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Resumen:

Objetivo: Determinar las caracteristicas clinicas-genéticas de las distrofias
corneales estromales (DCE). Muestra: Casos indices con DCE captados en el
Instituto de oftalmologia “Fundacion Conde de Valenciana” de julio 2006 a julio
2010. Material y método: Evaluacion clinica, exploracion oftalmoldgica y andlisis
molecular que incluye extraccion de DNA, amplificacion por PCR de los exones
4,11,12,13 y 14 del gen TGFBI y secuenciacion de estos exones. Resultados: Se
incluyeron 19 casos indice: 7 tuvieron diagnostico de DC lattice, 5 de DC granular,
2 de DC Avellino, 2 de DC amiloide polimorfica, 2 de DC Reiss-Bucklers y 1 de DC
granular atipica. Se identificaron 6 mutaciones del gen TGFBI en este grupo de
pacientes: Vall13IGli, Met502Val, Ala545Asp, Leu550Pro, Arf555Trp e His626Arg.
Vall13IGli, Leu550Pro y Met502Val son mutaciones nuevas no descritas
previamente en otras poblaciones. Conclusiones: Este es el primer estudio sobre
la caracterizacién genética de las DC ligadas al gen TGFBI en una muestra amplia
de pacientes Mexicanos. Se demostraron nuevas mutaciones, se identificé un
espectro mutacional distinto, se demostré que una misma mutacion puede
ocasionar diferentes fenotipos y que la asociacibn de dos mutaciones en un

paciente puede originar fenotipos atipicos.



Introduccién

Las distrofias corneales (DC) son enfermedades determinadas genéticamente en
donde se observa una opacificacion de alguna de las capas de la cornea y por lo
consiguiente disminucion la transparencia y baja visual. (1). Las DC son
frecuentemente enfermedades bilaterales que inician en las primeras dos décadas
de la vida y mantienen variaciones en la expresion clinica (2,3). Los individuos
afectados manifiestan una sensibilidad corneal disminuida y sensacion de cuerpo
extrafio (si se asocia a erosiones corneales), halos de luz y una disminucién
progresiva de la agudeza visual entre la tercera y quinta década de la vida. La
mayoria de las DC reconocidas hasta hoy mantienen un patrén autosémico
dominante con un alto grado de penetrancia (4). El nimero de DC que afectan el
estroma y la capa de Bowman provienen de una mutacién heterocigota en TGFBI
gue es un gen que se expresa en el epitelio corneal (5) y también en muchos otros
tejidos extraoculares (6) y se encuentra ubicado en el cromosoma 5qg31 (5). En la
actualidad han sido identificadas 6 fenotipos distintos de DC asociados a
mutaciones en TGFBI: (I) DC Granular, (II) DC Lattice (DCL) ,(lll) DC Reis-
Bucklers (DCRB o DC Granular tipo lll), (IV) DC Thiel-Behnke (DCTB o DC
Bowman tipo 1), (V) CDG tipo 2 o Avellino. (VI) Amiloide polimorfica ( 7, 8,9).
Depésitos extracelulares y agregados de proteinas insolubles, amiloide y/o
hialinos son los datos caracteristicos de las enfermedades hereditarias causadas

por mutaciones del TGFBI.

DC estromales son clasificadas de forma habitual de acuerdo con la distribucion

de los depdsitos en la biomicroscopia. DC Granular y Lattice son las dos DC mas



comunes de diagnosticar y son subdivididas en muchos tipos diferentes segun la
edad de inicio, caracteristicas fenotipicas especificas de los depdsitos y el modelo

de transmision hereditaria, entre otras caracteristicas particulares. (9,10).

Estudios histopatologicos de tejido corneal de pacientes con DC ligadas a TGFBI
han demostrado depdsitos hialinos (en DC Granular), amiloide (en DC Lattice) o
una combinacién de ambos materiales (en DCG tipo 1) (11). Actualmente la razén
de porque mutaciones de TGFBI causan depdsitos amiloide mientras que otras

forman depdsitos amiloide no esta del todo claro.

