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Resumen

“Estudio piloto de analisis del gen EFEMP1 en enfermedad de Drusen en
poblacion mexicana.”. Camarillo-Blancarte Leyla, Salamanca Abdiel Fabio. UMAE
de Pediatria, CMNSXXI. INTRODUCCION. La enfermedad de Drusen es una
entidad autosomica dominante con expresividad variable y penetrancia incompleta.
Pertenece al grupo de las distrofias maculares hereditarias caracterizadas por
disfunciéon progresiva de los fotoreceptores provocando pérdida de la agudeza
visual a temprana edad por depdésitos de drusas que se distribuyen de manera radial
alrededor del nervio 6ptico. En muchas familias es causada por una mutacion
somatica de cambio de sentido R345W del gen EFEMP1, donde el cambio de una
arginina por triptofano conlleva a una aparente deficiencia en la secrecion y
acumulacion de la proteina en el reticulo endoplasmico y en lisosomas. Sin
embargo, hay individuos afectados que no presentan dicha mutacion, lo que
sostiene que un resultado negativo para la mutacion conocida no excluye el
diagnéstico clinico. Aun se desoconce su incidencia a nivel mundial y a nuestro
saber no hay reportes en nuestra poblacion por lo que surge la necesidad de su
estudio molecular. OBJETIVOS. Identificar y describir el espectro mutacional de la
region codificante del gen EFEMP1 y describir la distribucion encontradas en sujetos
mexicanos con diagnadstico clinico de drusas y sujetos con vision baja de causa
desconocida del Servicio de Oftalmologia del Hospital de Pediatria del Centro
Médico Nacional Siglo XXI mediante secuenciacién automatizada. METODOS. Es
un estudio piloto de tipo analisis genético molecular, descriptivo, observacional,
transversal y prolectivo. Se llevo a cabo extraccion de DNA gendmico a partir de
leucocitos de sangre periférica para amplificar el gen por medio de PCR y obtener
la secuencia del gen en estudio de cada sujeto a través de secuenciacion
automatizada. Se declara no haber conflictos de interés. RESULTADOS. Se
estudiaron cuatro familias, tres de ellas mexicanas y una compuesta de padres de
origen aleman; de todos los sujetos posibles, solo 12 sujetos fueron candidatos para
ser analizados por contar clinicamente con drusas sin embargo, en ninguno de ellos
se encontrd6 mutacién alguna o polimorfismos. CONCLUSIONES. Realizar
secuenciacion de siguiente generacion es una alterantiva viable para investigar el
origen y causa de la patologia en cada caso.



Antecedentes

e Andlisis genético molecular

La Ley de Investigacion Biomédica especifica las condiciones de los estudios de
genética y sus implicaciones, asi mismo define y aclara el concepto de analisis
genético donde refiere a todo aquel procedimiento destinado a detectar la presencia,
ausencia o variantes de uno o varios segmentos del material genético (acido
desoxirribonucleico o ADN), lo cual incluye pruebas indirectas para detectar un
producto génico o un metabolito especifico que sea indicativo ante todo de un
cambio genético determinado. Hace la distincion con analisis genético-poblacional
donde refiere que es aquella investigacidbn que tiene por objeto entender la
naturaleza y magnitud de las variaciones genéticas dentro de una poblacion o entre
individuos de un mismo grupo o de grupos distintos. Por lo tanto, el analisis genético

permite conocer el orden de los eventos y la interferencia entre productos proteicos.

El analisis de un gen por lo general abarca el estudio de sus componentes
estructurales y con frecuencia la secuencia codificante se analiza por secuenciacion
automatizada, ya que este método provee informacion detallada con resolucion de
hasta el cambio de una sola base, por tal motivo se opta por este método para
nuestro estudio. Incluso con éste método puede ser tan especifico que se puede
manejar la muestra de ADN para ver los patrones de metilacion del mismo individuo

si asi se desea (1).



e Concepto de gen

Aun después de 50 afos del descubrimiento del ADN no se ha llegado a una
definicion universal de un gen. Sin embargo, se sabe transmite rasgos, produce
polipéptidos y genera evolucion. Por tanto, los genes son secuencias de acidos
nucléicos cuyo contenido tiene el potencial de realizar mas de una de las funciones
antes mencionadas. Con el proposito de analizar su estructura y organizacion se ha
propuesto utilizar la siguiente definicion en donde un gen es todo aquello de la
secuencia gendémica que estaria representado en el transcrito primario de &cido
ribonucléico o RNA (por sus siglas en inglés) si se expresara. Bajo este tenor, las
regiones 5y 3" no traducidas (5"UTR, 3"UTR), los exones no codificantes y los
intrones son parte de un gen, pero las secuencias reguladoras a menos que se

transcriban no lo son (2, 3).

e Espectro mutacional

El espectro mutacional es la taza de mutaciones que le han ocurrido a un gen o a
un locus (lugar) especifico. Las mutaciones pueden persistir por grandes periodos
de tiempo y su frecuencia en la poblacién tiende a elevarse, a diferencia de las
variantes deletéreas que tienden a ser mas escasas. La fuente de toda variacién
genética radica en el proceso mutacional que ocurre a diferentes tasas en distintos
sitos del genoma; nétese que ademas también puede ocurrir en la linea germinal.
Por lo tanto, una mutacion se define como cualquier cambio heredable y detectable

en el material genético que provoca un cambio en el genotipo, el cual es transmitido



a las células hijas y a las generaciones siguientes pudiendo ser a nivel somatico o
bien, germinal (4, 5).

El tipo mas comun de mutacion es una transicion, el cual consiste en el cambio de
un solo nucleétido, donde una purina cambia por otra (A o G); y transversiéon donde
una purina cambia por una pirimidina (G a C) o viceversa. Un polimorfismo de un
solo nucledtido (SNP por sus siglas en inglés) es una sustitucion de un nucleotido
que se encuentra presente en mas del 1% de la poblacion y se estima que existen
de 3 a 10 millones de variantes de SNPs en el genoma con una frecuencia mayor
al 1%. La mayoria de los SNPs ocurren en regiones no codificantes del genoma
pero se estima que alrededor de 10,000 a 50,000 SNPs suceden en regiones
codificantes y originan productos proteicos alterados. Sin embargo, por convencién
se entiende que un polimorfismo por lo general no genera alteracibn mientras que

una mutacion provoca enfermedad.

Otras formas comunes de mutacién incluyen las inserciones, deleciones e
inversiones de una o mas bases y debido a la disponibilidad de contar con las
secuencias del genoma ha hecho posible investigar la distribucion de cualquier tipo

de cambio de secuencia y su relacion en distintos individuos y poblaciones (5).

Para fines de este proyecto nos centraremos en la detecciébn de presencia o
ausencia de segmentos de ADN por secuenciacion automatizada puesto que es un
meétodo sencillo y confiable como ya se mencioné. El analisis del gen incluira los
exones codificantes, por lo tanto se amplificaran las regiones exénicas codificantes
del gen EFEMP1 a partir de ADN gendémico por secuenciacion automatizada,

realizando después el analisis de las mutaciones que se encuentren por medio de
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un analsis bioinformatico y su respectivo analisis de prediccion funcional; ya que las
mutaciones pueden tener impacto sobre la proteina a la cual codifican y la
prediccién funcional establece si el cambio encontrado en cada sujeto es benigna o

maligna y su impacto en la funcién proteica.

El impacto del cambio de un aminoacido en la funcion o estructura de una proteina
se puede predecir de manera confiable in silico para saber si el cambio es deletéreo

o silencioso, en este caso se hara uso de Polyphen (ver material y métodos).

e Generalidades de distrofias maculares hereditarias

Las distrofias maculares o distrofias retinianas hereditarias (Inherited retinal
dystrophies, IRDs por sus siglas en inglés) se pueden definir como un grupo de
enfermedades genéticas caracterizadas por la disfuncion progresiva de los

fotoreceptores que provocan pérdida de la agudeza visual a edad temprana (6).

La macula se ubica en la retina central, temporal al disco 6ptico y mide 6mm de
diametro, en el centro se encuentra la févea de 0.35mm de diametro, que contiene
una poblacién de células de fotorreceptores responsables de la visién a color (7).
Entre las IRDs més frecuentes se encuentran la enfermedad de Stargardt (STGD;
OMIM #248200), retinosis o retinitis pigmentosa (RP), distrofia de conos/bastones
(CRD), distrofia macular vitelliforme o enfermedad de Best (VMD OMIM #153700) y
la distrofia macular de enfermedad de Drusen o de Drusas dominantes o Drusas
familiares, también conocida como Distrofia retiniana de Doyne Honeycomb o bien,
Malattia Leventinese, (OMD; OMIM #126600) (8). Aunque ahora ya en desuso
también se le designé como coroiditis guttata, coroiditis de Hutchinson-Tay o bien
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coriorretiniris superficial de Holthouse-Batten (9). No obstante, para fines del
proyecto nos referiremos a cualquiera de estas como Enfermedad de Drusen pues

el nombre engloba a la misma enfermedad.

