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Introduccién

El estrabismo tiene formas concomitantes e incomitantes. En el
estrabismo concomitante, el angulo de desviacion se mantiene constante en
todas las posiciones de la mirada. El estrabismo incomitante, se caracteriza por
una diferencia en el angulo de desviacion en las diferentes posiciones de la
mirada.

El 5% de los estrabismos son incomitantes y estos incluyen a las
diferentes formas del sindrome de Duane, a la paralisis de la mirada horizontal
y a la fibrosis congénita de musculos extraoculares (FCMEQO). Una de las
primeras descripciones de la FCMEO fue hecha por Baumgarten en 1840, pero
fue hasta 1879 cuando Heuck reporté la ocurrencia familiar en un paciente con
esta condicion. En 1950, Brown acufi¢é el nombre de “sindrome de fibrosis
general” para describir a pacientes con fibrosis de tres o mas musculos
extraoculares (MEO). Fue también Brown quien propuso que los estrabismos
congénitos con oftalmoplejia no progresiva, limitacion activa y restriccion pasiva
de los movimientos oculares resultaban de cambios fibrosos en los musculos y
sus vainas tendinosas. Esta hipétesis se veia apoyada porgue en el momento
de la cirugia los musculos se sentian tensos y porque en los especimenes de
biopsias se encontraba tejido conectivo. Sin embargo, autopsias de estos
pacientes revelaron ausencia de la rama superior del nervio oculomotor,
confirmando que estos desordenes son el resultado de una inervacién

aberrante’.



La FCMEO es una alteracion no progresiva de la motilidad ocular que se
acompafia de blefaroptosis. La incidencia y prevalencia de estos sindromes se
desconoce. Existen reportes de casos tanto aislados como familiares. En los
casos familiares la herencia puede ser autosémica dominante con penetrancia

parcial o completa, o autosémica recesiva®.

Se distinguen tres fenotipos: FCMEO1, FCMEO2 y FCMEQO3. Engle

postulé que existe una correlacién entre el fenotipo y el genotipo®.

La FCMEOL1 se hereda de forma autosémica dominante. La alteracién
genética se encuentra en el locus FEOM1, situado en la region
pericentromérica del cromosoma 12 (12p11.2-q12)*, en el gen KIF21A que
codifica para una proteina motora de kinesina. Los pacientes con FCMEO1
tienen ptosis congénita bilateral no progresiva y oftalmoplejia externa. Se
caracteriza por elevacion del mentén por limitacién a la supraduccion y ojos
fijos en hipotropia. Es comun el estrabismo horizontal y se presenta
frecuentemente con movimientos aberrantes de convergencia o divergencia en
el intento de elevacion. Puede asociarse a fenébmeno de Marcus-Gunn o a
regeneracion aberrante de la rama superior del Il nervio craneal o del
trigémino. Estudios electromiograficos muestran disparos aberrantes de los
MEO y co-contraccién. Tiene una penetrancia completa con poca variabilidad
en el cuadro clinico. En estudios de autopsia se encontré ausencia de la rama
superior del nervio oculomotor e hipoplasia profunda del masculo elevador del

parpado superior y el recto superior °.



La FCMEOZ2 se hereda de forma autosdmica recesiva. El gen se localiza
en el cromosoma FCMEO?2 localizado en 11g13.1. La FCMEQOZ2 se caracteriza
por ptosis bilateral congénita y exotropia con limitacion en todas las ducciones,
principalmente la aduccion y la depresion. El Unico MEO que funciona
normalmente es el recto lateral inervado por el abducens °. Adicionalmente,
cada ojo puede llegar a encontrarse en hipotropia o hipertropia discreta °. Los
reflejos centrales de la motilidad ocular (optocinético y vestibuloocular) estan
conservados, sin embargo la convergencia, asi como los reflejos pupilares
fotomotor y de cerca estan ausentes. Los musculos esfinter y dilatador del iris
son normales y responden de la manera esperada con pruebas farmacoldégicas.
Nakano y colaboradores identificaron a ARIX, previamente llamado PHOX2A,
como el gen mutado en la FCMEO2. PHOX2A codifica para una proteina
homeodominio de un factor de transcripcion, restringido a neuronas en
diferenciacion del sistema nervioso central y periférico. Se piensa que la
FCMEO2 es causada por hipoplasia de los nervios oculomotor y troclear. Esto
esta en concordancia con el conocimiento de que ARIX es un factor de
transcripcion esencial para el desarrollo de los nucleos oculomotor y troclear en
ratones y peces zebra’. Por lo tanto, la mutacién de ambas copias de ARIX se

