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RESUMEN

La enfermedad de Norrie (ND) es un padecimiento que se caracteriza
principalmente por ceguera congénita bilateral debido a cambios proliferativos y
degenerativos en retina y vitreo. La tercera parte de ios pacientes presenta retraso
mental y sordera neurosensorial. El padecimiento puede ser diagnosticado poco
después del nacimiento debido a la presencia de leucocorna causada por anomalias
en las estructuras retrolentales. L.a ND se transmite con un patréon de herencia
recesivo ligado al X, aunque algunas mujeres portadoras pueden presentar
anomalias oculares El gen ND, formado por 3 exones, esta localizado en Xp11.3-
11 .4, tiene 600kb y codifica para un pohpéptido de 133 aminoacidos llamado norrina.
Esta proteina tejido especifica, ha sido imphcada en la formacion de la matriz
extracelular, vasculogénesis y adhesidn celular La mayoria de los pacientes
presentan mutaciones puntuales det gen ND. muentras que en el resto se observan
deleciones o inserciones El objetivo del presente estudio fue el andlisis clinico y
molecular de 2 fanuhas con ND Se realizo valoracion oftalmologica y neuroldgica
Dentro de los resultados obtenidos se encontrd que tos dos hermanos afectados de
la familia 1 presentaban alteraciones oculares, sin sordera nt retraso mental. El
estudio molecular de los propositos revelo la transicion CgG>CcG en el codon 97 que
produce un cambio de arginina por prolina La musma alteracidn se encontré en la
madre y en la hermana, ambas sin ninguna manifestacion clinica de ND 2 pnmos
hermanos de la segunda famiia presentaron las mismas alteraciones oculares tipicas
de ND Una de las madres portadoras presentaba un ojo ambhope lo cual puede ser

conswderado como una manifestacion leve de ND o bien una caracteristica asoctada.
!



En esta familia se refirieron a 2 individuos, que no fueron estudiados, con 1as mismas
alteraciones oculares, uno de ellos con retraso mental e hipoacusia y el otro con
alteraciones psiquiatricas El estudio molecular mostrd una delecion parcial en la
regidén 3' no traducida del gen ND También se diagnéstico el estado de portadora a
través de Genescan en la hermana de un afectado, este método resulté una
herramienta util para el diagndstico de portadoras en ND. En esta uitima familia se
pudo observar expresion vanable del padecimiento, esta variabiidad ya ha sido
reportada en otras familias, por 10 que consideramos que es posible que interactuen
factores epigenéticos o genes adicionales en la patogénesis de la enfermedad. Las
alteraciones moleculares encontradas en el presente estudio no han sido reportadas

en |a literatura




ANTECEDENTES

En 1927 Gordon Norrie, describid varios casos de atrofia ocular congénita y
enfatizd la ocurrencia familiar de este padecimiento, noté que sélo fos hombres eran
afectados y que el desorden se transmitia a través de mujeres no afectadas. En 1961
Warburg y Anderson. re-examinaron estas familias y propusieron el epdénimo de
enfermedad de Norme ' En 1966 Warburg establecio esta condicion como una forma
de ceguera congénita bilateral con un patron de herencia recesivo hgada al X,
caractenzada por malformacion y degeneracion de la retina, sordera y retraso
mental.?

La enfermedad de Norie (ND) (OMIMN 310600) es una forma severa de
ceguera congénita con un patron de herencia recesivo ligada al cromosoma X,
caracterizada por atrofia ocular y una vanedad de otros sintomas oculares Un tercio
de los pacientes presenta retraso mental y desarrolla hipoacusia progresiva
neurosensonal, sin embargo recientemente se ha informado que todos los individuos

afectados Hlegan a desarrollar con Ia edad algun grado de hipoacusia >*



Caracteristicas clinicas y hallazgos histolégicos:

La ND clasica puede ser diagnosticada al nacimiento por la presencia de
leucocoria bilateral, causada por membranas retrolentales y desprendimiento de
retina, en la infancia temprana se presenta la formacién de cataratas y degeneracion
corneal. A medida que la enfermedad avanza, 10s ojos empiezan a atrofiarse (por lo
que también se le denomind atrofia bulborum hereditaria). Otras manifestaciones
oculares incluyen estrechamiento, sinequias anteriores y posteriores, tejido
fibrovascular retrolental en camara anterior y hemorragias vilreoretinianas,
plegamiento, desprendimiento, pseudotumor bilateral congénito (pseudoglioma) e
hiperplasia del epitelio pigmentario de retina' Las alteraciones en el vitreo
representan remanentes de vasos hialoideos y en ocasiones vitreo primario
persistente. En algunos casos, se ha observado una marcada dilatacién de los vasos
del iris.®

Se ha descrito que un tercio de los pacientes prese_nla retrasc mental,
desarrollando sordera neurosensornial desde la infancia o bien en la 4-5 década de la
vida 37 Muchos estudios han mostrado que el retraso mental y la pérdida auditiva
neurosensorial progresiva son altamente variables aun dentro de la misma
familia >

Estudios histologicos muestran desorganizacion de las capas nucleares de la
retina con rosetes formados por células bipolares y fotoreceptoras, disminucion
importante de ceélulas ganglionares y paso de algunas de eslas ceélulas a la capa
interna plexiforme ® También se ha descrito fibrovasculanzaciéon retimana anormal,

grandes areas de hemorragia y exudados subretinianos °



Variabilidad fenotipica de la ND:

La vitreoretinopatia exudativa familiar ligada al X (EVRX), la retinopatia del
prematuro, en sus estadios avanzados (ROP IV V) y la enfermedad de Coats eran
consideradas enfermedades dierentes hasta que se caractenzé el gen ND. Se
reconocid que mutaciones idénticas de este gen pueden ocasionar cualquiera de
estas patologias, y que mutaciones diferentes en el mismo gen pueden dar un
cuadro clinico distinto