Como grupo, estas formas de IRD se presentan en una frecuencia de seis individuos
por cada 10,000. Sin embargo, representan una carga diagnostica diferente debido
a la variabilidad del fenotipo que se sobrepone con otras alteraciones y a la
heterogeneidad genética de las entidades (es decir, un mismo cuadro clinico puede
tener distintas causas genéticas). El andlisis clinico aun cuando es minucioso es
insuficiente para determinar el defecto genético, pues en muchos casos de distrofias
maculares se ha visto que la mutacion esta presente en nifios que aln no presentan
las caracteristicas clinicas de la entidad (penetrancia incompleta) por lo que el
estudio molecular de los mismos seria benéfico para su prondstico y calidad de vida.
Muchos de los sujetos con distrofias maculares son casos esporadicos sin una
historia familiar definitiva de alteracion en la agudeza visual por lo que dificulta el
diagnéstico y el asesoramiento en el modelo de herencia (6). El 90% de todas las
distrofias maculares lo ocupan la enfermedad de Stargardt y la distrofia macular de
Best, sin embargo, la enfermedad de Drusen por su alto parecido con la distrofia
macular dependiente de edad (age-related macular degeneration, AMD por sus
siglas en inglés) la convierte en un diagndstico diferencial (7) de suma importancia

para la clinica y la salud publica del pais.

La AMD temprana es una enfermedad multifactorial con implicaciones genéticas
complejas, provoca una degeneracion cronica y progresiva de los fotoreceptores,

del epitelio pigmentario de la retina (EPR) y de la membrana de Bruch (7). La AMD
9



se caracteriza por areas de hiperpigmentacion en la retina exterior o de la coroides
y/o &reas de hipopigmentacioén del EPR asociadas con drusas suaves. El cuadro
clinico de la AMD tradia incluye atrofia gegografica y neovascularizacion coroidea
con neovascularizacion de la membrana subretiniana o cicatrices intra o
subretinianas o desprendimiento retiniano neurosensorial con exudados Yy
hemorragia. La importancia de la AMD radica en que es la principal causa de
ceguera no tratable en el mundo occidental con una prevalencia del 5% antes de
los 50 afios de edad y del 11.8% a los 80 afos (10) y el 33% de ojos obtenidos por
autopsia de cadaveres mayores de 65 afios. Se estima que el 30% de la poblacion
mundial a los 75 afios presentan cierto grado de AMD y se espera el doble dentro
de los préximos 15 afios (7). Lo que deja lugar a duda si realmente es ceguera por
edad o bien por Enfermedad de Drusen. A ciencia cierta se desconoce la incidencia
y prevalencia de la Enfermedad de Drusen, sin embargo, se sabe que las drusas
del nervio oOptico tienen una incidencia del 3 al 24% (11, 12). Por otro lado, ya que
la poblacién mexicana comparte hasta un 6% de genes de poblacion asiatica, existe
un estudio de China del Norte donde se reporta la incidencia de drusas en el nervio
optico de 1:1,000 adultos jovenes (13, 14, 15) lo que refuerza el posutlado anterior
que sefiala si se debe a ceguera por edad o por Enfermedad de Drusen y la

necesidad del diagnostico certero.

e Enfermedad de Drusen

Como ya se menciond, de las maculopatias hereditarias mas parecidas a la AMD
es la enfermedad de Stargardt y la Enfermedad de Drusen (16). En el Reino Unido

en 1925 se describid originalmente como distrofia retiniana de Doyne honeycomb
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(DHRD) y en Suiza como Malattia leventinese (MLVT) en algunas familias por lo
que se penso en efecto fundador. Esta enfermedad tiene un modelo de herencia
autosémico dominante con penetrancia incompleta caracterizada por la aparicion
de drusas en edad adulta temprana (17). La sintomatologia clinica aparece en la
adolescencia o bien en la tercera década de la vida, progresando hasta presentar
escotoma central a los 40 afios. Doyne la describié como “panal de abeja” siendo la
presencia de drusas hialinas en la region papilo-macular con una disposicién radial.
En 1948 Waardenburg afirma por primera vez que estas entidades son parecidas y
en 1962 los reportes histoldgicos las definen como la misma enfermedad. Por lo que
en 1996 se les asing6 un locus bajo el mismo nombre (18). De manera inicial se
presenta en el adulto joven con la presencia de pequefias drusas en la macula que
se distribuyen de forma radial alrededor del nervio 6ptico, sin embargo, casi no hay

reportes en menores de edad (19).

El primer signo clinico identificable es la presencia de drusas y los primeros
sintomas visuales incluyen disminucién de la agudeza visual, discromatopsia,
escotomas relativos, fotofobia y/o metamorfopsia. En etapas avanzadas la agudeza
visual se deteriora y los escotomas se desarrollan de forma definitiva, seguida de

atrofia geografica y/o neovascularizacion coroidea (20).

En algunos casos, las drusas forman un patrén radial que se extiende hacia la
periferia de la retina. El depdsito se encuentra en el polo posterior y en el area
peripapilar con una distribucién radial con variabilidad fenotipica intra e interfamiliar

(21).
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El diagnéstico de la enfermedad de Drusen hasta ahora es clinico (ya que hay pocos
laboratorios moleculares que se dedican al diagnostico especifico de dicha entidad)
y se realiza por exploracion del fondo de ojo, donde se observan pequefias y
discretas drusas que radian hacia la periferia de la retina. De manera progresiva,
las drusas confluyen hasta formar una apariencia de panal de abeja. Los reportes
histopatologicos confirman los depoésitos externos a la membrana basal del EPR
que ocupa todo el grosor de la membrana de Bruch (22). Los criterios clinicos para
el diagnéstico inlcuyen la presencia de drusas con una distribucién en lineas que
radian del centro a la fovea; ademas el color del fondo de la retina muestra drusas
amarillo-blancusco de distintos tamafios, las mas grandes se ubican alrededor de la
macula. Asi mismo, también se observa un espacio parcial en el centro de la macula
y las drusas mas pequefias visibles se observan en la periferia de la lesion en una
distribucion de tipo radial (16, 17, 20, 23, 24). El protocolo habitual de diagnéstico
es clinico: exploracion de fondo de ojo bajo dilatacion pupilar, se puede hacer uso
de fluorangiografia (FAG, por sus siglas en inglés) o bien tomografia coherente

optica (OCT, por sus siglas en inglés).

La Enfermedad de Drusen como ya se mencion0 tiene penetrancia incompleta y
expresividad variable, por lo que cada familia es una valiosa oportunidad para
busqueda de mutaciones o alteraciones genéticas que puedan explicar la
variabilidad en el fenotipo. La figura 1 es un ejemplo de la expresion variable

intrafamiliar de la enfermedad.
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Figura 1. Fotografia del fondo de ojo de ambos ojos de un nifio de 10 afios con drusas en el disco
Optico. (25)

e Drusas

Depésitos basales y drusas. Los depésitos basales son acumulaciones de detritus
entre el EPR y la membrana basal. Existen dos tipos: 1) los depésitos basales
laminares y 2) los depdsitos basales lineales. Los laminares se ubican en la
membrana basal interna del EPR y contienen granulos con colagena tipo IV,
laminina, glucoproteinas, glucosaminoglucanos, carbohidrtatos, colesterol vy
apolipoproteinas B y E. Los depésitos basales lineales son electro-densos y
contienen granulos de fosfolipidos, son fuertes marcadores de progresion a drusas
y a degeneracion macular dependiente de edad mas que los depdsitos basales
laminares. Se han reportado en edades tempranas de la presencia de depdsitos

basales y drusas subclinicas (7, 16, 26, 27).

Las drusas son depositos extracelulares que se forman por debajo del EPR y la
membrana basal. Aparecen de forma inicial en el &rea macular pero también ocurren
en la periferia de la retina. Desde el punto de vista clinico, las drusas se definen

segun su ubicacion, forma y tamafio: los oftalmélogos las distinguen entre drusas
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maculares y periféricas, pequefias o grandes, con bordes bien definidas o duras o

menos definidas o suaves o confluentes (16, 25, 26, 27).

Las drusas se describen por su tamafio, forma y tincién con PAS (acido periédico
de Schiff); en un inicio se observan como pequefios parches amarillentos en la

macula por debajo del EPR.

En el aspecto molecular las drusas contienen proteinas de fase aguda como la
proteina C reactiva, elementos inhibidores del complemento, apolipoproteinas,
lipidos, entre otras. Varian en el contenido de acidos grasos y colestrol, con una
razén estable entre colesterol esterificado y no esterificado. Con frecuencia las
proteinas de las drusas sufren modificaciones post-transcripcionales. Se sabe que
la presencia de proteinas modificadas por oxidacién, como la TIMP3, la vitronectina
y la cristalina o los lipidos en las drusas sugieren que el estrés oxidativo es crucial

para su formacion (28, 29).