manifiesta como FCMEO28,

La FCMEO3 se hereda de forma autosémica dominante con
expresividad variable y penetrancia incompleta. El gen responsable se localiza
en el cromosoma 16qg24.2-924.3. Los individuos severamente afectados tienen

ptosis no progresiva y oftalmoplejia de severidad variable. En la posicion al



frente los pacientes estan en hipotropia y/o exotropia con limitaciones de
diferente magnitud a la supraduccién y aduccion.

Los individuos pueden ser moderadamente a severamente afectados.
Generalmente, los pedigries con FCMEOS3 presentan una mayor variabilidad en
el fenotipo que aquellos con FCMEOL o 2. Los pacientes con FCMEOS3 pueden
tener afeccién unilateral o incluso capacidad residual para la mirada hacia
arriba. Existen familias con individuos con FCMEOL y otros con FCMEQOS. Esto
se explica porque algunos pacientes con FCMEQOS3 tienen una mutacién en

KIF21A°.

Engle y colaboradores encontraron heterogeneidad genética en 11
pedigries de FCMEO1™. Todos mostraron herencia autosémica dominante, 9
estaban ligados a FMEO1 y 2 a FMEO3. Yamada y colaboradores, reportaron
que los pacientes con FCMEO1 tienen mutaciones de sentido equivocado
heterocigotas de una proteina motora de kinesina codificada por KIF21A.
KIF21A es una proteina miembro de la familia de las kinesinas (KIFs) que se
definen por su homologia con un dominio motor globular que contiene sitios de
unién para microtdbulos y ATP. Las kinesinas son proteinas que utilizan la
energia derivada de la hidrélisis de ATP para desplazarse a lo largo de los
microtibulos. Estan involucradas en el transporte de vesiculas y cargos
mitocondriales, deslizamiento intermicrotibulos, y el ensamble y motilidad de
husos mitéticos y meiéticos. KIF21 tiene 3 dominios. El primero es un dominio
motor N-terminal que contiene al sitio de union a los microtubulos. El segundo,
el dominio tallo, es un conector flexible entre el motor y la cola, que contiene

repetidos alfa-hélice gracias a los cuales la kinesina puede formar homo o



heterodimeros y “caminar” por el microtubulo. Finalmente, el dominio cola C
terminal, que es donde se cargan las vesiculas para ser transportadas, esto a
través de proteinas adaptadoras o que funcionan como andamios®. Las
neuronas transportan los componentes celulares esenciales por medio de las
proteinas motoras dependientes de microtibulos kinesina y dineina a lo largo
de microtubulos axonales y dendriticos. Existen dos kinesinas muy similares
entre si, KIF21A y KIF21B. La proteina KIF21A se localiza en toda la extension
de la neurona, mientras que KIF21B se concentra en las dendritas®®. KIF21A
tiene 38 exones que codifican para una proteina de 1674 aminoé&cidos. Los

principales hotspots se encuentran en el dominio tallo de la proteina.

Hasta la fecha se han identificado 11 mutaciones distintas en KIF21A
que afectan s6lo a 6 amino&cidos de la proteina: Arginina 954 (responsable del
86% de los casos), metionina 356 y glutamato 944, metionina 947, alanina

1008 e isoleucina 1010%.

Figura 1. Estructura de la proteina KIF21A. La gran mayoria de las mutaciones
se localizan en la region “coiled-coil” que se encuentra en el tallo de la proteina:
arginina 954 (responsable del 86% de los casos), metionina 356 y glutamato
944, metionina 947, alanina 1008 e isoleucina 1010 (figura tomada de Chan

WM et al. BMC Genetics 2007;8:26).