La EVRX famihar es una distrofia vitreoreimana que se caractenza por la
detencidn prematura de la vascularizacion de la retina pernférca Las caracteristicas
clinicas son muy variables, van desde una ectopia macular y disminucion moderada
de la agudeza visual hasta el desprendimiento de retina con hemorragia vitrea y
ceguera total Las alteraciones son lentamente progresivas y el desprendimento de
retina frecuentemente ocurre hasta la primera o segunda década de la vida, a
diferencia de la ND en la cual las alteraciones son cbservadas al nacimiento o poco
despues '°

LLa ROP se trata de una probferacidon anormal de vasos sanguineos retinianos
que ocurre en recien nacidos prematuros. Entre los factores de riesgo se encuentran
la inmadurez y el suplemento de oxigeno y se clasifica en 5 estadios los 3 pnimeros
corresponden a la retinopatia aguda, el cuarto y el quinto correspenden a las
secuelas como son desprendinuento de retina  parcial o tota! Otras caracteristicas
observadas en eslos ultimos estadios son espacio retrolenticular ocupado por tepido
denso. cdmara antenor estrecha. edema de cormea. atrofia de ms  sinequas
posteriores y ectropion uveal La ROP se desarrolta graduatmente. los estadios mas

tempranos aparecen § a 8 semanas despues del nacimiento Se ha propuesto como
s



causa de esta anomalia la presencia de células fusiformes en la periferia de 1a retina
inmadura que al ser expuestas a radicales libres de oxigeno secreten un factor
angiogénico que promueve la proliferacion vascular Sin embargo, debido a gque
modelos animales de la enfermedad no progresan a los estadios 4 y 5, se ha

pensado estos Ultimos estadios se deban a factores genéticos.''"?

En ambas ROP y EVRX se han encontrado mutaciones en el gen ND.10-11-14.15
Recientemente otra enfermedad llamada enfermedad de Coats se ha
asociado con mutaciones en el gen ND. Se caracteriza por desarrollo anormal
unilateral de la vasculatura retimana (telangiectasias retirianas), se observa displasia
retiniana exudativa, la cual frecuentemente contiene cnistales de colesterol El
analisis molecular en 1 de 9 varones afectados con esta enfermedad mostré una
mutacion somatica (Cys36Phe) en el gen ND El mismo cambio fue identificado en
una muijer con enfermedad de Coats unilateral la cual tuvo un hijo con enfermedad
de Norrie. Se ha especulado que la enfermedad unilateral en la madre fue debida a
la inactivacion no al azar del cromosoma X en el o0 afectado o a una mutaciéon

somatica que inactiva al alelo normal *®



Formas sindromaticas y atipicas de ND

Se han descrito pacientes con ND con fenotipos complejos tales como
microcefalia, criptorquidia, vello pubico y axilar ausente Ademas algunos pacientes
muestran falanges distales de los pulgares cortas e impotencia sexual. Otro paciente
se describid con microcefalia, hipogonadismo, retraso en el crecimiento e
inmunodeficiencia Se han observado casos adicionales con un curso clinico atipico
que incluyen retraso en el crecimiento y desarrollo, asi como hipoplasia gonadal.
Frecuentemente, se han encontrado deleciones intersticiales submicroscopicas de
la regién proximal del brazo corto del cromosoma X, suginendo que estos fenotipos
complejos son debidos a la pérdida de genes adyacentes 17

Por otra parte, se demostrd que en una famiia con ND la insuficiencia venosa
perérica cosegregd con la enfermedad, en 15 varones afectados. Esto puede indicar
que la insuficiencia venosa periférica es otro efecto pleiotrépico de mutaciones en el
gen ND o que exista un gen responsable muy cercano al gen ND.77

Es importante mencionar que se han reportado casos de mujeres portadoras
con manifestaciones clinicas de [a ND siendo el mecanismo mas probable una

inactivaciéon no al azar o desfavorable >



Diagndsticos diferenciales

Existe un espectro de enfermedades que muestran una o mds caracteristicas
similares a ND que incluye el retinoblastoma, la persistencia de vitreo primario
hiperplasico(PHPV), displasia retiniana de Reese, y la retinosquisis juvenil ligada al
X (XLRS) . En la gran mayoria de los pacientes, el diagnéstico diferencial es posible
por campo clinico 0 en combinaciéon con andlisis de DNA.

Muchos niflos con ND son ma! diagnosticados como portadores de
retinoblastoma bilateral ya que esta neoplasia intraocular es la mas comin en nifios,
sin embargo el retinoblastoma es debido a mutaciones en un gen tumor-supresor
localizado en 13q14. El pruner signo de presentacion es la leucocoria que es el
resultado del reemplazo de vitreo por el tumor o por un tumor creciendo en la
macuta. Otro sintoma comun es el estrabismo que ocurre cuando un tumor pequefio
macular interfiere con la visidn, o puede estar asociado con la leucocoria. Signos
menos frecuentes de presentacidon son ojo rojo, dolor ocular con glaucoma
secundano, celuhtis orbital, midnasis unilateral y heterocromia. Debido a que muchos
de los sintomas no son especificos se emplea una vanedad de estudios tal como
tomogralia computarizada, resonancia magnética, ultrasonografia y biopsia por
aspiracion con agu;ja fina El estudio molecular es importante para definir si el defecto
genético es somalico 6 constitutivo '’

En contraste con ND la leucocoria asociada con la PVPH es usualmente
unilateral, tiene una apariencia clinica caracteristica que consiste en una comea
pequefa y procesos cihares prominentes Por ecografia se observa un giobo ocular
mas pequeno de lo normal Los lentes de la capsula postenor pueden ser regulares,

el cristalino puede ser delgado. 0 puede tener una membrana retrolenticadar. En esta
8



enfermedad el espectro clinico es amplio, en los casos severos puede presentarse
microoftalmia, placas fibrovasculares retrolentales, desprendimiento de retina y
puede ocurrir displasia retiniana que conduce a catarata, glaucoma secundario y
finalmente a atrofia ocular. Los pacientes pueden presentar ademas microcefalia,
retraso mental, paladar hendtdo y corta estatura.'®

