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RESUMEN

Introduccién. La enfermedad de Stargardt es una distrofia retiniana autosémica recesiva,
tiene una prevalencia de 1 en 8000-10000 en la poblacion y es reconocida como la causa
mas comun de distrofia macular juvenil hereditaria. Tipicamente, inicia temprano en la
edad escolar o adolescencia y se caracteriza por una disminucion rapida, gradual y bilateral
de la agudeza visual, aparicion de escotomas centrales, discromatopsia, fotofobia y el
desarrollo de “flecks” amarillos-naranjas alrededor de la méacula y/o en la periferia media.
La enfermedad es causada por mutaciones en el gen ABCA4 que esta localizado en el
cromosoma 1. Este gen esta compuesto por 50 exones que codifican una proteina que
pertenece a la familia de transportadores ABC que tiene funciones criticas en el
metabolismo de 10s fotorreceptores. A la fecha, mas de 600 variantes genéticas en el gen
ABCA4 se han reportado en todo el mundo. En este trabajo, nosotros describimos el primer
analisis molecular del gen ABCA4 em sujetos mexicanos con enfermedad de Stargardt.
Métodos. Veinte y dos casos esporadicos y 8 familiares fueron incluidos en este estudio.
Todos los probandos tuvieron una exploracion oftalmolégica completa incluyendo fonde de
ojo, fluorangiografia y electrorretinograma. Se obtuvieron muestras de sangre a través de
venopuncion y el DNA genomico fue extraido. Posteriormente, se llevd a cabo
amplificacion por reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR) de los 50 exones y uniones
exon-intron del gen ABCAA4, utilizando pares de primers derivados de la secuencia ABCA4.
Los productos de la PCR fueron purificados y directamente secuenciados utilizando el
método de BigDye terminator. DNA de 75 individuos controles fueron analizados para
validar las mutaciones nuevas (de sentido equivocado).

Resultados. Veinte y cinco de 30 probandos tuvieron AL menos uma mutacion en el gen

ABCA4: 8 pacientes fueron homocigotos, 12 fueron heterocigotos compuestos y 5



heterocigotos. De 30 variantes patogénicas encontradas, 24 fueron de sentido equivocado, 2
sin sentido, 2 deleciones sin desplazamiento del marco de lectura, 1 insercidbn com
desplazamiento del marco de lectura y una mutaciéon de splice. Fueron identificadas 12
mutaciones nuevos no reportadas internacionalmente.

Discusion. Se realizé el primer estidio y analisis molecular del gen ABCA4 en sujetos
mexicanos con enfermedad de Stargardt. Dos alelos mutados fueron encontrados em 67%
de los pacientes, mientras em 17% de los casos solo se identific6 uma mutacién. Um total
de 30 diferentes mutaciones fueron identificadas, 12 de las cuales son nuevas. La mayoria
de las variantes son sustituciones y causan mutaciones de sentido equivocado. La mutacién
mas frecuente en la poblacion de estadio fue G818E; mientras el exon mas afectado fue el
namero 38. En conclusion, nuestro estudio permitid establecer el espectro mutacional del
gen ABCA4 en poblacion mexicana lo cual serd relevante para futuros pacientes estudiados
con esta enfermedad y serd la base para estudios de terapia génica relacionada com esta

enfermedad.



ANTECEDENTES

GENERALIDADES DE DISTROFIAS RETINIANAS HEREDITARIAS

Las distrofias de la retina son un grupo de enfermedades genéticas caracterizadas
por la degeneracion y atrofia de capas o células retinianas especificas. Constituyen la causa
mas comun de deficiencia visual hereditaria y tienen una prevalencia estimada de 1 en
1500-2000 sujetos en la poblacion general (1). Las distrofias retinianas hereditarias
presentan una gran variacidn en sus caracteristicas fenotipicas y esto puede deberse a
mutaciones en diferentes genes, diferentes mutaciones en un mismo gen, variabilidad en el
genoma en el que un gen mutante es expresado o a la modulacion del fenotipo por factores
ambientales. Ademas, el diagnostico preciso puede dificultarse por los cambios retinianos
que suceden durante la progresion de la enfermedad (2). En afios recientes, las técnicas de
analisis genético molecular han revolucionado la comprensiéon de las bases biologicas
moleculares de las distrofias retinianas hereditarias (3).

Las distrofias retinianas se clasifican de acuerdo a su evolucion clinica en
estacionarias o progresivas y al sistema de fotorreceptores (conos o bastones) que esta
principalmente afectado. Los conos operan durante condiciones de luz brillante (fotopicas)
y proporcionan la vision tricromica en color, mientras que los bastones funcionan en la
oscuridad (escotopica). La region macular localizada en el centro de la retina es rica en
conos y se encarga de maximizar la vision detallada, en tanto que la region periférica es
dominada por los bastones que proporcionan un campo de visidon adecuado y deteccion de
movimiento (3,4).

Distrofias Retinianas de bastones o periféricas: Las alteraciones que afectan

primariamente el sistema de bastones como la retinitis pigmentosa y la coroideremia se



presentan inicialmente con ceguera nocturna (nictalopia) y pueden progresar hasta causar
pérdida sustancial del campo visual periférico. Sin embargo, la vision central esta
preservada, al menos hasta etapas tardias de la enfermedad. Estas enfermedades se
clasifican como distrofias periféricas (5-9).

Distrofias retinianas de conos o centrales: Las alteraciones primarias del sistema de

conos (distrofias de conos) se manifiestan inicialmente con pérdida de la agudeza visual
central (vision borrosa) y de la vision al color y no afectan significativamente la vision
periférica a menos que el sistema de bastones se encuentra también afectado (distrofias
cono-baston). Algunas enfermedades afectan a ambos sistemas de fotorreceptores en la
zona especializada central de la retina, estas enfermedades son llamadas distrofias
maculares (4,10-11). Dentro de este grupo, la enfermedad de Stargardt o distrofia macular
juvenil es la alteracion mas comun.

Distrofias retinianas sindrémicas: Aunque la mayoria de pacientes con una distrofia

retiniana tienen una degeneracion retiniana sin asociacidn a anomalias extraoculares,
existen algunas formas de distrofia retiniana sindromicas en las que la degeneracion
retiniana progresiva se acompafa de alteraciones sistémicas. En algunos casos, estas formas
sindromicas son causadas por defectos metabolicos conocidos y por lo tanto permiten
conocer las bases fisiopatologicas de la alteracion retiniana. Durante la evaluacion de un
paciente con distrofia retiniana, el clinico debe estar alerta acerca de posibles signos
fenotipicos acompafiantes que permitan la identificacion de entidades sindromicas bien
definidas. Tal es el caso de la hipoacusia en el sindrome de Usher, la polidactilia y obesidad
en el sindrome de Bardet-Biedl, y la ptosis y oftalmoplegia progresiva en el sindrome de

Kearns-Sayre, entre otros (7-8, 12-15).



ENFERMEDAD DE STARGARDT

ANTECEDENTES Y CUADRO CLINICO. En 1909, el oftalm6logo aleman Karl Bruno
Stargardt describid por primera vez una enfermedad de transmision hereditaria autosémica
recesiva en 7 pacientes pertenecientes a 2 familias que presentaban pérdida visual bilateral
en las 2 primeras décadas de la vida. En etapas tempranas, el fondo de ojo era normal pero
evolucionaba hacia atrofia macular asociada con manchas pequefias amarillentas profundas
perimaculares (16). Cincuenta afios mas tarde, Rosehr revalor6 a dos de los pacientes
originales de Stargardt y demostrd que presentaban buena funcion periférica (17). En 1963,
Franceschetti describié un cuadro similar en que las manchas amarillentas se extendian
hacia la retina periférica y al que denominé Fundus Flavimaculatus (18). Actualmente, los
términos fundus flavimaculatus (FF) y enfermedad de Stargardt se usan para nombrar un
grupo heterogéneo de trastornos hereditarios de la retina con herencia autosémica recesiva
ocasionados por mutaciones en un mismo gen, denominado ABCA4 (19-21). Se ha
reconocido que hasta el 2% de la poblacidon puede portar mutaciones en este gen (entre
afectados y heterocigotos sanos), lo que hace que sea la segunda enfermedad hereditaria de
la retina mas frecuente solo después de la retinitis pigmentosa (22).