Alrededor de 35 diferentes mutaciones que causan DC del estroma y/o capa de
Bowman han sido identificadas en el gen TGFBI en pacientes de diferentes paises
(9,12,13). Dos Hot spots (regiones donde se encuentran las mayoria de las
mutaciones) que corresponde al residuo arginina en la posicién 124 y 555, son los
sitios méas frecuentes de mutaciones en varias poblaciones estudiadas y se ha
estimado que en estos hot spots se encuentran mas del 50% de las mutaciones
en todas las DC estudiadas (9). Una aparente relacion genotipo-fenotipo ha
surgido de estos estudios moleculares, distintas mutaciones recurrentes
heterocigotas son asociados con 4 fenotipos especificos: p.R555W en DCG tipo |,
R124C en DCL tipo | , R124H en DCG tipo 2 y R555Q en DCTB (4,9,8). Sin
embargo no hay que olvidar que la mayoria de los estudios de las DC ligadas a
TGFBI han sido realizadas en poblaciones caucéasicas u orientales y no se conoce
si esta correlacion se conserva en pacientes de diferentes grupos étnicos. La
caracterizacion molecular de grupos grandes de pacientes con DC provenientes

de diferentes grupos étnicos es muy importante para establecer la relacién actual



del gen TGFBI en poblaciones especificas, asi como para detectar nuevas
mutaciones y nos permitird realizar una clasificacién clinica-molecular mas
especifica. En este estudio presentamos los resultados del andlisis clinico y
genético de un grupo de 19 probandos de origen Mexicano con el diagnostico de
DC estromal o DC de Bowman. Nuevas mutaciones y correlaciones genotipo-

fenotipo no reconocidas fueron identificadas en esta poblacion.

Objetivos

Identificar los tipos de distrofias cornéales hereditarias méas frecuentes, asi como
sus caracteristicas clinicas, localizar los defectos genéticos especificos del gen
TGFBI que originan distrofias cornéales y establecer una correlacion entre las
alteraciones moleculares de TGFBI y el fenotipo corneal causado por esas

anomalias genéticas.

Justificacion

A pesar de que existe una aparente correlacién entre mutaciones especificas de
TGFBI y el fenotipo corneal resultante, la mayoria de los estudios se han realizado
en poblaciones caucésicas u orientales y se desconoce si en pacientes de grupos

étnicos distintos se conserva esta correlacion genotipo-fenotipo.



Métodos

Evaluacion clinica: El estudio fue realizado conforme a la declaracion de Helsinki y
con la previa aprobacion del comité de ética e investigacion del instituto de
oftalmologia “Fundacion Conde de Valenciana”. Se obtuvo el consentimiento
informado de todos los pacientes. Se realizO una exploracion oftalmolégica
completa de cada sujeto afectado que incluira, biomicroscopia, y funduscopia bajo
dilatacion. Se interrogd a los participantes sobre informacion genealdgica
incluyendo el lugar de nacimiento y fueron excluidos pacientes con un probable
parentesco. Defectos somaticos extraoculares o anormalidades fueron
investigados por genetistas clinicos. Del mismo modo se evaluaron a familiares de

primer y segundo grado para determinar su status clinico.

Estudio genético molecular.- EI DNA fue obtenido de leucocitos de sangre
periférica siguiendo la técnicas estandar. Inicialmente, el andlisis genético incluyo
la amplificacion por PCR de los exones 4, 11, 12, 13 y 14 del gen TGFBI usando
cinco pares de primers: 4F:5-TCC CTC CTT CTG TCT TCT GC-3, 4R:5’AGA
CTC CCATTC ATC ATG CC-3’; 11F: 5§ — CTC GTG GGA GTA TAA CCA GT-3,
11R:5’- TGG GCA GAA GCT CCA CCC GG-3’; 12F:5’-AAA TAC CTC TCA GCG
TGG TG-3', 12R:5-TCA ATC CTT GAT GTG CCA AC-3’; 13F:5'-CCT CCT TGA
CCA GGC TAA TTA C-3, 13R:5-GGC TGC AAC TTG AAG GTT GTG-3’; y
14F:5'-CTG TTC AGT AAA CAC TTG CT-3, 14R:5’-CTC TCC ACC AAC TGC
CAC AT-3’). Cada 25 pl de la reaccion de PCR contenia buffer 1x PCR, 100-200
ngs de DNA gendmico, 0.2 mM MgCl, . Los productos de PCR fueron analizados