La displasia retiniana de Reese estd frecuentemente asociada con
malformaciones extraoculares severas de la cabeza, pulmoén, corazédn, sistema
urogenital, o del esqueleto y lleva a la muerte en el pnimer ano de vida.'®

La retinosquisis ligada al X es una hendidura intraretiniana secundaria a
degeneracion que se manifiesta clinicamente en la primera o segunda década de la
vida. La degeneracion lleva a una hendidura en la retina, desprendimiento de la
misma y finalmente a atrofia retiniana completa, con esclerosis de la coroides. El gen
responsable de la RSLX ha sido aislado recientemente y se localiza en Xp22.2-

p22.1. Se detectan mutaciones en mas del 90% de los pacientes

Aspectos moleculares de ND
La localizacion del gen ND fue establecida inicialmente mediante estudios de
ligamiento ubicidndolo en Xp11.3-11.4 (Fig1) cercano a los genes de la

monocaminooxidasa (MAOA y MAOB) ™ ®
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Fig. 1 Localizacion del gen ND.

El gen ND esta formado por 3 exones de 209, 381 y 1245pb, respeclivamente,
interrumpidos por 2 intrones de 15 y 9 kb. La secuencia codificante es sélo de 399
pb, mientras que el coddn de nicio de |a traduccion esta en el exon 2 - ©

Un gran numero de mutaciones han sido descritas en el gen ND. Su espectro
incluye una translocacion, una inversion, varias deleciones y mas de 70 mutaciones
puntuales, {Tabla 1) la mayoria de las cuales son de sentido equivocado y sin

sentido, una mutacion corresponde al sitio de empalme 3 14 3. 2. 416 &
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Mutaciones en el gen ND han sido detectadas en pacientes con VREX yen la

101314264547 4 taciones en el coddn 121 dan un amplio

ROP en estadios avanzados.
espectro fenotipico y la misma mutacion puntual puede producir ND, VRE familiar o
ROP. En cambio diferentes mutaciones en la misma posicion pueden ocasionar
fenotipos moderados o clasicos de ND.*®* Por otro lado, una misma mutacién
produce una gran variabilidad fenotipica intrafamiliar. El hecho de que las mismas
mutaciones den diferentes fenotipos sugiere la participacion de factores epigenéticos
en la patogénesis de este desorden. Definiendo a estos factores como los

mecanismos que pueden modificar o alterar {a expresion de un producto génico, sin

producir cambios en la secuencia del DNA

Aspectos moleculares de la proteina Norrina

L.a proteina norrina consta de 2 dominios caracteristicos, un péptido sefal de
24 residuos de aminoacidos en el extremo N-terminal, 1o que sugiere que es
secretada y un dominio C-terminal rico en cisteina que muestra homologia con
diversas proteinas modulares, como las mucinas, el factor de von Willebrand, la
proteina slit de drosophila encargada del desarrollo de la glia de la linea media y
proteinas de unién a factores de crecimiento como Cef-10y Cyrgl ©-®. @

La normna forma parte del grupo de proteinas mucina-like, proteinas
extracelulares altamente glucosiladas presentes en los fludos mucosos y
primariamente responsables de su caracter ipo gel Las mucinas pueden agruparse
en mucinas de membrana, formadoras de gel y soiubles pequefias Cuatro mucinas
humanas formando gel fueron identificadas como proteinas con un nudo de cisteina.

con una alta similitud  al factor de Von Willebrand (vWY), a la nomna, asi como a los
12




antagonistas de las proteinas de la morfogénesis ésea (BMP) 304041434952 go hg

propuesto que el nudo C-terminal de cisteina forma dimeros ligados covalentemente
y geles insolubles multiméricos a través de enlaces de los dominios ricos en cisteina
en ambos extremos C y N terminales. L.a homologia entre !la norrina y otras proteinas
mucina-hkke indica que la normna puede ser un componente de la matriz
extracelular.* *2 La tranfeccion de células COS 7 con diferentes estructuras han dado
una pista para su funcidn bioquimica Estos estudios muestran que la norina es
secretada en forma de dimeros que subsecuentemente forman oligbmeros que se
asocian a la matriz extracelular ** La oligomenzacion, pero no la dimerizacidon es
abolida al reemplazar la cisteina de la posicion 95 produciendo una disminucion en la
secrecion de la norrina  La disminucion extracelular y las alteraciones estructurales
adicionales en esta proteina mutante pueden ser responsables del fenotipo de esta
enfermedad. La ceguera. sordera y retraso mental reportadas en el humano pueden
ser debidas a alteraciones en la composicion de la matnz extracelular y al resultado
de una disrupcion en la interaccidon célula-céluta * *°

El modelo molecular del producto del gen ND predice una estructura muy
similar al factor de crecimiento transformante beta *° El analisis por computadora
también predice ia formacidn de dimeros, lo cual concuerda con los datos

experimentales obtenidos de la expresion de la proteina (Fig 2)
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Mecanismos patogénicos posibles

Al parecer la norrina tiene una funcién importante en la vascularizacion de la
retina interna, sobre todo en la formacién de los pequefos vasos de la mayoria de
las ramas de la arteria retiniana Esta hipdtesis se apoya en: 1) los hallazgos
histolégicos de los pacientes con ND y sus variantes, 2) en las observaciones
realizadas en ratones mutantes portadores de un gen ND inactivo, 3) en hallazgos
angiograficos en los descendientes de portadoras y 4) en la homologia del gen ND
a Cyr61, una proteina de unién a factores de crecimiento asociada a la matriz
extracelular que induce neovascularizacion corneal

