras zonulares, una agregacion pobres de las fibras presentes,

y focalmente algunas fibrillas demasiado gruesas de tipo zonular.

PROTEINASAS ADAMTS

Las proteinas ADAMTS de las siglas en ingles (a disintegrin and
metalloproteinase with thrombo-spondin motifs) son un grupo de
enzimas proteinasas que son secretadas, de las cuales muchas se
han encontrado expresadas en el cartilago [30] (véase tabla 2).
Investigaciones funcionales de estas enzimas se han limitado en gran
parte a unos pocos miembros especificos, en particular ADAMTS-4,

que se ha implicado en la progresién de la artritis [31,32].

21



Tabla 2.

Biological activities of ADAMTSs

Enzyme Substrate Activity

ADAMTS-1 Aggrecan, versican, o.,-macroglobulin Cleavage of proteoglycan core proteins, anti-angiogenic
ADAMTS-2 Procollagen |, procollagen Il Processing of N-propeptide of procollagen

ADAMTS-3 Procollagen Processing of N-propeptide of procollagen

ADAMTS-4 Aggrecan, versican, brevican Cleavage of proteoglycan core proteins

ADAMTS-5 Aggrecan Cleavage of aggrecan core protein

ADAMTS-8 Anti-angiogenic

ADAMTS-13 von Willebrand factor Reduced activity results in thrombotic Thrombocytopaenic purpura
ADAMTS-14 Procollagen | Procollagen N-proteinase

ADAMTS, a disintegrin and metalloproteinase domain with thrombospondin motif.

Evolucion y Estructura de las Proteinasas ADAMTS.

Las proteinasas ADAMTS fueron descritas por vez primera en ratones
por el investigador Kuno y sus colegas en 1997 [33], y posterior a esto,
se han ido identificando mas en mamiferos y Caenorhabditis elegans.
Forman parte de la subfamilia B (subfamilia adamalisinas), de la
familia M12, de las metaloproteinasas, tal como se definen en la base
de datos MEROPS [34,35], y estan evolutiva y estructuralmente
relacionadas con las enzimas ADAM del inglés (a desintegrin and
metalloproteinase: también parte de la subfamilia adamalisinas) y mas

lejanamente, de las métaloproteinasa (MMP de la familia M10 ).

Una comparacion de la organizacion de los dominios entre estos

grupos de proteinasas se muestra en la (ver figura. 2).
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Figura 2 Representacidon esquematica de la organizacion de los dominios de
métaloproteinasas de la matriz (MMP), ADAM (una proteinasa de desintegrina) y ADAMTS
(una metaloproteinasa de desintegrina con motivos trombospondina) ejemplo ADAMTS-4
proteinasas. Tenga en cuenta que la mayoria de las MMP poseen extensiones adicionales
C-terminal que contiene dominios tipo hemopexina y fibronectina Il. Las proteinas
ADAMTS poseen de 0 a 14 repetidos tipo de trombospondina 1 (TSR)-like como dominios

espaciadores C-terminal. EGF, factor de crecimiento epidérmico; TM, transmembrana.

Diecinueve productos de genes humanos ADAMTS han sido
identificados hasta la fecha. Mediante el uso de software se han
realizado alineaciones de secuencia entre estas proteinas indicando
que las proteinas ADAMTS humanas pueden clasificarse en cuatro
subdivisiones y que también parecen compartir caracteristicas
estructurales y funcionales. Un dendrograma construido a partir de la
secuencia de alineacion de los dominios cataliticos resultd con gran
homologia, lo que implica que los dominios cataliticos y funcionales
evolucionaron de forma paralela. La primera de las divisiones,
comprende al grupo de ADAMTS-1, -4, -5, -8, -9, -15 y -20, se
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subdivide en otros dos grupos, uno integrado por ADAMTS-9y -20 vy la
otra de ADAMTS-1, -4, -5, -8 y -15. El segundo y bien definido grupo
contiene ADAMTS-2, -3 y -14. ADAMTS-13 se convierte en unico, Yy
los restantes miembros forman un subgrupo ADAMTS vagamente
definido en la que los miembros se dividen en cuatro pares (ADAMTS-
19 y -17, ADAMTS-18 y -16, ADAMTS-12 y -7, y ADAMTS- 10 y -6)
compartiendo caracteristicas estructurales comunes. Un estudio
detallado de la relacion filogenética de los miembros de la familia
ADAMTS ha publicado recientemente [36]. (Fig. 3).
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Figura 3. Representacion esquemadtica de la relacién estructural y evolutivo de los 19
ADAMTS humanos (una desintegrina y una metaloproteinasa con motivos
trombospondina) los productos génicos. El dendrograma se calculé con Clustal / W. CS,
condroitin sulfato, CUB, complemento, C1r/Cls, UEGF (proteinas de crecimiento
epidérmico relacionadas con el factor de erizo de mar) y BMP-1 (proteina dsea
morfogenética-1); PLAC, la proteasa y lacunina; TSR, repetidos de

trombospondina I; VWFCP, Von Willebrand factor de la proteasa-hender.
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ADAMTS estructura de dominios

La secuencia de sefales de las proteinas ADAMTS es seguida por
una pro-region de longitud variable, pero que es particularmente corta
en ADAMTS-13. El pro-dominio de todas las proteasas ADAMTS
contiene al menos un motivo consenso de hendidura furina, por lo
tanto, generalmente se cree que las proteinasas ADAMTS se generan
como cimoOgenos inactivos y éstos son rotos dentro de la célula para
ser secretadas en la forma madura o activa. Este mecanismo de
maduracién se apoya en estudios de ADAMTS-4 en los cuales
identifican una region N-terminal en el sobrenadante de células
transfectadas con ADAMTS-4, lo que sugiere que el pro-dominio se
remueve eficientemente in vivo [37]. El mismo estudio también
demostro que al purificar proADAMTS-4 ésta puede ser escindida por

furina recombinante en experimentos libres de células.

Los dominios cataliticos de las proteasas ADAMTS comparten un alto
grado de similitud y contienen una secuencia de union de zinc
HEXXHXXGXXH, en el que el zinc es asociado al sitio catalitico de los
tres residuos de histidina. Esta disposicion se ve facilitada por la
glicina conservada, que permite un asa en horquilla estrecha y permite
a la tercer histidina ocupar su posicién correcta [39,38]. Como en
todas las MMP y adamalisinas, la secuencia de unién a zinc es
seguida a corta distancia antes del dominio C-terminal por unos
residuos de metioninas altamente conservadas, denominado

“metzincin-type”. Esta metionina constituye el "Met-turn, una curva
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cerrada organizada como un tornillo hacia la derecha que parece
desempefar una importante funcidon en la estructura del sitio activo
[40].

