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ANTECEDENTES E INTRODUCCION:

DISTROFIAS RETINIANAS:

Las distrofias retinianas son una serie de enfermedades hereditarias de la retina
que conducen a la degeneracion de los fotorreceptores. Las distrofias retinianas
se caracterizan por ser progresivas, simétricas y de origen hereditario. El caracter
progresivo de la enfermedad origina disminucion importante de la agudeza visual y
puede conducir hasta ceguera dependiendo del grado de afeccidn y del involucro

de la macula. 3

Las distrofias retinianas son poco frecuentes a excepcion de la retinosis

pigmentaria, que se presenta en 1 de cada 4000 individuos. 2

Las distrofias retinianas se clasifican de acuerdo a la localizacidon de la alteracion

en las diferentes capas o células de la retina. 3

CLASIFICACION DE LAS DISTROFIAS

1. Distrofias hereditarias retinianas
1.1.1.Con predominio de afectacién de bastones
1.1.2.Retinosis pigmentaria
1.2. Con predominio de afectacion de conos
1.2.1.Enfermedad de Stargardt
1.3. Mixtas
1.3.1.Distrofias cono/bastones

1.3.2.Enfermedad de Leber



2. Distrofias hereditarias de retina-vitreo
2.1. Vitreoretinopatia exudativa familiar
2.2. Retinosquisis

2.2.1.Juvenil ligada al sexo
2.2.2.Retinosquisis foveal familiar

3. Distrofias hereditarias de la coroides

3.1.1.Coroideremia

4. Enfermedades sindromicas
4.1. Sindrome de Usher
4.2. Sindrome de Bardet-Bied|
4.3. Ataxia y Retinosis Pigmentaria (ACAD tipo II)

4.4. Neurolipo fucsinosis

DiSTROFIA CONO-BASTON

La distrofia cono baston (DCB) es una enfermedad heredada, progresiva que
causa deterioro inicial de los conos y subsecuentemente de los bastones.; Puede
ser heredada de forma autosdmica dominante pero es mas frecuente la
transmision autosdmica recesiva. La DCB tiene una prevalencia aproximada de 1

en cada 50000 pacientes. 1-2



CUADRO CLINICO

La sintomatologia incluye disminucion de la agudeza visual que se inicia en la
primera década de la vida, fotofobia, discromatopsia en grados variables,
nictalopia que no es tan prominente como la afeccion de la agudeza visual y
disminucién de los campos visuales centrales con periferia respetada. » La retina
puede estar normal en etapas tempranas pero con la progresion, el epitelio
pigmentado de la retina puede tomar un aspecto granular y finalmente atrofico. La
macula se puede observar normal o con lesiones finas y posteriormente se
desarrollan depdsitos de pigmento en forma de espiculas en el area macular y
varios grados de atrofia retiniana.1 Los vasos retinianos pueden observarse
normales o con disminucién de su calibre. Se observa palidez del nervio éptico de
predominio temporal pues corresponde al haz papilomacular.; Las DCB severas
de aparicion temprana pueden acompafarse de nistagmus., La evaluacion
psicofisica en la distrofia de conos demuestra pérdida del campo visual central,
mientras que la recuperacion del blanqueamiento es monofasica con un limite final
de bastones normal.; La visibn de color es usualmente anormal en etapas
tempranas de la enfermedad con elevacion de los limites protan, deuteran, tritan o
cualquier combinacion de las anteriores. En la distrofia cono baston, la funcion
depende de los bastones incluyendo campos visuales y visidon nocturna que va a

ser afectada en grado variable dependiendo del grado de involucro. »



DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO

El diagnostico se establece por evaluacion electrofisioldgica que se caracteriza por
disfuncion del sistema fotopico y preservacion de la funcién escotopica.s Los
resultados dependen de la etapa de la enfermedad y la edad de presentacion. 4.7
El tiempo implicito de cambio en las respuestas flicker cambia a 30hz
acompafnados por ondas a y b retrasadas posterior a una disminucion de la

respuesta fotopica. 1.2

Actualmente no existe tratamiento para la DCB sin embargo es esencial ayudar a
los pacientes a maximizar la vision que tienen con una refraccion adecuada y
control por vision baja sobre todo con dispositivos que ayuden a los pacientes a

mejorar la nictalopia.

GENETICA DE LAS DISTROFIAS CONO-BASTON

DCB AISLADAS

Las formas no sindromaticas son genéticamente heterogéneas y actualmente se
conocen 13 genes responsables para la DCB no sindromatica (Tabla 1) los cuales

se clasifican en varias categorias.