La tomografia computada (TAC) y la resonancia magnética nuclear
(RMN) son auxiliares en el diagnéstico. En la TAC lo que tipicamente se
encuentra es una disminucion en el tamafio de los musculos, particularmente
de los rectos superiores y una forma anormal del globo ocular, y en muy raros
casos se ha encontrado asimetria ventricular ***°. En estudios de RMN en
pacientes con FCMEO tipo 1, se encontrd6 una disminucion de 60% en el
volumen del recto superior y de 30% del recto medial en comparacion con
pacientes sanos. La RMN también detectd una inervacion anormal de todos los

MEO en pacientes con FCMEO™.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Jabak%20MH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Al-Awad%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Beggs%20AH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Engle%20EC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

Planteamiento del problema

La FCMEO es una enfermedad rara que causa alteraciones severas en
los movimientos oculares y ptosis, los cuales tienen un impacto en la funcion
visual y cosmesis de quienes la padecen. Hasta ahora se desconoce la
fisiopatologia exacta de esta enfermedad, y en consecuencia la terapéutica es
limitada. A pesar de que frecuentemente se realizan varios procedimientos
quirurgicos en estos pacientes los resultados funcionales y estéticos no son
completamente exitosos. Para que se pueda progresar en el tratamiento de
esta enfermedad, es indispensable encontrar la alteracion genética
responsable de ella. Otros grupos de investigacién han identificado mutaciones

en el gen KIF21A como las causales de esta entidad.



Justificacion
AlUn no existe ningun estudio genético del la FCMEO en poblacién

mexicana.

Objetivo
El objetivo de este estudio fue identificar las mutaciones en KIF21A en

pacientes mexicanos con FCMEOL vy tipo 3.



Pacientes y método

Estudio clinico:

Se incluyeron 6 pacientes con diagnostico de FCMEO identificados en la
consulta del Departamento de Oftalmologia Integral y del Departamento de
Estrabismo del Instituto de Oftalmologia “Fundacién Conde de Valenciana” de
2000 a 2007. El diagnéstico de FCMEO se realiz6 de acuerdo a la clasificacion
propuesta por E C. Engle > °. Se excluyé a pacientes que no cumplieran con el
diagnostico de FCMEO o que no estuvieran dispuestos a participar en el
estudio. Los criterios de eliminacion fueron que no contaramos con la
exploracion oftalmolégica completa o con el DNA del paciente.

A todos los pacientes se les realiz6 historia clinica, arbol genealogico y
una exploracion oftalmolégica completa que incluia: agudeza visual, refraccion,
exploracion estrabolégica, biomicroscopia, tonometria de aplanacion vy
fundoscopia. Todos los pacientes contaron con estudio de tomografia

computada (TAC) de Orbitas.

Estudio Genético:

Previa aprobacién del Comité de Bioética del Instituto y otorgamiento de
consentimiento informado de cada paciente o de los padres en caso de ser
menor, se obtuvieron por puncion venosa 5 ml de sangre periférica a partir del
cual se realiz6 extraccion de DNA. El andlisis genético del gen KIF21A se
realizd a partir de DNA genOomico extraido de leucocitos de una muestra de
sangre periférica en cada uno de los afectados. La extraccion de DNA se

realizé siguiendo procedimientos estandarizados y detallados por el fabricante



del sistema Quickgene (fujifilm). A partir del DNA extraido se procedi6 a realizar
la amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa, PCR, de los exones
8, 20 y 21 del gen KIF21A, regiones en donde se han descrito la totalidad de
las mutaciones a nivel mundial.