La enfermedad de Stargardt/fundus flavimaculatus es una distrofia retiniana con una
frecuencia estimada de 1/10000 individuos y que se caracteriza por la presencia de “flecks”
blancos-amarillentos (figura 1) a nivel del epitelio pigmentado de la retina que pueden estar
concentrados en la fovea (enfermedad de Stargardt) o dispersas por toda la retina periférica
con involucro macular minimo (fundus flavimaculatus) (4,11). Es considerada la distrofia
macular juvenil hereditaria mas comin y la severidad de la deficiencia visual depende del

grado de afectacion macular (23). La enfermedad de Stargardt se presenta tipicamente en la



infancia tardia o adolescencia temprana, generalmente entre los 6 y los 20 afios de edad. Se
manifiesta frecuentemente con una pérdida répida de la agudeza visual, en un lapso de
pocos meses. Los “flecks” foveales originan atrofia macular a medida que la enfermedad
progresa y resultan en una vision central severamente disminuida, generalmente asociada a
un registro de 20/200 de agudeza visual (24). La variedad de fundus flavimaculatus tiende a
presentarse mas tardiamente y con frecuencia se asocia con preservacion de la vision
central (24). La fluorangiografia en ambas enfermedades se caracteriza por una coroides
oscura que resulta del bloqueo de la fluorescencia coroidea normal por depositos de
lipofuscina en el epitelio pigmentario de la retina (EPR). Este signo se considera
patognomoénico de la enfermedad y se observa desde la primera fase del estudio
denominada fase coroidea a pocos segundos de iniciada la angiografia . Se observa en un

65-85% de los pacientes con enfermedad de Stargardt (25).

B Enfermedad de Stargardt

Figura 1. A Fotografia de fondo de ojo normal. B Fotografia de fondo de ojo en un paciente con enfermedad
de Stargardt. Se observan los flecks (manchas amarillas-blanquecinas) caracteristicos de la enfermedad.

Actualmente se considera que el Fundus Flavimaculatus y la enfermedad de

Stargardt son la misma enfermedad, aunque la Gltima representa un estado mas avanzado y



extendido de almacenamiento de lipofucsina y de dafo a nivel del EPR. En los tltimos afios
se han propuesto varias subclasificaciones para la enfermedad de Stargardt y la mayoria de
¢sas tomen en cuenta las caracteristicas funduscopicas y de los hallazgos
fluorangiograficos. En funcion de estas dos caracteristicas la enfermedad de Stargardt se

subdivide en 4 grupos (26-30):

1. Fondo de ojo color bronce y silencio coroideo. Es el estadio mas precoz de la
enfermedad de Stargardt y del fundus flavimaculatus. El fondo de ojo es
practicamente normal excepto por el excesivo pigmento en el EPR a nivel macular,
lo que produce el color bronce y que oscurece los detalles de fondo en la coroides
(18, 26-30).

2. Maculopatia atrofica con o sin “flecks” amarillentos. Es lo que clasicamente se
ha llamado Enfermedad de Stargardt. Inicialmente la pérdida de EPR puede ser tan
minima que en algunos pacientes s6lo se pone de manifiesto con el estudio
fluorangiografico. El fondo color bronce y el silencio coroideo pueden no ser
evidentes en la primera década de la vida. Sin embargo, mas tarde aparecen las
lesiones amarillentas y el almacenamiento de lipofuscina. El grado y el patron de la
zona de atrofia en el area macular varian importantemente y no siempre se
correlacionan con el grado de pérdida visual. Es muy comun que aparezca un patron
macular en ojo de buey (“bull's eye”) y en estos casos puede asociarse a escotoma
anular, que permite conservar agudezas visuales hasta la edad de 40 afios (30).
Estas 4reas de atrofia macular son siempre mas evidentes angiograficamente. Si el
numero de lesiones amarillentas y el area de atrofia son extensos, el silencio

coroideo puede no ser evidente en el polo posterior, pero suele estar preservado en



el area peripapilar. Estos pacientes pueden desarrollar en ocasiones cambios
excéntricos a nivel del EPR que incluyen hipertrofia, hiperplasia, metaplasia fibrosa
y atrofia. Ocasionalmente también pueden desarrollar neo-vascularizacion coroidea
(subretiniana) y cicatrices disciformes en la macula (30). La prueba de vision de
colores normalmente muestra una discromatopsia rojo-verde leve (31). Muchos
pacientes presentan un alargamiento del tiempo para adaptarse a la oscuridad. Los
hallazgos de electrorretinografia (ERG) convencional generalmente son normales o
discretamente alterados por una prolongacion de la onda b (32-33). Sin embargo, el
ERG multifocal es capaz de revelar amplitudes subnormales correspondientes al
campo visual central aun en estadios tempranos. Algunos pacientes desarrollan
fotofobia y evidencia electroretinografica de distrofia de conos (33-34).
Maculopatia atréfica con signos y sintomas tardios de retinitis pigmentosa. Los
datos clinicos son similares a los del grupo 2, pero en edades mas tardias de la vida
aparecen signos y sintomas de retinitis pigmentosa, incluyendo nictalopia, pérdida
difusa de pigmento del EPR, estrechamiento de los vasos retinianos y
anormalidades del ERG fotopico y escotopico. Se considera que estos pacientes
padecen realmente una distrofia de conos y bastones producida por mutaciones
severas en el gen ABCA4 (35-37).

Flecks amarillentos no asociadas a atrofia macular. Es el cuadro clinico descrito
por Franceschetti y conocido como Fundus Flavimaculatus (21). Estos pacientes
pueden tener lesiones amarillentas centrales y paracentrales con minima evidencia
angiografica o fundoscopica de atrofia del EPR entre estas lesiones. La agudeza
visual puede ser normal si el centro de la fovea no estd afectado por una de estas

lesiones, aunque muchos pacientes tienen un gran fleck en la foveola y agudeza



visual disminuida. En la FAG suele observarse el “silencio coroideo”. En ausencia
de informacién del resto de la familia y cuando no existe evidencia clara del
“silencio coroideo”, puede ser muy dificil diferenciar el fundus flavimaculatus de

una distrofia en patron.

HISTOPATOLOGIA

La histopatologia en las etapas tempranas de enfermedad de Stargardt indica que los
flecks caracteristicos y el silencio coroideo resultan del depdsito de granulos del pigmento
lipofuscina en las células del EPR. A medida que progresa la enfermedad, se presenta
degeneracion del EPR y pérdida de fotorreceptores (38-39).

La lipofuscina es un desecho indigerible intracelular que es resistente a la
degradacion enzimdtica lisosomal (40). En el EPR esta sustancia forma cuerpos
intracitoplasmaticos compuestos de lipidos autofluorescentes que son el resultado de
intermediarios indigeribles formados durante la degradacion de la membrana de los
segmentos externos de los fotorreceptores (41). La acumulacion de lipofuscina en el EPR es
paralela a la densidad de fotorreceptores y correlaciona con la actividad metabolica del
EPR con respecto a la fagocitosis de los segmentos externos de los fotorreceptores (40). De
este modo, las tasas mds altas de formacion de lipofuscina ocurren en la macula y
especialmente en la region perifoveal. Los niveles elevados de este compuesto ocasionan
degeneracion del fotorreceptor y el cuadro clinico de la enfermedad de Stargardt (40).

La lipofuscina se encuentra presente en retinas normales e incrementa su

concentracion con la edad. Sin embargo, la cantidad de lipofuscina encontrada en retinas



con la enfermedad de Stargardt es 2-5 veces mayor que los controles de la misma edad

(42).

GENETICA

La enfermedad de Stargardt se transmite hereditariamente con un patréon autosdémico
recesivo y estos casos se deben a mutaciones en el gen ABCA4 (por sus siglas en inglés
ATP-binding Cassette transporter Retina gene, subfamilia A, miembro 4 o ABCA4),
localizado en el locus STGD1 en el cromosoma 1p13-p21 (43-44). El gen ABCA4 codifica
una proteina transportadora ABC especifica de retina denominada “proteina rim” (RmP)
que juega un papel fundamental en el ciclo de retinoides entre el fotorreceptor y el EPR
(44).

Se han descrito algunos casos de enfermedad de Stargardt con transmision
autosdmica dominante y en algunas familias se ha demostrado que mutaciones en el gen
ELOVLA4 son responsables de esta forma de la enfermedad (STDG3) (45). Ademas, se han
descritos otros 2 loci relacionados con variantes dominantes de la enfermedad (“Stargardt-
like”) en 13q (STGD2) y en 4p (STGD4) (46-47) pero se desconocen los genes

relacionados a estas formas poco frecuentes.

GEN ABCA4 (ABCR)

En 1997 se identifico el gen responsable para la enfermedad de Stargardt. Estudios
de ligamiento iniciales mapearon el gen de Stargardt-Fundus flavimaculatus a la region
Ip13-p21 (48,49). Otros estudios de ligamiento refinaron la localizacion del gen a 2
centimorgans entre los marcadores polimorficos DIS406 y DIS236 (50). Finalmente,

Allikmets et al, realizaron la clonacion posicional en esta region candidata e identificaron al



gen ABCA4 como el responsable de la enfermedad (37). El gen ABCA4 esta constituido por
50 exones que codifican un RNAm de 8 Kb y que se traduce en una proteina de 2273 amino

acidos denominada Rim (RmP) (51-53).