Los andlisis bioquimicos que estudian la expresidn de la norrina en células
COS-7 sugieren que esta proteina forma dimeros u oligdbmeros que se asocian a la
matriz extracelular cuando se liberan de las células de la retina mterna = La forma
unida a fa matriz puede entonces provocar la migracion de las células endoteliales y
participar en la formacidén de vasos sanguineos, llevando a la vascularizacién normal
de la retina Cuando el gen ND no se expresa, la vasculanizacidén no ocurre y las
células ganglionares asi como otras neuronas imctan su degeneracion que lleva a la
proliferacion de células gliales, que se observa como una gliosis masiva en los
pacientes con ND Debido a estas alteraciones pnmanas en la neuroretina, el vitreo
secundario se desarrolia de forma anomal, en cambio hay persistencia del vitreo
primano, asi como de los vasos haldideos Esto explica la patologia vitrea
observada en los pacientes Los sintomas oculares adicionales que afectan al
cristalino, ins y comea pueden ser consecuencas tercianas Se sugiere que en el
oido la norrina puede faciitar ta interaccion entre las celulas marginales y los

capilares. Sin normna. las células de I3 estria vasculans pueden no funcionar
i4



adecuadamente debido a una disminucion en la capacidad para adquirir nutrientes y
gases del sistema vascular. Esto puede ser seguido por cambios en el umbral de
audicién a medida que declinan el potencial endococlear y las concentraciones de
potasio® Posiblemente, las neuronas espirales ganglonares en la estria vascularis y
el sistema vascular asociado a estas estructuras, sean el sitio de mayor disfuncion
coclear en la ND. Aunque la funcién exacta de la norrina no es totalmente conocida,
su participacion en ojos y oidos implica un papel importante en la biologia vascular y‘

en las conexiones intimas entre tejidos, formando un soporte vascular

Modelo animal para la enfermedad de Norrie

£l gen ND en el ratén fue aislado a partir de cDNA humano, se localiza en
cromosoma al X y consta de 3 exones ™ Codifica para un polipéptido de 131
aminoacidos y tiene una homologia de 94% con el gen ND humano. La expresion
tejido especifica fue analizada por hidndacion in situ de RNAm encontrandose altos
niveles de expresion en las tres capas de a retina (nuclear externa, nuclear intema y
en células ganghionares), en células de Purkinje del cerebelo, en hipocampo, en el
bulbo olfatorio, en células ganghonares espirales y en la estria vascularis de la
cédea,s"r’"ﬁs

Los ratones knock-out para el gen ND muestran masas fibrosas en el humor
vitreo, asi como una desorganizacidon de las ceélulas ganglionares de la retina y una
desorganizacion esporadica o degeneracion de otras células de la retina (Fig 3)
El andlisis histolégico de 1a coclea mostrod desorgamzacion de los vasos sanguineos

y un desarrollo anorma!l del lecho capilar, estos cambios fueron particularmente



pronunciados en la porcidn apical de la coclea, la vasculatura de la region
ganglionar espiral muestra también un pobre desarrollo del lecho capilar.(Fig. 3)

En este mismo estudio se demostro que la sordera neurosensorial lleva a una
sordera profunda con el tiempo y aunque existe variabihdad en la edad de
presentacion, la penetrancia de ésla parece ser completa.® Estos ratones presentan

un fenotipo ocular y auditivo muy similar al humano con ND.
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En la coclea se muestra una desorgantzacon de 10s vasos sanguineos y un desarrollo
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vasos sanguineos

TESIS CON
FALLA DE QRIGEN

17



JUSTIFICACION

La enfermedad de Norrie es una forma de ceguera congénita o de inicio en la
infancia temprana, presenta un grado amplio de variabilidad inter e intrafamiliar y en
aproximadamente un tercio de los pacientes se presenta retraso mental e hipoacusia
neurosensorial progresiva

Actualmente no existen estudios moleculares del gen ND en la enfermedad de
Norrie en nuestra poblacion y dado que estudios moleculares en distintos
padecimientos en poblacidn mexicana han dado resultados interesantes y diferentes
a los referidos en fa literatura internacional consideramos importante conocer si el
comportamiento de la enfermedad es similar a lo ya reportado o si podemos
identificar nuevas mutaciones que ennquezcan el conocimiento de la enfermedad.

Por otro lado es importante la aplicacton de técnicas de biologia molecular
para la identificacion de posibles portadoras, 1anto en los casos familiares como en
los que solo existe un afectado. para poder proporcionar a la familia un consejo
genético preciso

En el presente trabajo, se realzé el estudio molecular en 2 famihas no
relacionadas con el diagnoéstico clinico de ND con el fin de dentificar cambios

moleculares no reportados y profundizar en el conocimiento de la enfermedad

OBJETIVO
Identificar alteraciones moleculates del gen ND en dos familias con

enfermedad de Norne



DISERO DEL ESTUDIO

Reporte de casos

Criterios de inclusién

Pacientes con enfermedad de Norrie y familiares que acepten participar en el

estudio mediante carta de consentimiento informado.

Criterios de exclusién

Individuos que no deseen participar en el estudio.

Criterios de eliminaciéon

Cuando no sea posible realizar todos los procedimientos requeridos en la

investigacion
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PACIENTES Y METODOS

Pacientes

El estudio incluyd dos familias con diagnéstico clinico inicial de enfermedad de

Norrie.

Familia 1 (Fig. 4)

Los propdsitos (11-2,11-3) de 6 y 4 afos respectivamente, fueron productos a
término sin complicaciones, embarazo normoevolutivo, hios de padres jovenes,
sanos, no consanguineocs. No hay antecedentes heredofamiliares de importancia por
pare del padre, de la madre se desconocen antecedentes por ser hija adoptiva
Periodo perinatal y desarrolio psicomotor normales

El paciente Il 2 fue diagnosticado inicialmente con retinoblastoma bilateral a
los 8 meses de edad Al ano los estudios oftalmologicos confirmaron el diagndstico
de ND. La audiometria y valoracion neurolégica a la edad de 4 anos fueron
normales

El paciente 11-3 fue diagnosticado con ND a los 3 meses de edad mediante
valoracién oftalmolégica La audiometria y la valoracién neuroldgica fueron normales.