Cada reaccion de amplificaciéon de PCR tuvo un volumen final de 25
microlitros y contuvo buffer para PCR 1X, de 50-100 ngs del DNA gendmico,
0.2 mM de cada uno de los cuatro dNTP’s, 2.5 unidades de enzima Taq
Polimerasa (HotStart, Qiagen), 1mM del oligonucle6tido correspondiente
(sentido y antisentido), MgCl, entre 1 y 3 mM y agua bidestilada c.b.p. 25
microlitros. Se utilizé6 un programa de temperaturas que incluye 1 ciclo de 15
min a 95°C para la desnaturalizacion inicial, 35 ciclos con 1 min de
desnaturalizacién a 95°C, 1 min de alineamiento a temperaturas especificas
para cada par de oligonucle6tidos y 1 min a 72°C para la extension. Por dltimo,
se realizo 1 ciclo a 72°C por 10 min para la extension final.

Los productos obtenidos por amplificacion de PCR se separaron
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.2% con tincion de bromuro de
etidio para identificar las bandas especificas con los productos amplificados,
utilizando como referencia un marcador estandar de peso molecular de 100 pb.
Se reconocieron las bandas de interés y se escindieron del gel para la
purificacion del producto de DNA amplificado utilizando el método de
purificacion por columna (Qiagen). La concentracién del DNA amplificado
obtenido de la purificacion se determind por medio de la comparacién de la
intensidad de las bandas obtenidas con respecto a un marcador de masa

estandar (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen) en un minigel de agarosa al 1.2%



tefido con bromuro de etidio y se procedié a la secuenciacion nucleotidica
directa de los productos de PCR.

Secuenciacién automatizada de los productos de PCR: Se realizaron
nuevas reacciones de PCR para la secuenciacion nucleotidica de cada uno de
los 3 fragmentos génicos en DNA de cada paciente. Cada reaccion se llevo a
un volumen final de 10 microlitros conteniendo 2 microlitros de BigDye
Terminator Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems) con los cuatro
dideoxinucleétidos trifosfatados (ddNTPs) marcados por fluorescencia,
deoxionucleotidos trifosfatados (ANTPs) no marcados, Tris-HCI (Ph 9.0), MgCl;
y la enzima ampliTaqg polimerasa; se agregé ademas 1 microlitro del
oligonucledtido correspondiente a una concentracién de 10 micromolar, 10-20
ngs del DNA de cada producto de PCR como templado y agua bidestilada.
Para esta reaccion de PCR se utilizé un programa de 25 ciclos que incluyen 30
segundos a 97°C para la desnaturalizacion, 15 seg a 50°C para el alineamiento
y 4 min a 60°C para la extension.

Los productos de esta segunda amplificacion de PCR se purificaron por
medio de columnas Centri-Sep (Applied Biosystems) para eliminar el exceso
de oligonucledtidos y de ddNTPs fluorescentes. Cada muestra se resuspendio
en 20 microlitros de formamida y posteriormente se desnaturalizé a 95°C por 5
min. Los productos se analizaron por electroforesis capilar en un secuenciador
automatico ABI Prism 310 (Applied Biosystems) y las secuencias obtenidas del
DNA de los sujetos enfermos se compararon con las secuencias normales de

KIF21A para identificar posibles mutaciones.



Resultados

A todos los pacientes y a sus familiares se les realizé un interrogatorio
dirigido con el fin de poder construir un arbol genealégico. Sin embargo, todos
los casos fueron esporadicos por lo que no fue posible evidenciar ningun tipo
de herencia. El rango de edad de los pacientes estudiados iba de 1 a 20 afios.
Tres eran hombres y tres mujeres (Tabla 1). Dos de los pacientes (pacientes 4
y 6) reunian todos los criterios para la FCMEO tipo 1. Una tercera paciente (la
paciente 1) presentaba un cuadro de FCMEO tipo 1, motivo por el cual habia
sido operada en 2 ocasiones previas de MEO. No sabemos qué tipo de
procedimientos se realizaron, puesto que se llevaron a cabo en otra institucion.
Esta fue la Unica paciente que tuvo una mutacién en el gen KIF21A. En
ninguno de los otros pacientes se encontraron mutaciones en KIF21A. Los
otros tres pacientes (pacientes 2, 3 y 5) no tenian un cuadro de FCMEO tipica
y clasificable. Los tres casos mostraban una asimetria importante del cuadro, lo
cual permitiria clasificarlos como FCMEO tipo 3, sin embargo se asociaban a
endotropia. Asimismo, el paciente 2 presentaba enoftalmos, y los pacientes 3y
5 no cursaban con ptosis. A pesar de esto, todos los pacientes tuvieron
diagndstico de FCMEO por tomografia computada (Tabla 2).