El dominio catalitico es seguido por una region con identidad de 25 a
45% con la desintegrinas presentes en veneno de serpiente, aunque
éste no contiene el dominio de cisteina de este ultimo. Este dominio ha
sido denominado por lo tanto desintegrina-like, aunque actualmente no
hay evidencia publicada de que este dominio de las proteinasas

ADAMTS interaccionen con las integrinas.

A diferencia de las proteinas ADAM, las proteinasas ADAMTS poseen
una secuencia bien conservada llamada repetido de trombospondina
tipo-1 (TSR), entre el dominio de desintegrina-like y el dominio rico en
cisteinas (CRD). Este dominio central de TSR de las proteasas
ADAMTS se cree que funciona como un dominio de union a

glicosaminoglicanos sulfatados.

El dominio CRD es una secuencia bien conservada rica en cisteina
gue contiene 10 residuos de cisteina. En contraste a las proteinas de
ADAM, en la que el CRD es seguido por el factor de crecimiento
epidérmico (EGF)-like, todas las proteasas ADAMTS poseen una
region espaciadora en lugar del de cisteina. EI dominio varia en
longitud y contiene varios residuos conservados en la parte hidrofébica
N-terminal y una porcion C-terminal extremadamente variable. La
expresion de los distintos constructos con diferentes deleciones de la
proteina murina ADAMTS-1 muestra la secuencia CRD-spacer como
un dominio funcional de union a matriz extracelular (ECM-binding
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domain) [41]. Este papel, apoyado por la investigacion de las formas
transformadas del dominio de secuencia CRD-espaciador, indicé que
estos dominios sirven también de unidbn a heparina y los

glicosaminoglicanos del agrecan [37].
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Figura. 3 Estructura y dominio de las proteinas ADAMTS. En el caso de las proteinas con

isoformas diferentes, sélo la isoforma mas larga esta representada aqui. Los dominios de

trombospondina 1 se destacan por los évalos.

29



Funciones de las proteinas ADAMTS Hialectanasas: ADAMTS-1, -
4,-5,-8,-9,-15y -20

Las proteinasas ADAMTS-1, -4, -5, -8 -9 y -15 cortan el hialectan
(proteoglicanos de unién al acido hialuronico), una actividad que ha
sido previamente identificada y llamada “agrecanasa” [43]. Varias de
estas proteasas ADAMTS también escinden al versican hialectan
mientras que ADAMTS-4 corta a un hialectan, el brevican [43]. Estas
proteasas ADAMTS pueden ser llamadas hialectanasas. ADAMTS-4
puede tener actividad proteolitica sobre el COMP (cartilage oligoméric
matriz protein), asi como en la fiboromodulina y decorina, lo que indica
que este subgrupo de proteinasas no se limita a la ruptura de
proteoglicanos y podria tener un espectro proteolitico mas amplio [44].
No se han publicado informes de actividad de hialectanasa ADAMTS-
20, pero el dominio catalitico de esta proteinasa ha demostrado ser
activa proteoliticamente [45].

La participacion de las proteasas ADAMTS en el recambio de tejido
conectivo ha sido demostrada por el uso de anticuerpos especificos
que excluyen la participacion de otras proteinasas, en particular las
MMP [32,46]. ADAMTS-4 y -5 han sido caracterizadas como
agrecanasas implicadas en la degradacion de agrecan en la

osteoartritis y otros tejidos ricos en matriz cartilaginosa.

Los estudios de ADAMTS-4 han dado una idea de la influencia que los

dominios complementarios tienen sobre las actividades de Ia
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proteinasa. Un estudio reciente de formas truncadas recombinantes de
ADAMTS-4 indica que la presencia del dominio CRD se requiere para
la actividad agrecanasa maxima, mientras que la inclusion de la region
espaciadora impide la escision del agrecan en el lugar de IGD
(dominio interglobular) [47]. Ademas, la presencia de la region
espaciadora impide la ruptura de los sustratos no proteoglicanos como
son el agrecan deglicosilado, la transferrina y la fioromodulina. Estos
datos indican que el dominio catalitico ADAMTS-4 posee una actividad

proteolitica que es modulada por la region espaciadora.

La amplificacion del cDNA a partir de tejido humano adulto muestra
expresion de ADAMTSL4 en colon, corazon, leucocitos, higado,
pulmon, masculo esquelético, bazo, testiculos y placenta; expresion en
menos cuantia se observa en medula 6sea, tejido cerebral, rindon y
pancreas. Por otro lado, el estudio de la expresion en el tejido fetal
revela fuerte expresion en el corazon, rifidn, higado, pulmén y en
musculo esquelético, también se ha observado una menor expresion

en cerebro y piel de ADAMTSL4 asi como en ojo de raton y humano.

La metaloproteinasa ADAMTS-4 miembro de la subfamilia de
reprolisinas metaloproteinaseas M12, se ha designado también como
"agrecanasa 1", basada en su capacidad para romper el enlace
Glu373-Ala374 encontrado dentro del dominio interglobular (IGD) de la
proteina central agrecan (2), una propiedad caracteristica propuesta
para las agrecanasas (3). ADAMTS-4 tiene la capacidad de escindir el

agrecan en varios lugares y gran parte de su eficiencia esta
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determinada por la integridad de sus dominios secundarios no

cataliticos.

