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l.- INTRODUCCION

El Queratocono (QC), es la distrofia corneal mas comuan, en la cual la cérnea
desarrolla una forma conica debida a un adelgazamiento no inflamatorio del
estroma. Clasicamente tiene su inicio en la pubertad, es progresiva hasta la
tercera 0 cuarta década de la vida, cuando usualmente se detiene.! El
adelgazamiento corneal induce astigmatismo irregular, miopia y protrusion corneal

(figura 1).

El QC generalmente es bilateral, aunque puede inicialmente afectar sélo un ojo ya
que es asimeétrico. Los sintomas son muy variables y dependen del estado de
progresion de la enfermedad. De forma temprana puede no haber sintomas y
usualmente genera disminucion de la agudeza visual corregida, mientras que en la
enfermedad avanzada se presenta distorsibn con pérdida visual importante.
Afortunadamente los pacientes con QC no llegan a la ceguera total por su

enfermedad. ?

Frecuentemente se presenta como una condicion aislada, sin embargo existen
reportes que muestran coexistencia con otros desordenes. Las asociaciones
comunmente incluidas son sindrome de Down, ictiosis, sindrome de Elhers
Danlos, sindrome de Apert, amaurosis congénita de Leber, neurofiboromatosis,
sindrome de Bardet-Biedl, prolapso de véalvula mitral, aniridia, queratoconjuntivitis
vernal, lenticono posterior, distrofia de Avellino, distrofia endotelial de Fuchs,

distrofia corneal Polimorfa Posterior (DCPP) y distrofia en Lattice, entre otras



enfermedades.® También se ha reportado fuerte asociaciéon de QC en usuarios de

lentes de contacto y pacientes con tallado constante de ojos.*

La incidencia de QC varia, se estiman entre 50 y 230 x 100 000 habitantes en la
poblacién general, aproximadamente 1 x 2000. La prevalencia es de 54.5 x 100

000. todos los grupos étnicos y en ambos sexos por igual. *

Fig. 1 Paciente del Hospitall Conde de Valenciana, en donde se aprecia Protrusién corneal por QC

Los signos clinico también difieren segun el grado de progresion. En los casos
moderados o avanzados los signos detectables en la cérnea por biomicroscopia
son adelgazamiento estromal comunmente inferotemporal, protrusion, anillo de
Fleischer, estrias de Vogt, leucomas epiteliales, cicatrices en estroma anterior,

nervios corneales prominentes, signo de Munson y Rizzuti.®



En los casos avanzados, existen cuadros agudos conocidos como Hidrops, que se
presentan con baja visual subita y dolor, en la biomicroscopia se aprecia inyeccion
ciliar y opacidad estromal difusa generada por rupturas en la membrana de
Descemet y edema generado por paso de humor acuoso a través de dichas
rupturas (Fig 2). El edema puede persistir por semanas 0 meses, que disminuye
gradualmente con mejoria del dolor y resolucion de la hiperemia y opacidad

corneal que sera remplazada por una cicatriz. *

Fig. 2: Paciente de nuestra institucién con cuadro agudo de Hidrops, por ruptura de la membrana de Descemet

En la enfermedad temprana, la cornea se aprecia normal a la biomicroscopia, sin
embargo puede encontrarse una ligera distorsion de la luz o aplanamiento en las
gueratometrias. Las sombras “en tijera” o la “gota de aceite” en la retinoscopia son

signos utiles para el diagnéstico.®



Rabinowitz sugiere que la queratometria > 47.20D, adelgazamiento de la cornea
inferior comparada con la superior >1.2D, y cambio del eje astigmatico mayor de
21 grados sugieren el diagnostico de QC con una sensibilidad del 98% y una

especificidad de 99.5%.