A continuacion se muestran dos tablas que resumen los resultados

clinicos y moleculares de los pacientes estudiados.



Nro. Edad Género Herencia Tipo de | Mutacion en

Paciente FCMEO KIF21A

1 19a Femenino Esporadica Tipo 1 R954W

2 2a Femenino Esporéadica No No
clasificable

3 6a Masculino Esporadica No No
clasificable

4 20 a Femenino Esporéadica Tipo 1 No

5 8a Masculino Esporéadica No No
clasificable

6 la Masculino Esporédica Tipo 1 No

Tabla 1. Se muestra el resumen de las caracteristicas demograéficas, el

tipo de FCMEO vy los hallazgos genéticos de los 6 pacientes estudiados. a =

afos.

Vale la pena mencionar algunas caracteristicas mas sobre cada

paciente. Como se dijo anteriormente, la paciente 1 ya habia sido intervenida

quirdrgicamente en 2 ocasiones previas y presentaba ojo seco en OD

secundaria al tratamiento de la ptosis.




Nro. Capacidad | Tratamiento | Estrabismo | Movimientos Ptosis | TAC Tratamiento Cuadro  clinico
Paciente | visual quirurgico oculares quirdrgico posterior a
previo adicional Cirugia
1 OD 20/25 2 ET 60Dp Limitacién en todas las | Si AO | Adelgazamiento | RARM dinamico | XT consecutiva 25
Ol 20/40 direcciones AO, mayor de complejos | + avanzamiento | Dp
limitacion musculares dinamico de RL | Limitacién supra e
supraducciones superiores AO | AO Tira cantal + | infraduccion
riendas al frontal
2 OD 20/400 | No ET 65 Dp Limitacion OD > Ol Si AO | Fibrosis de | RARM+ Placa de | OD ojo fijo
Ol 20/40 Enoftalmos MEO silicon piso | ET 8 Dp
(alos 6 a) oD generalizada orbitario OD
OD>0l
3 OD 20/50 No ET 15 Dp Restricciobn en todas | No Fibrosis de | No
Ol 20/40 las direcciones OD MEO AO
excepto ADD
4 OD 20/200 | No ET 15Dp Limitacién en todas las | Si AO | Fibrosis de | No
Ol 20/20 direcciones AO, mayor MEO AO
limitacion a
supraducciones
5 OD 20/25 No ET25Dp OD limita a la ABD No Fibrosis de | No
Ol 1/200 Ol limita en todas MEO Ol
direcciones
6 AO sigue y | No ET 95Dp AO limitan a las | SiAO | Fibrosis de | No
fija objetos supraducciones y a la MEO AO

ABD

Tabla 2. Se muestra un resumen de los resultados clinicos de los pacientes estudiados. OD= ojo derecho, Ol = o0jo izquierdo, AO =
ambos ojos, ET = endotropia, Dp= dioptrias prismaticas, ADD = aduccion, ABD = abduccion, RARM = retroinsercion de ambos

rectos mediales, RL = recto lateral, XT = exotropia.




Figura 2. TAC de orbitas de la paciente Nro 1. Se evidencian el

adelgazamiento de los complejos musculares superiores y la endotropia.

La paciente 2 tenia 2 afios al momento del diagnéstico. Presentaba
enoftalmos y una menor agudeza visual en OD. Por esto ultimo se solicitaron
potenciales visuales evocados, los cuales se encontraron alterados en OD. A
los 6 aflos de edad, con uso de lentes aéreos con su maxima correccion

alcanzaba una agudeza visual de 20/400.