MUTACIONES DE ABCA4 EN ENFERMEDAD DE STARGARDT Y OTRAS
DISTROFIAS RETINIANAS HEREDITARIAS

Hasta la fecha se han descrito mas de 600 mutaciones distintas en el gen ABCA4 en
pacientes con la enfermedad de Stargardt/fundus flavimaculatus. Estos cambios en la
secuencia estan distribuidos a lo largo de todo el gen y corresponden en su mayoria a
mutaciones de sentido equivocado (54-55). Ciertos alelos mutantes parecen ser comunes y
tener una frecuencia alta en ciertas poblaciones, muy probablemente a causa de un efecto
“fundador” (56-57).

Ademas de la enfermedad de Stargardt, las mutaciones en ABCA4 pueden originar
también distrofia de conos y bastones tipo 3 autosémica recesiva (AR) (35,36,58-67) y
retinosis pigmentaria tipo 19 (36, 61-63, 68-73); de hecho, recientemente se ha evidenciado
que mutaciones en este gen pueden ser la mayor causa de distrofia de conos y bastones AR
ya que hasta 65% de los pacientes con este fenotipo pueden presentar mutaciones de este
gen (35).

El gen ABCA4 también estd implicado en la patogénesis de la degeneracidon macular
relacionada a la edad (DMRE). Allikmets et al., estudiaron la hipdtesis original que
ABCA4 es un locus dominante para susceptibilidad a DMRE examinando a 1218 pacientes
no relacionados con esta enfermedad y los compararon con sujetos controles. Ellos
identificaron que los cambios G1961E and D2177N fueron encontrados en 40 pacientes

(3.4%) y solamente en 13 sujetos control (0.95%). Esas diferencias fueron estadisticamente



significativas ya que el riesgo de DMRE se elevd aproximadamente 3 veces en portadores
de la variante D2177N y aproximadamente 5 veces en portadores de G1961E (74,75). Sin
embargo, otros grupos no han podido replicar estos hallazgos (72-74). Es dificil inferir la
patogenicidad de mutaciones heterocigotas en el gen ABCA4 debido a que la frecuencia de
portadores en la poblacion general es elevada y fluctia entre 2-3% (76-78); no obstante,
debido a su funcién primordial en la retina, se sugiere que mutaciones heterocigotas en el
gen ABCA4 pueden predisponer al desarrollo de DMRE.

Van Driel et al., han propuesto un modelo denominado de actividad residual que
intenta correlacionar los hallazgos entre el fenotipo y el genotipo en enfermedades
retinianas causadas por mutaciones en ABCA4. Este modelo establece que los diferentes
fenotipos son el resultado de una variedad de combinaciones de mutaciones que originan
deficiencias leves, moderadas y/o severas en la funcion de la proteina codificada por este
gen. En otras palabras, la severidad de la enfermedad podria ser explicada por la cantidad
de actividad residual de RmP asociada a los genotipos mutantes de ABCA4. Por ejemplo,
dos mutaciones severas originan una retinitis pigmentosa por ausencia de actividad de
RmP; una mutacion severa y otra moderada resultan en una actividad minima de RmP, lo
que produciria una distrofia de conos y bastones; pacientes con una mutacion severa y una
leve o dos mutaciones moderadas resultarian en una enfermedad de Stargardt (figura 2).
Este modelo termina por proponer que un paciente con un alelo “silvestre” y otro mutado

incrementarian el riesgo para el desarrollo de DMRE (30, 37).



A Enfermedad de Stargardt Distrofia de Cono-Baston Retinitis Pigmentosa

Funcion parcial Ausencia de
de ABCA4 ABCA4

Bisretinoides

Flecks pisciformes

Figura 2. A. Fotografias de fondo de ojo en enfermedad de Stargardt, distrofia de cono-baston y retinitis
pigmentosa. B. Modelo de la actividad residual en las enfermedades antes mencionadas. Se muestra los
efectos de la funcion disminuida de ABCA4 y la acumulacion de metabolitos de la vitamina A (bisretinoides)
(simbolos amarillos) sobre el lado interno del disco del segmento externo de los fotorreceptores. En la
enfermedad de Stargardt hay reduccion leve de la funcion en Abca4 con escasa formacion de bisretinoides;
pérdida de la funcion moderada en la distrofia de conos-bastones con acumulacion intermedia de bisretinoides
y pérdida completa de la funcidn en la retinitis pigmentosa con acumulacion maxima de bisretinoides. C.
Efectos histopatologicos de la reduccién de la actividad de ABCA4. En la enfermedad de Stargardt la tasa de
formacion de bisretinoides en el segmento externo es lento y los fotorreceptores no son directamente dafiados.
Se acumula escaso material debajo del EPR y forma los flecks. En la distrofia de cono-baston hay moderada
pérdida de conos primero y después de bastones, y en retinitis pigmentosa hay completa pérdida de conos y
bastones con una evolucion mas rapida (Modificado de: Sheffield et al. Genomic and the Eye. N Engl J Med.
2011; 364: 1932-42 (79).



Ciertos alelos mutados causantes de la enfermedad de Stagardt, como G863A,
A1038V y GI961E parecen ser mas comunes y pueden estar presentes en varias
poblaciones, presumiblemente a causa de un efecto fundador (56,57). No obstante, para la
mayoria de las poblaciones las mutaciones son unicas y no reiterativas. En Italia, Simonelli
et al., en los afios 2000 y 2005, estudiaron 11 y 18 familias, respectivamente. En ambos
estudios la mutacion mas cominmente encontrada fue G1961E. Esta mutacion también es
una de las mas frecuentes en diversos estudios realizados en Estados Unidos, donde hasta
un 10% de los pacientes con enfermedad de Stargardt de origen blanco la presentan (21,
76). Rivera et al. en el 2000 en poblacion alemana estudiaron 144 pacientes con esta
enfermedad y encontraron 3 alelos frecuentes G1961E (20.5%), A1038V (12.7%) y
2588G>C (10.2%) (78). En 2002, Fukui et al estudiaron 10 pacientes japoneses con
enfermedad de Stargardt no encontrandose reiteracion de mutaciones (68). September et al.
en 2004 en poblacion sudafricana estudiaron 64 pacientes con esta distrofia macular
encontrando que C1490Y (30%), L2027 (13%), R602W (9%) y V256 slice (8%) fueron las
variantes mas frecuentes (80). En 2004, Ozgiii et al. en poblacion turca estudiaron 5
pacientes con enfermedad de Stargardt encontrando diferentes variantes no reiterativas
entre los enfermos (81). Rosenbert et al. en 2007, reportaron N965S como la variante
patogénica mas frecuente de ABCA4 en poblacién danesa (82). En poblacion espafiola,
Valverde et al. (2007) encontraron 2 cambios frecuentes, 2888del G y R943Q, en 60
familias con retinopatias severas (62). Aguirre-Lamban et al. (2009) estudiaron 23 familias
con enfermedad de Stargardt también en poblacion espanola e identificaron que la mutacion
R1129L fue la mas frecuente ya que se identifico en 8% del total de los alelos mutados
(61). En 2009, Maia-Lopes et al. estudiaron 21 familias portuguesas e identificaron una

variante patogénica comun (L11P), presente en 19% de las familias (83).



En 2003, Jaakson et al., encontraron un tasa de deteccion de mutacion alélica en 55-
65% en pacientes con STGD1 usando Unicamente microarreglos (89). En combinacion con
un método de deteccidon convencional de mutaciones, el éxito de deteccidon mutacional se
situa entre el 70-80%. En este estudio, la mayoria de las mutaciones identificadas fueron

del tipo heterocigotas compuestas (89).

TRANSPORTADORES CON CAJA DE UNION A ATP (ATP-BINDING CASSETTE,
ABC)

Los transportadores ABC son proteinas encontradas ubicuamente desde las bacterias
hasta los humanos. Son una familia de multiples proteinas que utilizan la energia del ATP
para trasladar una variedad de moléculas a través de las membranas celulares. Entre la
familia de transportadores ABC humanos, se han clasificado 7 subfamilias de acuerdo a su
estructura (ABC A-G). Dentro de estas subfamilias se han identificado 48 subtipos
especificos de transportadores ABC (90).