La secuencia gendmica de ADAMTSL4 consta de 19 exones que
abarcan alrededor de 11,5 kb en cromosoma 1g21.2. El mRNA es de
4209 pb y codifica una proteina de 1074 aminoéacidos (116,5 kDa), que
muestra una homologia de 76% con la proteina Adamtsl4 del raton.
Existen también variantes producidas por el uso alternativo de exones
gque originan diferentes isoformas, siendo dos isoformas las

principales, la “a” (la mas grande) con una longitud completa y la “b”
que codifica una proteina de 877 aminoacidos que carece de los
ultimos 200 aminoéacidos. La region no traducida 5" es de 236 pb de
longitud y el codon de iniciacion de la traduccion esta en el exon 3. La
region no traducida 3" es de 740 pb de longitud y sigue del codén de
terminacion en el exén 19. EIl ADAMTS-like 4 se compone de siete
repetidos tipo trombospondina-1(TSP1), un dominio espaciador de
ADAM-TS 1 (que contiene la mutacion reportada), un dominio PLAC, y
un dominio de cremallera de leucina (Figura 4). La proteina se sabe

gue se localiza en la matriz extracelular.
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Figura 3. Diagrama de ADAMTSL4 y sus isoformas, representaciéon de ADAMTSL4 y sus dos
isoformas, A (completo) y B. Los dominios de la proteinasa en la isoforma pequefia, en
rojo se muestran la posicién de la mutacién reportada por Ahram D. y col. (2009), que esta

presente en las dos isoformas principales. La Isoforma b carece de tres dominios TSP1 vy el

PLAC dominio.
Case reported by
D. Ahram et al
5'>3 (¥Y595X;c.1785T>G)
— ATG ! TGA
exon 1 2 3 4 5 ;] 78 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19
Size (bp) 74 74 104 58 356 697 103 137 205173 112186 130 205 177 204 180 145 875

Figura 4. Representacion del gen ADAMTSL4 con sus exones y numero de pares de bases

asi como la mutacidn reportada por D. Ahram et al.

Recientemente, se reportd una familia arabe con ectopia lentis aislada

autosOmica recesiva y la presencia de una mutacion p.Y595X que da
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origen a una proteina truncada de 594 aminoacidos que carece de 6
de los 7 repetidos de trombospondina 1 y que afecta a ambas

isoformas principales.(Fig. 3)

Se cree que ADAMTSL4 puede anclarse a la matriz extracelular
(MEC) con uno o mas de los dominios TSP1. Los miembros de la
super familia de proteasas ADAMTS estan involucrados en diversos
procesos bioldgicos que incluyen la organizacion del tejido conjuntivo,
la coagulacion, la inflamacion, la artritis, la angiogénesis y la migracion
celular (22).

La presencia de so6lo manifestaciones oculares descritas en esta
familia por Ahram D. vy colaboradores, aparentemente sin
manifestaciones sistémicas no debe excluir una funcion integral de
ADAMTSLA4 en las microfibrillas de todo el cuerpo. La hipétesis de que
la ausencia de la funcibn ADAMTSL4 es soélo aparente en las fibras
zonulares, podria ser explicado porque estas fibras experimentan un
lento recambio (26) y, como tal, el inicio de la debilidad en su
estructura no se ve en otros lugares debido al rapido recambio en

otros tejidos.

El cribado de estas familias confirmé que las mutaciones encontradas,
explicaban y estaban acorde con el fenotipo de EL. Este estudio
confirma que las mutaciones homocigéticas en ADAMTSL4 se asocian
con EL autosomica recesiva en las familias britanicas. La identificacion
de estas mutaciones en ADAMTSL4 (ver tabla 2) permite la exclusion

del sindrome de Marfan en estas familias y orienta al mejor manejo
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clinico, de especial importancia

en nifios afectados por

éste y otros

trastornos.
Caso | Edad | Diagnoéstico | SE | O P | HF | Exon | Nucleétido Dominio Mutacién
1 6 EL - |S -1 6 c.767_786del - Heterocigoto
6 c.826_836del - compuesto
2 8 EL - |S - - 6 c.767_786del - Heterocigoto
6 ¢.826_836del - compuesto
3 15 EL - |S - - 6 c.767_786del - Homocigoto
4 41 EL L |S - - 12 c.1960C>T - Homocigoto
5 34 EL - |S - 1 12 €.2008C>T ADAM TSR-1 | Homocigoto
6 4 EL L[S - - 19 c.3153C>A PLAC Heterocigoto
19 c.3161A>G PLAC compuesto
6 c.926G>A -

Tabla 2. Mutaciones reportadas en el gen ADAMTSL4 que originan EL aislada

Gavin A. y col. (2010). SE: sistema esquelético, O: oftdlmico, C: cardiaco, P: piel,

HF: heredo familiares, L: leve, S: severo, EL: ectopia lentis.
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IV.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La Ectopia Lentis es una entidad genéticamente heterogénea en la
cual se identifican tanto formas sindromicas como aisladas.
Recientemente se ha involucrado al gen ADAMTSL4 en algunas
formas de ectopia lentis familiar con patrén de herencia autosomicos
recesivo. Esto abre la posibilidad de busquedas de mutaciones que
puedan explicar la presencia de dicha patologia, por lo que nuestro
planteamiento del problema se resumiria en conocer cuales son los
cambios moleculares presentes en el gen ADAMTSL4 en una familia

con Ectopia Lentis.

V.- OBJETIVOS GENERALES

Analizar el gen ADAMTSL4 en una familia con Ectopia Lentis

VI.- OBJETIVOS PARTICULARES

Identificar alteraciones moleculares en el gen ADAMTSL4 asociadas a

la Ectopia Lentis autosémica recesiva

Identificar la presencia de polimorfismos en el gen ADAMTSL4
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VIl. HISTORIA FAMILIAR

Se trata de paciente masculino de 18 afos, originario del estado de
Oaxaca, soltero, estudiante de secundaria, miembro de una familia de
15 integrantes que forma parte de una comunidad endogamica, de
origen Zapoteco. El paciente refiere que su cuadro comienza cuando
nota pérdida de la agudeza visual desde los 10 afios, la cual ha
progresado hasta la fecha, el paciente cuenta con dos hermanos
mayores afectados aparentemente por el mismo cuadro (ver arbol
genealdgico), el cual se caracteriza por pérdida paulatina de la
agudeza visual hasta practicamente la pérdida completa de la vision.
El paciente, como sus hermanos muestra afeccion bilateral

caracterizada por oftalmologia como subluxacion de cristalinos.