Los componentes de las drusas se derivan de grasas modificadas y proteinas
producidas por: 1) fotorreceptores y/o, 2) células del EPR y/o, 3) células coroideas
(células endoteliales, fibroblastos y células de musculo liso), o 4) dedrivados de
constituyentes del plasma. La mayoria de los lipidos en las drusas, incluyendo el
colesterol oxidado se derivan del EPR y de los fotorreceptores y s6lo una pequefia
parte del plasma. El contenido protéico de las drusas ya se ha analizado por perfiles
de expresion de RNA mensajero (MRNA) de fotorreceptores humanos, del EPR y
de células coroideas y perfiles protedmicos de plasma humano generado por la base

de datos Ingenuity donde se observé que al menos el 20% de las proteinas en las
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drusas también estan presentes en plasma, el 32% de las proteinas de las drusas
se sintetizan potencialmente de las células coroideas, el 12% proviene del EPR y el

3% de los fotorreceptores (7, 16, 27, 30).

Aun cuando todavia se desconoce el por qué las drusas se desarrollan en la macula,
existe una combinacion estructural especifica, asi como molecular y con
propiedades funcionales que predisponen a su formacion en el area macular. Se
cree que la alta densidad de fotorreceptores tiene un papel importante en su
formacién, en particular en el anillo perifoveal. La fagocitosis local de los
fotorreceptores del segemento exterior por el EPR causa un gran acumulo

localizado de extrés oxidativo y una formacion focal de detritus en la membrana (31).

También las propiedades estructurales de la membrana basal tienen una funcién
importante en la formacion de las drusas. La membrana basal en la macula tiene
una capa delgada elastica y una mas abierta comparada con la periferia. En el ojo
sano de manera inicial, el EPR macular y la membrana basal se deshacen del
exceso de las moléculas oxidadas y &cidos grasos al transportarlos al torrente
sanguineo. Sin embargo, hay proteinas que llegan a la membrana basal del lado
coroideo; tras las modificaciones por la oxidacién hay proteinas que ya sea fisica o
quimicamente se quedan atrapadas en la membrana basal iniciando asi los
primeros esbozos para la formacién de las drusas en la macula. Ademas, las
propiedades locales funcionales del EPR macular también estan involucradas en la
formacion de drusas (31). Por ultimo, desde hace tiempo se ha pensado que esta
distrofia puede ser un error innato del metabolismo del EPR debido al depdsito y

acumulacion por la gran actividad lisosomal que produce hisrolisis celular del EPR
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(7,16, 31), sin embargo, este postulado aun no se ha descartado ni se ha estudiado

a profundidad en menores de edad y por lo tanto tampoco hay registros.

e Genéticade las fibulinas

En la década de los 90 se descubri6 la primera de la familia de seis fibulinas, que
son proteinas de la matriz extracelular (extracellular-matrix ECM, por sus siglas en
inglés). Las fibulinas son una familia ancestral de proteinas conservadas de manera
evolutiva. Contienen una serie de médulos de tipo factor de crecimiento epidérmico
(EGF-like) seguidos de un madulo de tipo fibulina en el extremo carboxilo (como se
ilustra en la figura 2). Las fibulinas tienen un diverso arreglo de proteinas de tipo
ligando, funcionan como puentes intramoleculares que estabilizan la organizacion
de las supramoléculas de la ECM, como las fibras elasticas de la membrana basal.
Su nombre proviene del vocablo latino fibula que significa “broche” (31, 32). La

funcién de las fibulinas se resume en la tabla 1.

Figura 2. Estructura de las fibulinas (20, 31).

Fibulin-1

O0wm>»

Fibulin-2

Fibulin-3 (EFEMP1)
Fibulin-4 (EFEMP2)
Fibulin-5 (DANCE/EVEC)

|

[ Ty Y / Fibulin-6 (Hemicentin)
1 Péptido sefial  Dominio N (S— Mddulo de tipo Fibulina == Mddulo AT =
@ Dominio EGF Dominio con insercién EGF - Mddulo tipo trombospondina 1 @
Dominio nidogen G2 L Dominio C-2 inmunoglobulina
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Tabla 1. Nomenclatura de la familia de las fibulinas

Nombre
Fibulina 1 Fibulina 2 Fibulina 3 FBLN Fibulina 4 Fibulina 5 Fibulina 6
3 T16, S15
BM90 MBP1, UPH1, DANCE, EVEC, Hemicentina,
H411 UP50 him4
Locus
22013.31 3p24-p25 2pl16 11913 14932.1 1925
Gen
FBLN1 FBLN2 EFEMP1 EFEMP2 FBLN 5 FBLN 6
Funcién
Unidn a tropoelastina. Union a | Formacion Capa media de | Union a | Adhesion
tropoelastina. valvulas venas y | tropoelastina. celular,
Colagena en piel y vasos septales arterias. interaccion
sanguineos y aorta. Se une a elastina. cardiacas. Se une a | célula - célula
integrinas y
Formacion valvulas septales | Formacion vélvulas | Venas elastina.
cardiacas. septales cardiacas. | umbilicales.
Células de
Endotelio coronario. | Se expresa en musculo liso
cerebro, vascular.
placenta,
corazoén, o0jo y Endotelio arterial
vasos pulmonar.
sanguineos.
En modelo murino
Por haploinsufi-ciencia: Malattia Retinopatia. Aorta tortuosa, | Prolapso
sindactilia. Leventinese emfisema y cutis | uterino
laxa.
Retinopatia
En céncer
Fibrosarcoma Metéstasis Ca mama, | Ca de cdlon Fibrosarcoma
pancreas.
Ca de mama
Gliomas

(5,7, 18, 20, 33, 34, 35, 36, 37, 38)

Para fines de este estudio nos centraremos en la Fibulina 3, también conocida como

EFEMP1, que en OMIM su nimero de identificacion es #126600 y en ensembl tiene

una entrada con numero de identificacion: ENSG00000115380, cuya ubicacion ese

encuentra segun ensembl en el cromosma 2:56,093,102-56,151,274; el gen tiene
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http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000115380
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000115380;r=2:56093102-56151274

14 transcritos debido a variantes por corte y empalme (splicing) ver figura 3. (39)

Figura 3. Transcritos del gen EFEMP1, nombre, nimero de identificacion del transcrito, longitud en pares de
bases (bp), proteina codificada con nimero de identificacién, nimero de aminoacidos (aa) y transcrito
codificante o no (39).

Show/hide columns

Protein ID

Name Transcript ID Length (bp) Length (aa) Biotype
EFEMP1-001 ENSTO00000394555 3024 ENSP00000378058 493
EFEMP1-201 ENST00000384554 2917 ENSP00000378057 493
EFEMP1-003 ENSTO00000355426 1820 ENSP00000347596 493
EFEMP1-202 ENST00000424836 1809 ENSP00000399145 355
EFEMP1-008 ENST00000438672 733 ENSP00000392055 172
EFEMP1-004 ENST00000439183 572 ENSP00000408195 119
EFEMP1-006 ENSTO00000440439 559 ENSP00000398345 106
EFEMP1-005 ENST00000429309 558 ENSP00000389319 87
EFEMP1-011 ENST00000452337 552 ENSP00000399480 62
EFEMP1-009 ENSTO0000421664 547 ENSP00000405686 52
EFEMP1-007 ENST00000424207 339 ENSP00000398387 27
EFEMP1-010 ENST00000497638 604 No protein product -
EFEMP1-013 ENSTO0000452161 563 No protein product
EFEMP1-012 ENST00000480016 588 No protein product

EFEMP1 es una glucoproteina extracelular que se expresa ampliamente en todo el
cuerpo durante el desarrollo embrionario y también en tejidos adultos. Se encuentra
descrita en las siguientes bases de datos: HGNC Symbol, EntrezGene, MIM
disease, UniProtKkB Gene Name, Orphanet, WikiGene, MIM gene, UniGene y

ArrayExpress.

Su locus se ubica en 2p16, contiene 12 exones, de los cuales solo 11 son exones
codificantes y codifica para una proteina de 493 aminoacidos (aa); tiene 3,024bp
(base pair, por su equivalencia en inglés- pares de bases) con un peso molecular
de 55kDa. La secuencia de la proteina contiene un péptido sefial con cinco arreglos
en tandem de dominios EGF precedidos por un dominio modificado de EGF y un
dominio C-terminal de tipo fibulina (39). La microscopia electrénica de la fibulina 3
la muestra como una estructura de tipo baston con un glébulo al final. La fibulina 3
existe como monémeros en condiciones fisiolégicas y esta altamente conservada

entre diferentes especies, tiene un 92-94% de aminoé&cidos idénticos en el humano,
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rata y raton (Figura 4) (20, 31, 39).

Figura 4. Estructura de la fibulina 3 0 EFEMP1 (32).