Al momento de este estudio la valoracion oftaimologica, llevada a cabo en el
servicio de QOftalmologia del Hospital General de México reportd lo siguiente

Ceguera bilateral, mstagmus, globos oculares pequenos, opacidad comeal
importante, wis adosado a endotelio. pupila puntforme no reactiva. sinequias

posteriores y catarata El ultrasonido ocular reportd globos oculares con diametro



anteroposterior de 15 a 17mm, ausencia de camara anterior, aumento de

ecogenicidad en cristalino y vitreo anterior y retina aparentemente aplicada. (Fig. 5)

Ojo Derecho Ojo Izquierdo

Fig. 5 Ultrasomdo ocular del paciente H 2
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Familia 2 (Fig. 6)

Los primos hermanos (V5 y V7) de 6 y 10 anos fueron productos a término sin
complicaciones, embarazo normoevolutivo, hijos de padres jdvenes, sanos, no
consanguineos. Entre sus antecedentes, heredofamilares existen 9 familiares
afectados por rama materna con ND

El paciente V 5 fue valorado oftaimologicamente en otra institucidn de donde
es enviado a nuestio servicio con diagnéstico de ND, la valoracién neurolégica y
capacidad auditiva se reportaron normales

El paciente V 7 a los G meses de edad sus padres notaron que no seguia
objetos, no fijaba la mirada y presentaba nistagmus bilateral, sin embargo por estar
presente esta enfermedad en ofros miembros de la familia no acuden a consulta . A
los 5 anos es valorado por oftalmologia diagnosticandose ND

Al momento de este estudio la valoracion oftalmologica, llevada a cabo en el
servicio de Oftalmologia del Hospital general de México reportd 1o siguiente:

Ceguera bilateral, nistagmus horizontal OD No percibe la luz, globo ocular
muy pequefio en vias de atrofia, cornea pequena con opacidad central estromal y
endotelial, resto de las estrucluras no conservadas Ol globo ocular de tamano
aparentemente normal, cornea con opacidad infenor discreta estromal y endotehal,
camara antenor estrecha. pupta puntiforme. sinequias posternores. pigmento en
cnistalode antentor, pupila no reactiva. opacidad en castahno (kg 7)
£1 ultrasomdo ocular reportd OD con diametro anteropostenor de 10-12mm, no es

postble reconocer estructuras oculates Ol con didmetro antetopostenor de 18mm,



aumento de la ecogenicidad en vitreo y cristalino. Retina aparentemente aplicada.
(Fig. 8)

La valoracidén de la madre portadora 1V-21 por e! servicio de oftaimologia
reportd ambliopia de ojo derecho, visidon cuenta dedos (CDISmt) que no mejora, 0jo

izquierdo 20/20 con correccion y endotropia monoocular de ojo derecho

2
RS SETE e

Fig 6 Arbol pencaldpico de fa familia 2
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Ojo qunerdo

Ojo detecho

Fig. 7 Paciente V 7 (ver descnpadn en el texto)

Ojo Derecho Ojo lzquierdo

Fig 8 Uitrasondo oculan del pacenie V 7
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METODOS:

PROCEDIMIENTO GENERAL

Probables portadoras

I

Pacientes

Valoracién oftalmologica,
audiolégica y ncuroldgica

Extraccion de DNA

GeneScan para segregacion y
deteccion de portadoras

Amplificacion por PCR de los
exones 2 y 3 del gen ND

becoranme e s

Secuenciacion de los exones,
v 3
2y




Extraccién de DNA de sangre periférica %

Extraer asépticamente 5 mi de sangre periférica.

Colocar la sangre en un tubo de ensaye con EDTA .

Identificacién de la muestra

Nombre completo, Institucién de procedencia, Médico que solicita el estudio,
Datos clinicos

Procedimiento:

Siguiendo la técnica de Cuevas Covarrubias modificada de Buffone y Darlington
(1985)% y de Kempter y Grossbadern (1992)%

1.-

Transferir 3 ml de sangre a un tubo conico de 15 ml y agregar un volumen
igual de amortiguador TTS (Trnis-Tritdn-Sacarosa), el Tris con pH 7.6. Invertir el
tubo varias veces.

Centrifugar a 3000 rpm/ 6 minutos; decantar con cuidado

Agregar al botén 1 ml de amortiguador TTS Agitar resuspendiendo el botény
pasar a un microtubo de 1 5 ml Agitar hasta homogeneizar.

Centrifugar a 10,000 rpm / 2 minutos en microcentrifuga Decantar, afiadir 1 ml
de amortiguador TTS, resuspender

Centrifugar a 10,000 rpm / 2 minutos en microcentrifuga (repetir de dos a tres
veces el paso anterior)

Al boton impio agregar 570 il de NaCi 5mM  Agitar 2 minutos y colocar 30 u!
de SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) al 10 % Agitar 5 minutos

Observar s1 hay consistencia viscosa y agregar 200 u! de NaCl! saturado.
Agitar 10 minutos

Centnfugar a 11500 rpm / 30 minutos a 4 °C

Decantar el sobrenadante a un tubo de 13 x 100 mm esténil

Adadir 2 mi de etanol absoluto a -20 °C para precipitar el DNA

Tomar el DNA con una vanila de vidno, enjuagar el DNA con etanol ai 70 %,
dejar evaporar el etanol en condiciones estériles y posteriormente resuspender

20



el DNA en un microtubo con 250 ul de agua estérif, colocar en bafio maria a
60° C durante 2 hrs.
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ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO, PARA CUANTIFICACION DE DNA %

En cuanto al analisis espectrofotométrico, éste consiste en determinar la absorbancia
de una dilucién 1:500 de la muestra a dos longitudes de onda (260 nm y 280nm). A
partir de la lectura a 260 nm. (correspondiente a los acidos nucléicos), se calcula la
concentracion de la muestra

concentracién de DNA (ig/ul) = A 2o x (dilucion)' x 0.05

1 D.0 20 =509 de DNA/mI =005 pg/l

La cantidad total de DNA (en jig) se calcula’

1g totales de DNA = conc. (ug/ul) x volumen total (jl)

Ademas la relacion 260/280 permite conocer si la muestra esta contaminada con
proteinas, considerando que la lectura a 280 nm, corresponde a la fraccidon proteica.
Una relacidn menor a 1.5 indica la presencia de proteina

CONDICIONES GENERALES DE LA REACCION DE PCR %%

Volumen total de la reaccion 25 pl contenidos en un microtubo de 200 pl.