MUTACION GEN AFECTADO LOCUS REGION
CORD1 Delecion 18921.1-921.3 18q
CORD2 CRX 19913.3 19q




CORD3 ABCA4 1p22.1 1p
*CORD4 Cerca NF1 - 17q
CORD5 PITPNM3 17p13.1 17p
CORDG6 (RCD2) GUCY2D 17p13.1 17p
CORD7 RIMS1 6q12-913 6q
CORDS8 ACRABP2, 1q912-q24 1q
GNAT2, KCNJ10
CORD9 ADAM9 8p11, 8p11.23 8p
CORD10 SEMA4A 1922 1q
CORD11 RAXL1 19p13.3 19p
CORD12 PROM1 4p15.3 4p
CORD13 RPGRIP1 14911 14q
CORDX1 ORF15 Xp21.1 Xp
CORDX2 RPGR Xq27 Xq
CORDX3 CACNA1F Xp11.23, Xp11.4 — Xp

q13.1

Tabla 1. Genes reportados que originan DCB (OMIM).

*, M: Los reportan como propuestos como candidatos, aun no comprobados.




Primera categoria:

Incluye los genes responsables generalmente de DCB. El gen predominante en
esta categoria es CRX, que codifica una proteina con homeodominio que controla
la diferenciacién y supervivencia de los fotorreceptores.s La mayoria de las
mutaciones CRX causa DCB autosomica dominante con una prevalencia estimada
del 5 al 10% de todas las DCB dominantes. s.9 La severidad de la enfermedad es
altamente variable con algunos casos leves y otros severos. La manifestacion mas
severa de este espectro clinico por mutaciones en CRX es la amaurosis congénita
de Leber 10.11 Ademas de CRX, se han identificado otros dos genes exclusivos
para DCB, RIM1 y HGR4. Estos genes codifican proteinas involucradas en la

transmision sinaptica de los fotorreceptores. 12

Segunda categoria:

Incluye los genes frecuentemente encontrados en las distrofias maculares.
Actualmente comprende esencialmente un gen, el ABCA4 que esta involucrado en
el metabolismo del retinol y es el responsable de la enfermedad de Stargardt,
considerada la degeneracién macular juvenil hereditaria mas frecuente. Se ha
reconocido que las mutaciones en ABCA4 son responsables del 30 al 60% de los
casos de DCB autosomica recesiva. 13.15. Las mutaciones mas deletéreas estan
asociadas con los casos mas severos de DCB 19. Ademas, en esta categoria se
han incluido las mutaciones en GUCA1A identificadas en una familia con DCB
autosomica dominante. Este gen codifica una proteina que activa guanilato

ciclasa. 19
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Tercera categoria:

Incluye dos genes encontrados en RP, uno es RDS el cual codifica para la
proteina periferina de los segmentos externos de los fotorreceptores. Es bien
conocido que las variaciones fenotipicas inter e intrafamiliares con mutaciones en
RDS incluyendo casos de distrofia macular dominante o DCB dominante. El otro
gen en esta categoria es RPGR involucrado en el trafico de opsinas,
particularmente en los conos. Este gen es responsable de una forma de RP ligada
al X pero también de casos de DCB ligada al X con locus encontrado en COD1 o
CORDX1 2. Adicionalmente en esta categoria encontramos a CACNA1F

reportada en un caso de DCB familiar antes conocido como CORDX3 »1.

Cuarta categoria:

Incluye genes que causan DCB pero que comunmente se asocian a amaurosis
congénita de Leber. Se han descrito diversas familias de DCB con mutaciones en
RPGRIP1 y AIPL1. 2, Existen familias con DCB reportadas con mutaciones en
GUCY2D tienen una condicion dominante por mutaciones restringidas al exon 12,

que codifica el dominio de dimerizacion de guanilato ciclasa. 22

Un tercer gen es NPHP4 se ha asociado con enfermedad que afecta a ojo y rifion

de forma simultanea. 2

La DCB ligada al X es generalmente heterogénea y se han identificado dos

diferentes loci. El COD1 localizado en Xp21.1-4 y recientemente identificado como

11



el gen RPGR (Exon ORF15) y el COD2, sin gen identificado, localizado entre los

marcadores DXS92 y DXS1113 en Xq27.2-928 4s.49

DCB SINDROMATICA

Existen algunos sindromes de los cuales la DCB forma parte. El sindrome de
Bardet Biedl es una enfermedad autosdmica recesiva con una prevalencia de 1 en
cada 13500 a 160,000, se asocia con polidactilia postaxial, obesidad,
hipogonadismo, retraso mental o psicomotor y anormalidades renales. La distrofia
tiene involucro macular con disminucion de la agudeza visual, fotofobia e
hiperfluoresencia foveomacular. 4 A la fecha se han identificado 14 loci asociados

con el sindrome de Bardet-Biedl. 1 2

La ataxia espinocerebelar tipo 7 es una degeneracion por expansion de
poliglutamina en la proteina ataxina. Se hereda de forma autosémica dominante.
La enfermedad inicia con depdsitos granulares en la macula que se expanden a

toda la retina y progresan hasta un estado atrofico. »