Figura 3. TAC de oOrbitas de la paciente No. 2. Se observan el recto
interno fusionado con el recto inferior que estd engrosado y complejos

musculares superiores engrosados

El paciente 3 presentaba ademas encurvamiento de huesos largos y
talla baja con probable displasia 6sea asociada, por lo que se refirié al Centro
Nacional de Rehabilitacion.

La paciente 4 mostraba asimetria facial, con distancia orocantal derecha
de 80 mm e izquierda de 73 mm, braquidactilia importante en manos con
hipoplasia del 4° metacarpiano bilateral.

El paciente 6 presentaba debilidad facial, hipotonia, epicanto bilateral,
retrognatia, mala oclusion, mordida cruzada, criptorquidia izquierda,
hiperlaxitud de articulaciones, manchas mongdlicas, clinodactilia bilateral de
quintos dedos de manos, pie plano bilateral y movimientos de manos y brazos

no clasificables pero que llamaban la atencion.

La mutacién en KIF21A en la paciente 1 (Figura 4) , es la mutacién mas
frecuentemente descrita en la literatura, en la que se sustituye una citosina por
una timina en el codén 954, de tal forma que el triplete CGG que codifica para
arginina cambia a TGG que codifica para triptofano (R954W). Esta mutacién
causa una alteracion en la conformacién del dominio tallo de la proteina, lo cual

la hace disfuncional.



Figura 4. Secuenciacion del exon 21 del gen KIF21A. La flecha indica la sustitucion de citosina por timina, lo que origina un cambio

de un codon CGG (arginina) a TGG (triptofano).



Discusién

Los diversos cuadros clinicos de los pacientes de esta serie resaltan la
naturaleza variable de estos sindromes. A pesar de que es un pequefio nimero
de pacientes, la mitad de ellos tienen FCMEO tipo 1, lo cual estd en acuerdo
con lo reportado en la literatura que dice que la FCMEO tipo 1 es la mas comun
de todas las FCMEO'. Llama la atencién que todos los casos sean
esporadicos. A pesar de que hay reportes de casos de FCMEO que se
acompafian de Sindrome de Marcus-Gunn, hipoplasia del nervio Optico,
microftalmos, coloboma, hernias inguinales bilaterales, criptorquidia unilateral,
sindrome de Joubert o sindrome de Prader-Willi, es inusual encontrar involucro
sistémico en los pacientes con FCMEO. En esta serie, tres de los pacientes
tuvieron alteraciones sistémicas aunadas a la FCMEO: El paciente 3
presentaba ademas encurvamiento de huesos largos y talla baja con probable
displasia 6sea asociada. La paciente 4 tenia asimetria facial, braquidactilia con
hipoplasia del 4° metacarpiano bilateral. Finalmente el paciente 6 tenia
debilidad facial, hipotonia, retrognatia, mordida cruzada, criptorquidia izquierda,
hiperlaxitud de articulaciones, manchas mongdlicas, clinodactilia bilateral de
quintos dedos de manos y pie plano bilateral. Es posible que la FCMEO en
estos pacientes con manifestaciones sistémicas se deba a la alteracion de otra
proteina, que participa también en la correcta formacion de las otras
estructuras afectadas. Posiblemente, sea por eso que tenemos cuadros no
clasificables. Debe recordarse que las kinesinas son soélo algunas de las

proteinas involucradas en el transporte de vesiculas a lo largo de los



microtubulos, y que para la formacién y migracion de dendritas se requiere de
muchas otras proteinas. Es decir, los pacientes en quienes no se encuentra la
mutacion en KIF21A, muy probablemente tengan alterada una proteina
relacionada o que participa en el mismo sistema de transporte.

Para poder realizar mas avances en el tratamiento de la FCMEO, es
necesario reunir una mayor cantidad de casos, asi como dilucidar cuales son
las alteraciones subyacentes en los pacientes con diagndstico de FCMEO pero
sin mutacion en KIF21A. Asi podré realizarse en el futuro una terapia dirigida a

corregir la alteracion especifica a nivel molecular.
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