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I. INTRODUCCION

La catarata congénita se define como una opacidad del cristalino
que se presenta al nacimiento. Pueden ser unilaterales o
bilaterales, estacionarias o progresivas !. Es una de las principales
causas de ceguera en la infancia siendo responsable del 5 a 20%
de casos de ceguera a nivel mundial en nifios. Su prevalencia oscila
entre 1.2 y 6.2 casos en 10,000 nacidos vivos 23
Aproximadamente la mitad de los casos son hereditarios, siendo el
patron de transmision mas frecuente el autosémico dominante 4 .
El 30% de las cataratas congénitas aisladas bilaterales tienen una

base genética comparado con el 2% de los casos unilaterales 5.

II. ANTECEDENTES

En 1906, Nettleship y Ogilvie publicaron un extenso estudio de
catarata congénita con patron autosémico dominante en una
familia en la que, los individuos afectados poseian distintos tipos
de catarata congénita estacionaria que siempre fue bilateral y
simétrica 6.

En 1910 Harman, describio la apariencia de opacidades del
cristalino en familias con cataratas hereditarias y los clasifico en

cinco grupos : lamelar , coraliforme , estelar , polar anterior y



posterior. Posteriormente, Clap dividio las cataratas congénitas en
dos grandes grupos : parcial e incompleta, y luego subdividi6 las
cataratas parciales segin su morfologia : zonular, coraliforme,
punteada, discoide, piramidal, opacidades Y, {loriformes,
fusiformes, en forma de disco y morganiana 7-

En 1926, Poos reportéo un estudio similar en una madre y sus
cuatro hijas, encontrando que el nucleo del cristalino presento una
menor opacidad que la zona periférica, con una alta densidad de
opacidades finas, por lo cual lo denominé catarata zonular
pulvurenta. Vogt describié otra opacidad similar en el nucleo
embrionario y lo denominé catarata central pulvurenta 8.

Girardet, mostr6 ambas formas no sélo en la misma familia,
también en los 2 ojos del mismo individuo, sugiriendo que no se
deben a etiologia diferente entre las opacidades pulvurentas
zonulares y centrales 8. Sin embargo, la catarata pulvurenta tiene
mas de una causa etiologica , debido a que los genes causantes de
este tipo de catarata se han relacionado a 3 diferentes loci? .

En un estudio retrospectivo realizado en 46 pacientes con catarata
congénita en el Servicio de Genética de la APEC durante Enero de
1995 y Agosto de 1998 encontraron 18 casos autosomicos
dominantes, 11 casos esporadicos, 10 casos de tipo de herencia no
determinada y 7 casos autosomicos recesivos; presentando mas de
la mitad de los pacientes por lo menos un familiar de primer grado

afectado 10 .



II. 1. Clasificaciéon morfologica

Esta clasificacion es muy importante para poder determinar la

edad de inicio, pronoéstico visual, etiologia y patron de herencia 11

A. Catarata total o completa

B. Catarata parcial o incompleta
e Catarata polar anterior
e Catarata polar posterior
e Catarata zonular
e Catarata sutural
e Catarata coraliforme
e Catarata cérulea
e Catarata nuclear

C. Catarata Membranosa

Existe ademas otra clasificacion segin su etiologia y es la siguiente
12 -

A. Catarata primaria o hereditaria
a. Catarata aislada
e Polar anterior
e Polar posterior
e Sutural

e Nuclear



Zonular
Total congénita
Coraliforme

Ceérulea

b. Catarata asociada a otras anomalias oculares

Microftalmia

Persistencia de vitreo primario hiperplasico
Coloboma

Aniridia

Persistencia de membrana pupilar
Glaucoma congénito

Nistagmo

Estrabismo

Displasia foveal

Ambliopia

c. Catarata como parte de un sindrome

Sindrome de Hallerman-Streiff
Sindrome de Lowe

Sindrome de Marinesco-Sjogren
Sindrome de Marshall

Sindrome de Hallgren

Sindrome de Marfan, entre otros

d. Catarata en cromosomopatias

Sindrome de Down
Sindrome de Turner

Sindrome de Patau



e Sindrome de Edwards
e Sindrome de Cri-du-chat

e Sindrome de Wolf-Hirschorn

B. Catarata secundaria

e. Infecciones intrauterinas
e Rubéola
e Herpes Simple o Zoster
e Citomegalovirus
e Toxoplasmosis
e Mononucleosis
e Hepatitis