DNA Agua Amortiguador dNTPs Oligo F Olgo R Taq
{250 ng) 10X (Cli;Mg") {tmMm) {100 uM) {100 1M}
Pac. 1t 18.05 4 254l 3l 015 ul 0.15 4l 015 W
C+ 1 i [ - ¢ $ 1
C- 3 1 1 3 1 IS i
Beo. - i 1 i 1 ! 1
M Muix 7224 10 4 12 4 06 ul 06 08 ul

Nota : Pac = Paaente, C+= Control nommat, C - = Control con deleadn, Beo= No contiene DNA. En
cada tubo colocar 24 ul de la mezcla de reaccdn mas 1 ul de DNA Se utiizd un estuche comercial
para PCR de Apphied Brosystems



OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS PARA ANALISIS DEL GEN ND *7

LOCUS Temperatura de {pb)
alineacién (*C)
Exén 2°* FACATCACTT AAGTITGGGCTATGAT 64 632

R ACA GCC TTT GCT AAT GAC GCT CT

Exén 3~ F1 ATT ACT AGA ATA TGC AGA GTC CCG GG 64 557

R 1 TCT CCA AGG ATT TTAATT CAATCG ATC

F2 AAC ACT GAC AGC CTG ACACGC 64 7668

R 1 TCT CCA AGG ATY TTA ATT CAA TCG ATC

F3 CAG AGT CAG TGC AGG ATC CGT ATT 64 843

R2 CCC GGG ACT CTG CAT ATT CTAGTA AT

Con las siguientes condiciones:
5 min a 94°C; 30 ciclos : 1 min. 30 seg. de desnaturalizacion a 94°C ; 1 minuto de
temperatura de alineamiento 64 ; 2 minutos de extensidn a 72°C

7 minutos de extension final, guardar a 4°C = *®

TECNICA DE ELECTROFORESIS *

La electroforesis del DNA es la mugracion de éste, en base a su carga y peso al
aplicarse un campo eléctrico. Debido a su carga negativa, el DNA migra hacia el polo
positivo. Esta técnica permite visuahzar la calidad de la muestra, asi como la
presencia o ausencia de RNA contaminante y para el analisis de productos de PCR
por visualizacion de la banda deseada

Procedimiento:
Volumen 50 mi
Para Calidad de DNA —-gel al 0 8 % con 0 4 g de agarosa,
Para productos de PCR — gel al 1.5 % con 0.75 g de agarosa,
1- En un matraz Erlenmeyer se disuelve la agarosa en 50 ml de TAE 1 X (Tris,
Acido acetico glacial y EDTA), calentando la mezcla en un homo de
29




2.-
3.-
q.-
5.

6.-
7.-

8.-
9.-

10.-

microondas (restituitr el agua que se pierde por evaporacidn), dejar enfriar la
solucién hasta aproximadamente 50 °C, colocar 1 gota de bromuro de etidio
(0.625 mg/ml) y vaciar en el porta gel.

Dejar sofidificar en el portagel colocando e! peine

Preparar TAE 1X para llenar la camara

Retirar el peine cuidadosamente para evitar romper los pozos.

Colocar el portagel en la camara de electroforesis y afiadir TAE 1X hasta
cubrir el gel aproximadamente un milimetro por encima

Mezclar 10 pl de producto de PCR con 3 il de amortiguador de carga

Colocar la muestra en el pozo y utilizar una escalera de 100 pb como
referencia

Conectar los electrodos a la camara y encender la fuente de poder a 70 volts.
Dejar correr la muestra durante 1hr (aproximadamente 2/3 del largo del gel de
agarosa).

Observar en el transiluminador de luz uitra violeta

PURIFICACION DE TEMPLADOS PARA SECUENCIAR (POR ELUSION)
KIT QUIAEX Il (QUIMICA VALANER CAT. No. 20051) *

Los fragmentos de PCR deben ser purificados antes de 1a reaccidon de secuenciacion

para remover dNTPs, oligonucledtidos , enzima, DNA etc

Procedimiento:

1-
2.-

3-
4.-
5-

Cortar la banda del gel y pesaria

Colocar amortiguador QX1(3 veces en vol. deacuerdo al peso) y QIAEX 11 5 ul
(resina), mezclar con vortex

Incubar por 6 minutos a 50 *C (mezclando la muestra por vortex cada 3 min.).
Centrifugar 1 minuto a 10,000 rpm, decantar

Colocar 500 jl de amortiguador QX1 mezclar por vortex



8-
9.-
10.-

Centrifugar 1 minuto a 10,000 rpm, decantar y eliminar los residuos de este
buffer.