Dentro de los antecedentes personales patologicos y familiares
interrogados no se encontraron datos de importancia para el

padecimiento actual.
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Arbol genealdgico de la familia en estudio

1 Z 3 4 5 & T \ B o 10 11 12 13

Examen fisico

Se trata de paciente con una talla de 1.57cm, peso de 44.5kg,
normocéfalo, cara triangular, abundante bello y pelo, ptosis, vision
disminuidas, cejas anguladas y pobladas, nariz larga y de base ancha,
narinas antevertidas, filtrum ancho y largo, labios gruesos, paladar
amplio, resto sin alteraciones. La exploracién funcional revelé una
agudeza visual de 20/400 en ambos ojos, que con correcciéon de
+14.00 / -3.00 x 10° en el ojo derecho y +13.00 / -3.00 x 170° en el ojo
izquierdo, permiti6 una agudeza visual de 4/10 y 5/10
respectivamente. La posicion primaria de la mirada se encontré en
exotropia de 60 D; las ducciones y versiones fueron normales. La
presion intraocular en ambos ojos era normal. Se encontrd

iridodonesis en el ojo izquierdo y subluxacion nasal superior del
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cristalino de ambos ojos; el resto del segmento anterior se reportd

normal. El segmento posterior se encontrd sin datos patoldgicos

VIII. DISENO DEL ESTUDIO

1.- Tipo de investigacion: Reporte de caso
2.- Universo

La poblacion incluida en este estudio son miembros de una familia

afectada de Ectopia Lentis como Unica manifestacion clinica.
2.1.- Criterios de inclusion:
Pacientes con diagndéstico de Ectopia Lentis
2.2.- Criterios de exclusion:

Familiares que no deseaban realizarse el estudio o por motivos

ajenos no se tomo la muestra sanguinea.
3.- Variables del estudio

Independiente
Pacientes con ectopia lentis

Dependiente

Mutacion del gen ADAMTSL4
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IX.- MATERIAL Y METODOS

1.- POBLACION INCLUIDA EN EL ESTUDIO
A) Miembros de la Familia Mestiza Mexicana Sintomaticos
B) Miembros de la Familia Mestiza Mexicana Asintomaticos

Todos los miembros de la familia que se encuentran en el grupo Ay B
recibieron asesoramiento geneético previo y posterior a la toma de
muestra sanguinea. La muestra se tomO con consentimiento
informado. Ademas se interrogé a cada uno de ellos y se realizd

estudio molecular.
2.- EXTRACCION DEL DNA GENOMICO
A) Obtencién de muestra

1.-Se toman 20 ml de sangre periférica en tubos “vacutainer’ que

contengan EDTA como anticoagulante

2.-Transferir 3 ml de sangre a un tubo conico de 15 ml.
3.- Agregar 3 ml de amortiguador TTS.

4.- Homogenizar (agitar) de manera gentil

5.- Centrifugar a 3,000 r.p.m. durante 5 minutos. Desechar

cuidadosamente el sobrenadante.
6.- Al paguete leucocitario agregar 1 ml. De TTS

7.- Agitar de manera vigorosa Yy transferir a un tubo de 15 ml.

40



8.- Centrifugar a 10,000 r.p.m. durante 3 min.
9.- Decantar el sobrenadante

10. Repetir los pasos 6, 7 y 9 hasta que se obtengan células
blancas libres de eritrocitos (por lo general con 2 pasos es

suficiente)

11. Al paquete leucocitario se le agregan 570 microlitros de NaCl

al 5Mm y se agita por 2 min.

12.- Adicionar 30 microlitros de SDS al 10 % y agitar 5 minutos

vigorosamente.

13.- Adicionar 200 microlitros de NaCl saturado y agitar 10

minutos vigorosamente
14.- Centrifugar a 11,000 r.p.m. durante 30 min. A 4° C.

15.- Decantar el sobrenadante cuidadosamente en un tubo de 13

X 100 mm estéril y afiadir 2 ml de etanol absoluto a -20 ° C.

En esTe paso se pueden congelar las muestras a -20 ° C o se
puede continuar con la extraccion. La congelacién se puede
hacer directamente en los tubos en los que se tienen las
muestras. No se debe descongelar antes del momento de

finalizar la extraccion.

Si se decide continuar la extraccion al momento de agregar el

etanol absoluto a -20°C se observa precipitar el DNA.
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16.- Capturar el DNA con una varilla de vidrio y enjuagar en

etanol al 70 % dejando evaporarlo en condiciones estériles.

17.- Resuspender el DNA en un microtubo de 200 microlitros de

agua estéril.
18.- Colocarlo en un termobloque a 60 ° C durante dos horas.

Todos los materiales que se utilicen deben estar estériles para evitar la
presencia de nucleasas. Es importante trabajar con guantes durante el
proceso de extraccion. La pureza de los reactivos debe ser muy alta,

de lo contrario la calidad del DNA disminuye o puede degradarse.
A) Disefno de oligonucleétidos y PCR

Los alelos pueden identificarse por la técnica de PCR usando las
secuencias flanqueadoras previamente disefladas y flanqueadas

dependiendo del exdn que se busca amplificar.

1.- Calcular el volumen correspondiente a 500 ng de DNA

genémico

2.- Adicionar en un tubo de 2 mL.

a) El volumen equivalente a 500 ng de DNA gendmico
b) 1 mM MgCI2 (1 microlitro)

c) dNTPs a una concentracion de 2.5 mM. Llevarlos a una

concentracion de 125 microMoles (1microlitro)

d) Buffer 10X llevarlo a una concentracion de 0.5 X (1microlitro)
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e) Oligonucleétidos F a una concentracion de 20 Mm, llevarlos a
10 mM.

f) Oligonucledtidos R a una concentracion de 20 Mm, llevarlos a
10 mM.

g) 0.75 unidades de Taq polimerasa ( 1 unidad = 0.3 microlitros)
h) Aforar con agua estéril hasta 50 microlitros

Colocar el termociclador (Ependorf, Mastercycle gradient) en el

siguiente programa

Desnaturalizacion 950 C 30 segundos

Alineacion 55°a 57°C 1 minuto

Extension 72°C 2 minutos
30 ciclos

Una vez que concluye el programa los productos son sometidos a
electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % con objeto de confirmar la
presencia de los alelos. ElI peso esperado de los fragmentos
amplificados varia de 893-1694pb. Una vez que se confirmo el

producto de amplificacién. Se procede a la purificacion del fragmento.

C) Purificacién del fragmento amplificado y productos

de extension

La purificacion del fragmento observado se realizo
mediante el kit QUIAEX Il; esto evita contaminantes en la reaccion de

secuenciacion. Esta técnica remueve el exceso de dNTP's,
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oligonucledtidos, enzima, ADN, etc., de esta manera obteniendo una

secuencia limpia.
1) Cortar la banda del fragmento amplificado del gel y pesarla

2) Agregar 3 veces el peso de la banda en Buffer QXly 5
microlitros de QUIAEX Il en un tubo de 2 mL.

3) Incubar por 10 minutos a 50° C agitando cada 2 minutos el
tubo.

4) Centrifugar durante 1 minuto a 10 000 r.p.m., decantar y
afiadir 500 microlitros de buffer QXI.