f. Desordenes metabolicos

e Galactosemia

Defecto de galactoquinasa

Hipoglicemia neonatal

Hipoparatiroidismo
g. Teratogénicas
¢ Talidomida
e Corticoides
e Sulfonamidas
h. Radiaciones
e Rayos X durante el primer trimestre de embarazo
i. Malnutricion materna
e Avitaminosis A, B1, C, D

e Defecto de acido félico



II.2. Genética Molecular

Las cataratas congénitas presentan heterogeneidad genética y
alélica, con variaciones fenotipicas intrafamiliares . Se han
encontrado que hay 30 loci responsables de cataratas congénitas
autosomicas dominantes y los loci que se han mapeado se
describen en la tabla 1 12,13,14

Se conoce que el 80% de las proteinas del cristalino son
hidrosolubles y consisten principalmente en cristalinas. Estas
proteinas son esenciales para la transparencia y la propiedad
refractiva del indice de gradiente del cristalino y se dividen
tradicionalmente en tres categorias : alfa, beta y gamma, siendo las
cristalinas alfa las de mayor peso molecular y las gamma las de
menor peso molecular. La mutacion en los genes de estas proteinas

da lugar a la formacion de diferentes cataratas 15



GEN POSICION EFECTO EN FENOTIPO CATARATAJ
PROTEINA
CRYAA 21g22.3 R116C Nuclear/Microcornea
CRYAB 11q22-223 Frameshift Polar Posterior
R120G Desconocido
CRYBBI1 22qll G220X Pulvurenta
CRYBB2 22ql11.2 Q155X Cérulea
Q155X Nuclear (Pulvurenta)
Q155X Punteada/Cérulea/Sutural
CRYBALI 17q11.1-12 Sitio de empalme Sutural/Nuclear
Sitio de empalme | Pulvurenta/Sutural posterior
CRYGC 2q33-35 T5P Pulvurenta (Coppock-like)
52 Nuclear (Pulvurenta)
R168W Lamelar
CRYGD 2q33-35 R14C Punteada progresiva
P23T Lamelar, cérulea
R36S Cristales prismaticos
R58H Aculeiforme
WI156X Nuclear central
MIP 12q12 T138R Polimérfico
E134G Lamelar
CX50 1q21-25 S88P Nuclear (Pulvurenta)
E48K Nuclear (Pulvurenta)
1247M Nuclear (Pulvurenta)
CX46 13q11-13 N63S Nuclear (Pulvurenta)
Nuclear (Pulvurenta)
P187L Nuclear (Pulvurenta)
BFSP2 3q21-22 R287W Lamelar (Inicio juvenil)
delE233 Pulvurenta
PITX3 10g24-25 S13N Catarata total
MAF 16q23.2 R288P Inicio juvenil
Microcornea/Coloboma
HSF4 16q22 A20D Fenotipo de novo desconocido
187V Hereditario unilateral
L115P Lamelar
R120C Lamelar y Variable

TABLA 1. Loci mapeados de catarata congénita



III. JUSTIFICACION

Basandonos a que en nuestra poblacion no existen estudios que
identifiquen las causas de las cataratas congénitas hereditarias, se
realiz0 un analisis molecular en un grupo de pacientes con este

diagnostico.

IV. OBJETIVO

- Establecer el espectro mutacional de cataratas congénitas en

nuestra poblacion.

- Establecer una relacion genotipo-fenotipo y compararlos con los

datos de la literatura.

V. DISENO DEL ESTUDIO

- Prospectivo
- Observacional
- Descriptivo

- Transversal

10



VI. UBICACION ESPACIO-TEMPORAL

Este estudio se realizo en el Instituto de Oftalmologia “Fundacién
Conde de Valenciana” a partir del dia 01 de Agosto del 2004 al 01
de Agosto del 2005 en los servicios de Genética y Segmento
Anterior.