Todos los transportadores ABC comparten una arquitectura molecular comun, ya
que poseen 2 mitades simétricas, cada una constituida por un dominio de uniéon a
nucledtido (ATP-binding cassette; NBD), un dominio transmembranal (TMD), formado

tipicamente por 6 asas transmembranales y un dominio extracelular (EDC) (figura 3) (91).
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Figura 3. Caracteristicas estructurales del transportador ABCA4 (modificado de Molday RS et al.
The role of the photoreceptor ABCA4 in lipid transport ABCA4 in lipid transport and Stargardt

disease macular degeneration. Biochimica et Biophysica Acta 2009; 179: 573-583) (92).

En eucariontes, los transportadores ABC estan localizados en la membrana
plasmatica y en las membranas de compartimentos intracelulares tales como el aparato de
Golgi, el reticulo endoplasmico, los endosomas, los peroxisomas y la mitocondria. Estos
transportadores utilizan ATP para acarrear sustratos (péptidos, lipidos, aminoacidos,
carbohidratos, vitaminas, iones, conjugados de glutation y xenobidticos) a través de las
membranas celulares por lo cual son conocidas como ATPasas de “trafico” ya que regulan

el transporte de varios sustratos e hidrolizan ATP en ADP y Pi (93,94).



Los transportadores ABC estan involucrados en una variedad de enfermedades
humanas hereditarias entre las que se encuentran la enfermedad de Tangier o deficiencia
familiar de HDL (ABCAL), la deficiencia de surfactante neonatal (ABCA3), la enfermedad
de Stargardt, la distrofia de conos-bastones y la retinosis pigmentaria (ABCA4), la ictiosis
(ABCA12), la colestasis intrahepatica familiar (ABCB4, ABCB11), el sindrome de Dubin-
Johnson (ABCC2), el pseudoxantoma elasticum (ABCC6), la fibrosis quistica (ABCC7), la
hipoglucemia hiperinsulinémica de la infancia (ABCC8), la adrenoleucodistrofia (ABCD1)

y la B-sitoesterolemia (ABCGS, ABCGS) (95).



PATOGENIA DE LA ENFERMEDAD DE STARGARDT

El gen ABCA4 codifica una proteina transportadora ABC especifica de retina
conocida como RmP que consiste de dos dominios transmembranales cada uno con seis
segmentos hidrofébicos y dos dominios de union a ATP altamente conservados (85).
Estudios iniciales demostraron que RmP se expresaba exclusivamente en los discos de los
segmentos externos de los bastones; sin embargo, recientemente también se ha identificado
expresion en los conos (96).

La proteina es fundamental en el ciclo metabolico de retinoides entre los
fotorreceptores y el EPR. En la cascada de foto-transduccion, un foton de luz es capturado
por la rodopsina en el segmento externo del fotorreceptor dirigiendo a la isomerizacion de
11-cis retinal a todol-trans retinal. Entonces, todo-trans retinal se disocia de la molécula de
rodopsina activada y entra al espacio intradiscal donde se combina con
fosfatidiletanolamina (PE) para formar N-retinilideno-PE (N-RPE). RmP funciona como
una transportador dependiente de ATP que transporta N-RPE fuera del espacio intradiscal
hacia el citoplasma del segmento externo del fotorreceptor. Ahi, el todo-transretinal es
reducido a todo-trans retinol y es transportado al RPE donde es reconvertido en 11-cis
retinal (92). En ausencia de una proteina RmP funcional, el N-RPE se acumula en el
espacio intradiscal y sus niveles elevados favorecen la condensacion secundaria de N-RPE
con todol-trans retinal para formar N retinilideno-N-retinil-PE (A2PE), el cual es
hidrolizado para formar N-retinilideno-N-retinil-etanolamina (A2E) (97). A2E es uno de
los mayores componentes de lipofuscina en el EPR y es un producto toxico para las células
de este tejido. Se ha propuesto que A2E tiene un efecto inhibitorio sobre las hidrolasas de

lipidos o en el trafico de éstos, de tal forma que enlentece la habilidad del EPR para realizar



su papel fagocitico. Con el tiempo, A2E resulta en un declive en las funciones del EPR y

posteriormente en la muerte del fotorreceptor (figura 4) (98).

Figura 4. Modelo de degeneracon del fotorreceptor mediada por ABCA4 en la enfermedad de Stargardt. La
pérdida de la funcion parcial o completa del transportador ABCA4 debido a mutaciones en el gen ABCA4
resulta en acumulacion de metabolitos de la vitamina A en el segmento externo de los fotorreceptores. El
segmento externo sufre fagocitosis por las células adyacentes del EPR y es degradado por enzimas
lisosomales. Como parte de este proceso se forma lipofuscina la cual se acumula en las células de este EPR.
La lipofuscina dispara la apoptosis dentro de este epitelio. La pérdida de esta células resulta también en
muerte de los fotorreceptores y pérdida de la vision. (modificado de Molday RS et al. The role of the
photoreceptor ABCA4 in lipid transport ABCA4 in lipid transport and Stargardt disease macular
degeneration. Biochimica et Biophysica Acta 2009; 179: 573-583) (92).



DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE STARGARDT

El diagnéstico clinico de la enfermedad de Stargardt se realiza por la sintomatologia
y las caracteristicas funduscopicas de la mécula descritas anteriormente. Estudios como la
FAG y el ERG son de apoyo para dicho diagndstico.

La FAG implica un seguimiento fotografico del paso de la fluoresceina a través de
las circulaciones retiniana y coroidea. Una FAG de buena calidad requiere una dilatacion
pupilar adecuada. La fluoresceina se inyecta via endovenosa rapidamente, posteriormente
se toman fotografias con intervalos aproximados de 1 segundo, entre 5 y 25 segundos
después de la inyeccion. Como se mencion6 anteriormente, la FAG en la enfermedad de
Stargardt muestra una coroides oscura debido al depdsito de lipofuscina dentro del EPR; las
retinas con atrofia muestran una lesion en “tiro al blanco”(99-100).

El ERG es un registro de un potencial de accion producido por la retina cuando es
estimulada por luz intensa adecuada. El registro se realiza mediante un electrodo activo
introducido en una lente de contacto situado sobre la cornea y un electrodo de referencia
sobre la frente del paciente. El potencial entre los dos electrodos se amplifica y se
representa la respuesta como ondas bifasicas “a” y “b”. En la enfermedad de Stargardt los

ERG suelen ser normales (100,101).



TERAPIA GENICA EN MODELOS ANIMALES DE ENFERMEDAD DE
STARGARDT

La terapia génica es un tratamiento de enfermedades basado en la introduccion de
material génico dentro de las células blanco del cuerpo. Esta terapia tiene una gran promesa
para el tratamiento de las enfermedades del ojo, como es visto por su eficacia en modelos
animales y recientemente en humanos. En efecto, el ojo y la retina son particularmente
apropiados para la terapia génica debido a que son facilmente accesibles, por su pequeiio
tamafo y estructura encerrada para usar dosis génicas o vectoriales bajas para lograr un
efecto terapéutico y por las uniones estrechas entre las capas de la retina y la barrera
hematica retinal que confiere al ojo un status inmunologico privilegiado para no generar
una respuesta inmunoldgica para cualquier componente vector o transgen. (102-103).
Recientemente, Kong et al, han realizado algunos estudios con un gran éxito en modelos
animales de enfermedad de Stargardt con el uso de terapia génica con lentivirus lo que

promete muy pronto el tratamiento en humanos (104).



JUSTIFICACION

La distrofia retiniana de Stargardt es una enfermedad hereditaria con variaciones
fenotipicas intra e interfamiliares y varios grados de atrofia macular. Representa un 7% de
todas las distrofias retinianas y es la distrofia macular juvenil mas frecuente con una
prevalencia de 1 en 10000 individuos (105). En México, Zenteno et al, en un estudio
genético-molecular preeliminar analizaron algunos exones del gen ABCA4 en pacientes
con enfermedad de Stargardt sin identificar mutaciones dentro de las secuencias estudiadas
(84). Debido a la gran heterogeneidad de mutaciones en ABCA4, las mutaciones pueden
encontrarse en cualquier parte de las secuencias codificantes o en las uniones exon-intron
de este gen. El estdndar de oro en la actualidad es la secuenciacion nucleotidica de la
totalidad del gen (50 exones). En Latinoamérica no se ha realizado el analisis del gen
ABCA4 en pacientes con enfermedad de Stargardt. Este estudio estara encaminado a la
identificacion por primera vez del espectro mutacional de ABCA4 en un grupo de pacientes

Mexicanos con Enfermedad de Stargardt.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enfermedad de Stargardt es la distrofia macular juvenil hereditaria mas frecuente
y es causada por mutaciones en el gen ABCA4. No existen estudios que hayan investigado
las alteraciones moleculares responsables de la enfermedad de Stargardt en pacientes de
nuestro pais. El reconocimiento de estas mutaciones es de gran importancia para la
delineacion del espectro mutacional en poblaciones especificas, para su comparacion inter-

étnica y para establecer protocolos mas eficientes de diagndstico molecular.