Agregar 500 ul de amortiguador PE , mezclar por vortex, centrifugar a 10,000
rpm/1 min (este paso se realiza 2 veces), decantar y ehminar los residuos del
amortiguador PE

Secar la muestra por efecto de temperatura a 50 °C

Colocar 20 nl de agua inyectable y mezclar

Centrifugar 5 minutos a 10,000 rpm y pasar el agua a un microtubo limpio.
Cuantificar la cantidad del producto de PCR purificado, midiendo la
absorbancia a 260 nm o por algun otro método.
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REACCION DE SECUENCIACION (Applied Biosystems) *

1.- Por cada reaccion, mezcle los siguientes reactivos en un microtubo de 200 ul
previamente etiquetado:

Reactivo ~ " Cantidad
Mezcia de reaccion “BigDye Teminators | 2.0 ul
Tempiado 100 ng/ uL 1l
Oligonucle6tido (10 M) T 7 1T
‘Agua destilada o 16 plL
Volumen final de la reaccion. 20 pl

Mezcla de reaccion BigDye Terminator (Parte No. 4303152) -
- ddATP, ddTTP, ddGTP y ddCTP marcados por flourescenia
- Los cuatro desoxiribonucleotidos trifosfatados (dANTPs)

- Tris-HCI (pH 9.0), MgClI2

- AmpliTag DNA polimerasa

Ciclos de temperatura
25 ciclos: 96°C 5 minuto; 96°C 35 segundos; 50°C 25 segundos; 50°C 4 minutos;
enfriar a 4 °C

Purificacion de los productos de extension

Eliminar los ddNTPs marcados por fluorescencia presentes en exceso, para permitir
una secuenciacion himpia y evitar errores en la interpretacion de resuitados

Método por columnas Centri Sep ( Parte No 401262 Applied Biosystems)

Secar la muestra en un concentrador de vacio (nNO aphicar calor y no secar en

exceso)
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MONTAJE DE LA MUESTRA

Adadir 16 il de Amortiguador de carga TSR (Template supression reagent), Applied
Biosystems.

Transferir a un tubo de secuenciacion y colocar una septa, desnaturalizar a 95 °C
durante 3 mmnutos, colocarlas inmediatamente en hielo.

Colocar las muestras en el secuenciador Automatizado ABI PRISM modelo 310 de

acuerdo a las instrucciones del equipo
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REACCION DE GENESCAN (Applied Biosystems).

1.- Premix para PCR (9 reacciones)

Reactivo o Cantidad
10X Butler It B - - - 45 pb
dNTP's (2.5 mM) 45 pL
Ampitaq Gold (5u / ply T 0.36 i
25 mM MgCl, T 45
Agua Inyectable 31.14 1,
Volumen final de Ia reaccion T - 450 ub B
2.- Mezcla de reaccidon de la PCR
(Reactivo T T ““Cantidad
(Prmer (5 uM) o T e T
DNA (50 ng/ ) 06 ul
St para BER T e
Agua inyeclable I 19 ul
Volumen final de la reaccion 75l

Condiciones de la reaccion de PCR

10cicios ] " 20 ciclos

95°C 84°C [55°C [72°C |Be*C  T58°C  J72°C |727C 4°C
1200 0:15 |015 j030 Jo 15 (015 030 [10.00 <

3. Preparacidon de Marcador / Formamida (Vol 50 ul) = 4 reacciones

2 ul de escalera GS400 + 48 i de Formanuda desionizada

4. Pooled de PCR para cada paciente




Cantidad

Reactivo

NED (amarillo) 504
HEX (verde) 50pl
FAM (azul) 254l
Agua inyectable 37.5
Volumen final de |a reaccién: - 50.0 pL

5. Del Pooled de PCR Mezclar 1 ul + 12 ul de marcador / Formamida

6. Desnaturalizar a 95 °C / 5 min.
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RESULTADOS

Familia 1

Se identificd una mutacion de sentido equivocado en el exdn 3 en el codéon 97
que corresponde a una transicion C>G Esta mutaciéon produce la sustitucion del
aminoacido arginina por prolina La madre y la hermana de los propositos fueron
heterocigotas para esta mutacion, confirmdndose asi en ambas el estado de

portadoras (Fig 9)

Familia 2

Se identificéd una delecion parcial de la regidn 3' no traducida del gen ND El
analisis por PCR mostro amplificacidn del exén 2 y del primer fragmento del exon 3
que incluye la regidn codificante (Fig 10) No se amplfico la region distai 3' no
traducida del gen ND E! analisis con GeneScan de 5 marcadores del X indicd que la
hermana era portadora del mismo defecto molecular El estudio fue informativo para

los alelos DXS1226 y DXS986 (Fig 11y 12)



——_Coantral Normal Portadoras | 2.1 1
AAGTCT(GGGCCGICAGLAGT AAGTCT GGGGCSGIC ALC AGT
2in hA'S jATH —v.a

Lol e v LY A seonin

. Paciente I 2 Paciente i1 3
AAGTCT GGGGC GGGCAGCAGT AAGYCTL(GGGC GGE CAGCAGTe
216 ZE 2 Qe 2%

MoV Aeann Lot M foonesy

Fig. 9 Andlisis de |a secuencia doe DNA de la famiia 1 mostrando la mutacon C>G El anabisis de las portadoras
muestra las dos bases C +G

Exon 2 Exon 3 Exon 3 Exon 3
A 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 12 3 4

766 pd 643 pb

G2 pts 557 pr

Feg 10 PO e ks e vy dactgen NN eala fani g DA Warcador molesutar fescalera 100ph) carnl
)

1 pacente V7 caned 0 poaty AV Y cane ¢ DGt v e Ofitervad La talta Ce
Aampshicanon de Jos LImos 2 segmentos el vaon 3 del gen KD en e Camt 4 gue coresponde af paciente V. 7
(766 y 643pb)

[P0 SN O LT
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Fig. 11 Gene scan del alelo DXS986 en la famihia 2. El alelo de 1684 pares de bases de longriud estd presente en
el paciente V 7, en la madre V21 y en la hija V 8.