VII. MATERIAL Y METODOS (Ver Anexo #1)

- Expedientes completos con diagnéstico oftalmologico de catarata

congénita.

- Historia clinica genética.

- Elaboracion y analisis de arbol genealogico.

- Valoraciéon oftalmolégica de los familiares de primer grado.

- Analisis molecular del paciente y sus familiares afectados.

11



VIII. CRITERIOS DE INCLUSION

- Pacientes con diagnéstico oftalmolégico de catarata congénita

primaria.

- Pacientes y familiares de primer grado que acepten participar en

nuestro protocolo.

IX. CRITERIOS DE EXCLUSION

- Pacientes con diagnostico de catarata congénita secundaria

X. CRITERIOS DE ELIMINACION

- Pacientes que no acepten someterse al analisis genético

molecular.

XI. METODOLOGIA (Grafico 1. Esquema General de la
Metodologia)

1. EXTRACCION DE DNA GENOMICO Y SANGRE PERIFERICA

Previo otorgamiento de su consentimiento (Ver Anexo #2), a cada

sujeto se le extrajo una muestra de 2 ml de sangre por punciéon

12



venosa y se procedié a aislar el DNA genomico a partir de los
leucocitos utilizando 1 ml del reactivo DNAzol BD (Invitrogen) por
cada 500 pl de muestra; se agregaron 400 pl de alcohol isopropilico
agitando vigorosamente el tubo durante 1 minuto. La muestra se
dejé reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos para
después centrifugarla a 6000 rpm durante 6 minutos, se anadio
500 pl de DNAzol BD al botén residual y se agito hasta disolver el
botén. De nuevo, la muestra se centrifugé a 6000 rpm, esta vez por
S minutos, se decanté el sobrenadante, se agregé al boton 1 ml de
etanol al 75% y se agit6 el tubo hasta disolver el boton. La muestra
se centrifugd a 6000 rpm durante S5 minutos, se decantd el
sobrenadante y se retiro el exceso de alcohol con una micropipeta.
Finalmente, se agrego al boton 200 pl de hidroxido de sodio (NaOH)
8 mM o de agua bidestilada estéril y se almacenoé la muestra a una

temperatura de -20°C hasta su utilizacion.

2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION Y PUREZA DEL
DNA OBTENIDO

Se determino la concentracion y pureza del DNA extraido por medio
de un analisis de absorbancia de la muestra a 260/280 nm de
longitud de onda en un espectrofotometro. La relacion 260/280
permitié evaluar la pureza y se consideraron adecuadas relaciones
entre 1.6 y 2. Ademas se realizaron electroforesis en geles de
agarosa de cada muestra de DNA obtenida para verificar que no

existia degradacion de éste acido nucleico.
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3. AMPLIFICACION POR PCR DEL GEN CRYGD
A partir del DNA de los sujetos afectados se realiz6 la amplificacion
por PCR de la secuencia codificante completa del gen CRYGD que
consta de 951 pb, distribuidas en 3 exones. Se utilizaron dos pares
de oligonucleodtidos especificos adquiridos en una casa comercial
(ACCESOLAB) y derivados de la secuencia normal del gen CRYGD

Exon Secuencia Tm  Tamaiio

1,2 F:5-GCAGCCCCACCCGCTCA-3' 60.8°C 573
1,2 R: 5-GGGTAATACTTTGCTTATGTGGGGAG-3'

3 F: 5'-TGCTTTTCTTCTCTTTTTATTTCTGGGTCC-3' 60°C 400
3 R: 5'-AGTAAAGAAAGACACAAGCAAATCAGTGCC-3'

Cada reaccion de amplificacion de 25 ul contenia buffer para PCR
1X, de 100-200 ngs de DNA gendémico, 0.3 mM de cada uno de los
cuatro dNTP’s, 2.5 unidades de enzima Taq Polimerasa, 1mM del
oligonucleétido correspondiente (sentido y antisentido), MgCly a
una concentracion de 1.5 mM y agua bidestilada c.b.p. 25 pl. Se
utiliz6 un programa de temperaturas que incluye 1 ciclo de 3 min
a 95°C para la desnaturalizacion inicial, 40 ciclos con 1 min de
desnaturalizacion a 95°C, 1 min de alineamiento a temperaturas
especificas y 1 min a 72°C para la extension. Se incluyoé 1 ciclo a

72°C por S5 min para la extension final.