Las enfermedades ectodérmicas como la amelogenesis imperfecta, hipotricosis
con distrofia macular juvenil, sindromes dismorficos y disfunciones metabdlicas
como en anemia megaloblastica y Refsum con acido fitanico aumentado también

se han asociados a formas sindromaticas de DCB. 26
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GENES MAS FRECUENTEMENTE RELACIONADOS CON DCB

CRX

CRX (Cone Rod homeobox), pertenece a la familia de homeobox OTD/OTX y es
un factor de transcripcion fundamental para la diferenciacién de fotorreceptores y
para el mantenimiento de las redes regulatorias de transcripcion para el desarrollo
de la retina normal. Este gen posee un dominio pareado seguido por una region
basica, un dominio WSP y una cola OTX. Las mutaciones en el gen CRX
condicionan degeneracion de los fotorreceptores que condicionan patologias como
DCB2 (CORD2), amaurosis congénita de Leber tipo VIl (LCA7) y retinosis

pigmentaria de aparicion tardia. g.g

Estudios in vivo demuestran que CRX se une especificamente a elementos
regulatorios en los promotores de diversos genes especificos para el
funcionamiento de los fotorreceptores, incluyendo a la rodopsina. En el caso del
promotor de rodopsina, CRX actua sinérgicamente con la transcripcion del factor
NRL (neural retinal leucine zipper). CRX se ha asociado con varias formas de
degeneracion retiniana. R41W, R41Q, E80A, A158T, V242M son mutaciones
identificadas en pacientes con distrofia cono bastén de herencia autosémica

dominante. 10-11

ABCA4

El gen ABCA4 fue descubierto en 1997, a partir de un intervalo 2cM intervalos

entre los marcadores polimorficos DIS406 y DIS236 en 1p13-p21 5. El gen
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ABCA4 consiste en 50 exones y codifica una proteina con un peso molecular de
220kDa 5154, conocida como RIM (RmP) importante en el funcionamiento de la

retina s4

El transportador de cassette que liga ATP (ABC) constituye una familia de
proteinas transmembranales también codificadas por ABCA4, transportan
sustancias a través de membranas. 23 Uno de los miembros de esta familia es la
proteina ABCA4, que es expresada en los conos y los bastones. Funciona como
transportador para N retinaldehido fosfatidiletanolamina y all trans retinal. La
alteracion en el transporte de este desde el lumen hasta el citosol altera el ciclo
visual finalmente llevando a acumulacion de n retinaldeido y lipofuscina téxica en

el EPR con subsecuente fagocitosis de los fotorreceptores. 24

Las mutaciones en ABCA4 se identificaron inicialmente en pacientes con
enfermedad de Stargardt de herencia autosomica recesiva, en la variedad fundus
flavimaculatus y subsecuentemente también en DCB y RP. Mas aun, cambios
heterocigotos en ABCA4 se han propuesto como un factor de susceptibilidad para

el desarrollo de la degeneracion macular relacionada con la edad. 25

Se ha observado un espectro de enfermedades retinianas relacionadas con
ABCA4 comprendiendo distrofias retinianas. Asi la enfermedad de Stargardt, la RP
y la DCB de herencia autosdmica recesiva pueden originarse por mutaciones en
ABCA4;, Finalmente y comos e menciond anteriormente, se han identificado
mutaciones en este gen en una proporcion significativamente mas alta de forma

estadistica en sujetos con degeneracién macular relacionada con la edad 31.33
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A la fecha se han descrito mas de 400 secuencias de variacion en ABCA4 dentro
de los cuales ciertas mutaciones son las mas frecuentes causantes de
enfermedad de Stargardt como G863A, A1038V y G1961E s, Dentro de las
mutaciones que se han asociado a DCB de herencia autosdmica recesiva, una
mutacion en un sitio de splicing es responsable del 65% de los casos. s6

Es dificil inferir la patogenicidad de las mutaciones heterocigotas en ABCA4 por el
hecho de que la frecuencia de portadores en la poblacién general es del 2 al 3% s
Se ha descrito una gran heterogeneidad alélica (Human Gene Mutation Database),
adicionalmente la frecuencia de portador de mutaciones en ABCA4 es
particularmente alta en la poblacion general y oscila entre 1 de cada 50 y 1 de

cada 10 45.47.