D Péptido sefial
Dominio de anafilotoxina
Médulo tipo EGF

Mddulo con insercién tipo EGF
Segmento adjunto a EGF

Médulo de tipo fibulina

Durante el desarrollo embrionario y fetal se expresa en el mesénquima, dando lugar
a hueso y estructuras cartilaginosas, por lo que también es importante para el
desarrollo esquelético, la talla y el crecimiento celular. En adultos, EFEMP1 se
distribuye en todos los tejidos, se expresa en el bulbo olfatorio y desde ahi migra
hacia el sistema nervisoso central (SNC) y o0jo. Se expresa altamente por el
endotelio y por la membrana basal de las células endoteliales. En ojo se encuentra
en la membrana de Bruch, una estructura de doble membrana que consiste en el
EPR y la membrana del endotelio coroideo con fibras de colageno entrelazadas con
fibras elasticas. Interactia con el inhibidor de tejido metaloproteinasa 3 (TIMP-3),
colagena XVlll/endostatina, antigeno X codificado por el virus de hepatitis B y el
monomero de la elastina, la tropoelastina. Estas interacciones contribuyen a la
integridad de la membrana basal y la ECM como las fibras elasticas de la
membrana. EFEMP1 estimula la expresion de TIMP-1 y TIMP-3 pero inhibe la
expresion y actividades de la matriz metaloproteinasa MMP-2, MMP-3, MMP-9 y la

19



angiogenesis (20).

e Mutaciones del gen EFEMP1 en Enfermedad de Drusen

Hasta el momento se sabe que EFEMPL1 tiene 12 mutaciones de tipo variacion en
el sitio donante de splicing, 17 mutaciones de cambio de marco de lectura, 62
mutaciones en el sitio de splicing, 196 variantes sindénimas, 4 variantes en la
secuencia codificante, 129 variantes en 5UTR, 4,000 variantes en regiones
intrénicas, 87 variantes no codificantes y 297 mutaciones por cambio de sentido

(39).

Se sabe que la mutaciébn de cambio de sentido R345W, tiene el niumero de
identificacion rs121434491 con ubicacion en 2: 56,093,102-56,151,274; cuyos
alelos son G/A, la clase de mutacion es SNP y ademas es de tipo somatica; los
amino@cios involucrados son R/W, las coordenadas de los aminoécios son 345, en
PolyPhen tiene un puntaje de 0.254 (es una herramienta que predice la variacion
del efecto en la funcién de la proteina basada en las consideraciones fisicas y
comparativas de la secuencia, ver material y métodos). El puntaje significa que los
valores positivos indican que la mutacion es rara y poco o nada frecuente en la
familia proteica, ademas que por medio del puntaje tabmbién se puede saber como

se afecta el producto proteico en el mapa de Ramachandra (40, 41, 42).

Es decir, el cambio de una arginina por triptofano en la posicién 345 (Arg345Trp),
causa la Enfermedad de Drusen, en la cual basta con tener un alelo mutado para
gue el individuo presente la degeneracion macular y la transmita a su descendencia

independientemente del sexo. Ademas, basta con que una variante en la secuencia
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cambie, una 0 mas bases para que resulte en un aminoacido distinto pero con la

longitud de secuencia conservada.

Los estudios indican que la mutacion conocida R345W conlleva a una aparente
deficiencia en la secrecion y por tanto acumulacion de la proteina EFEMP1

principalmente en el reticulo endoplasmico (RE) (43).

Se ha identificado que la mutacion conocida R345W se encuentra en muchas
genealogias, lo que sugiere que esta mutacion proviene de un ancestro comun y tal
vez la mayor parte de los casos de Enfermedad de Drusen se derivan de éste.
Puesto que se ha observado que comparten varios haplotipos que se encuentran
de 1a 3cMde laregion D2S2251 a D2S378 y de D6S2258 y D6S1644 de la region
de EFEMP1, lo que confirma la teoria del efecto fundador aun en familias no
relacionadas (44, 45, 46) y que existen algunas genealogias identificadas como
Enfermedad de Drusen pero han sido mapeados en 6g14. Este locus se encuentra
adyacente al gen de distrofia de conos y bastones (CORD?7) y al gen de la distrofia
de Carolina del Norte (NCMD) los cuales se han identificado como Enfermedad de
Drusen de tipo dominante. Sin embargo, estos casos son mas consistentes con la
distrofia de Carolina del Norte y fueron mal diagnosticados como Enfermedad de
Drusen (45, 46, 47, 48). Asi mismo, se sabe existe heterogeneidad genética (es
decir, el mismo cuadro clinico puede tener diferentes causas genéticas) en la
Enfermedad de Drusen (21) donde se refiere que el 70% de las familias estudiadas
y el 6% de los pacientes con Enfermedad de Drusen esporadico presentaron la
mutacion conocida R345W, mientras que en el resto de las familias y pacientes
esporadicos no se detectd otra mutacion, sin embargo, existe sospecha de que el
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promotor esté involucrado generando una mutacion también de tipo autosémica
dominante en este locus (49). Existen estudios que demuestran que hay familias
con la Enfermedad de Drusen pero que no presentan dicha mutacion, lo que
sostiene que un resultado negativo para la mutacién conocida no excluye el
diagndstico clinico (29). Se ha reportado también que en estudios moleculares de
sujetos con enfermedades retinales hereditarias en el 33.3% se encontré una
mutacion de cambio de sentido, identificando una mutacion adicional en dicho gen
399C — a G133G. Por lo que se hace énfasis en la utilidad de los estudios genéticos
moleculares en enfermedades retinales para la sospecha, deteccién y diagndstico
temprano, asi como la identificacion de portadores o bien confirmar o descartar una

mutacion familiar (44, 45, 48, 50).

e Patogenia de la Enfermedad de Drusen

La mutacién conocida de R345W ocurre en el quinto dominio de repetido EGF de la
fibulina 3 y es hasta ahora la responsable de causar la Enfermdedad de Drusen. El
mecanismo molecular aun no estd descrito por completo, pero los estudios
muestran que la proteina tiene un mal plegamiento que provoca su acumulacién en

el EPR y la membrana de Bruch (43).

No se detecta EFEMP1 en la membrana de Bruch ni en la coroides de la retina
normal, pero si en enfermedad causando la Enfermedad de Drusen (49). Lo que se
sabe es que la expresion de EFEMP1 causa un aumento en los niveles del factor
vascular endotelial, la chaperona en el RE, la proteina reguladora de glucosa 78

(BiP), que en conjunto indican un mal plegamiento de la proteina (43). Las
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variaciones dentro de este gen resultan en un mal plegamiento o en ausencia de
plegamiento que causa una pobre secrecién de la misma y por tanto acumulo. La
alteracién en la secrecion provoca una acumulacion aberrante de la proteina,
deposito y retencion dentro de las células. Cabe notar, que los agregados de una
proteina defectuosa son una caracteristica comdn entre las enfermedades

degenerativas (10).

Ademas, los estudios en inmunohistoquimica en retina normal muestran que
EFEMP1 se expresa de manera predominante en la capa de la fibra del nervio y de
los fotoreceptores. Sin embago, en retinas enfermas se observa acumulacion de la
fibulina 3 por debajo del EPR ocasionando la formacion y el patron de drusas, lo

cual no se observa en retina sana (48).

En el 2007 se encontr6 que la mutacion R345W provoca depdésito de material en
membrana de Bruch y en el EPRs provocando degeneracion macular y ceguera.
Sin embargo, a la fecha se sabe que tanto heterocigotos y homocigotos de R345W
pueden desarrollar depdsitos en el EPR a edades tan tempranas descritas como los
4 afos de edad (50, 51) por lo que es necesario su escrutinio desde la edad

pediatrica.

e Tratamiento

A ciencia cierta y a la fecha no existe tratamiento para evitar la progresién y menos
para la cura definitiva de la Enfermedad de Drusen. Se ha propuesto el uso de
terapia con laser para ayudar a mejorar la vision y disminuir el calibre de los
depdsitos de drusas en el EPR (51).
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La Secretaria de Salud afirma que en nuestro pais existen 700,000 individuos con
ceguera, de los cuales el 50% se debe a catarata senil, el 20% a DM, el 15% a
glaucoma, el 6% a distrofias retinianas, el 5% a miopia degenerativa y el 4% a
malformaciones. Sin embargo, el INEGI en el 2000 establece que del 100% de
discapacidad en México, el 26% se debe a discapacidad visual siendo un 16% en
nifios, 33% en adultos jévenes y 48.7% en adultos mayores. El Servicio de
Oftalmologia del Hospital de Especialidades de CMNSXXI en el 2012 reporto6 que el
95% de la ceguera se debe a retinopatia diabética, glaucoma y catarata, y solo el
5% a otros padecimientos. Sin embargo, el Hospital de Pediatria atiende menores
hasta con un 10% de ceguera por factores genéticos (datos no publicados). Asi
mismo el Servicio de Oftalmologia del Hospital de Especialidades afirma que “el

factor de riesgo méas importante es la herencia...” (52).
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Justificacion y planteamiento del problema

Aln se desconoce la incidencia y frecuencia de la Enfermedad de Drusen en
México. Solo existen dos reportes de microftalmos posterior con retinitis
pigmentosa, foveosquisis y drusas en el nervio Optico y una revision de la literatura
en México donde no especifica si los sujetos de estudio son mexicanos pero surge
la duda que sea un error innato del metabolismo debido a la acumulacion de drusas
y el plegamiento alterado de la proteina (53, 54). Debido a que es el primer estudio
del gen en poblacion mexicana se considera como estudio piloto y por lo tanto este
proyecto senta bases para sustentar el inicio del estudio de este gen en nuestra
poblacion. Por tal motivo se decide empezar con un estudio piloto descriptivo para
obtener el primer acercamiento a este fendmeno o condicidon, asi mismo se
enfatizara en las caracteristicas que afectan a la poblaciéon de estudio. Todo lo
anterior con el fin de poder generar una hipétesis para continuar con la misma linea
de investigacion en los préximos afios. Cabe especificar que el presente estudio se

enfocara primeramente en el andlisis de los exones codificantes del gen.