14



Los productos obtenidos de la amplificacion se separaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1.2% con tincién de bromuro
de etidio para identificar las bandas especificas con el producto
amplificado, utilizando como referencia un marcador estandar de
peso molecular de 100 pb (Grafico 2). Se identificaron las bandas
de interés y se recortaron del gel para la purificacion del producto
de DNA amplificado utilizando el método de adhesion a perlas de
vidrio (QIAEX II)

La concentraciéon del DNA amplificado obtenido de la purificacion
se determiné por medio de la comparaciéon de la intensidad de las
bandas obtenidas con respecto a un marcador de masa estandar
(Low DNA Mass Ladder, Invitrogen) en un gel de agarosa al 1.2%

tenido con bromuro de etidio.

4. SECUENCIACION AUTOMATIZADA DE LOS PRODUCTOS DE
PCR

Se realizaron nuevas reacciones de PCR para la secuenciacion
nucleotidica de los dos fragmentos en los que se amplifico el gen
CRYGD. Cada reaccion de 20 pul incluyé 4l de BigDye Terminator
Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems) que contiene los cuatro
dideoxinucleétidos  trifosfatados  (ddNTPs) marcados  por
fluorescencia, deoxionucleétidos trifosfatados (dNTPs) no
marcados, Tris-HCl (Ph 9.0), MgCl; y la enzima ampliTaq
polimerasa; se agregd ademas 1 pl del oligonucleétido
correspondiente para ambas cadenas de DNA a una concentracion
de 10 uM, 10-20 ngs del DNA de cada producto de PCR como
templado y agua bidestilada para un volumen final de 20ul. Para

15



esta PCR se utiliz6 un programa de 25 ciclos que incluyen 30
segundos a 97°C para la desnaturalizaciéon, 15 seg a 50°C para el
alineamiento y 4 min a 60°C para la extension.

Los productos de esta segunda PCR se purificaron por medio de
columnas Centri-Sep (Applied Biosystems) para eliminar el exceso
de ddNTPs fluorescentes. Cada muestra se resuspendi6 en 25 pl de
amortiguador de carga TSR (Template Supresién Reagent, Applied
Biosystems) y posteriormente se desnaturalizé a 95°C por S5 min.
Los productos se analizaran en un secuenciador automatico ABI
Prism 310 y las secuencias de DNA obtenidas en sujetos sanos y
enfermos se compararon con las secuencias silvestres del gen
CRYGD publicadas en la base de datos del GenBank (No. de acceso
BC013923) para identificar posibles mutaciones. Se confirmo la
presencia de mutaciones secuenciando también la cadena

complementaria de DNA.

16
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Grafico 1. Metodologia del estudio molecular en pacientes con catarata

congénita

-

T
e s e i |

Grifico 2. Producto de amplificacién por PCR en DNA de 2 pacientes con

catarata congénita. El fragmento amplificado es de 573pb y corresponde a los
exones 1 y 2 del gen CRYGD
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XII. RESULTADOS

Se estudiaron en total a 27 pacientes, 14 (52%) del sexo masculino
y 13 (48%) del sexo femenino (Grafico 3). El rango de edad vario
entre los 2 y 50 anos de edad, con un promedio de 23.2 anos. Se
encontraron 21 (78%) casos bilaterales y 6 unilaterales (22%)
(Grafico 4), siendo el ojo derecho el mas frecuentemente afectado
(67%) (Grafico 5). El fenotipo de las cataratas encontradas fueron 5
polar posterior, S polar anterior, 5 nuclear, 4 cerilea, 3 suturas, 1
capsular, 1 aculeiforme y 3 casos desconocidos, debido a que
habian sido intervenidos quirturgicamente previo al estudio (Grafico
6). Se encontraron 6 (22%) casos con antecedentes
heredofamiliares positivos (Grafico 7). El patron de herencia se
determiné mediante la realizacion del arbol genealégico,
encontrando 4 casos (67%) con patron de herencia autosémico

dominante y 2 (33%) autosomico recesivo (Grafico 8).