Se especula que los diferentes fenotipos son resultados de una variacién de
combinaciones de mutaciones con efecto leve a moderado o severo del gen
ABCAA4. Se presume que la intensidad de las enfermedades retinianas se explican
por el monto residual de actividad de RmPs; De esta forma las diferentes
combinaciones de mutaciones de ABCA4 dan origen a distrofias retinianas como

STGD, DCB y RP pero también formas intermedias y sobrepuestas. 39

La relacién entre el genotipo ABCA4 y la severidad del fenotipo de la enfermedad
ha resultado en muchas hipétesis, de acuerdo a estas de cada alelo ABCA4
produce ya sea una proteina de funcionalidad anormal o no produce proteina. La
suma de la funcion residual final del par de alelos ABCA4 puede variar de normal
a no existente.14 La severidad clinica de ABCA4 se piensa esta inversamente

relacionada a la funcion residual de ABCA4. De hecho individuos con mutaciones

15



truncadas en ambos alelos representan una perdida completa de la funcion ABCR

y corresponde al fenotipo reportado en las distrofias retinianas mas severas.qs

Sin embargo la prevalencia en mutaciones del gen ABCA4 en DCB autosdmica

recesiva ha variado considerablemente entre estudios, entre 23 a 65% 2g.29.

Se ha demostrado que los fotorreceptores son los principales contribuyentes a la
perdida de sensibilidad en la enfermedad causada por ABCA4. 14

De acuerdo con la hipotesis que involucra la funcién residual de ABCR, cada alelo
de ABCA4 no produce proteina o produce una con funcionalidad anormal. La
suma total de los residuos forma el par de alelos ABCA4 que pueden variar de
normales a no existentes. La severidad clinica del ABCA4 se cree esta
inversamente relacionada a la funcién de ABCR.

El espectro clinico definido por ABCA4 es muy amplio pero no hay forma de
predecir cuando y quienes van a progresar a ceguera. Sin embargo, en la mayoria

de los individuos con ABCA4, el fenotipo varia entre intermedio y los extremoss,

PATOGENESIS ORIGINADA POR ABCA4

La patogénesis de la enfermedad ABCA4 puede potencialmente incluir dos vias.
Una de estas es la pérdida de la funcidn. La pérdida parcial de la funcién puede
resultar de la actividad disminuida de las proteinas mutantes propiamente
sintetizadas, dobladas y transportadas a los bordes de los segmentos externos de
los discos. 34.33 La perdida de la funcidn completa resulta de la degradacién de

proteinas mal plegadas o truncas.
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La perdida de la funcion de ABCR resulta en una enfermedad de retina por
acumulacion de sustancias toxicas dentro de los fotorreceptores o de las células
vecinas de RPE. Es importante notar que las proteinas mal plegadas pueden
exacerbar la pérdida de la funcion.sgsp Normalmente el sistema celular por
degradacion y depuracion de las proteinas mal plegadas es sumamente eficiente.
Pero el estrés elevado del fotorreceptor causado por la acumulacién de atRAL
puede sobrepasar el recambio de proteinas causando un estrés e iniciacion de
una via de apoptosis. 41-44

La presentacion fenotipica universal de ABCA4 es una degeneracion progresiva
de los fotorreceptores y el RPE en la macula. Cuando ABCA4 progresa de una
degeneracion de macula unicamente al total de la retina, la calidad de vida se
deteriora dramaticamente con pérdida de la movilidad y la independencia. 44

La enfermedad retiniana causa por la mutacion ABCA4 cubre un espectro de
severidad variado. El criterio clinico se usa como método de comparacion. La
enfermedad de Stargardt es considerada como el representante de un fenotipo
menos severo que la distrofia de conos o la retinosis pigmentaria atipica. El ERG

es una forma objetiva de medir la cantidad de retina afectada. 5o

17



JUSTIFICACION:

La distrofia de cono bastén es una enfermedad rara en la cual hay un gran
espectro de manifestaciones fenotipicas y que puede ser causada por mutaciones
en diversos genes. El gen mas frecuentemente involucrado es ABCA4 por lo que
el analisis de este gen en casos esporadicos y familiares de DCB permitira
aumentar el conocimiento de las caracteristicas clinicas y genéticas de esta

enfermedad.

OBJETIVOS:

|dentificar la causa genética de la DCB en un caso familiar de la enfermedad.

MATERIAL Y METODOS

PACIENTES

Se incluyeron sujetos de una familia con diagnéstico confirmado de DCB a los que
se le realiz6 historia clinica y genética completa, de igual forma se realiz6
exploracion oftalmoldgica y genética utilizando muestras extraidas de sangre
periférica, previo consentimiento informado. (ANEXO 1)

De los pacientes incluidos se obtuvieron datos (ANEXO 2) identificacion del
paciente, antecedentes heredofamiliares y personales patolégicos junto con un
arbol genealdgico completo, sintomatologia relacionada con DCB, inicio de los
sintomas, datos de exploracion oftalmologica y estudios de gabinete

(electroretinograma). Los sintomas relacionados con DCB que fueron interrogados
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de forma intencionada fueron disminucion de la agudeza visual, fotofobia,
discromatopsia, nictalopia y disminucion de los campos visuales.