Histopatol6gicamente, el adelgazamiento estromal, rupturas en la capa de
Bowman y el depdsito de hierro en las capas basales del epitelio, conforman la
triada clasica del QC. La membrana de Descemet raramente se afecta, excepto en

las rupturas generadas en cuadros de Hidrops. (Fig.3) *

oV o peeaf™

Fig. 3: De Izquierda a Derecha, Flechas: a) Muestra el adelgazamiento estro.r-n_al,' b) Sefiala ruptura en capa de Bowman, c)
Se aprecia depdstio de hierro en epitelio

Se ha considerado al QC como una alteracién del tejido conectivo. La colagena es
un componente corneal importante, ya que da soporte y su disposicion genera la
transparencia caracteristica de esta estructura. Existen subtipos de colagena,
entre los que conforman la cérnea se encuentran el I, 1ll, 1V, V, VI, VIl y VI, los

cuales se distribuyen a través de sus diversas capas (Fig 4).
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Fig 4 : Distribucién de subtipos de colagena en la cérnea, de arriba abajo: Epitelio, Bowman ,Estroma, Descemet, Endotelio
(referencial)

Se han identificado diversos cromosomas que contienen los genes de los subtipos
de colagena y dichos genes pudieran ser excelentes candidatos para la
patogénesis del QC.”® Sin embargo, Brancati en 2004 reporté una familia italiana
con QC autosémico dominante, con 2 generaciones afectadas, 7 miembros con
diagnostico definitivo de QC y 4 con formas de QC frustro, se encontré un
desorden en el cromosoma 3, region pl4-ql3, en donde se localiza en el gen de
la coldgena COL8AL. El andlisis de recombinacidén genética en esta familia definio
una regioén critica entre los marcadores D3S1600 y D3S1278, pero no se

detectaron mutaciones patolégicas en el gen de la colagena COL8A1.°

Es claro que los factores genéticos tienen un papel importante en la etiologia del

QC. Esto ha sido evidenciado por la existencia de diversos casos familiares,



estudios de concordancia en gemelos y la bilateralidad de la enfermedad. La
mayoria de los estudios publicados sugieren una herencia autosémica dominante
con penetrancia incompleta o expresion variable, aunque algunos otros han
sugerido herencia autosémica recesiva. En andlisis previos se reporta
concordancia en gemelos monocigotos mayor que discordancia para el QC, lo que
apoya de forma importante la teoria de un origen genético de la enfermedad.
Aquellos casos de discordancia en gemelos monocigotos pueden indicar que un
cofactor ambiental, en adicién a la susceptibilidad genética son necesarios para
manifestar la enfermedad. La naturaleza bilateral del queratocono, sugiere de

manera importante la presencia de una base genética.’®

En los casos de QC familiar se reporta una incidencia del 6 al 23.5%, con
penetrancia del 20%. Redmond sugiere que grados altos de astigmatismo, asi
como el QC frustro son una expresién incompleta del gen del QC. *°. El estudio
con mayor impacto de evidencia epidemiolégica de factores genéticos en QC fue
el realizado en el Cedars-Sinai Medical Center, el cual estudio a 95 familias con
QC, realizado por Wang, que demostrd que la prevalencia de QC en familiares de

primer grado fue 15 a 67 veces mayor que en la poblacién general. *°

Li y colaboradores en 2004, examinaron 778 pacientes con QC y encontraron que
116 pacientes presentaban datos clinicos de QC unilateral. Se les realizé
seguimiento de 6 meses a 8 afios y aproximadamente el 50% de los 0jos que en
un inicio estaban normales, desarrollaron QC dentro de los 16 afos siguientes. El

mayor riesgo se aprecié en los primeros 6 afios. **



Atilano en 2005 encontré que las cdrneas afectadas por QC muestran tendencia a
presentar menor proporcion de DNA mitocondrial que de DNA nuclear, presentan
menos subunidades de citocromo C oxidasa en las zonas adelgazadas, y un
aumento significativo en el namero de deleciones del DNA mitocondrial,
comparado con las cérneas de control, lo que sugiere que el mayor estrés
oxidativo y la alteracion en la integridad del DNA mitocondrial puede contribuir a la

patogénesis del QC.*

La mutacion en el gen VSX1 reportada por Mintz-Hittner en el 2004, se ha
relacionado con alteraciones craneofaciales, ausencia del techo de la silla turca,
anormalidades en el desarrollo del endotelio corneal, y afeccion del mantenimiento
de las células bipolares de los conos en el sistema visual y las células bipolares
del sistema auditivo™®. El gen VSX1 tiene 5 exones y mide 6.2 kb. ** En el 2001
Ohtoshi y colaboradores determinaron que la estructura exon- intron del gen VSX1
en el humano y el ratén se encuentra totalmente conservada.™ En varios casos de
QC en algunas poblaciones se han demostrado mutaciones puntuales en el gen

VSX1 gene (Visual System Homeobox Gene 1).