18



DISTRIBUCION POR SEXO

[l Masculino
B Femenino
Grafico 3
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@ Unilateral
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H Ojo lzquierdo

Grifico 5
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N° CASOS
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FENOTIPO DE CATARATA

B Polar Posterior
B Polar Anterior
O Nuclear
OCerulea

B Sutural

@ Capsular

B Acueliforme

0 Desconocido

ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES
DE CATARATA CONGENITA

M Positivo
B Negativo
Gréfico 7
PATRON DE HERENCIA
B A. Dominante
B A. Recesivo

Grifico 8
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Se incluyeron a 11 pacientes con catarata congénita (4 casos
familiares autosomicos dominantes y 7 casos esporadicos) en el
estudio molecular, los restantes aiin se encuentran en proceso de
analisis . De estos pacientes, el fenotipo de la catarata fueron 2
polar posterior, 1 polar anterior, 3 nuclear, 2 sutural, 1 capsular, 1
aculeiforme y 1 desconocido.

En 2 (18%) casos con herencia autosomica dominante no
relacionados se identificaron mutaciones en el gen CRYGD. Se
identifico en un caso de catarata congénita de tipo polar anterior
(Grafico 9 y 10), una mutaciéon puntual de guanina a adenina en la
base 52 del exon 2 , que cambia el codon GAA, que codifica para
acido glutamico, a un codon AAA, que codifica para lisina en la
posicion 17 de la proteina CRYGD (Grafico 11)

Asi mismo, en un caso con catarata congénita de tipo aculeiforme
(Grafico 12 y 13) se identificé una mutaciéon puntual en el exon 2
del gen CRYGD. Este cambio de guanina a adenina en la base 411
origina un cambio de arginina (CGC) a histidina (CAC) en la
posicion 58 de la proteina CRYGD. (Grafico 14)

No se identificaron estos cambios en 50 cromosomas control,
excluyéndose que representaran polimorfismos de CRYGD en
nuestra poblacion.

En los pacientes restantes no se detectaron mutaciones deletéreas

en la secuencia del gen CRYGD.
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GRAFICO 9. Catarata polar anterior

‘O

I'1 L2
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GRAFICO 10. Arbol genealégico del paciente con catarata polar anterior de transmisién
autosémico dominante y gen mutado CRYGD

CTANMNAATGCAGC
A 190 Zon

B CACI ANGANTGCAG(
180 19@

GRAFICO 11. A. Mutacién puntual de Guanina a Adenina (flecha), que origina un cambio
del Acido glutimico (GAA) a Lisina (AAA), en la posicién 17 de la proteina CRYGD del
paciente con catarata polar anterior.

B. S8ecuencia de DNA en un individuo sano que muestra la base G normal (flecha)
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GRAFICO 12. Catarata acueliforme
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GRAFICO 13. Arbol genealégico de una familia con catarata aculeiforme de transmisién
autosémico dominante y gen mutado CRYGD

GRAFICO 14. A. Mutacién puntual de Guanina a Adenina (flecha) que origina un cambio
de arginina (CGC) a histidina (CAC) en la posicién 58 de la proteina CRYGD del paciente
con catarata aculeiforme
B. Secuencia de DNA en un individuo sano que muestra la base G normal (flecha)

23



XIII. DISCUSION

En nuestro estudio encontramos 6 (22%) casos familiares con
catarata congénita, de los cuales el patron de herencia autosémica
dominante se encontré con mayor frecuencia, en 4 casos (67%) , al
igual que lo reportado en la literatura. La herencia autosémico
recesiva solo se observo en 2 (33%) casos familiares. En los 21
(78%) casos restantes no se documenté otro familiar afectado.
Estos casos aislados pueden tratarse de mutaciones de novo para
un gen autosomico dominante o ser cataratas de origen
secundario.