Los datos de la exploracion oftalmoldgica necesarios para el diagnostico de estos
pacientes incluyen cualquiera de los siguientes: depdsitos pigmentarios parecidos
a espiculas 6seas frecuentemente en area macular, atenuacion de los vasos
retinianos, palidez del nervio 6ptico y atrofia retiniana en grados variables.

Los hallazgos electroretinograficos requeridos incluyeron una disminucion
importante de la amplitud tanto de la onda A como de la B con involucro fotépico
principalmente.

Se obtuvieron datos sobre la genealogia de las generaciones pasadas de los

pacientes.

EXTRACCION DE DNA GENOMICO DE SANGRE PERIFERICA.

A cada sujeto se le extrajo una muestra de 2 ml de sangre periférica por puncion
venosa y se procedio a aislar el DNA gendmico a partir de los leucocitos utilizando
1 ml del reactivo DNAzol BD (Invitrogen) por cada 500 microlitros de muestra; se
agregaron 400 microlitros de alcohol isopropilico agitando vigorosamente el tubo
durante 1 minuto. La muestra se dejo reposar a temperatura ambiente durante 5
minutos para después centrifugarla a 6000 rpm durante 6 minutos, se afadié 500
microlitros de DNAzol BD al botdén residual y se agitdé hasta disolver el botén. De
nuevo, la muestra se centrifugara a 6000 rpm, esta vez por 5 minutos, se descarté
el sobrenadante y se agrego al botén un ml de etanol al 75% posteriormente se
agitd hasta disolver el boton. La muestra se centrifugé a 6000 rpm durante 5
minutos, se decantd el sobrenadante y se retird el exceso de alcohol con
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micropipeta. Finalmente se agregd al boton 200 microlitros de oxido de sodio
(NaOH) 8mM o de agua bidestilada estéril y se almacend la muestra a una

temperatura de -20°C hasta su utilizacion.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION Y PUREZA DEL DNA OBTENIDO.

Se determiné la concentracion y pureza del DNA extraido por medio de un analisis
de absorbancia de la muestra a 260/280 NM de longitud de onda en un
espectrofotometro. La relacion 260/280 permitié evaluar la pureza de la muestra,
considerando que la lectura a 280nm corresponde a la fraccion proteica. Se
consideraran adecuadas relaciones entre 1.6 y 2. Ademas se realiz6 electroforesis
en gel de agarosa por cada muestra de DMA obtenida para verificar que no exista

degradacion de acido nucleico.

AMPLIFICACION POR PCR DEL GEN ABCA4

A partir de DNA gendmico de los sujetos afectados se realizé la amplificacion por
PCR de los exones 12, 17, 23, 24, 29, 31, 40, 41, 42 y 44. Se eligieron estos 10
exones, del total de 50 exones del gen, debido a que en éstos se han descrito la
mayoria de las mutaciones en pacientes con enfermedad de Stargardt en otras
poblaciones. Se utilizaron oligonucledtidos especificos para estas regiones. Cada
reaccion de PCR de 20 uL contenia 1U de HotStart Taq polimerasa (Qiagen),
1.5mM de MgCI2, 100 uM de cada dNTP, 0.3uM de cada primer, DMSO al 8% y

150ng de DNA gendmico.

20



Los productos obtenidos de la amplificacion se separaron mediante electroforesis
en geles de agarosa al 1.5% con tincion de bromuro de etidio para identificar las
bandas especificas con el producto amplificado, utilizando como referencia un
marcador estandar de peso molecular de 100 pares de bases.

Se identificaron las bandas de interés y se recortaron del gel para la purificacion
del producto de DNA amplificado utilizando el método de purificacién por columna
(Promega).

La concentracion del DNA amplificado obtenido de la purificacién se determiné por
comparacion de la intensidad de las bandas obtenidas con respecto a un
marcador de masa estandar en gel de agarosa al 1.2% tefiido con bromuro de

etidio.

SECUENCIACION AUTOMATIZADA DIRECTA DE LOS PRODUCTOS DE PCR.