5) Centrifugar durante 1 minuto a 10 000 r.p.m., decantar y

eliminar los residuos

6) Eliminar los residuos de buffer PE y secar la muestra a
temperatura ambiente. Resuspender con 20 microlitros de
agua esteéril, centrifugar 2 minutos a 10 000 r.p.m. y el

sobrenadante se coloca en un microtubo.

7) Verificar que la purificacion haya sido exitosa, electroforesis
del producto obtenido en un gel de agarosa usando un

marcador de peso y cantidad ( low- mass) de 100 pb.
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3.- Reaccién de secuenciacion

Teniendo la muestra purificada, todo el producto de PCR
contiene el ADN correspondiente a los alelos de los exones de
SDHD. Preparamos la muestra para la secuenciacion
automatica. La tecnologia de secuenciacion del ADN nos permite
saber el orden o secuencia de los nucledtidos que forman parte

del gen.

Las condiciones de la reaccion son las siguientes
1) Adicionar un tubo de de 200 microlitros

a) Mezcla de reaccion del kit Big Dye Terminator ( 2

microlitros)
b) Purificado de PCR 100 ng/ microlitro (1 microlitro)

c) Oligonucledtidos F a una concentracion de 10 microM

( 1 microlitro)

d) Oligonucledtidos F a una concentracion de 10 microM

( 1 microlitro)
e) Agregar agua estreril ( 16 microlitros)
f) Adicionar un tubo de de 200 microlitros

2) Colocar en el termociclador el siguiente programa

45



Desnaturalizacién 96° C 30 segundos

Alineacién 55a57°C 15 segundos
Extension 60° C 4 minutos
25 ciclos

4.- Purificacion de los productos de extensién

La purificacién se realiza por el método de columnas Centri Sep
para eliminar la fluoresencia en exceso y permitir una

secuenciacion limpia
1.- Pesar una columna de 0.06 g de sephadex

2.- Agregar 800 microlitros de agua inyectable, esperar por lo

menos dos horas a que se hidraten

3.- Centrifugar durante 3 minutos a 3000 r.p.m para retirar el

exceso de agua.

4.- Colocar el producto de la PCR en las columnas y centrifugar
durante 3 minutos a 3000 r.p.m. para obtener el producto

purificado.

5.- Centrifugar la muestra en una centrifuga al vacio (Opied
Vac.), esperar hasta que el producto seque y tapar con una

septa.
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5.- Montaje en la Muestra en el equipo de Secuenciacion

1.- Aidadir 20 microlitros de amortiguador de carga TSR Applied
Biosystems.

2.- Transferir a un tubo de secuenciacion y colocar una septa.

3.- Desnaturalizar la muestra a 94° C por 2 minutos y colocar

inmediatamente en hielo

4.- Colocar la muestra en el secuenciador automatizado ABI

PRISM modelo 310 de acuerdo a las instrucciones del equipo.
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X.- RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizo historia clinica completa y posteriormente la amplificacion y
secuenciacion de los 19 exones del gen ADAMTS4 en pacientes

afectados, en familiares de primer grado y en controles sanos. La

amplificacion por PCR de los exones se muestra en la (figura 4).

Carril1 | Oligo 3 1629pb Carril 7 Oligo 4 1200pb Carril 13 | Oligo 7 819pb

Carril 2 | Oligo 1 1235pb Carril 8 Oligo 4 1200pb Carril 14 | Oligo 7 819pb

Carril 3 | Oligo11235pb Carril 9 Oligo 5 910pb Carril 15 | Oligo 8 929pb

Carril 4 | Oligo 2 893pb Carril 10 | Oligo 5910pb Carril 16 | Oligo 8 929pb

Carril 5 | Oligo 2 893pb Carril 11 | Oligo 6 1078pb Carril 17 PM

Carril 6 | Oligo 3 1629pb Carril 12 | Oligo 6 1078pb Carril 18 | ------

Figura 4.- Se muestran los amplificados para cada juego de oligos disefado.

La secuenciacion automatizada de todos los exones no mostrd
cambios en comparacion con los controles sanos ni con la base de
datos de NBCI. Las uniones intrén-exén y exon-intrbn no mostraron
ninguna modificacion. Algunas secuencias se muestran en la (figura
5).
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Control c.17851>G Exén 11

Paciente c.1785T>G Exén 11

Padre  c.1785T>G Exén 11

Fig. 5 Se representa la posicion de la mutacion reportada por Ahran 2009 donde

no se observd mutacién ni en paciente, su padre, ni control.

Por consiguiente las mutaciones reportadas por Ahran, et al., 2009 y
por Arno et al. 2010 (tabla 2) tampoco se encontraron. Solamente se
observo un cambio en el intrén 13 donde se sustituye una timina por

una citosina (g.13373 t>c), este cambio se encuentra en estado
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homocigoto para el probando y en estado heterocigoto para el padre

del mismo.
cC C C C T A Cc|cj|G T C© C C
: ﬁ/\ Paciente Intrén 13
cC C C CcC T A CJ|C I

Padre Intron 13
MMMEM :
c ¢ C T A C|JIT|G T C C C
MAAMM Control Intréon 13

Figura 5. Se muestra polimorfismo en la posicién g.13373 t>c en el intrén 13 el

cambio de una Citosina por una Timina.

La mayoria de los casos de ectopia lentis bilateral se observan en
asociacion con enfermedades sistémicas del tejido conectivo, como
son el sindrome de Marfan, el sindrome de Weill-Marchesani y la
homocistinuria. Sin embargo, la ectopia lentis como una entidad
clinica aislada es mucho menos frecuente y su herencia ha sido
reportada como un rasgo autondmico dominante, aunque reportes
actuales sugieren la herencia autosomica recesiva como modo de

herencia de la ectopia lentis aislada. Dada la ya mencionada
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heterogeneidad genética de este padecimiento y el hecho de no
encontrar mutacién en el gen ADAMTS4 durante la realizacion de este
trabajo, consideramos la posibilidad de que otros genes participen
activamente en la fisiopatologia de la ectopia lentis aislada con patron
herencia autosdmico recesivo. Estos mecanismos etiologicos se han
observado en la catarata congénita, en la cual se han caracterizado
varias formas de transmision tanto autosdmica dominante como
autosOmica recesiva. En ambas formas de transmision no se han
determinado en todos los pacientes los genes responsables, aun
cuando se conocen algunos genes asociados a las formas recesivas,

como es el caso de los genes de las beta cristalinas.