Los genes que previamente han sido reportados asociados a la
catarata congénita con patron de herencia autosomica dominante
son las cristalinas, conexinas, proteinas de transporte de
membrana y proteinas citoesqueléticaslé. Las cristalinas son
proteinas estructuralmente heterogéneas que constituyen mas del
90% de las proteinas solubles en el cristalino y son criticas para la
transparencia y refraccion del cristalino. Las mutaciones en la
cristalina y que codifica al gen CRYG ha demostrado ser la causa
mas frecuente de las cataratas congénitas hereditarias!7.18, motivo
por el cual en nuestro estudio se evalué la mutacion del gen
CRYGD en un grupo de 11 casos de catarata congénita
Encontramos 2 casos con mutaciones en este gen asociados a
catarata polar anterior y aculeiforme.

En el caso de la catarata polar anterior, se identifico la mutacion
Glul7Lis, que a nuestro conocimiento, es la primera vez que se

demuestra en un individuo con catarata congénita.
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La mutacion RS8H encontrada en la catarata aculeiforme ha sido
demostrada previamente en 3 familias no relacionadas!?9. Heon y
cols. 20 encontré la misma mutaciéon de guanina a adenina en el
nucleotido 411 del exéon 2 del gen CRYGD . Esto indica que la
catarata aculeiforme tiene wuna base molecular especifica
representada por el cambio de Arginina a Histidina en la posicion
58 de la proteina CRYGD.

XIV. CONCLUSION

- Este estudio representa el primer analisis molecular de pacientes
con catarata congénita en nuestra poblacion.

- Las cataratas congénitas se presentan de igual frecuencia en
hombres y mujeres.

- Los fenotipos de catarata congénita mayormente encontrado en
este estudio fueron polar anterior, polar posterior y nuclear.

- Aproximadamente la tercera parte de los casos fueron
hereditarios, siendo el patron autosémico dominante el mas
frecuentemente encontrado.

- Se identificaron 2 mutaciones puntuales en el gen CRYGD en un
caso de catarata polar anterior y en un caso de catarata
aculeiforme.

- Las cataratas fenotipicamente diferentes pueden presentar
mutaciones en el mismo gen y asi mismo fenotipicamente idénticas
han sido localizadas en diferentes loci genéticos, pudiendo
presentar diferentes patrones hereditarios, motivo por el cual, las

cataratas congénitas presentan heterogeneidad genética y alélica.
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- El consejo genético es la base para orientar a los padres y evitar
las consecuencias sociales devastadoras de las grandes familias
afectadas por esta patologia en nuestro medio.

- En los pacientes restantes se completara el estudio molecular del
gen CRYGD vy se realizara posteriormente el analisis de otros genes

asociados a catarata congénita.
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ANEXOS
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ANEXO #1
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Nombre

Edad

Sexo

AHF

Lateralidad

Fenotipo

Patron

Herencia
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ANEXO #2

CARTA DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO

Yo , declaro libremente que

acepto participar de manera voluntaria en el estudio “ANALISIS CLINICO-
GENETICO EN PACIENTES CON CATARATA CONGENITA” que se realizara en el
servicio de Genética del Instituto de Oftalmologia Fundaciéon Conde de Valenciana y
que estard bajo la responsabilidad de la Dra. Silvia Jackeline Ramirez Quito y el Dr.
Juan Carlos Zenteno Ruiz. Se me ha explicado que se requiere de la toma de una
muestra de 10 mililitros de sangre venosa y que esta toma no representa ninguin
riesgo para mi salud mas que la posible formacion de un pequeno moretén en el area
de la puncién. Se me ha asegurado que el material genético que se extraiga de mi
muestra de sangre se utilizara exclusivamente para investigar las alteraciones
genéticas que produjeron mi enfermedad. También me ha sido sefialado que puedo
retirar mi consentimiento para participar en la investigacion en el momento en que yo
lo desee y que esta decision no afectaria la calidad de la atencion que recibo por parte
del personal de este hospital. Finalmente manifiesto que se me han respondido
satisfactoriamente todas mis dudas y que los médicos responsables han sefialado su
compromiso de aclarar las que pudieran surgir eventualmente.

Atentamente, Nombre y firma
México, D.F., a de de 200__
Direccion y teléfono

Médico responsable Nombre y firma
Testigo 1 Nombre y firma
Testigo 2 Nombre y firma
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