PREGUNTA DE INVESTIGACION
(Cuales son las mutaciones especificas del gen ABCA4 que causan enfermedad de

Stargardt en un grupo de pacientes Mexicanos con este padecimiento?

OBJETIVOS
OBJETIVO PRIMARIO
e Identificar el espectro mutacional del gen ABCA4 responsable de la
enfermedad de Stargardt en un grupo de pacientes diagnosticados en el

Instituto de Oftalmologia “Conde de Valenciana”.

OBJETIVOS SECUNDARIOS
e Identificar los alelos que con mayor frecuencia causan la enfermedad en un
grupo de pacientes del Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana.
e Describir el espectro mutacional observado en este grupo de pacientes con el

descrito en pacientes pertenecientes a otros grupos €tnicos.

TIPO Y DISENO DE ESTUDIO

e Transversal descriptivo.

VARIABLES DE INTERES

1. ESPECTRO MUTACIONAL
Definicion conceptual: La variacion heredada del genoma es la piedra angular de la
genética humana y médica. Un segmento de DNA que ocupa una posicion particular o
localizacion sobre un cromosoma es un locus. Si el segmento contiene un gen, ese

segmento de DNA es el locus para ese gen. Las variantes alternativas de la informacion de



un gen son llamados alelos. Para muchos genes, hay un alelo unico prevalente, presente en

la mayoria de los individuos, y se denomina alelo silvestre o comun. La otra version de gen

son los alelos variantes o mutantes que difieren del alelo silvestre por la presencia de una

mutacion, un cambio permanente en la secuencia de nucleotidos del DNA. Un conjunto
dado de alelos en un locus o grupo de loci en un cromosoma es referido como un haplotipo
(106).

El término mutacion es utilizado en la genética médica en dos sentidos: algunas
veces para indicar un cambio genético nuevo que no ha sido previamente conocido en una
familia, y algunas veces para indicar un alelo mutante causante de enfermedad (106).

La descripcion de los distintos tipos de mutacion (espectro mutacional) se hara

atendiendo a su causa a nivel molecular en el DNA: mutaciones por sustitucion, por
insercion y por delecion; o por su efecto sobre la secuencia de la proteina sintetizada:
mutaciones silenciosas, mutaciones no silenciosas (mutaciones de sentido equivocado,
mutaciones que cambian el marco de lectura, mutaciones que no cambian el marco de
lectura, mutaciones con terminacion prematura de la proteina o mutaciones con terminacion
retrasada (107).

e Mutaciones por sustitucion: consiste en el reemplazo de un nucledtido en una
posicion de la secuencia ocupada originalmente por otro; dicho de otro modo, un
cambio de una sola base (o nucléotido).

e Delecion: consiste en la pérdida de uno o mas nucledtidos de una secuencia.

e Insercion: es la introduccion de uno o varios nucléotidos adicionales en una

secuencia.



Mutaciones de sentido equivocado: La sustitucién de una base origina un nuevo
codon (triplete de nucléotidos) que codifican para un aminoacido diferente (107).
Mutaciones que cambian el marco de lectura: consiste en que la insercion o delecion
de nuclétidos, que origina un desfasamiento en la secuencia normal de tripletes en
los que debe ser traducido el RNAm. En consecuencia, la proteina incorpora
aminodacidos errdneos y frecuentemente un codon de terminacidon prematuro.
Mutaciones que no cambian el marco de lectura: la insercion o delecion de 3 pares
de bases en el DNA (o multiplos de 3), aunque afiade o elimina algiin aminoécido a
la proteina, no cambia el marco de lectura, por lo que el resto de la secuencia
aminoacidica es normal (107).

Mutaciones con terminacion prematura de la proteina: algunas mutaciones no
afectan a la secuencia de aminoacidos codificados, sino que la sustitucion, la
insercion o la delecion de uno o varios nucléotidos tiene como efecto la aparicion de
un codon de terminacion o de paro (UAA, UAG, UGA).

Mutaciones con terminacion retrasada: la mutacion puede eliminar un codén de

paro, sustituyéndolo por uno que codifica un aminoacido.

Definicion operacional: las mutaciones se determinaran comparando los resultados de la

secuenciacion nucleotidica del gen ABCA4 en DNA de los pacientes con la secuencia

silvestre publicada.

Clasificacion de la variable: Cualitativa

Escala de la variable: nominal:

1.

Por alteracion en los nucléotidos

1.1 Sustitucioén



1.2 Delecion
1.3 Insercion
2. Por efecto de la mutacion en la proteina
2.1 Mutacion de sentido equivocado
2.2 Mutacion que cambia el marco de lectura
2.3 Mutaciones que no cambian el marco de lectura
2.4 Mutaciones con terminacion prematura de la proteina

2.5 Mutaciones con terminacion retrasada

2. GENOTIPO (HOMOCIGOTO, HETEROCIGOTO, HETEROCIGOTO
COMPUESTO)

Definicion conceptual: Una enfermedad de un unico gen (mendeliana o monogénica) es
aquella que es determinada por alelos en un solo locus. Cuando una persona tiene un par de
alelos idénticos en un locus codificado en el DNA nuclear, es homocigota (recesiva cuando
ambos alelos estdn mutados); mientras que cuando los alelos son diferentes, es
heterocigoto. El término heterocigoto compuesto es usado para describir un genotipo en el
cual los 2 alelos de un locus especifico presentan mutaciones distintas. Estos términos
pueden ser aplicados a individuos o a genotipos (106).
Definicion operacional: El genotipo se determinard comparando los resultados de la
secuenciacion nucleotidica del gen ABCA4 en DNA de cada paciente con la secuencia
silvestre publicada.

Clasificacion de la variable: Cualitativa



Escala de la variable: nominal:
1. Homocigoto recesivo
2. Heterocigoto

3. Heterocigoto compuesto

SELECCION DE LA MUESTRA
Muestreo
Se realiz6 un muestreo consecutivo de los casos que acudieron a consulta del

Instituto de Oftalmologia “Conde de Valenciana.”

Tamano de muestra
Se incluyeron todos los casos indices (propositos) con diagnostico clinico de
enfermedad de Stargardt que fueron captados en el Instituto de Oftalmologia
“Conde de Valenciana” en el periodo de enero de 2005 - diciembre 2011. Desde que
inicio el protocolo (marzo de 2010) hasta el final del mismo (febrero de 2012), 12
pacientes fueron registrados con Enfermedad de Stargardt en nuestra Institucion. El
resto de los pacientes fueron tomados del registro hospitalario (con fechas desde

2005 a 2011).



CRITERIOS DE INCLUSION

Sujetos con diagnostico clinico, electroretinografico y fluorangiografico de
enfermedad de Stargardt (casos esporddicos y familiares autosdmicos recesivos)
realizado por especialistas del servicio de Retina del Instituto de Oftalmologia
“Conde de valenciana”

Sujetos que acepten realizarse el estudio genético y firmen la hoja de

consentimiento informado

CRITERIOS DE EXCLUSION

Sujetos con enfermedad de Stargardt familiar con transmisidon autosomica
dominante.
o Familias con multiples miembros afectados con un patron verticalizado del
arbol genealogico y por lo menos 3 generaciones involucradas

o Ausencia de silencio coroideo

CRITERIOS DE ELIMINACION

Casos aislados en los que la transmision hereditaria de la enfermedad sugiera un
tipo de herencia distinto al autosdémico recesivo (pacientes captados como aislados y
que con el tiempo hayan manifestado familiarmente un patrén de herencia distinto
al autosdbmico recesivo).

Sujetos en los que la muestra de DNA no sea suficiente para el estudio, no accedan

a una nueva muestra o no puedan ser localizados nuevamente.



MATERIAL Y METODOS
EXTRACCION DE DNA GENOMICO A PARTIR DE SANGRE PERIFERICA

Cada sujeto participante otorgd su permiso para el estudio genético mediante la
firma de una carta de Informacion y Consentimiento Informado. Se obtuvieron 2 ml de
sangre por puncion venosa en cada sujeto a partir de la cual se aislo el DNA gendémico
mediante el kit Quickgene DNA Whole Blood (DB-S, FujiFilm Co.). Brevemente, Se
colocaron 30 ul de solucion EDB (proteasa) en un microtubo eppendorf de 1.5 ml.
Posteriormente se agreg6 250 ul de sangre total (se recomendo el uso de sangre total) y 250
pl de solucion LDB (buffer de lisis). Inmediatamente se mezclo el tubo 5 veces
invirtiéndolo de arriba hacia abajo, se agitd con vortex a maxima velocidad durante 15
segundos y se centrifugd durante unos segundos. La muestra se incubd a 56°C durante 2
minutos y posteriormente se agregaron 250 pl de etanol al 99%. Se repitio la agitacion con
vortex durante 15 segundos y la muestra se centrifugd unos segundos.