Se realizaron nuevas reacciones de PCR para la secuenciacién nucleotidica del
fragmento amplificado del gen ABCA4. Cada reaccion de 20uL contuvo 4ulL de
BigDye Terminator Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems) que contiene los
cuatro dideoxinucleotidos trifosfatados (dNTPs) no marcados, Tris-HCI (pH 9.0),
MgCI2 y la enzima ampliTag polimerasa; se agregé ademas 1uL del
oligonucledtido correspondiente para ambas cadenas de DNA a una concentracion
de 10uM, 10-20ng de DNA de cada producto del PCR como templado y agua
bidestilada para volumen final de 20uL. Para esta PCR se utilizara un programa de
25 ciclos que incluyen 30 segundos a 97°C para desnaturalizacidn, 15 segundos a

50°C para el alineamiento y 4 minutos a 60°C para extension.
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Los productos de esta segunda PCR se purificaron por medio de columnas Centri-
Sep (Applied Biosystems) para eliminar el exceso de dNTPs fluorescentes. Cada
muestra se resuspendié en 20uL de formamida y posteriormente se desnaturalizé
a 95°C por 5 minutos. Los productos se analizaron en un secuenciador automatico
ABI Prism 310 y las secuencias obtenidas en sujetos sanos y enfermos se

compararon con las secuencias silvestres del gen ABCA4.
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RESULTADOS

Se incluyeron 8 pacientes miembros de una misma familia (Figura 1.) de los

cuales cuatro de ellos estaban afectados con la enfermedad.

[

P aAT “OWE

Figura 1. Arbol genealégico de la familia afectada con distrofia cono-bastén. Se observa transmision

autosémica recesiva.

D = paciente afectado

/1 = caso indice

VALORACION CLINICA

Todos los pacientes iniciaron con disminucion de la agudeza visual progresiva
durante la primera década de la vida con una media de presentacion de 11 afos
(6 — 14 anos), todos presentaron una refraccion con miopica en promedio de 3.5D
(2-5.5D), se caracterizaban por no corregir con correccion. La agudeza visual
promedio fue de 0.04 LogMAR (0.0005 a 0.06) después de 20 afos de

enfermedad en promedio.
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Las pruebas de vision al color en tres pacientes tenian alteraciones del eje verde —
rojo (2 pacientes), en el azul-amarillo (1 paciente) y resultados cadticos (1
paciente) en la prueba Farnsworth Munsell de 15 colores.

Todos los afectados refirieron fotofobia, tres pacientes (75%) durante la primera
década de la vida, un paciente durante la tercera.

Al momento de la exploracion oftalmoldgica se observa en el fondo de ambos ojos
papila palida y disminucion marcada del calibre de los vasos. Atrofia amplia y
excéntrica del epitelio pigmentado de la retina de predominio temporal con
acumulacion irregular de pigmento ocupado casi en su totalidad el espacio entre
las arcadas. Los bordes de la lesion bien delimitados con imagen de “Diana de
tiro”, dimensiones aproximadas de 6 a 8 diametros de disco. El area foveolar
presenta pérdida perdida de la estructura conservando unicamente coloracion
amarillenta con mayor intensidad hacia el centro de la févea. En esta area se
aprecia la existencia de atrofia coriocapilar en diferentes grados. El fondo
predominante de gris claro en la macula se ve cubierto por manchas ovaladas de
color gris oscuro en la periferia de la macula. Del lado temporal aparecen manchas
casi negras que parecen encontrarse encima de las demas.

El area de atrofia se extiende hacia el ecuador siguiendo el trayecto de los
grandes vasos. Se observa acumulacion de pigmento en forma de espiculas
o0seas disminuyendo su tamafo en las alteraciones mas periféricas y con mayor
extension alrededor de las venas.

En el campo visual de Goldman se observa un escotoma central y constriccion

leve de los campos visuales periféricos en todos los pacientes afectados.
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Figura 2. Fondo de ojo derecho de paciente 1 (Caso indice) con palidez de nervio 6ptico, alteraciones

maculares con atrofia corioretiniana y depoésito de pigmento periférico.

Color OS 45°

Figura 3. Fondo de ojo izquierdo de paciente 1 (Caso indice) con palidez de nervio dptico, alteraciones

maculares con atrofia corioretiniana y depoésito de pigmento periférico.

25



Figura 4. Fondo de ojo derecho de paciente 2 con palidez de nervio 6ptico y de fondo en general,

alteraciones maculares con atrofia corioretiniana y depésito de pigmento periférico.
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Figura 5. Fondo de ojo izquierdo de paciente 2 con palidez de nervio 6ptico y de fondo en general,

alteraciones maculares con atrofia corioretiniana y depésito de pigmento periférico.

La fluorangiografia reporta tiempos coroideos, arterial y venoso dentro de
parametros normales. Desde etapas tempranas se observa hipofluorescencia por
bloqueo y posiblemente pérdida de la coriocapilar. El borde de la lesion se observa
hiperfluorescente debido a las areas de atrofia del EPR adyacente.

El estudio de electroretinografia reporta respuesta subnormal de conos y bastones

(3 pacientes) y abolida (1 paciente)

ANALISIS GENETICO

Se realiz6 secuenciacion de los exones 12, 17, 23, 24, 29, 31, 40, 41, 42 y 44 del
gen ABCA 4 en el DNA purificado de los 4 pacientes afectados y tres controles
sanos.