Las caracteristicas clinicas de la familia aqui estudiada, la cual
presenta numerosos miembros afectados, datos de consanguinidad y
pertenecer a un grupo altamente endogamico, apoya fuertemente la
participacion de genes afectados en estado homocigoto y una gran
oportunidad para la identificacion de genes autosOmicos recesivos
participantes en la ectopia lentis. Esto tampoco descarta la posibilidad
de la participacion de otros genes de la familia ADAMTS como son
ADAMTS10 y 17. Por lo cual es seria importante analizar la familia de
estos genes para descartar su participacion. Ademas, es interesante
caracterizar el gen o genes involucrados en las patologias oftalmicas
para tener un mejor conocimiento de la participacion del genoma
humano. Vale la pena mencionar que es en ocasiones primordial
conocer precisamente el diagndstico de la patologia de fondo, ya que
esto modifica la conducta del cirujano especialmente cuando se

presentan las correcciones del cristalino. Ya que en el caso de tratarse
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de un sindrome de Marfan o alguna patologia del tejido conectivo el
procedimiento quirdrgico del cristalino y el prondstico seran diferentes
a diferencia de si la causa es consecuencia de la afeccion a las

proteinas adams.

Consideramos de especial importancia continuar con las
Investigaciones en esta familia ya que las caracteristicas de los
pacientes en estudio, permite realizar estudios de ligamiento con
marcadores y/o SNP, con objeto de identificar genes candidatos

adicionales en la ectopia lentis.

Finalmente se logré definir que la causa de ectopia en nuestros
pacientes no se debia a padecimientos sindrOmicas como seria el
caso del sindrome Marfan y tampoco a una alteracion en el gen
ADAMTS 4 como se sospecho inicialmente en la investigacion. Es
importante continuar con diversos estudios como la busqueda de
mutaciones en los demas genes adams y el andlisis de ligamiento con
objeto de poder identificar el gen o genes responsables de la ectopia

de nuestros pacientes.
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XI.- APENDICE

GEN ADAMTSL4 PUBMED
DNA: 18516pb Gene id.54507
MRNA: 4209pb NM019032
CDSs 3225pb NP061905.2

Secuencias de cada exon:

61
121
181
241
301

61
121
181
241
301
361
421
481
541

Exén 1 (5001-5078)

ccgccgcecgga
cgggggctcg

gcgaggttgc
cagagcag

Exon 2 (5401-5474)

gagggtgctc
cgcgagggac

tcggacggtyg
gcag

Exon 3 (7784-7887)

agagcaccct
ccctggggca

ccacgcccag
gtagaggggg

Exon 4 (8122-8179)

gccctggcetg

tatctgctgc

Exon 5 (8477-8832)

gtgttgtccg
tggggacctt
aggagccgga
cggcccccaa
tctccagaaa
ggtccecgcett

gacactctct
gggtccagtyg
catgtcagcect
gacatccaga
ccctcecceccectt
cccacctagg

Ex6n 6 (9005-10046)

gtcccggcett
attgccactg
gatctcttct
cgcaaacggc
cccccaagca
gcctgcceccecce
cacgcactcc
ttcccagggt
ccctcggggce
gccccgcectg

cgagacccca
caccggaacc
agaggggaag
agcccccaaa
gaacctctaa
ctacggcatc
ttaggagaag
tgggccagtc
cgaggccagc
gagcctgacc

ctggagagag

tgtcccccac

atgcctgcegt
agcgatggag

tgcttctgtc

tcagacacct
ggcctcttgce
ccctacagtg
agccctcecctce
gtacaggaca

gagagaggag

tcaagccagg
gcaggcaccc
aggctattcc
ctgagctccc
gccctgaaac
accccagagce
gtggcttctt
cccaggtagce

agggccaagg
ctcagcaccc

cgcctgggcg

tgcactcctg

agtttttgtg
aactggactg

cctccctecag

acagaggagg
tcccagcecect
cagctccacc
ccccggggcece
cagtctcggg
acccaggaga

aatgttcggt
tcggagccca
gtcccctact
tcccacagaa
tgctcagaca
ccaggcctct
ccgtgcatcc
agggagacgc
gccttgggga
gggcgcctgg
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cagaagggtt

aacttggagg

accagtccgce
gcag

ctctgcttgg

gccagggccc
gcggggtggg
cgagtctgcecc
agggtcccag

gaaggggtgg
ttcgagcggce

tatgggagag
cccagatctg
ccaagagcag
ctgtctgtcc
gaggtggccc
ggcacagagc
cctcagccac
cctgatcctt
acggggggga
ctgccccectgce

aacgggccac

acagggtcgc

tcctgectee

atcaggag

cgaaggtgtc
ggtgcagcgce
cctccctcecce
accccagact
cccacttcga

caggag

tgccctttge
agctgtccct
agccattctc
acaccccatc
ccagaaccag
ccccectcecacce
gaaggccaag
ttccttcecggt
ctcctcacgg
tgagcaacgg



601
661

61
121

61
121
181

61
121

61
121
181

61
121

61
121
181

61
121
181
241

ccccecatgec
tggggagagt

agctccctcet
gaacagctaa

Ex6n 7 (9944-10046)

ccctgcecceccece
gaattcatgg

ctgagcagcc
gccagctgta

Exon 8 (11008-11144)

tccagggctc
gtcacactga
tggctggacg

ccagcgctgt
aaaggtccag
ctgtctg

Ex6n 9 (11741-11945)

agcccecggcet
gggggtgatg
ctgggctatc
ctccggcecta

gtgatgggat
attctacctg
agaagatctt
gctccaacta

ggagcctctt
gagcctgcag

agacccccgg
tcagtgggag

gaactgaact
gatgggaccc

ccttggcetcet
tcgccttgtt
gtggattcca
cctgg

Exon 10 (12200-12372)

cacttcgtgg ccctgggggce cggtccatca
ggtcctacag ggccggcggg accgtcttte
aaggggagag tctgtcggct gaaggcccca