Ademas, la importancia de su estudio radica en que es un diagndstico diferencial de
la distrofia macular dependiente de edad, lo que la ubica en las enfermedades que
tienen impacto en la salud publica del pais pues causan discapacidad visual a edad
temprana. Se sabe que existen al menos mas de dos casos familiares con
Enfermedad de Drusen en el Servicio de Oftalmologia Pediatrica por lo que se
estima pueden existir mas casos en dicho servicio que se encuentren sub
diagnosticados o bien bajo otro diagnéstico; lo cual para una entidad tan poco
frecuente y debido a su rareza de presentacion se considera relevante su estudio.
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La Enfermedad de Drusen es una distrofia retiniana que provoca ceguera causada
por mutaciones en el gen EFEMP1. No existen estudios que hayan investigado
alteraciones moleculares de la entidad en nuestro pais por lo que el reconocimiento
del andlisis del gen y la identificacion de su espectro mutacional en una muestra de
la es de gran importancia para establecer protocolos mas eficientes de diagnostico
molecular. Por lo tanto, la relevancia del proyecto consiste en la secuenciacion de
las regiones codificantes del gen en individuos y sus familiares con el padecimiento
con el fin de identificar posibles mutaciones no descritas y hacer la distincién en
aquellos sujetos que presentan disminucion de la agudeza visual y aiun mas
asintomaticos debido a su corta edad, pues se sabe el prondstico a largo plazo es
desfavorable y una deteccién temprana es brindar una oportunidad al individuo. Por
lo tanto, consideramos importante apoyar y sustentar la opinién de los expertos e
iniciar el estudio genético y molecular asi como su escrutinio en edad pediatrica del

Hospital de Pediatria del CMNSXXI.

Pregunta de investigacion

En un estudio piloto de sujetos mexicanos con agudeza visual disminuida de causa
desconocida, ¢cuales son las mutaciones especificas de los exones codificantes

del gen EFEMP1 en enfermedad de Drusen?
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Objetivos

o Objetivo primario

En un estudio piloto describir el espectro mutacional de las regiones
codificantes del gen EFEMP1 en Enfermedad de Drusen en sujetos
mexicanos del Servicio de Oftalmologia del Hospital de Pediatria del
Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro

Social.

o Objetivos secundarios

Identificar a los sujetos con la enfermedad en la muestra de estudio
que seran captados en CMNSXXI del Servicio de Oftalmologia del
Hospital de Pediatria por medio de secuenciacién automatizada y
posterior andlisis in silico.

Identificar el tipo y distribucibn de mutaciones en los sujetos
estudiados, ya sea el Unico en la familia o bien la familia completa.

Realizar correlacion del fenotipo-genotipo de los casos.

Material y métodos

Poblaciéon de estudio:

Diana
Sujetos del Hospital de la UMAE de Pediatria del SMNSXXI, IMSS que

hayan acudido a atencion médica y/o consulta del servicio de
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Oftalmologia Pediatrica del Centro Médico Nacional Siglo XXI en los
altimos 5 afios.
o Accessible
e Sujetos del Hospital de la UMAE de Pediatria del SMNSXXI, IMSS que
hayan acudido a atencibn meédica y/o consulta del servicio de
Oftalmologia Pediatrica del Centro Médico Nacional Siglo XXI, referidos
de cualquier nivel de atencién que presenten datos clinicos compatibles

con enfermedad de Drusen.

Tamano de la muestra

e Partiendo que se trata de un estudio piloto se realizara muestreo no
probabilistico de casos consecutivos, revision de hojas de consulta
diarias y registros del archivo del Servicio de Oftalmologia Pediatrica

del CMNSXXI de los ultimos 5 afos.

Criterios de no inclusion

e Cirugia previa por cualquier motivo

Error innato del metabolismo

Antecedente de trauma y avitaminosis.

Antecedente de glaucoma, catarata o enfermedad crénico

degenerativa.

Agudeza visual normal.

Antecedente de uso concomitante de medicamentos asociados con

patologia retiniana como tamoxifeno y cloroquina, tratamiento previo
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intraocular como

micropulsado.

Criterios de eliminacién

inyeccion

intravitrea, fotocoagulacion o laser

e Sujetos en los que la muestra de DNA no sea suficiente para el estudio.

e Sujetos que no accedan a una nueva muestra.

e Sujetos que no puedan ser localizados nuevamente.

Variables de estudio

VARIABLES DE DEFINICION DEFINICION CLASIFICACION ESCALA DE

INTERES CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION

Espectro mutacional | Rango de posibles Las mutaciones se Cualitativa nominal Sustitucion
mutaciones de un determinan Delecion
gen; a nivel de ADN: comparando los Insercion
sustitucidn, de resultados de la Sin alteracién
sentido equivocado, secuenciacion con el De sentido
insercion o delecién. | wild type descrito en equivocado
55, 56 ensembl.org Sin sentido

Polimorfismo

caracterizan los
individuos de una
especie
dividiéndolos en

sujeto en el
momento de la
inclusion.

Genotipo Es la informacion El genotipo se Cualitativa nominal Homocigoto recesivo
genética que posee determinard Heterocigoto
un organismo en comparando los Heterocigoto
forma de ADN, por resultados de la compuesto
lo general el genoma | seucenciacion Sin alteracion
de una especie nucleotidica del gen
incluye numerosas EFEMP1 de cada
variaciones o sujeto de estudio
polimorfisrmos en con la secuencia wild
muchos de sus type publicada.
genes. El genotipo
indica las variaciones
especificas en un
individuo. 55,57, 58

VARIABLES DEFINICION DEFINICION CLASIFICACION ESCALA DE

DESCRIPTORAS CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION

Edad Tiempo en afios que | Se registrara la edad | Cuantitativa Afios
ha vivido una en afios cumplidos al | continua
persona desde su momento de la
nacimiento. 59 inclusion.

Sexo Es el conjunto de las | Se registrara el sexo Cualitativa Masculino
peculiaridades que declarado por el dicotémica Femenino
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masculinos y
femeninos. 60

Presencia de la Alteraciéon mas o Presencia de Cualitativa Presente (+)
enfermedad menos grave de la caracteristicas dicotémica Ausente (-)
salud. 59 clinicas de la
enfermedad de
Drusen (incluye
todos los nombres
alternos de la
entidad).
Tiempo de Determinar el Identificacion de la Cuantitativa Afos
diagnéstico caracter de una naturaleza de la continua
evolucion de la enfermedad enfermedad de
enfermedad mediante el examen Drusen mediante la
de sus signos. 59 observacion de sus
signos y sintomas
caracteristicos
descritos.
Lugar de origen Que trae su origen Una de las 32 Cualitativa nominal Entidad federativa
de algun lugar, lugar | entidades
de nacimiento del federativas donde
individuo. 59 nacio el individuo.
Agudeza visual Es la capacidad de Identificacidn de la Cualitativa continua 20/20

percibir con nitidez y
precision cualquier
objeto de su
entorno, producto
de la integracidn
anatémicay
funcional del sistema
Optico visual,
macula, vias visuales
y las regiones de la
corteza cerebral
encargadas de su
correcta
interpretacion. 59

agudeza visual con
base en las tablas de
Snellen, se indica en
forma de fraccion;
donde el numerador
corresponde a la
distancia de
contemplacién real y
el denominador
expresa la distancia
a la que un individuo
con visiéon normal
seria capaz de leer
las letras
correspondientes de
la tabla de Snellen.
Por tanto cuanto
mayor sea el
denominador, tanto
peor es la visién
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Descripcidon general del estudio
Disefio y participantes

Se incluyeron por muestreo consecutivo de los sujetos con diagndstico de drusas o
enfermedad de Drusen, vision baja no secundaria a glaucoma, trauma, catarata,
déficit vitamininico o enfermedad degenerativa, discromatopsia, escotomas,
fotofobia, metamorfopsia, atrofia Optica, atrofia del nervio Optico, leucoma,
neovascularizacion, alteracion en el EPR, desprendimiento de retina y alteracion o
degeneracion macular sin causa aparente de cualquier edad y género del Servicio
de Oftalmologia del Hospital de Pediatria CMN SXXI; ademas de haber identificado
posibles candidatos por medio de las hojas de consulta de los ultimos 5 afios y del
archivo muerto. El estudio se apego a los principios de la Declaracion de Helsinki y
fue aprobado por el Comité de Etica. Todos los participantes firmaron un documento

gue garantiza el consentimiento informado.