SRR
II
1)
<

OW  3v osi22e 7

(E73 27 0

5
-~

Om e onvi2res

1 297 po

" Paciente V 7

g ,-—/L
N

Ol sr ;anzes

7 po
o S

[ST T IV P

JB5R

Fig. 12 Gene scon del alelo DXS1226 en la tamulia 2 €1 adeio de 297 pares de bases de longiud ests presente n
latia IV 7, enlamadre IV 21, eneipacienteV 7yenlahjaV 8
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DISCUSION

L.a ND es una entidad compleja con ceguera congénita bilateral, un tercio de
los pacientes presentan sordera neurosensorial y retraso mental. La mayoria de los
pacientes con ND tiene mutaciones puntuales (>60%) y cerca de 20% presenta
deleciones del gen ND, un minimo porcentaje tiene otro ipo de alteraciones como
translocaciones e inversiones **¥P®  Algunos sujetos muestran  ademas
hipogonadismo y microcefalia posiblemente debido a la pérdida de genes contiguos.
También se han reportado mutaciones en el gen ND en la EVRX, EVR esporadica,
en ROP y en la enfermedad de Coats Aun cuando estas entidades se han
considerado como vanantes alélicas, la presencia de la misma mutacion (v gr.
Arg121Trp) produciendo distintos espectros fenotipicos, nos indica mas bien que
pueden tratarse de variantes clinicas de la misma enfermedad 447 Esta variabilidad
clinica implica la participacion de factores epigenéticos o productos génicos
adicionales interactuando en la patogénesis de ND Son necesarios estudios mas
precisos para esclarecer la funcidn que pueden jugar estos mecanismos en ND

El fenotipo clasico de la ND se ha asociado con mayor frecuencia a defectos
moleculares encontrados en los 100 pnimeros codones de la proteina norrina™ *, tal
es el caso de nuestra famuha 1 en la cual se presentd una mutacion de sentido
equivocado, en el codon 97 (Arg97Pro). no reportada previamente Esta mutacidn
produce la sustitucidn del aminoacido arginina por el aminoacido prolina en una
region muy conservada evolutivamente que es una 20na nca en cisteinas
conformando un nudo que permite 13 formacion de ohigomeros con otros dimeros de

proteinas nomnas © ™ Por otro lado. la arginina es un ammnoacido basico polar que
39



tiene una conformacion diferente al aminoacido prolina el cual es no polar y ciclico.
Este hecho modifica potenciaimente y de manera importante ilas estructuras
secundana y terciana de la proteina alterando su funcion En esta familia, la mutacion
produjo un fenotipo similar en todos 1os afectados

La familia 2 presentd una delecion parcial de la regién 3' no traducida del gen
ND que incluye la region consenso para la formacion de la cola de poli A necesaria
para la estabilidad del RNA mensajero. Nosotros sugenmos que la falta de la cola de
poli A condiciona la degradacidn del RNAm ¢n el citoplasma, sin embargo son
necesarios mas estudios para descartar o confirmar esta posibilidad. En esta familia
el analisis con Genescan resulto una herramienta utl para el diagnéstico de
portadora en 1a hya V-8 Esta es la primera delecion parcial en ND en una regidon no
traducida Esta familia presentd vanabilidad fenotipica importante ya que existe el
antecedente de dos muembros afectados con ND. uno con retraso mental e
hipoacusia y otro con alteraciones psiquiatncas lLa madre portadora presentaba un
ojo ambliope, aunque no tenia alteraciones anatomicas, lo que puede considerarse
parte del espectio de ND en portadoras o bien simplemente una manifestacion
asociada. Es importante mencionar que el paciente V 7 presentaba un cuadro mas
severo en el ojo derecho. enfatizando {a vanabibdad clinica del padecimiento A
pesar de que en ND la beterogenedad  alehca puede ocurnr, es claro que la
vanabihidad clinica es compleja e involucra muchos otros mecanismos ademas de
mutaciones en el gen ND La caractenzacion bioquimica de la proteina norrina es

necesana para comprender 1a patogénesis de la enfermedad
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La funcidén asignada a la proteina norfrina implica la interaccion céluta-céluta

425253 Eyisten reportes

para la vasculogénesis o soporte de la matriz extracelular
asociando fa insuficiencia venosa periférica como parte de este padecimiento.?' Sin
embargo consideramos que el hecho de que la expresion del gen ND es tejido
especifica descarta esta posibihdad. Ademas, estudios en ratones transgeénicos no
reportan alteraciones a otro nive!l que no sean retina, coclea y sistema nervioso
central. La vasculogénesis estaria asociado al soporte de la matrniz y direccion del
tejido vascular en formacion ** ** Este soporte se conforma mediante la creacion de
oligdbmeros entre dimeros de norrina que formarian una malla en los tejdos
adyacentes Cualquier alteracidn que bloquée la formacion de dimeros y
subsecuentemente de oligomeros resultaria perjudicial para la generacidén de este
soporte. Esta observacion fortalece la hipdlesis de la participacidon de factlores
epigenéticos u otros productos proteicos génicos interactuando en la patogénesis de

ND
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ANEXO
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo olorgo mi consentimiento para que a mi hijo y a mi nos sean

practicados los estudios genéticos considerados en el proyecto de investigacién *Estudio clinico y
molecular en 2 familia con enfermedad de Norrie”. Se me ha explicado que la enfermedad,
liamada enfermedad de Nortrie, es causada pof una alteracion genética que ocasiona un desarrollo
anonmal de 10s 0jos, 0idos y sistema nervioso central y que por medio de estudios de nuestro material
genético se pueden conocer las alteraciones que dieron ongen al padecimiento  Ademas, eslos
estudios pucden reconocer personas en mi famiha con riesgo de heredar la enfermedad a sus hijos.
Se me ha explicado con deterimiento que nuestra parhapacidn consiste en que nos sean extraidos
con jeringa 3ml de sangre venosa, procedimiento que no ocasionara molestias mayores, soio pudiera
presenmtarse la formacion de un pequeno moretéon en el area puncionada Ademas se¢ nos ha
asegurado que la informaciéon ottenida en este estudio y relacionada con nuestro patnmonio genético
no serd drvulgada mi usada para otros fines que no sean los establecidos en el proyecto de
investigacion mencionado y s por alguna razon decidieramos retiramos det estudio, esto no

cambiaria la calidad de nuestra atencion

ATENTAMENTE

Nombre

Firma

Médico responsable

Firma

Testigo 1

Fima

Testigo 2,

Firma,

México, O.F., a de, de,
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