Exon 11 (12518-12629)

atgatctttc aggaggaaaa cccaggcgtt
ccaatccttg agaaccccac cccagagccc

Exon 12 (12729-12914)

agattctgag ggtggagccc ccacttgctc
ccctccageg tcaggtgcecgg atcccccaga
tggggtctcc agctgcgtac tggaaacgag

ggaaag

Exon 13 (13073-13202)

gtgtctggcg ccccattttce ctctgcecatct
gcagctgtgc cgcgggtgcc aggcccccag
gccccccata

Exon 14 (13524-13728)

ctgggaggct
ccagctgcag
tggacatctc
ggaagttggc

ggcgagtgga
tgccggcagg
ccccggcecca
tctccttgga

catcctgcag
aatttggggg
acatcaccca
gccag

Exon 15 b (14052-14326)

tgctccgtgce
ggtgatgaag
gcctgtgaca
agcccggaac
tttccagcat

ggtgcggceg
tgagcgagca
tggggccctg
ccccagcecat
agctcaataa

gggccagaga
ggagtgtgcg
tactactgcc
atcctgcatc
acttgtattg

tgctcccagt
ccaagcg

gccctgcagt
cccttcactg

gccggceccccyg
tgtgtcagcc

ggcaggcgtc
tcggggaacc

gcgggagcct

tcaatgggaa
gatataaccg
ccacccagcc

ttttatcagt
cctgtccccce

cggcaccccg
tgccecgeccce
tgggacactc

cccgtgagtce
cctccceccectga

ccgctcctgt

gggtggctcc
gtcttgccag

agccggcagg
tcaggccccc
tggttccaca
ctgggtaacc
atcaa
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agccctattc

gcgcagcctt
aag

tggcttccge
tggagcccecct

ctgatggctg
tcactgaccg
tgcggctcca

ctgggctgtg
tcctcececcagg
tgtggatgtc

atgtcatctc
agcttcagcc

cccagcccgg
gccccatccce
tgcatgctca

gggagaggaa
accctgccac

ggccccggcea
tcggtgcccce
ctgcgcecctcet

ttcgctgtgt
cgcagccccce
gcgactggag
acgcccagga

caagatgttc

taactcccag

ttctatgtcc
gacatctgtg

tggagtctgt
agggggcccce
gattgcccag

gatccccecctg

gaggagggca
tat

ttcacctcct
99

accccaggca
aggacacccc
gcgtcctgcecg

ctggatgaac
ggcaccccat

cccagcaccg

cggagcgctg
gtggccattg

tgggaacaat
cagcagagag
ctccaaggtg
cacctcagcc



61
121

61
121
181

61
121

61
121

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

Exon 15 a (14052-14228)

tgctccgtge ggtgcggccg gggccagaga
ggtgatgaag tgagcgagca ggagtgtgcg
gcctgtgaca tggggccctg tactactgcc

ExoOn 16 (14541-14744)

tgctcagccg
gcagccctcg
ggaagccggce
tggtacacag

agtgtgggac
ggccaggcca
cccctgacat

ggccctgggg

Exon 17 (14866-15045)

tgctcctccg

gggacggagt
ctgcagccct

aatgtggctc
tcaacgtgac
gtcaagggca

Exon 18 (15340-15489)

tgttctcgcet
cagaccctca
agccaaccct

cctgccaagg
gcacccgatg
gcagccagcg

Ex6n 19 (15639-16516)

atgatcaatg
tctaccccta
cccaggatcc
tcacccattg
gggatgtcct
tgtggtcagg
tgggactgca
agactgagaa
ctgcagttcc
gtgccctaag
tgaccccttce
gtcagccact
gagcaaggcc
accccgcecca
tttatttttt

caaggacagc
ctacacagcc
ctcctgaaag
atcggcccac
ccaggtgaca
cccatgtggt
tggatatgtg
ggacaagacc
ttgctaatct
cctcatttct
tcatttgcct
gccaatcctg
cagctgggca
gcccctagcece
attaaagatg

gggaatccag
gggggaagca
gcgcgcctgce
tgag

tggcacacag
ttctccgagce
ggcctgccag

gggaacgcag
ccctcctcecaa

ccctg

tctccacatt
acctgttgcc
gggtccgggg
tctgaacccc
gagggtggca
ggtgtgatgg
tgtgctcaaa
tgtttccttg
gagctactta
catgttcaga
agtatctctg
ccttactcag
gagggtgaaa
ccactccctg
gtcatgacaa

Domlnlo STS (5820-6692)

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

gccgggaacyg
tttctgcaga

cttttccaga
ctcacttctc
ggtagacccg
gagagggcat
tcttcttece
tgggccctte
agtggccggce
cctgaggcgce
tctcagggag
gtcattttct
cccgggtgcec
gagtgggatg
tcaggcttgg

acaccaaatg
ggagggggca
gagggagcca
cagggaactg
tggagagggg
gaagaggggt
tcagctggag
tctggagatc
ccagccaggg
ccgctctggce
ggcagtgggg
gccccagagce
tttcagatcc
aggagcaggg
tggctggggt

agggacatgg
tgggcccctg

ggcctggccc
ccaaagccaa
ctgcgagaag
cggcatcaga
taacaagagt
ctggcctccce
gaaggagtgg
tcagccactc
ctgagtgtct
tggcccacct
aacagaaaca
gtgggaagga
ggcttccaag

agccggcagg
tcaggccccc
tggttccaca

cggcgctctg
ggagcaggaa
agcctggggce

cgtagagaca
aactgttctc
gaccgatggt

acacgggagg
ctgcggccct

gccccecctggt
gctcttgcgce
caccttcacg
ctggctctcc
aggtgactga
gtgtgtgcac
cgtgtatcac
agactttcct
gagtgtggtc
cctcacatct
cceccectgectce
gaaggcagga
aagagaaatg
cctcctgaaa
atgagaaa

aaaggggtga
ccgggctgeg
gggccccggg
acccagctcg
agatctcggt
gaaggggcag
caggcagagc
ccgttcagtce
ccatcggcaa
tgacccctcecce
gcccccaggce
cagcaatgcg
gatttttttt
ctcaaagtga
cct
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ttcgctgtgt
cgcagcccecce
gcgactggag

tggtctgcct

ctgggcagag
cctgtgagag

tcatctgtgt
acctccccag
tttccacgcc

tccagtgcecct
ccaggaagcg

ggtacaggcc
acatgtcctg
gttttctgtg
agcctgtccc
cacaaagtga
atatgcctca
ttttcaaaaa
aggtggaaag
tccccaccaa
tctaagccgce
cctaattagc
ggaaagagac
tgagcatccg
tggttcccac

gaagcataaa
caggggaggg
agctcacgtc
ggatgggatt
ggcagagaga
gcagtgacta
ctgaagactt
agggtggagt
cccccacccece
ctcaaattcc
acattcctac
agggctccct
ttcctggaaa

gaagaagggg

tgggaacaat
cagcagagag
ctccaag

tgggagtggg
ctgtccaaca
aacttggcgc

atccaaactg
gccccctgec
ctggagccca

gagcaccaac
cccctgtaac

cggctctgeg
gagcggtctc
ccaccatcgg
agtctcagca
ctttcagggc
ggtgtgcttt
gaggttacac
gaaagcaagt
ctccagtttt
cctgtgtctce
tagggctggg
tgcctctcca
ctcccccacc
ccagaactaa

tgtgcgtgtg
tggggtggga
acccccaccc
atgtgtactg
agcagaggca
tcaccccatt
gggtggaaca
tgctgacctt
aaccccaatc
gaaccctagg
ccttctcttg
ggattcctct
gcagaactaa
gcaaagagag