en geles de agarosa al 1.5% de donde las bandas de los productos amplificados



fueron seleccionados y purificados con ayuda del kit Qiaex (Qiagen, Hilden,
Germany). Se realizé una secuenciacion directa con el kit BigDye terminator
(Applied Biosystems Foster City, CA) se adicion6 10ng del DNA templado en cada
reaccion y se usO una temperatura programada la que incluia 25 ciclos con una
temperatura de desnaturalizacion de 97° por 30s, alineamiento a 50° por 15s y
extension a 60° por 4min. Todas las muestras fueron analizadas en ABI Prism 310
(Applied Biosystems). En todos los casos, las secuencias sentidos y antisentidos
fueron analizados y se corroboraron los cambios presuntivos. La secuencia del
gen TGFBI fue determinada usando la base Ensembl (www.ensembl.org transcript
ID ENST00000305126). El gen TGFBI se analiz6 en familiares de primer grado

independientemente de su status clinico.

Criterios de inclusion

e Sujetos con diagnéstico por biomicroscopia de distrofia corneales
estromales

e Sujetos que acepten realizarse el estudio genético y firmen la hoja de
consentimiento informado.

Criterios de Exclusion:

e Sujetos con una asociacion con sindromes oculares o extraoculares.

Criterios de Eliminacién

e Sujetos que en los cuales no hubo un seguimiento del fenotipo con

documentacion fotografica.


http://www.ensembl.org/

Resultados

Un total de 19 casos indices captados en el Instituto de oftalmologia “Fundacion
Conde de Valenciana” de julio 2006 a julio 2010 (10 femeninos / 9 masculinos)
fueron incluidos en el estudio. El rango de edades fue de 26 a 76 afos. El fenotipo
corneal en todos los pacientes fue corroborado a la exploracion con la lampara de

hendidura y documentado fotograficamente.

Seis de los 19 pacientes fueron diagnosticados con DC Lattice, 4 pacientes
presentaron la tipica DC granular. Tres exhibieron fenotipos atipicos, 2
presentaron CDG tipo 2 o Avellino, 2 DC amiloide polimérfica y 2 pacientes con el
diagnostico de DC de Reis-Bucklers. De los 6 pacientes afectados con la DC
Lattice, cinco pacientes (#14 — 17) presentaron opacidades corneales bilaterales y
simétricas caracterizadas por numerosas y finas lineas translucidas en
empalizada en estroma superficial y medio, mientras que un caso (#18) presentd

la afectacion asimétrica, con un ojo significativamente mas afectado.

Figura 1.- Distrofia corneal de Lattice asimétrico. La fotografia de la cdrnea del paciente #17 demuestra las lineas en empalizada o

Lattice grueso en la cérnea central y periférica (A) con pequefios depdésitos contralaterales (B)



Cuatro pacientes (#4-7) presentaron la tipica DC granular , que esta caracterizada
por demarcadas opacidades centrales en forma de hojuela de maiz o copo de
nieve , con estroma claro entre las lesiones. Dos pacientes (#9 y #10) presentaron
depositos corneales tipicos de DCG tipo 2, con discretas lesiones en empalizada
bilaterales y simétricas en la periferia que se alterna con lesiones granulares en el

centro de la cornea a nivel de estroma medio

Figura 2.- Fenotipo corneal de pacientes con mutacion en L550P TGFBI. (A) El paciente #9 exhibié un patron fino de lattice o
empalizada en la periferia combinada con las lesiones centrales polvorientas. (B) Biomicroscopda del paciente #10 que demuestra

lineas de lattice (a,) y depositos granulares (b,) en el estroma.

El analisis histopatolégico al momento de la queratoplastia penetrante en el

paciente # 10 confirmé el diagnostico de GCG tipo 2.
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Figura 3.- Andlisis histopatoldgico de la cérnea del paciente #10 que manifiesta la mutacion no descrita en p.L550P TGFBI
asociada al tipo de GCD 2. Son evidentes los depdsitos fusiformes amiloideos positivos a rojo Congo a la izquierda, asi como los

depositos granulares con Tricomico de Masson a la derecha.

Dos pacientes (#12 y 13) presentaron la DC amiloide polimoérfica, la cual fue
descrita recientemente un fenotipo caracterizado por opacidades polimorficas,

multiples y poligonales, junto a lineas en empalizada (Figura 4) .

Figura 4. — Fotografia corneal bajo la técnica de retroiluminacion el paciente #12 con mutaciéon de A546D TGFBI. Las opacidades
polimérficas situadas en cérnea central son evidentes. También son evidentes los depdsitos lineales cortos sin un patrén visible en

lattice.