Heon en el 2002 identificé 2 mutaciones en el gen VSX1, la primera para Distrofia
Polimorfa Posterior (DCPP), que es un padecimiento bilateral progresivo y
asimétrico que se presenta en épocas tempranas de la vida, la caracteristica
microscopica de esta entidad es un endotelio con células multilaminadas con

apariencia de células epiteliales o fibroblastos. En la exploracion se encuentran



vesiculas en la superficie posterior de la cérnea y lesiones geograficas grisaceas,
puede asociarse a edema estromal, corectopia y adhesiones iridocorneales. La

segunda mutacion fue para QC.*°

Una de las mutaciones responsable del QC afecta el dominio y perjudica la
conformacion de DNA, R166W. Se encontraron otras 2 secuencias alteradas,
L159M y G160D, se asoci6 a QC y DCPP respectivamente, e involucran a una
region adyacente al dominio. En un paciente con DCPP grave, que requirid
transplante corneal a los 3 meses de edad se encontrd substitucion en G160D, y
una cuarta mutacion P247R, en esta familia los pacientes con cambio en G160D
presentaron s6lo DCPP leve a moderada, mientras que la alteracion so6lo en

P247R no gener6 anomalias corneales. *°

Fig 5: Flecha: Vesiculas en endotelio caracteristicas de DCPP

Bisceglia y colaboradores en 2005 encontraron en 3 familias con QC una
transicion de Timina a Citosina en el nucle6tido 323 del exon 1 del gen VSX1,

resultando en una sustituciéon de Leucina a Prolina en el aminoacido 17 de la



proteina (L17P), pero estos hallazgos no han sido reproducibles en otros estudios.

17

Existe una asociacion reconocida entre el QC y el Sindrome de Down,
aproximadamente el 15% de los pacientes con trisomia 21 tienen QC. En el

Sindrome de Down se ha visto implicado el gen Superéxido Dismutasa (SOD1).

Los estudios genéticos muestran que el QC puede estar relacionado al
cromosoma 21 en el cual se localiza SOD1. Dicho gen codifica una proteina de
154 a.a, en estudios muy recientes se muestra una delecion intronica de 7

nucléotidos asociada a QC *2.

Rabinowitz menciona que la ausencia de transcripcion de AQP5 (acuaporina 5,
proteina de membrana reguladora del transporte de agua) se ha identificado en

tejido corneal con QC.*°

II. OBJETIVO

Realizar el analisis de los genes VSX1, SOD1 y AQP5 en pacientes mexicanos

con QC familiar o esporadico y DCPP relacionada.



II. OBJETIVO

Realizar el analisis de los genes VSX1, SOD1 y AQP5 en pacientes mexicanos

con QC familiar o esporadico y DCPP relacionada.

.- JUSTIFICACION

Debido a los avances de la medicina genética, es importante tratar de determinar
el gen afectado en los pacientes con QC, ya que esta entidad afecta
predominantemente jovenes en edad productiva, con gran morbilidad, siendo una
de las primeras causas de trasplante en la poblacion mexicana. Ademas no se han
realizado estudios previos de genes relacionados con QC en pacientes
mexicanos.



IV.- METODOS

Nueve pacientes fueron incluidos en el estudio: Cinco tuvieron diagnoéstico de QC

familiar, 3 de QC esporadico asociado a DCPP y un paciente con DCPP aislada.

A todos los pacientes se les realizO evaluacion oftalmolégica completa,
microscopia especular, topografia corneal, estudio genealdgico y analisis
molecular de las uniones exon/intron y de las regiones codificantes de los genes
VSX1 (2158), SOD1 (200) y AQP5 (630). En cada paciente se analizaron las 2158
bases nucleotidicas del gen VSX1, las 630 bases del gen AQP5 y un fragmento de
al menos 200 bases del gen SOD1 que incluye la region de 7 bases que se ha

reportada con delecion en un reporte previo..