El estudiante de maestria solicito a los padres y/o tutores de los sujetos que
cumplieron con los criterios de seleccion el consentimiento informado y/o
asentimiento informado, al igual que a los padres y/o tutores y hermanos para la

realizacion de los siguientes procedimientos:

1. Interrogatorio directo de datos demogréficos (edad, género y lugar de origen).
2. Autorizacion para la toma de muestra de sangre periférica de 5ml para
extracciéon de ADN gendmico y secuenciacion en el Instituto de Oftalmologia

Conde de Valenciana, |IAP.
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3. Utilizacion de los datos obtenidos y de los resultados del estudio molecular

para el proyecto de investigacion.

Los datos obtenidos del interrogatorio se registraron en la hoja de captura
correspondiente. Como parte habitual de la atencidn clinica, durante la exploracion
para agudeza visual y fondo de ojo se otorgaron los datos necesarios para
tratamiento y uso de lentes correctivos a los familiares que lo ameritaron. La
exploracion clinica se realizo en el Hospital de Pediatria CMNSXXI por medio de la

Dra. Claudia Hernandez Galvan quien realizé la correlacion clinica y determiné en

caso necesario la fluorangiografia (FAG) y/o electrooculograma (OCT).

Procedimientos

Se estudiaron cuatro familias, de las cuales tres fueron familias mexicanas y un
probando de descendencia alemana. De las tres familias mexicanas, dos
presentaron casos en dos generaciones consecutivas; la familia alemana
anicamente el probando aceptod entrar al estudio. A los participantes se les realizé
exploracién fisica que incluyé agudeza visual (tablas de Snellen); previa dilatacion
pupilar para examinar fondo de ojo con lampara de hendidura, FAG y OCT. Las
imagenes de OCT se obtuvieron utilizando el aparato 3D OCT-1000 (Topcon,
Tokuo, Japan). El instrumento utiliza un espectémetro de Fourier que produce cortes
seccionales B e imagenes volumétricas 3-D a una velocidad de 25,000 A / segundo.
Se obtuvo un escaneo en cada ojo estudiado; la resolucién axial fue de 7 um y una

resolucion longitudinal de 10 um, la longitud de escaneo fue de 6mm.
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Analisis mutacional de EFEMP1

Extraccion de DNA genomico a partir de leucocitos de sangre periférica mediante el

protocolo semiautomatizado Quickgene system (Fuijifilm, Japan).

e Pasos a temperatura ambiente (15-25°C)

e Equilibrar las muestras a temperatura ambiente

e Calentar a 56°C para precalentar las muestras

e Equilibrar el buffer AE 0 agua destilada a temperatura ambiente

e Protocolo

e Verter 20 pl de proteinasa K en el fondo de un tubo de 1.5ml

e Agregar 200 pl de sangre total en el tubo de 1.5ml|

e Agregar 200 ul de buffer AL a la muestra y pasar por el vortex
durante 15 segundos.

e Incubar a 56°C por 10 minutos

e Centrifugar brevemnte el tubo de 1.5ml para remover las burbujas

e Agregar 200 pl de etanol a la muestra y pasar por el vortex durante
15 segundos.

e Pasar la mezcla a una columna en un tubo colector de 2ml, cerrar y
centrifugar a 6,000-8,000rpm durante 1 minuto.

e Abrir la columna y agregar 500 pl de buffer AW1 sin mojar el fondo o
la cuenca, tapar y centrifugar a 14,000rpm durante 3 minutos.

e Abrir la columna y agregar 500 pl de buffer AW2 sin mojar el fondo o
la cuenca, tapar y centrifugar a 14,000rpm durante 3 minutos

e Pasar el contenido de la columna a un tubo colector nuevo de 2ml,
descartar el previo y centrifugar a maxima velocidad durante 1
minuto.

o 11 Pasar el centrifugado a un tubo nuevo de 1.5ml y descartar el
anterior, agregar 200 pl de buffer AE e incubar a temperatura
ambiente durante 1 minuto y centrifugar a 8,000rpm durante 1
minuto.
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Primers

Los primers se obtuvieron a partir de la secuencia del gen reportada en ensembl.org

(ENSG00000115380) y se disefiaron para ajustar las condiciones de acuerdo con

Exon Pares de bases Forward H#AXT Tm Pares de bases Reverse H#AXT Tm Pares de
bases del
exon
3 F TCGCTTGTGCTCACTGCTAA 10X10 | 54.6°C | R CTCAGCAGAGTATAGCCCAA 10x10 | 54.6°C 273
4 F TTGGGCTATACTCTGCTGAG 10x10 | 54.6°C | R TGGCAACAATCCTTGTGCT 10x9 | 51.7°C 228
5 F CTGTCCTGTCTGTGTGTTATACC 12x11 | 58.1°C | R ACGAGGTGCACTTGGGCAAAA | 10x11 | 57.1°C 544
6 F 13x11 | 58.5°C | R GCTACCACTCTCCAAAGAAAC | 11x11 | 55.2°C 307
GCTTAAGAAGTGGCAAAATGGAGG
7 F 15x10 | 57.2°C | RTTGCTGAAGGGAAGTCGATGG | 10x11 | 57.1°C 450
CTAGATAATGCTTCTCAGAGAATGC
8 F GTCAGCAGATGACGTAGGTA 10x10 | 54.6°C | R AGAATTCCCATGGGTAAGCG 10x10 | 54.6°C 341
9 F CCAAAGTAGTGGTGCACAAAC 11x10 | 55.1°C | RCTCTTGTCTCTTCCTGGCTA 10x10 | 54.6°C 240
10- | FCCTTGCAAACAGAATCTGCCA 10x11 | 57.1°C | R GCCTTACACAATGCCTACAC 10x10 | 54.6°C 589
11
11 | FATGGCGGCTTCCGTTGTTATC 10x11 | 57.1°C | R CTATCAGATCGGATGCTCATG | 11x10 | 55.2°C 237
12 | FAAGAAGGGACCAAGTAGTGG 10x10 | 54.6°C | R GGGTGAGTGTACAGTATAGAG | 10x10 | 55.2°C 441
la humedad y temperatura del sitio de trabajo.
Condiciones para PCR:
H20 Polimerasa: DNA Oligo F Oligo R
kappa (50-200ng)
Aforar a 15pl 7.5 ul Segun la 0.3l 0.3 pl
concentracion
de cada muestra
95°C 95°C ™ 72°C 72°C 4°C Tiempo
total
3 min 15 seg 15seg 15seg 7min 0
Inicio Elongacion por 40 ciclos Fin 1:20h
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Gel de agarosa: para analizar los productos de PCR

e 40ml de buffer TAE 1x

e 0.6mg de agarosa (concentracion de 1.5%)

e 0.4pl de bromuro de etidio

e Verter la mezcla en la cAmara y dejar secar por 20 minutos

e Agregar TAE 1x en frio a la camara

e ler pozo: 4pl de track it o ladder (escalera de peso molecular)
e Agregar 1 plde acarreador a cada muestra y resuspender

e Poner las muestras en el resto de los pozos y cerrar la camara

Camara de 90 mV 500 mA° 50 minutos
electroforesis

Purificacion de DNA a partir de gel de agarosa por medio de Qiaex Il Kit (Qiagen,

Hilden, Germany).

e Obtener banda del amplificado de 400ng aprox en tubo eppendorf 1.5
e Adicionar 500 pl de buffer QG

e Incubar a 56°C por 10 minutos, hasta disolver el gel

e Pasar contenido del tubo a columna con tubo colector, centrifugar 1

min por 14,000rpm
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e Adicionar 500 pl de buffer QG y centrifugar 1 min por 14,000rpm

e Descartar centrifugado

e Centrifugar columna vacia 1 min por 14,000rpm

e Lavar con 500 pl de buffer PE y centrifugar 1 min por 14,000rpm

e Descartar centrifugado

e Lavar con 500 ul de buffer PE y centrifugar 1 min por 14,000rpm

e Centrifugar columna vacia 1 min por 14,000rpm

e Pasar columna a tubo limpio eppendorf de 2.5ml

e Agregar 25 pl de agua previamente precalentada a 55°C por 5 min y
centrifugar 1 min por 14,000rpm

e Electroforesis para cuantificar DNA

Secuenciacion directa automatizada del gen EFEMP1

Se realizd secuenciacion directa automatizada del gen mediante “BigDye
Terminator Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). Todas las
muestras fueron analizadas en un secuenciador ABI Prism 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) y las secuencias wild-type de EFEMP1 fueron comparadas de

manera manual.