El aislamiento de DNA se realiz6 dentro de los siguientes 30 minutos. Se transfirid
el lisado dentro del “cartucho” del sistema automatico de aislamiento de acidos nucleicos
QuickGene-810 (se vaci6 todo el contenido del microtubo en el cartucho) y se procedi6 a la
extraccion automatizada. E1 DNA genomico obtenido se resuspendid en un volumen
aproximado de 200ul. Se almacend la muestra a una temperatura de -20°C hasta su

utilizacion.



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 espectrofotoémetro.
La relacion 260/280 permitird evaluar la pureza de la muestra, considerando que la lectura a
280 nm corresponde a la fraccion proteica. Se consideraran adecuadas para analisis las
relaciones entre 1.6 y 2. Ademads, se realizaron electroforesis en geles de agarosa de cada
muestra de DNA obtenida para verificar que no existiera degradacion de este acido
nucleico. La concentracion de DNA obtenida se determind por la lectura a 260 nm

considerando obtener concentraciones promedio de 50 ng/ul.

AMPLIFICACION POR PCR DEL GEN ABCA4

El analisis molecular del gen ABCA4 consistidé en amplificacion por PCR y
secuenciacion nucleotidica automatizada. Se efectud la amplificacion por PCR de cada uno
de los exones y de las uniones exon/intron de este gen (50 exones) a partir del DNA de los
sujetos afectados con la enfermedad y de sus familiares cuando estuvieron disponibles. Se
utilizaron pares de oligonucle6tidos derivados de la secuencia normal de cada exén y que se

muestran la Tablal.



Tabla 1. Oligonucleotidos para la amplificacion por PCR de los 50 exones del gen ABCA4.

No de EXON SECUENCIA Pb T.a (°C)
IF AGCCAGAGGCGCTCTTAACG 203 58.7
IR GTTTATTTGCTCCACACCTC 525
2F TAGCACCACTGAACTTTCTCT 191 53.2
2R AAGGCCCAGACCAAAGTCTC 56.6
3F CCTGCTTGGTCTCCATGAC 249 56.0
3R ACGTGAAGGGGTGTGCAAC 56.0
4F GCTATTTCCTTATTAATGAGGC 260 52.0
4R CCAACTCTCCCTGTTCTTTC 54.6
SF GACCCATTTCCCCTTCAAC 230 53.9
5R AGGCTGGGTGCTTCCCTC 57.6
6F CCTGTCGCCATGTAACACAA 345 54.6
6R AGGAATCACCTTGCAATTGG 525
7F TGCCTATGTGTGTATATACC 218 50.5
7R TAAGTGGGGTAAATGGTGG 51.7
8F GAGCATTGGCCTCACAGCAG 360 58.7
8R TTAACCAACATGAGAGGCC 51.7
9F AAGCAATGGGGAGTTTCTGT 287 525
9R GATGTGCTACCAGGAAG 49.8
10F GACACAACCAAAAGTTCTCTCT 301 55.8
10R TGATCTAACTCCAATAGCG 495




11F CTAAGCAGAGCAGTGACTG 314 56.0
11R ACTTGACTTGCTAAGGGAG 51.7
12F AGTTGAGTCTTTGCAGTTGG 306 525
12R CTGACTTTGGAGAAATGAG 525
13F GAGGTGTGAGTGAGCTATCC 280 56.6
13R CCCATTAGCGTGTCATGG 53.1
14F CCTCTACCAGGTACAGAGC 329 56.0
14R GGGAAAGGAACCAAAGTATTC 58.1
15F AGGCTGGTGGGAGAGAGC 407 57.6
I5R AGTGGACCCCCTCAGAGG 57.6
16F CTGTTGCATTGGATAAAAGGC 330 532
16R GATGAATGGAGAGGGCTGG 56.0
17F CTGCGGTAAGGTAGGATAGGG 232 59.1
I7R CACACCGTTTACATAGAGGGC 57.1
18F CCTCTCCCCTCCTTTCCTG 279 58.2
18R GTCAGTTTCCTAGGCTTC 50.8
19F TGGGGCCATGTAATTAGGC 322 53.9
19R TGGGAAAGAGTAGACAGCCG 52.5
20F ACTGAACCTGGTGTGGGG 325 55.4
20R TATCTCTGCCTGTGCCCAG 56.0
21F GTAAGATCAGCTGCTGGAAG 346 54.6
21R GAAGCTCTCCTGCTCCAAGC 58.7
22F AGGTACCCCCACATTGCC 201 55.4




22R AGCCCAGCCCAGGAGACT 57.6
23F TGCTGTACACCCTTTACCAAC 346 55.2
23R TAGCCATGTCTGGAGTGGCA 56.6
24F AGGGAGAGGCTGTCATGGAA 226 56.6
24R TGCATCACAACAGGACACAC 54.6
25F GGTAACCTCACAGTCTTCC 379 53.9
25R GGGAACGATGGCTTTTTGC 53.9
26F CAAAACAGAGCTTGGGTTAG 191 525
26R ACTTTCGAGATGGAACTTGG 52.5
27F GCTACCAGCCTGGTATTTCATTG 493 59.8
27R GTTATAACCCATGCCTGAAG 52.5
28F CCACCAGGGGCTGATTAG 409 55.4
28R GGCAGATACATTAAGTTCC 49.5
29F AGGCTCTGAGTTGCATGATG 241 54.6
29R CTGCCATCTTGAACCCACC 49.5
30F GTCAGCAACTTTGAGGCTG 314 53.9
30R ACTCAGGAGATACCAGGGAC 56.6
31F TATAAGTCCTCAAGTTCCAGG 198 53.2
31R AATATCTTCTACAGGGAGCC 52.5
32F GAAAGTTAACGGCACTGCT 185 51.7
32R CATGGCTGTGAGGTGTGC 55.4
33F TTCATGTTTCCCTACAAAACCC 265 53.9
33R CATGAGAGTTTCTCATTCATGG 53.9




34F GCTTAACTACCATGAATGAG 275 50.5
34R ATTCCTTGCTAGATTTCAGC 50.5
35F GCAGCGTCTCAGATGTCCTC 284 58.7
35R CGGTGGTGAGAATCCTCTCA 56.6
36F GTATCTTCTCCTCCTTCTGC 305 54.6
36R ACACACAAGCTCCACCTTG 53.9
37F TTGCAGAGCTGGCAGCAG 226 55.4
37R CCACCAGGCTTCTCTTCAG 56.0
38F GGAATGGAATGTGGAACTCC 252 54.6
38R CACATACTCTACTATCCTAC 50.5
39F TGCTGTCCTGTGAGAGCATC 268 56.6
39R TCCCAGCTTTGGACCCAG 55.4
40F AGGTCTGTGGGGTGAGCTG 236 58.2
40R TCTGGATGCCCTGAGCTGC 58.2
41F TGGAAGAGAGGTCCCATGGA 261 56.6
41R GCAACATCATGCCAACTG 50.8
42F ATGTCAATATGTAACCTCCT 237 48.4
42R AGAGCTGATGTTCGGAAGCC 56.6
43F CTTACCCTGGGGCCTGAC 277 57.6
43R CTCAGAGCCACCCTACTATAG 57.1
44F TAGCTCTATGGTCATCCCT 289 51.7
44R TTCTCATCTCCAAGAGAATGC 53.2
45F GTTTGGGGTGTTTGCTTGTC 257 54.6




45R ACCTATTTCCCCAACCCAAGAG 57.6
46F TGTCAGCTCATCCTCCACAG 258 56.6
46R GAGGTGAGCAGGAGAGGATT 56.6
47F TCACATCCCACAGGCAAGAG 228 56.6
47R AGGTGGATCCACAGAAGGC 56.0
48F GATTACCTTAGGCCCAACC 366 53.9
48R ACACTGGGTGTTCTGGACC 56.0
49F GTGTAGGGTGCTGTTTTCC 220 53.9
49R AAGCCCAGTGAACCAGCTGG 58.7
50F CTAAAAGTAGTACAGCATC 547 47.7
50R GGAGCTATGCACCCATCTAA 54.6

Pb: pares de bases del amplicon resultante; T.a: temperatura de alineamiento de los oligonucleotidos;
F: sentido; R: antisentido

Cada reaccion de amplificacion de PCR tuvo un volumen final de 15 ul que
contenia 7.5 ul de HotStarTaq DNA polimerasa (compuesta por buffer de PCR 10x que
contiene 25mM MgCL, 10mM de cada dANTP y 2.5 unidades de DNA polimerasa
HotStarTaq), de 50-100 ngs de DNA gendémico (volumen variable), 1mM del
oligonucledtido correspondiente (sentido y antisentido) y agua bidestilada c.b.p. 15 ul. Se
utiliz6 un programa de temperaturas que incluyd 1 ciclo de 15 min a 95°C para la
desnaturalizacion inicial, 35 ciclos con 1 min de desnaturalizacion a 95°C, 1 min de

alineamiento a temperaturas especificas para cada par de oligonucledtidos (Tabla 1) y 1



min a 72°C para la extension. Por ultimo, se realizé 1 ciclo a 72°C por 10 min para la
extension final.