Dos de los pacientes (#8-9) presentaron caracteristicas de DC de Reis-Buckers
con opacidades bilaterales y simétricas en forma de panal de abejas en la

membrana de Bowman.



Figura 5.- Foto clinica de ojo derecho con opacidades subepiteliales microquisticas, dispersas localizadas en membrana basal

epitelial y capa de Bowman

Tres pacientes (#1, #2 y #3) presentaron fenotipos atipicos e inclasificables. El
paciente #1 presentaba opacidades bilaterales difusas localizadas en cornea
central sin afectacion periférica y sin erosiones epiteliales. Las opacidades eran
de tamafio pequefio con poco espacio de cornea clara entre las lesiones. Este
paciente fue clasificado como un tipo de distrofia granular atipica. El paciente 2 se
caracterizaba por presentar multiples lesiones blanco —grisaceas localizadas en el
estroma anterior y numerosas lesiones pequefias no coalescentes, se observaban
en cornea periférica con lesiones de aspecto alargado en el centro de la cérnea. El
caso # 3 presento opacidades centrales simétricas y bilaterales pero no se
reconocieron los depésitos de manera especifica. El estudio histopatologico no

fue posible de realizar y la DC permanece sin clasificar de manera histopatologica.

Solamente uno de los 19 pacientes no presentaba historia familiar de la
enfermedad. Un total de 50 familiares de primero y segundo grado fueron
analizados clinicamente y genéticamente. 24 de los 50 resultaron afectados

(clinica y/o genéticamente) y 26 sanos.
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Analisis Molecular: El analisis molecular de TGFBI revelé6 mutaciones los 19
casos indice, los cuales se desglosan en el siguiente cuadro:
Mutacién de TGFBI |Exon#|  Nueva
Paciente # Fenotipo Clinico Mutacion
1 Granular atipica p.L550P/p.H626R 12/14 Si/No
2 Granular atipica p.V113I 4 No
3 Sin Clasificar** p.M502V 11 Si
4 Granular tipo | p.R555W 12 No
5 Granular tipo | p.R555W 12 No
6 Granular tipo | p.R555W 12 No
7 Granular tipo | p.R555W 12 No
8 Reis-Bucklers p.R555W 12 No
9 Reis-Bucklers p.R555W 12 No
10 GCD tipo 2 p.L550P 12 Si
11 GCD tipo 2 p.L550P 12 Si
12 Amiloide polimérfica p.A546D 12 No
13 Amiloide polimorfica p.A546D 12 No
14 p.H626R 14 No

Lattice

13



15 Lattice p.H626R 14 No
16 Lattice p.H626R 14 No
17 Lattice p.H626R 14 No
18 Lattice (asimetrica) p.H626R 14 No
19 Lattice (asimetrica) p.H626R 14 No

Se observaron un total de 6 diferentes mutaciones: p.V113Il, pM502V, pA546D,
p.L550P, p.R555W, y p.H626R (Tablal). De estas, la mutacion pL550P originada
por el cambio de c.1649T>C en el exén 12, se detecto en 2 pacientes no
relacionados y p.M502V (c1504A>G, exdn 11) son nuevas mutaciones en el gen

TGFBI.

CTG—»CCG ATG—>GTG
FrGGeT GG NQGG_GGCT‘ CCCCCCANTGIGG G ACT
o 110

|

L550P M502V

Figura 6. — Las nuevas mutaciones de gen TGFBI. Figura izquierda, secuencia parcial del exén 12 de TGFBI que demuestra una
mutacion de T a C en la posicion 1649 del nucleétido la cudl predice una mutacion de p.L550P. La figura derecha, muestra
la secuencia parcial del exon 11 del gen de TGFBI que demu estra un cambio de A por G en la posicién 1504 del nucle6tido,
prediciendo una mutacion de p.M502V. Los tripletes involucrados se muestran encerrados en un rectangulo y los cambios del

aminoacido son mostrados debajo de las figuras.
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Cien cromosomas controles fueron analizados para la mutacién p.M502V y 114

para pL550P y ningun alelo demostrd estas mutaciones.