Fig 6: Distribucién de fenotipos en nuestro estudio, 5 pacientes con QC, 3 pacientes con QC y DCPP, 1 con DCPP



El DNA gendmico se obtuvo a partir de leucocitos sanguineos, utilizando técnicas
estandar y un kit Puregene de Gentra Systems. A partir de cada muestra de DNA
se realizO6 PCR para cada gen utlizando oligonucleétidos especificos. Los
productos de PCR se sometieron a electroforesis en geles de agarosa a partir de
los cuales se recortaron las bandas con el DNA amplificado. ElI DNA fue purificado
a partir de la banda de agarosa y el producto fue utilizado como templado para
una segunda PCR en la que se utilizaron didesoxinucle6tidos marcados con

fluorescencia (BigDye Terminator, Applied Biosystems, Foster City, USA).



V.- RESULTADOS

Después de la secuenciacion de las regiones codificantes y de las uniones
exon/intron de los genes VSX1 y AQP5 y de un fragmento de 200 bases del gen
SOD1, no se encontraron mutaciones en ningun paciente. Se reconocieron dos
variantes del intron 1 en el gen AQP5, sin embargo, la frecuencia de estas
variantes en nuestros pacientes es similar a la encontrada en el DNA del grupo

control por lo que se considerd que no tienen relacion con la enfermedad.

.=
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Fig 7: Paciente #3 de nuestro estudio: Gen SOD1, muestra secuencia normal con tracto de 7 nucleétidos asociado a QC. En
todos los pacientes esta secuencia estuvo presente, descartandose la delecion reportada previamente

VI.- DISCUSION

La genética del QC es extremadamente compleja y heterogénea, todo parece
indicar que esta entidad es causada por multiples genes y en muchas ocasiones
puede ser el resultado de interacciones entre los genes y los factores ambientales,
como el tallado de ojos y el uso de lentes de contacto, todo esto hace dificil
identificar claramente un solo defecto genético. Las mejores oportunidades para

identificar genes es en poblaciones con alta concentracién de pacientes con QC,



debido a que se minimiza la heterogeneidad y el analisis genético tiene mayor

validez.

La naturaleza de la enfermedad sugiere que los diferentes subtipos genéticos
pueden resultar en diferentes mutaciones y no todos los casos familiares siguen

los patrones caracteristicos de herencia mendeliana.

A pesar del hecho de que los avances en el conocimiento de la genética molecular
del QC han sido pocos, los marcadores genéticos en familias con QC proveen
indicadores de una anormalidad genética que causa un adelgazamiento corneal
no inflamatorio, el continuar investigando, posiblemente nos lleve a una posible
terapia génica para retardar la progresion de la enfermedad en individuos de alto

riesgo.

La delecion de 7 nucledtidos reportada en el gen SOD1, no fue encontrada en los
pacientes de nuestro estudio, o que nos indica que dicha mutacién no se
encuentra en todos los pacientes con QC, y puede tener cierta preferencia racial,
asi mismo no encontramos mutacion en el gen SOD1 en la poblacién mexicana de

nuestro estudio.

Este es el primer trabajo en el que se analiza el gen de AQP5, debido a la
ausencia de transcripcion antes mencionada por Rabinowitz en pacientes con QC,
consideramos que pudiera ser un gen involucrado en la patogénesis de la

enfermedad, sin embargo no encontramos diferencia respecto al grupo control.






VII.- CONCLUSIONES

Es el primer analisis del gen de AQP5 como parte de la patogénesis del QC.

A pesar de que la muestra es pequefia, nuestros resultados sugieren que las
mutaciones en VSX1, SOD1 y AQP5 no estan comunmente asociadas al QC en
nuestra poblacion.

Estos resultados indican que existe una heterogeneidad genética considerable

entre las diferentes poblaciones con QC.

No se encontrd relacion genética entre el QC y la DCPP en este estudio.

El andlisis genético de grupos mas numerosos, de pacientes con QC de diferentes

origenes étnicos es necesario para identificar la contribucion de cada gen

relacionado con la etiologia de esta entidad.
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