Los productos obtenidos de la amplificacion se separaron mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1.5% con tincion de bromuro de etidio para identificar las bandas
especificas con el producto amplificado, utilizando como referencia un marcador estandar
de peso molecular de 100 pares de bases (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 (Promega) o el método de union a silica (Qiagen).

La concentracion del DNA amplificado obtenido de la purificacion se determiné por

medio de la comparacion 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.

SECUENCIACION AUTOMATIZADA DE LOS PRODUCTOS DE PCR

A partir de cada amplificado se realizaron nuevas reacciones de PCR para la
secuenciacion nucleotidica de los 50 exones de ABCA4. Cada reaccion de 10 pl incluy6 2
ul del reactivo BigDye Terminator Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems) que
contiene los cuatro dideoxinucleotidos trifosfatados (ddNTPs) marcados por fluorescencia,
deoxionucleotidos trifosfatados (dANTPs) no marcados, Tris-HCl (Ph 9.0), MgCl, y la
enzima ampliTaq polimerasa; ademas se agregd 1 pl del oligonucledtido correspondiente a
una concentracion de 10 uM, 10-20 ngs del DNA de cada producto de PCR purificado y

agua bidestilada para un volumen final de 10 pl. Para esta reaccion de PCR se utilizé un



programa de 25 ciclos de termociclaje 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 oligonucledtido y de
ddNTPs fluorescentes. Cada muestra se resuspendid6 en 20 upl de formamida y
posteriormente se desnaturalizdo a 95°C por 5 min en un termociclador. Los productos se
analizaron por electroforesis capilar en un secuenciador automatico ABI Prism 310 y las
secuencias de DNA obtenidas en sujetos enfermos se compararon con las secuencias
silvestres del gen ABCA4 ( ENST00000370225) para identificar posibles mutaciones.
Cuando se identificaron mutaciones potenciales no descritas previamente en la
literatura, se descartaron que ésta corresponda a un polimorfismo benigno mediante el
analisis de al menos DNA de 75 sujetos (150 alelos) sin la enfermedad procedentes del
Banco de DNA de la Unidad de Investigacion del Instituto de Oftalmologia “Conde de

Valenciana”.

ANALISIS DE PREDICCION FUNCIONAL DE MUTACIONES
Las mutaciones nuevas identificadas como responsables de la enfermedad fueron
analizadas mediante el programa de computacion Polyphen (polymorphism phenotyping,
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) (Anexo 1) (108-110).
POLYPHEN (=Polymorphism Phenotyping) (105-107)
Es una herramienta que predice el posible impacto de un aminoacido sustituido en la

estructura y funcion de una proteina humana. Esta prediccion se basa en reglas sencillas



empiricas que son aplicadas a la secuencia filogenética y la informacion estructural que
caracteriza la sustitucion.

La mayoria de las variaciones humanas estan representadas por los SNPs (Single
Nucleotide Polimorphism) y muchos de ellos son causantes de diferencias fenotipicas entre
los humanos. Este programa se centra especificamente en SNPs no-sindnimos (nSSNP), por
ejemplo SNPs localizados en regiones codificantes y resultan en la variacion en los
productos proteicos de genes. El impacto de esas variantes alélicas sobre la
estructura/funcion proteica puede ser predicha por el andlisis del alineamiento de
secuencias y estructuras proteicas tridimensionales que el programa ofrece.

PolyPhen predice que un nsSNP es:

a) Probablemente perjudicial: apoya con alta confidencia que la proteina estd afectada
en funcion o estructura.

b) Posiblemente perjudicial: supone que la funcidon o estructura de la proteina esta
dafiada.

¢) Benigna: carece de cualquier efecto fenotipico.

d) Desconocida: cuando en algunas ocasiones raras, la carencia de datos no permite al

programa hacer una prediccion

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

El estudio tuvo una duracion aproximada de 2 afios. Ver anexo 1.



ASPECTOS ETICOS

Este protocolo de estudio se apegd a las normas establecidas por el Comité
Cientifico y de Etica del Instituto de Oftalmologia “Conde de Valenciana”, asi como
normas nacionales e internacionales. El protocolo fue aprobado por los Comités de
Investigacion y Bioética Institucionales con nimero de Registro CC-09-2010. Se realizo,
registrod y reportd en cumplimiento de los principios de las buenas practicas clinicas (BPC).
El consentimiento informado y su proceso cumplié con leyes y regulaciones aplicables en
Meéxico, D.F. Los pacientes otorgaron su consentimiento para los estudios de DNA
mediante la firma de una Carta de Informacion y Consentimiento, la cual cumple con lo

establecido por la Ley General de Salud en sus Capitulos 21 y 22 (anexo 2).

De acuerdo a la ley general de salud en su titulo segundo capitulo 17 apartado

segundo, nuestro estudio se considerd una investigacion con riesgo minimo.

FACTIBILIDAD Y RECURSOS HUMANOS

RECURSOS HUMANOS

e Investigador principal, investigadores y bidlogos moleculares del Departamento de

Investigacion del Instituto de Oftalmologia “Conde de Valenciana”.

e Departamento de Retina del Instituto de Oftalmologia “Conde de Valenciana” que
cuenta con médicos subespecialistas certificados en esta drea quienes apoyaron con
el diagnostico clinico y la interpretacion de los estudios de gabinete (FAG y ERG)

de los pacientes con enfermedad de Stargardt.



RECURSOS FISICOS

e FEl estudio se realizo en el Departamento de Genética y la Unidad de Investigacion

del Instituto de Oftalmologia “Conde de Valenciana”

RECURSOS FINANCIEROS

e El estudio de este protocolo de investigacion tuvo el apoyo econdémico del Fondo de

Investigacion del Patronato del Instituto de Oftalmologia “Conde de Valenciana”.



RESULTADOS

Se estudiaron 30 propositos, que incluyeron 8 casos familiares y 22 aislados. Del
total de casos, 18 fueron masculinos y 12 femeninos. Se identifico antecedente de

matrimonio consanguineo en solamente 7 familias.

NORMALIZACION DE LA METODOLOGIA

Se realiz6 normalizacion de la metodologia en 5 propodsitos (2 casos esporadicos y 3
casos familiares) con enfermedad de Stargardt. Inicialmente, se amplificaron cada uno de
los 50 exones del gen ABCA4 utilizando la reacciéon en cadena de la polimerasa. A
continuacion, cada producto de PCR fue analizado en un gel de agarosa al 1.5% donde se
corrobor6 la amplificacion adecuada de los fragmentos génicos de acuerdo a su longitud en
pares de bases. Posteriormente, se purificaron los fragmentos obtenidos por PCR y se
realiz6 una segunda PCR utilizando nucledtidos modificados (Big Dye terminator).
Finalmente, los productos de esta nueva reaccion fueron purificados y se procedié a la

secuenciacion nucleotidica automatizada.



GELES DE AGAROSA EN ELECTROFORESIS (DNA 1014)

Como ejemplo, se muestran tinicamente los productos de PCR en geles de agarosa
obtenidos de la amplificacion en DNA del paciente #1014 (exones 1 a 49).

Figura 5. Gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio. Se observan las bandas de amplificacion de
los productos de PCR correspondientes a los exones 1 al 7 del gen ABCA4 (E1 a E7). Los niimeros sobre
cada banda representan la longitud en pares de bases de cada exon. El primer carril corresponde al marcador
de 100 pares de bases.

Figura 6. Gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio. Se observan las bandas de amplificacion de
los productos de PCR correspondientes a los exones 8-11 y 13 al 15 del gen ABCA4. Los numeros arriba de
cada banda representan la longitud en pares de bases de cada exén. El primer carril corresponde al marcador
de 100 pares de bases.



Figura 7. Gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio. Se observan las bandas de amplificacion de
los productos de PCR correspondientes a los exones 16, 18-19 y 25 al 27 del gen ABCA4. Los numeros arriba
de cada banda representan la longitud en pares de bases de cada exdn. El primer carril corresponde al
marcador de 100 pares de bases.