Dos cambios patogénicos simultaneos estuvieron presentes en el gen TGFBI en el
paciente #1 el cual presentd un fenotipo atipico muy dificil de clasificar. Este
paciente presentd un cambio ¢.1649T>C en el exon 12 y al mismo tiempo el
cambio c.1877A>G en el exdon 14, que originaban una mutacion en TGFBI
p.L550P y p.H626R respectivamente. Todos los pacientes que presentaron la
distrofia corneal en Lattice (#14 al 19) presentaron la misma sustituciéon de
nucleodtido de manera heterocigota ¢.1877A>G en el exén 14 del gen TGFBI el
cual representa un cambio de histidina a arginina en el codén 626 p.H626R.
Cuatro de cinco paciente presentaron DCG tipo 1 (#4-7) y el quinto DC Reis-
Bucklers (#8-9) presento el mismo cambio heterocigoto en el exon 12 ¢.1663C>T,
gue representa un cambio de arginina por triptéfano en el codon 555, p.R555W.
Dos paciente con DC amiloide polimérfica presentaron las sustitucion del
nucleotido ¢.1637C>A en el exdén 12 del gen TGFBI, esto causa un cambio en el
aminoacido alanina por acido aspartico en el codon 546, p.A546D. En el paciente
#2 fue identificada una mutacion heterocigota ¢.337G>A en el axon 4 del gen
TGFBI el cual presenta un cambio de valina por isoleucina que remplaza el
residuo 113 (p.V113l). Los pacientes #9 y #10 con el diagndéstico de DCG tipo 2
presentaron un cambio heterocigético en ¢.1649T>C en el exdn 12 del gen TGFBI

en donde se encontré un cambio de leucina a prolina en el codon 550 (p.L550P) .
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Finalmente el paciente #3 presento un fenotipo atipico en ¢.1504A>G en el exon
11, que origina una cambio de metionina por valina en el codon 502 . Se estudio a

la hija de este paciente y se encontrd la misma mutacion.

Discusion.

Es importante tener una caracterizacion de las DC de pacientes de diferentes
grupos étnicos para establecer la contribucién del gen TGFBI en poblaciones
especificas y para detectar nuevas mutaciones permitiendo de esta manera tener
una clasificacion clinico-molecular mas especifica. En este estudio se correlacion6
las caracteristicas clinicas de 19 pacientes con DC estromales y/o de la capa de

Bowman y la condicion de TGFBI en estos pacientes.

Tres nuevas mutaciones del gen TGFBI: p.vV113Il, p.M502V, y p.L550P fueron
identificadas. Valina pl13 se encuentra estrictamente conservado en el gen
TGFBI en muchas especies y existe la hip6tesis que fenotipos atipicos de DC
granular en estos pacientes esta relacionado a una posicién poco frecuente de la
mutacion de TGFBI.(12) La segunda mutacién no descrita es p.M502V y es causa
de un fenotipo no clasificable debido a que causa extensas opacidades corneales .
El residuo metionina en la posicion 502 esta localizada en el dominio FAS3 del
gen TGFBI y se encuentra estrictamente conservado en diferentes especies como
el cerdo, macaco, ratén perro y chimpancé pero esta ausente en ratones , ranas y
el pez cebra. Mutaciones en prolina 501 han demostrado algunos casos de DC de
lattice (14). No se cuenta con estudios histopatologicos que nos permitan una

caracterizacion precisa de este paciente, sin embargo uno de sus parientes de
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primer grado manifest6 el cambio p.M502V en donde se encontraban depdositos en
estroma anterior en ambas corneas. La tercera nueva mutacion detectada fue
p.L550P se encontré en 2 pacientes no relacionados que exhibieron un fenotipo
clinicamente compatible con la DCG tipo 2 (Avellino). El residuo leucina en la
posicion 550 se encuentra localizado en el dominio Fas4 y se encuentra
estrictamente conservado en la proteina TGFBI de diferentes especies como la
rana, pez cebra, ratdn, cerdo, macaco y conejo. El andlisis del exdén 4 del gen
TGFBI de estos dos pacientes no fue positivo en la busqueda de una mutacién en
p.R124H, la cual es caracteristica de la DCG tipo 2 en las poblaciones ya
estudiadas. (11, 15, 16). Nuestros datos revelan que la DC de Avellino o DCG tipo
2 es causada también por una mutacion en p.L550P. Estudios histopatolégicos
realizados en uno de los pacientes mencionados confirmaron los depdésitos

hialinos y amiloide que son caracteristicas de la DC de Avellino.