No se demostré ninguna mutacion que pudiera explicar la enfermedad en estos
exones. Sin embargo se identificaron diversos polimorfismos ya descritos en la
literatura, uno de los cuales fue discordante entre miembros afectados de la
familia. (Tabla 2). Este polimorfismo del exdén 40 permitidé descartar que la

enfermedad estuviera ligada al gen ABCA4.
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PACIENTE PoLIMORFISMO EN EXON 40 DE ABCA4
1 (Caso Indice) G/G
2 G/G
3 G/C
4 G/G

Tabla 2- EIl analisis de los alelos asociados a un polimorfismo de base uUnica en el exén 40 del gen
ABCA(4 indica que este gen no es responsable de la enfermedad en esta familia particular, ya que el

paciente 3 muestra una combinacién diferente de alelos para esta variante.

Debido a los datos que indican que ABCA4 no es responsable de la DCB en esta
familia, se realizé6 un estudio de ligamiento del genoma completo utilizando un
microarreglo de SNPs de 250K (250,000 SNPs). Los datos (no mostrados) indican
que la enfermedad esta ligada a un locus en el brazo corto del cromosoma 18. A la
fecha, no se ha identificado ningun gen o locus asociado a 18p en DCB, por lo que
es muy probable que el locus en la familia descrita en este trabajo corresponda a

un gen nuevo de DCB.
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DISCUSION:

La presentacion fenotipica de la distrofia cono baston es una degeneracion
progresiva de los fotorreceptores y del epitelio pigmentado de la retina en la
macula, que disminuye de forma dramatica la visién del paciente, limitando asi el
desemperfio de sus actividades cotidianas. Cuando la enfermedad progresa desde
la afeccidn de la macula unicamente a la totalidad de la retina la perdida de la
funcién es importante. sg

La sintomatologia primaria en los pacientes del estudio fue la disminucion de la
agudeza visual mejor corregida. Todos los pacientes presentaron miopia de leve a
moderada (menor a 6 dioptrias) y presentaron alteraciones de la vision al color
principalmente en el eje rojo-verde. En todos los pacientes del estudio la
sintomatologia se inici6 en la infancia con progresion lenta. 3.4

La adaptacién a la oscuridad esta ausente en todos los pacientes de nuestro
estudio al igual que la vision de color. En uno de los pacientes la prueba de vision
de color se mostro alterada sin patron especifico de dafo, dato compatible con los
reportados por Meire et al, en el que este tipo de alteraciones se presentaba en los
pacientes con mayor edad y por tanto mucho tiempo de progresion de la
enfermedad. s9-62

Los campos visuales presentan clasicamente un escotoma central que va
progresando a afeccion periférica. El diagnéstico definitivo se hace con los
estudios electrofisiologicos en los que se reporté ondas a y b retrasadas posterior
a una disminucion de la respuesta fotopica, que con el paso del tiempo y el grado

de afeccion se van aplanando. 3
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La prevalencia reportada de mutaciones en el gen ABCA4 en pacientes con DCB
oscila de 25 a 40% dependiendo del estudio eo65, Sin embargo no hay datos
estadisticos a este respecto en poblacién mexicana. Contrario lo descrito en la
literatura universal, debido al polimorfismo encontrado en el exén 40, descartamos
que el origen de la enfermedad se encuentre en una alteracion de la secuencia del
gen ABCA4. ¢4

Los diferentes reportes de prevalencia pueden ser atribuidos al disefio del estudio
o por diferencias sustanciales en la muestra de pacientes (8 a 54 pacientes). De
igual forma los criterios de inclusién, ya que el fenotipo puede ser confundido con
enfermedad de Stargardt que tiene una prevalencia de alteracion en ABCA4 del 58
a 75% o con retinosis pigmentaria con una prevalencia de mutacion del gen
ABCA4 de 5%. 62

Se descartd que la alteracidon genética se encontrara en ABCA4 debido al
polimorfismo encontrado en el paciente 3. Se realizé un estudio de microarreglo
utilizando un chip de 250KNSP para identificar la region en donde se presenta la
alteracion genética posiblemente responsable de la DCB. Este estudio se realiz6
por ser rapido, efectivo y util tanto para diagnostico genético como para
investigacion como herramienta de tamizado inicial. Se encontr6 una alteracion de
la secuencia en la region 18P comun para todos los pacientes afectados. Dentro
de la region 18p identificada por analisis de ligamiento en esta familia existen 60
genes descritos, de los cuales por su relacion con el desarrollo de las estructuras
de la retina, los posibles candidatos son TUB6 (Beta 6 tubulina) y AFG3L2 (Gen

de la familia de ATPasa 3 like 2).
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TUBG6 es un gen localizado en el Locus NP_196786449, codifica para beta 6
tubulina, que es un constituyente estructural del citoesqueleto y consta de 449
aminoacidos.sg

AFG3L2 codifica para una proteina que constituye una subunidad catalitica de la
proteasa m-AAA, que es un complejo proteolitico dependiente de ATP localizado
en la membrana interna de la mitocondria. Su funcién es degradar las proteinas
con alteraciones en el plegamiento regulando asi el ensamblado de los ribosomas.