PCR BigDye

H20 DNA BD Buffer OligoFOR Tiempo
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Aforar a 10 pl Entre 10 y 0.5l 3.5l 0.5l 2:20h

20ng/ ul

Purificacion Big Dye

Colocar columnas con cephadex en tubos colectores y centrifugar a
2,800rpm por 3 min

Descartar el sobrenadante del tubo colector

Colocar en tubo de 1.5ml la columna

Agregar al producto 10 ul de H20 y pasar a la columna de cephadex
y centrifugar a 2,200rpm por 2min

Retirar columna

Lifolizar

Resuspender con 20ml de formamida

Desnaturalizar a 95°C por 5 min y pasar a hielo

Secuenciar

Analisis estadistico

No fue posible realizar un analisis descriptivo mediante frecuencias simples

y porcentajes de las mutaciones encontradas, asi como de las predicciones

funcionales detectadas.
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No se encontré una frecuencia alélica consenso ya que todos los casos

resultaron iguales a la secuencia wild type reportada.

Consideraciones éticas

El protocolo de investigacion fue evaluado por el Comité Local de Investigacion y

Etica en Investigacion en Salud con nimero de Registro R-2014-3603-2. El presente

estudio y los procedimientos se apegan al Reglamento de la Ley General de Salud

en Materia de Investigacion para la Salud, asi como con la declaracién de Helsinki

y sus enmiendas de acuerdo con los siguientes apartados:

a)

b)

Riesgo de la investigacién. Debido a que es un estudio con riesgo mayor al
minimo por las implicaciones del diagnostico en menores de edad se realiza
carta de consentimiento informado y asentimiento. Se declara que por ningun
motivo el objetivo del estudio se encuentra relacionado con pruebas de
paternidad. En el caso de los menores de edad el resultado se le
proporcionara al padre o tutor del menor, se explicara el mismo, asi como el
asesoramiento genético, en caso de que el padre o tutor decida que el menor
de edad puede conocer el resultado, entonces sera evaluado por la Psicéloga
Gabriela Galicia Rojas del servicio de Genética Médica de la UMAE de
Pediatria para saber si es candidato o no a saber el diagndstico.

Posibles beneficios. El sujeto de estudio no recibio ningun beneficio directo
de su participacion, sin embargo, los resultados del proyecto permitiran un

aporte al conocimiento y descripcion de la enfermedad en nuestro pais; se
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d)

f)

)

puede considerar beneficio el conocer el resultado del estudio molecular, ya
que en este caso el diagnostico clinico difiere del molecular.

Posibles riesgos. Practicamente no existieron riesgos, puesto gque la Unica
intervencién de los investigadores de toma de muestra por puncién venosa.
Balance riesgo-beneficio. No existe un beneficio directo para el participante
sino para la sociedad en relacion con la obtencion de informacion necesaria
para una decision diagndstico terapéutica que podria influir en el prondstico
de los pacientes con esta patologia y permitir mas adelante la identificacién
de sujetos que potencialmente pueden beneficiarse del diagndstico.
Confidencialidad. Los investigadores se comprometen a resguardar los
datos obtenidos de los sujetos de investigacion, todos serdn anénimos; para
ello las hojas de recoleccion de datos confidenciales fueron identificadas con
un numero de folio consecutivo que corresponde con los datos confidenciales
del sujeto y solo el tutor y el alumno de maestria tuvieron acceso a los mismos.
Los datos de identificacion fueron Unica y exclusivamente utilizados para el
fin de la investigacion y los investigadores se comprometen a no establecer
ningun contacto con los sujetos de estudio o sus familiares.

Consentimiento informado. La alumna de maestria (que no forma parte del
grupo de los médicos tratantes de los sujetos de estudio) fue la encargada de
entrevistarse con los sujetos de investigacion para solicitar el consentimiento
informado y explicar a detalle los procedimientos antes de la toma de muestra.
Seleccidon de participantes. Todos los sujetos participantes son o fueron
derechohabientes del IMSS y se realiz6 muestreo consecutivo por criterios de

modo que todos tuvieron la posibilidad de participar.
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h) Conflictos de interés. No existen conflictos de interés por parte de ninguno

de los miembros del equipo de investigacion en este proyecto.

Resultados

De enero del 2015 a enero del 2016 se identificaron un total de 100 pacientes con
drusas o enfermedad de Drusen, visibn baja no secundaria a glaucoma,
discromatopsia, escotomas, fotofobia, metamorfopsia, atrofia Optica, atrofia del
nervio optico, leucoma, neovascularizacion, alteracion en el EPR, desprendimiento
de retina y alteracion o degeneracién macular sin causa aparente de cualquier edad
y género mediante su bisqueda en hojas de registro de consulta diaria y revisién
del expediente clinico para confirmar el diagndstico de identificacion. Se eliminaron
y excluyeron del estudio a 96 individuos, quedando 4 sujetos con los siguientes
diagnésticos: drusas, escotoma y atrofia del nervio Optico. Se consultaron los
expedientes y se contactd a la familia del probando. A continuacion, se describen

los casos estudiados.

Familia 1

En este pedigree se identificaron tres individuos (Figura 5) sintoméaticos
clinicamente compatibles con drusas (llI-2, IV-1 y IV-2). El probando (IV-1) es una
mujer de 19 afios, hija de un matrimonio no consanguineo originarios de Durango y
residentes de la CDMX; que inicid sintomatologia a los 9 afios de edad con
escotoma y disminucién de la AV progresiva. Inicié uso de lentes a los 5 afios, tras
su revision clinica oftalmolégica se le otorgé el diagnéstico de drusas encontrando
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lo siguiente en la exploracion de fondo de ojo: Ojo derecho (OD) lesiones
blanquecinas en region temporal a la macula; FAG las lesiones blanquecinas
presentan multiples puntos hiperfluorescentes por transmision coroidea temporal a
la macula que se extienden en arcada vascular inferior y peripapilar; Ojo izquierdo
(Ol) lesiones blanquecinas temporales; FAG puntos hiperfluorescentes temporales
a la mécula que se extienden al sector peripapilar. La hermana mayor (IV-2) de 22
afos de edad inici6 uso de lentes a los 10 afios por disminucion de la agudeza visual
progresiva, OD y Ol lesiones temporales en macula. FAG OD-OI con puntos que se
extienden hacia la region peripapilar. La madre del probando (111-2) inici6 uso de
lentes a los 6 afios por disminucién de la agudeza visual progresiva, a los 8 afios se
le diagnostica queratocono. OD y Ol: cambios pigmentarios en polo posterior y area
macular, atrofia del EPR y lesiones en la macula. FAG OD-Ol lesiones blanquecinas
en region temporal a la macula, multiples puntos hiperfluorescentes por transmisién
coroidea en éarea temporal que se irradian sobre arcada vascular inferior y se
extienden al sector peripapilar.

Figura 5. Familia 1
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A) Fotografia de fondo de ojo derecho en la que se observa papila naranja con drusa
en borde nasal, resto del borde del disco bien definida, excavacién 30%, resto sin

alteraciones. B) fotografia aneritra del mismo ojo.
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El elctroferograma muestra secuencias sin cambios, igual a la silvestre reportada

en ensembl.

Familia 2.

En este pedigree se identificaron cuatro individuos (Figura 6) sintomaticos
clinicamente compatibles con drusas (lI-8, llI-1, IlI-3 y I1I-4)). El probando (llI-1) es
una mujer de 20 afos, hija de un matrimonio no consanguineo originarios de
Michoacan y residentes de la CDMX; los padres portan los mismos apellidos pero a
la inversa, son de poblados distintos y niegan ancestros en comun. El probando
inicié sintomatologia a los 8 afios de edad con escotoma y disminucion de la AV
progresiva en ojo izquierdo. Inici6é uso de lentes a los 9 afios, tras su revision clinica
oftalmoldgica inicial se otorg6 el diagnéstico de drusas encontrando lo siguiente en
la exploracién de fondo de ojo: OD sin alteraciones. Ol a través de medios claros en
el sector nasal de la papila neoformacién blanca sobre vasos emergentes de papila
de aproximadamente 0.25 de diametro papilar que sobresale del plano papilar hacia

la cavidad vitrea con forma redondeada. FAG OD de caracteristicas normales. Ol
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foto sin medio de contraste de la neoformacion tiene seudohiperfluorescencia, la
cual se acentla en las fases arteriovenosa temprana y tardia con medio de
contraste (Figura 7). La madre del probando (lI-8) de 45 afios refiere no usar lentes
aunque si le han sido prescritos en previas ocasiones, inicié sintomatologia en la
adolescencia con disminucion de la agudeza visual. FO ambos ojos (AO): se
observa a través de medios claros nervio 6ptico de forma, tamafo, color y bordes
de aspecto normal, emergencia de vasos central. OD creciente coroidea discreta en
temporal. Ol creciente coroidea discreta temporal y nasal con retina de polo
posterior con tortuosidad venosa leve. FAG AO tanto en fases arteriovenosas
tempranas como tardias del estudio se observa pseudo hiperfluorescencia en el
area creciente coroidea, resto sin alteraciones (Figura 8). Hermana mayor de 22
afos de edad (I11-3) que inici6é sintomatologia a los 18 afios de edad con escotoma
intermitente. FO AO a través de medios claros se observa papila de ambos ojos de
caracteristicas normales. FAG OD de caracteristicas normales. Ol en fases
arteriovenosas tempranas y tardias se observa microaneurisma paramacular
superior, sin otras alteraciones (Figura 9). El resto de las hermanas (l1I-2, 1114 y 1lI-
5) fueron exploradas sin encontrar datos de lesiones o caracteristicas anormales.