En uno de nuestros pacientes que presentd un fenotipo atipico, se identificaron
dos diferentes mutaciones en el gen TGFBI, p.L550P y p.H626R. Se han
reportado cuatro casos de asociaciones entre 2 diferentes mutaciones del gen
TGFBI(17) , una de las cuales es un familia francesa con una distrofia corneal
anterior atipica asociada a una mutacion p.R124L y una delecién del residuo
treonina 125 y &cido glutamico 126 (17). Aldave et al (18) describié un sujeto con
una variante fenotipica de lattice asociada con mutaciones en p.A546D y P551Q.
Los mismos cambios fueron encontrados por Klintworth et all (19) en una familia
proveniente de los Estados Unidos que ponen en manifiesto una DCL. No se

encuentra evidencia de un efecto fundador entre estas 2 familias no relacionadas
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(18 , 19). Finalmente 2 mutaciones en donde se encontrd una insercion a 9pb en
el exdn 14 en la posicion 1886_1886 y una mutacion en la posicion 1877, con un

fenotipo atipico de lattice fue descrito por Schmitt-Bernard et al (20).

La mayoria de las mutaciones en el gen TGFBI que causan DC se encuentran en
los residuos 124 y 555 (9). Sin embargo se han encontrado variaciones
especificas en diferentes poblaciones, por ejemplo la DCG tipo 2 que causa un
cambio de p.R124H es la mutacién mas comun de DCG en Japén (21) y p.H626R
es el defecto molecular mas frecuente en la poblacion Vietnamita y presenta una
DC Lattice (15). En nuestro estudio, se identificaron mutaciones en el exon 12
(p.R555W en 5/17 pacientes) y en el exon 14 (p.H626R 6/18 pacientes) vy
sorpresivamente no se encontraron mutaciones en el residuo 124. Nuestro
estudio indica la existencia de importantes diferencias en el espectro mutacional
de TGFGI como se puede observar en la mutacién p.H626R. De esta manera
podriamos especular que un efecto fundador o cambios recurrentes en este sitio
puede ser causante de la alta frecuencia de la mutaciéon p.H626R en los casos de
DC Lattice en poblacién mexicana. Por otro lado, encontramos a 2 pacientes con
la mutacion p.H626R que exhibieron una notable asimetria en los depdsitos
caracteristicos. Se han observado reportes de DC unilaterales o notoriamente

asimétricas. (15, 22, 17).

Los pacientes con DCG tipo I, siguen la correlacion genotipo-fenotipo
caracteristica p.R555W. Sin embargo, dos fenotipos de DC granulares anormales
fueron asociados a mutaciones no clasicas, p.V113l y p.L550P/p.H626R,

respectivamente.
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La mutacion p.A546D, asociada previamente a la DC amiloide polimorfica (23) fue
demostrada en dos de nuestros probandos. El fenotipo observado en estos 2
pacientes es muy similar al descrito previamente por Eifrig et al (23). Hay hasta la
fecha tres familias mexicanas independientes que llevan esta mutacion particular.
Uno de los dos pacientes con DCRB que cuenta con estudios histopatolégicos y
clinicos presenta la mutacion p.R555W en lugar de la clasica p.R124L , que es la
mutacion caracteristica de este tipo de DC (25). Este fue un resultado inesperado
y de acuerdo con los resultados podemos especular que esta DC puede ser una
variante atipica de DCG en vez de DCRB. La paciente con una edad de 26 afos
muy probablemente no ha desarrollado las caracteristicas particulares de esta DC

debida a su corta edad.

Una limitacion que se manifiesta en nuestro estudio es la falta de estudios
histopatolégicos en un gran nimero de nuestros pacientes, esto es debid a que el

tiempo de espera de la queratotomia penetrante es largo en nuestro pais.

Conclusion

Este es el primer estudio sobre la caracterizacion genética de las DC ligadas al
gen TGFBI en una muestra amplia de pacientes Mexicanos. Se demuestran
nuevas mutaciones en poblaciébn mexicana, se identific6 un espectro mutacional
distinto en nuestra poblacion, se demostr6 que una misma mutacion puede
ocasionar diferentes fenotipos y que la asociacion de dos mutaciones en un mismo

paciente puede originar fenotipos corneales atipicos.
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