Esta localizado en el locus NG_023361 y consta de 55333 pares de bases.sg

31



CONCLUSIONES:

En este estudio se presenta a una familia mexicana con diagnéstico de distrofia

cono baston con un patron de herencia autosémico recesivo.

Los cuatro miembros de la familia afectados con la enfermedad presentaron
caracteristicas clinicas similares y compatibles con la enfermedad. Los estudios de
gabinete en particular las pruebas de electrofisiolégicas confirmaron el

diagnéstico.

En el analisis genético se descartd que mutaciones en el gen ABCA4 fueran

responsables de la DCB en esta familia.

El estudio de ligamiento realizado en esta familia permitié identificar una region de

18p en la que posiblemente se encuentre el gen responsable.

No se ha descrito ningun gen o regién en 18p asociado a DCB, por lo que

postulamos que se trata de un nuevo gen asociado a DCB.

Futuros estudios de cada uno de los genes presentes en esta region nos llevaran

a identificar la mutacién responsable de la distrofia cono baston en esta familia.
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ANEXO 1:

CARTA DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO

Yo , declaro

libremente que acepto participar de manera voluntaria en el estudio “ANALISIS
CLINICO-GENETICO EN UN CASO FAMILIAR DE DISTROFIA CONO-
BASTON.” que se realizard en el servicios de Genética del Instituto de
Oftalmologia Fundacion Conde de Valenciana y que estara bajo la responsabilidad
del Dr. Juan Carlos Zenteno Ruiz. Se me ha explicado que se requiere de la toma
de una muestra de 2 mililitros de sangre venosa periférica y que esta toma no
representa ningun riesgo para mi salud mas que la posible formacion de un
hematoma en el area de puncidn. Se me ha asegurado que el material genético
que se extraiga de mi muestra de sangre se utilizara exclusivamente para
investigar las alteraciones que produjeron mi enfermedad. Manifiesto que se me
ha informado que este estudio puede identificar a sujetos que en mi familia
presenten la alteracion genética y que aun siendo sanos en este momento,
desarrollaran la enfermedad posteriormente; se me ha asegurado que esta
informacion sera utilizada para fines de atencion médica de la familia y que podra
ser divulgada con nuestro consentimiento explicito. También me ha sido sefalado
que puedo retirar mi consentimiento para participar en la investigacién en el
momento en que yo lo desee y que esta decision no afectaria la calidad de la
atencion que recibo por parte del personal de este hospital. Finalmente manifiesto
que se me ha responido satisfactoriamente todas mis dudas y que los médicos

responsables han sefialado su compromiso de aclarar todas mis dudas y que los
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meédicos responsables han sefiadalo su compromiso de aclarar las dudas que

pudieran surgir en el transcurso del estudio.

Atentamente

Nombre y

Firma:

México D.F. a de de 20

Direccion y teléfono:

Médico responsable:
Nombre y firma

Testigo
Nombre y firma

Testigo

Nombre y firma
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ANEXO 2

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Fecha:

Nombre:

Edad:

Sexo:

Lugar de Nacimiento:

Sintomatologia:

Disminucion de la vision: Si()

Edad de inicio del sintoma:

No ()

Fotofobia: Si() No ()
Edad de inicio del sintoma:
Discromatépsia: Si() No ()

Edad de inicio del sintoma:
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Nictalopia: Si() No ()
Edad de inicio del sintoma:
Reduccién del Campo Visual: Si () No ()

Edad de inicio del sintoma:

Mencione otros familiares afectados:

Otras enfermedades oftalmoldgicas:

Exploracién oftalmologica:

AV
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OD: Ol:

Error refractivo:

OD: Ol:
PIO:
OD: Ol:

Biomicroscopia:

Fundoscopia OD

Espiculas 6seas:

Si()

Atenuacion de vasos retinianos: Si ()

Palidez de NO:

Atrofia retiniana:

Si()

Si()

No ()

No ()

No ()

No ()
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Fundoscopia Ol

Espiculas 6seas: Si()

Atenuacion de vasos retinianos: Si ()

Palidez de NO: Si()

Atrofia retiniana: Si()

Descripcion de ERG:

No ()

No ()

No ()

No ()

Otros estudios (Fluorangiografia, Campimetria, Vision al color):
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Genealogia:

Lugar de nacimiento y apellidos de los bisabuelos (anterior)

Lugar de nacimiento y apellidos de los abuelos:

Lugar de nacimiento y apellidos de los padres:
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