Figura 6. Familia 2
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C) Mécula con cambios pigmentarios, con presencia de hipo e hiperpigmentacion y
patron parcialmente poligonal. D) OCT Macular: Muestra despegamientos
drusenoides del EPR confluentes con distorsion en la alineacion de los

fotoreceptores. Membrana de Bruch y capas internas conservadas.

El elctroferograma muestra secuencias sin cambios, igual a la silvestre reportada

en ensembl.

Familia 3.

46



En este pedigree se identific6 a un sujeto (Figura 6) sintomatico clinicamente
compatible con drusas (II-8, 11I-1, 1lI-3 y 111-4)). El probando (lll-1) es una mujer de
21 afios, hija de un matrimonio no consanguineo, rama paterna originarios de
Alemania, rama materna originarios de Espafa, ella y sus padres radican en
Cuernavaca, Morelos. Inicia sintomatologia a los 15 afios con metamorfopsias de
predominio derecho, en Morelos fue diagnosticada como probable distrofia retiniana
por drusas. A la exploracién se observan drusas blandas en ambos ojos en févea y

parafovea y perifovea.

Figura 6. Familia 3
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D Catarata

. Tiroiditis de Hashimoto, labio y paladar hendido derecho, hernia umbilical.

La OCT (tomografia de coherencia Optica con corte horizontal en zona foveal) en
ojo derecho (E) y en ojo izquierdo (F) se observa irregularidad en el trayecto de las

capas externas de retina a expensas de ondulamiento del epitelio pigmentado de la
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retina con presencia de hiperreflectividad subyacente compatible con mdultiples

despegamientos drusenoides en dicha zona, se observa también linea de

fotorreceptores integra.

El elctroferograma muestra secuencias sin cambios, igual a la silvestre reportada

en ensembl.

Familia 4.
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El dltimo pedigree conformado por el probando 1lI-2, una mujer de 23 afios de edad
hija de padres no consanguineos, madre finada durante el puerperio inmediato,
padre finado por por insuficiencia renal secundaria a DMT2, sin mas antecedentes
familiares. El probando refiere disminucion de la agudeza visual desde los 15 afios,

siendo diagnosticada como atrofia del nervio optico a los 17 afios.

' (1O

-1 -2

n-= -4

" C]T ()
-1 ’Ill—z ni-=

z Fimnado a los 50 afios por insuficiencia renal cronica por DMT2
g Finmnada en puerperio inmediato por hemorragia

- Atrofia del nervio dptico

- Desprendimiento de retina

Las imagenes por autofluorescencia en ambos ojos (ojo derecho G) y (ojo izquierdo H)
correspondientes a la zona macular donde se observa el trayecto de los vasos con adecuado
caliber, los cuales emergen del nervio o6ptico, ademas de presencia de puntos

hipoautofluorescentes difusos no confluentes de distintos tamafos en zona macular.
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El elctroferograma muestra secuencias sin cambios, igual a la silvestre reportada
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Discusion
El resultado para la identificacion de la mutacién reportada y conocida fue negativo

en todos los sujetos. Asi mismo, tampoco se encontrd ningun polimorfismo o cambio

en la secuencia de los sujetos estudiados.

En el 2003 se propuso que existe heterogeneidad genética, donde en teoria existen
mas de una mutacién distinta en el mismo gen que origina la enfermedad, en el
mismo afo se lograron estudiar 10 familias, de la cuales solamente el 6% de los
sujetos presentaron la mutacion conocida R345W, mientras que en el resto de los
sujetos no se detecto otra mutacion, surgié entonces la sospecha de que el promotor
estuviera involucrado generando asi una mutacion en el mismo locus. Con base en
ambas teorias: a) heterogenidad genética y b) mutaciones en regiones promotoras
y con el fin de resolver ambas interrogantes; heterogeneidad genética y mutaciones
en otras regiones que no fueran exones, los primers para este estudio fueron
especificamente disefiados con secuencias que inlcuyen regiones tanto intrénicas
como del promotor sin embargo, los resultados no mostraron alteracién a este nivel
cuando se compararon las secuencias obtenidas de cada individuo con la secuencia

“wild type” o silvestre reportada en ensembl.org.

Cabe destacar que existen estudios que con individuos clinicamente afectados con
drusas que no presentan la mutacion conocida, pero presentan una mutacion
descrita hasta en el 33% de los individuos, la cual también provoca un cambio de

sentido en el gen, siendo 399C — a G133G, sin embargo, esta mutacion tampoco
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fue encontrada en la muestra estudiada cuando fue comparada con la secuencia

“wild type”.

Se sabe que la poblacién mexicana comparte hasta un 6% de genes de poblacion
asidtica, existe un estudio de China del Norte donde se reporta la incidencia de
drusas en el nervio éptico de 1:1,000 adultos jévenes sin embargo las secuencias
de la muestra estudiada fue negativa comparada con la secuencia “wild type”

conocida.

Uno de los casos estudiados cuenta con ascendencia europea, clinicamente con
drusas sugerentes de la enfermedad en cuestion pero a nivel molecular sus

secuencias no fueron distintas al wild type reportado.

Por otro lado, los ojos estudiados fueron en su mayoria de mujeres y solamente un
varén acept6 participar, por lo que se pensé en herencia y/o alteracion de tipo
mitocondrial, pues se sabe que existen alteraciones mitocondriales que afectan a
las células del epitelio pigmentario de la retina y que éstas influyen de manera
directa en el fenotipo celular y viabilidad de los fotoreceptores. Aun cuando solo se
ha demostrado disfuncién mitocondrial en glaucoma y retinopatia diabética, se sabe
que la propia disfuncion mitocondrial afecta el estrés oxidativo que esta asociado
directamente con enfermedades retinianas como Sindrome Kearns-Sayre,
Sindrome de Neuropatia, Atrofia Optica Dominante, Neuropatia Optica Hereditaria
de Leber, Ataxia y Retinitis Pigmentosa, Retinitis Pigmentosa, distrofia de conos y

bastones y enfermedad de Stargardt. No obstante, los casos estudiados no
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mostraron datos sugerentes de alteracion mitocondrial a nivel ocular ni sistémico.
Las Unicas distrofias maculares mencionadas por alteracion mitocondrial son la
enfermedad de Stargardt; pero la revisidén oftalmolégica clinica completa no revel6

ningun dato de ella en los casos estudiados.

Por ende, las siguientes dos patologias también estan influidas por alteracion
mitocondrial adem&s del gen causal que cada una tiene; la distrofia de conos y
bastones (CORD?7) vy la distrofia macular de Carolina del Norte (NCMD). La distrofia
macular de Carolina del Norte se puede presentar en individuos jovenes y con
sintomatologia similar, también produce drusas pero es originada por otro gen en
otro locus distinto; no obstante, la revision oftalmolédgica no fue sugerente para ella,
aunqgue con un resultado negativo para EFEMP1 pudiera ser util contrastarlo con su

principal diagnéstico diferencial.

Una buena propuesta y como posibilidad factible es realizar secuenciacién de nueva
generacion (también conocida como secuenciacion masiva paralela o
secuenciacion de siguiente generacién) ya que a diferencia de la secuenciacién
convencional Sanger proporciona una resolucion para detectar variantes de
pequefio tamafo y su limitante es solo poder realizar entre 96 a 384 reacciones en
paralelo. Por otro lado, la ventaja de realizar secuenciacién de siguiente generacion
es el potencial que tiene para detectar todos los tipos de variacion gendmica
incluyendo SNPs (variantes de nucléotido Unico por sus siglas en inglés) y pequeias
indels, cambios en el numero de copia (CNV), variantes estructurales y nuevas

inserciones.
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Por otro lado, también seria factible realizar secuenciacion del exoma completo ya
que ésta permite revelar que el fenotipo observado no corresponde al fenotipo

esperado caracteristico de la enfermedad.

Conclusiones

La misma naturaleza de la enfermedad dificulta su estudio no obstante, la atencion
y el abordaje clinico es integral. Es necesario estudiar este tipo de patologia ya que
se desconoce la frecuencia de presentacion en nuestro pais ademas de que el factor
etioldgico en este caso sigue siendo una interrogante. Realizar secuenciacion de
siguiente generacién es una alterantiva viable para investigar el origen y causa de

la patologia en cada caso.
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