Secuencia de aminoéacidos de la proteina

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

msqgtgshpgr
ivfpeklngs
gaepgtyltg
lrrkspasgqg
ylltvmaaaa
tpedsdpdhf
helghvfnml
ghclldkpea
mcgtkhspwa
gfssrdctrp
pgpmdwvpry
gcdriigskk
ghrsiylalk
ltlgvlvagn

glagrwlwga
vlpgsgapar
tingdpesva
gpmcnvkapl
kafkhpsirn
dtailftrgd
hdnskpcisl
plhlpvtfpg
dgtpcgpaga
vprnggkyce
tgvapggqgck
kfdkcmvcgg
lpdgsyalng
pgdtrlrysft

gpclllpivp
llcrlgafge
slhwdggall
gspsprprra
pvslvvtrlv
lcgvstcedtl
ngplstsrhv
kdydadrgcg
cmggrclhmd
grrtrfrscn
ltcgaralgy
dgsgcskqgsg
eytlmpsptd
fvprptpstp

lswlvwllll
tllleleqgds
gvlgyrgael
krfaslsrfv
ilgsgeegpq
gmadvgtved
mapvmahvdp
ltfgpdsrhc
glgdfnipga
tedcptgsal
yyvleprvvd
sfrkfrygyn
vvlpgavslr
rptpgdwlhr

llasllpsar
gvagvegltvg
hlgpleggtp
etlvvaddkm
vgpsaaqtlr
parscaived
eepwspcsar
palpppcaal
ggwgpwgpwg
tfreeqcaay
gtpcspdsss
nvvtipagat
ysgataaset
ragileilrr

lasplpreee
vlggapellg
nsaggpgahi
aafhgaglkr
sfcawgrgln
dglgsaftaa
fitdfldngy
wcsghlngha
dcsrtcgggv
nhrtdlfksf
vcvggrciha
hilvrgggnp
lsghgplagp
rpwagrk

Secuencia de los primers utilizados y tamafio de amplicon esperado:

F1
R1

F2
R2

F3

R3 11090 tcc tgg acc ttt tca gtg tg

F4
R4

F5
R5

F6
R6

F7
R7

F8

R8 15820 atc aat ggg tga ccg atg gt

7815 (ttt ttg tga cca gtc cgc tc
9050 ccc ata acc gaa cattcctg Amplicén 1235pb

8797 aga gag gag acc cag gag at

9690 agg ctc tta gct gtt cac tc

9461 acg ccc tga tcc ttt tcc tt

11079 tcc cag cqgc tgt gaa ctg aa

12279 ggt tat atc gaa aga cgg tg

12221 ggt cca tca tca atg gga ac

13131 aca gct gcg ttc atc cag tt

13121 aac tgg atg aac gca gct gt
14199 tgg aac cag gca gta gta ca Amplicén 1078pb

14091 gtt cgc tgt gtt ggg aac aa

14910 gat gat gtc tct acg ctg tg

14891 cac agc gta gag aca tca tc

Amplicén

Amplicon 893pb

Amplicon 1629pb

Amplicon 1200pb

910pb

Amplicon 819pb

Amplicon 929pb
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Xll.- GLOSARIO

Alelos

Version especifica de un gen que ocupa una localizacién determinada en el
genoma. Se diferencia de otros alelos del mismo gen por ser distinta su secuencia de
nucleétidos. En general uno de los estados alternativos de un mismo gen.

Amplificacion de DNA

Proceso por el cual se generan copias de un fragmento de ADN, Puede producirse
in vivo o realizarse in vitro mediante diversas técnicas.

Cromosoma

Elemento que existe en el nicleo de la célula en el momento de su division o
mitosis, que contiene el material genético.

Enzima

Catalizador biologico, normalmente una proteina, que mediatiza y promueve un
proceso quimico sin ser ella misma alterada o destruida. Son catalizadores
extremadamente eficientes y muy especificamente vinculados a reacciones particulares.

Gen

Secuencia de nucleétidos que codifica un producto funcional. Incluye regiones
anteriores (5'no traducida) posteriores (3'no traducida) a la region codificante, asi como
secuencias interpuestas (intrones) entre exones. Unidad de transmisién hereditaria; ocupa
un sitio determinado en los cromosomas llamados locus.

Genotipo

Conjunto de genes de un individuo que puede expresarse o0 no. La contribucién
genética de la descendencia. La constitucion genética de un locus en particular. La
constitucion genética de un organismo.

Heterocigoto

Un individuo que ha recibido informacion genética diferente de cada uno de sus
padres, para la unidad en cuestion. Tener dos alelos diferentes de un gen especifico.
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Homocigoto

Un individuo que ha recibido la misma informacién genética de cada uno de sus

padres, para la unidad en cuestion. Tener dos alelos idénticos de un gen especifico.

Kilodaltones

Es una pequefia unidad de masa usado para expresar masas atémicas y masas

moleculares. Es definido como /3¢ de la masa de un atomo de oxigeno.

Loci

El plural de locus.

Locus

En genética, punto de un cromosoma ocupado por un gen.

Multifactorial

Causado por interaccion de mdaltiples genes y factores del medio ambiente.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
Amplificacion enzimética de fragmentos de DNA localizado entre un par de

Iniciadores

Secuenciacion

Secuenciacion de DNA. Determinacion del orden en el cual se disponen las

bases de una molécula de DNA. Proceso mediante el cual se determina el orden de los
nucledtidos o de los aminoacidos de una molécula de acido nucléico o proteina seglin sea
el caso.

Tag polimerasa

Una DNA polimerasa termoestable aislada de una bacteria utilizada en PCR
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