Figura 8. Gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio. Se observan las bandas de amplificacion de
los productos de PCR correspondientes a los exones 28, 30 y 32 al 36 del gen ABCA4. Los numeros arriba de
cada banda representan la longitud en pares de bases de cada exén. El primer carril corresponde al marcador
de 100 pares de bases.



Figura 9. Gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio. Se observan las bandas de amplificacion de
los productos de PCR correspondientes a los exones 37 al 39, 43, 45 y 48 a 49 del gen ABCA4. Los niimeros

arriba de cada banda representan la longitud en pares de bases de cada exon. El primer carril corresponde al
marcador de 100 pares de bases.



SECUENCIACION NUCLEOTIDICA DEL GEN ABCA4 EN 30 PACIENTES CON
ENFERMEDAD DE STARGARDT

Después de realizar la secuenciacion nucleotidica de los 50 exones del gen ABCA4
en el DNA de los 30 sujetos incluidos en este estudio, se identificaron un total de 30
mutaciones (tablal). La descripcion de las alteraciones moleculares identificadas son
descritas por alelo (tabla 2 y figura 10), por genotipos (tabla 3 y figura 11), por
presentacion familiar o esporadica (tabla 4 y figura 12), por efecto nucleotidico en el DNA

(tabla 5 y figura 13) y por efecto de la mutacion en la proteina (tabla 6 y figura 14).

Tabla 2
# DE ALELOS AFECTADOS # DE CASOS
2 ALELOS MUTANTES 20
1 ALELO MUTANTE 5
SIN ALELOS MUTANTES 5

TOTAL 3 O

Figura 10
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Tabla 3

GENOTIPO # DE CASOS

Homocigoto 8
Heterocigoto compuesto 1 2

Heterocigoto 5

Sin mutaciones 5

Total 3 O

Figura 11
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Tabla 4

HOMOCIGOTO | HETEROCIGOTO | HETEROCIGOTO SIN TOTAL
COMPUESTO MUTACIONES
R 3 0O 3 8

6 9 5 2 22

ESPORADICOS

Figura 12
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Tabla 5

TIPO DE NUMERO DE
MUTACION MUTACIONES

SUSTITUCION
27
DELECION
2
INSERCION
1
TOTAL

30

Figura 13



Tabla 6

TIPO DE NUMERO DE

MUTACIOMN NO MUTACIOMES
SILENCIOSA

DE SENTIDO

EQUIVOCADO 24

DESPLAZAMIENTO 1

DEL MARCO DE

LECTURA

SIMN 2

DESPLAZAMIENTO

DEL MARCO DE

LECTURA

DE TERMINACION 2

PREMATIURA

Splicing 1

TOTAL 30

Figura 14



ANALISIS DE SECUENCIACION NUCLEOTIDICA DE CASOS FAMILIARES

FAMILIA 1 (PACIENTES DNA 269 y 433)

Figural5. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA de los pacientes 269 y 433 en el exon 38.
Panel superior izquierdo: control. Panel inferior izquierdo: padres portadores de la mutacion Panel superior
derecho DNA 269; Inferior izquierdko DNA 433. En los paneles derechos se muestra una mutacion
homocigota en el exdn 38 del gen ABCA4 que sustituye una citosina (C) por timina (T) en el nucléotido 5318
(c. 5318 C>T). Este cambio predice una mutacion de sentido equivocado de alanina(A) a valina (V) en el
aminoacido 1773 (p. A1773V) de la proteina Rim.

En la familia 1, se identificdé una mutacion p.Alal773Val en estado homocigoto
(figura 11). Esta mutaciéon ha sido descrita en dos poblaciones con resultados no
concluyentes en ambas (111,112); por lo que se analizaron 200 alelos de controles sanos.
Ninguno presentd la mutacion al utilizar la enzima de restriccion ACIl y secuenciacion

nucleotidica.



FAMILIA 2 (PACIENTES 290 y 720)

En esta familia no se logro identificar ninguna mutacion patogénica en el gen ABCA4.

FAMILIA 3 (PACIENTES 376 y 377)

Figura 16. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA de los pacientes DNA 376 y 377 en los
exones 6 (derecha) y 38 (izquierda). Panel superior DNA control exones 6 y 38; panel inferior: DNA 376
exones 6 y 38. Se muestra una mutacion puntual heterocigota en los exones 6 y 38 del gen ABCA4; lo que
constituye un heterocigoto compuesto. En el exon 6 se sustituye una citosina (C) por Timina (T) en el
nucléotido 634 (c. 634 C>T), lo que produce una mutacion de sentido equivocado de Arginina (R) a Cisteina
(C) en el aminoacido 212 (p. R212C) de la proteina Rim. En el exon 38 se sustituye una Guanina (G) por una
Timina (T) en el nucleétido 5318 (c. 5318 C>T), lo que produce una mutacion de sentido equivocado de
Alanina (A) a Valina (V) en el aminoacido 1773 (p. A1773V) de la proteina Rim. Se identifica un
heterocigoto compuesto. Se encuentra estado portador en la madre para el exén 38, mientras que en el exén 6
es sana. Al padre no fue posible realizarle estudio debido a que fallecié hace algunos afios. No se muestra
electroferograma de E6 de la madre portadora



FAMILIA 4 (PACIENTES 1163 y 1922)

Figura 17. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA de los pacientes DNA1163 y 1922 en los
exones 23 y 28. Panel superior DNA control exones 23 y 28; panel inferior: DNA 1163 exones 6 y 38. Se
muestra una mutacion puntual heterocigota en los exones 23 y 28 del gen ABCA4; lo que constituye un
heterocigoto compuesto. En el exdon 23 se sustituye una guanina (G) por una Timina (T) en el nucléotido 3386
(c. 3386 G>T), lo que produce una mutacion de sentido equivocado de Arginina (R) a Leucina (L) en el
aminoacido 1129 (p. R1129L) de la proteina Rim. En el ex6n 28 se sustituye una Citosina (C) por una Timina
(T) en el nucleodtido 4139 (¢.4139 C>T), lo que produce una mutacion de sentido equivocado de Prolina (P) a
Leucina (L) en el aminoacido 1380 (P1380L) de la proteina Rim. Se identifica un heterocigoto compuesto. No

se muestra secuencia parcial de paciente DNA 1922, se encontrd misma alteracion. Padres no disponibles a la
fecha.

FAMILIA 5 (PACIENTES 2255y 2296)

El estudio molecular en esta familia no logré determinar mutaciones en el gen ABCA4.



FAMILIA 6 (PACIENTES 2409 y 2410)

Figura 18. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA de los pacientes DNA 2409 y 2410 en el
exo6n 38. Panel superior: control. Panel inferior DNA 2409. Se muestra una mutacion homocigota en el exén
38 del gen ABCA4 que sustituye una citosina (C) por timina (T) en el nucléotido 5318 (c. 5318 C>T), lo que
produce una mutacion de sentido equivocado de alanina(A) a valina (V) en el aminoacido 1773 (p. A1773V)
de la proteina Rim. No se muestra paciente DNA 2410, donde se encontrdé misma alteracion. Los padres son
portadores de la mutacion (no mostrado).



FAMILIA 7 (PACIENTE 1298)

En este paciente no se identificaron mutaciones patogénicas en el gen ABCA4.

FAMILIA 8 (PACIENTE 793)

Figura 19. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA en el pacientes DNA 793 en el exén 16.
Panel superior: control. Panel inferior DNA 793. Se muestra una mutacion heterocigota en el exén 16 del gen
ABCA4 que sustituye una guanina (G) por adenina (A) en el nucléotido 2453, lo que produce una mutacion
de sentido equivocado de glicina (G) a 4cido glutamico (E) en el aminoacido 818 de la proteina Rim
(p-G818E). Hermana con la misma mutacion.



Figura 20. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA del pacientes DNA 793 en el exdn 28.
Panel superior: control. Panel inferior secuencia paciente DNA 793. Se muestra una mutacion heterocigota en
el exon 28 del gen ABCA4 donde hay sobrelapamiento de secuencias. Se determina una delecion de 3 pb c.
4249 4251 del TTC (c. 4249 4251 del TTC) que donde se deleciona p. F1417 del de la proteina Rim.
Hermana con la misma mutacion.



ANALISIS DE SECUENCIACION NUCLEOTIDICA DE CASOS ESPORADICOS

CASO ESPORADICO 1 (PACIENTE 279)

Figura 21. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA del paciente DNA 279 en el exén 8§
(derecha) y la unién exon-intron 8. Panel superiores: DNA control; panel inferior: DNA 279 exones 8 y
unién exoén-intrén §. Se muestra una mutacion puntual heterocigota en los exones 8 y unién exén-intrén 8
ABCAA4; lo que constituye un heterocigoto compuesto. En el exon 8 se sustituye una citosina (C) por Timina
(T) en el nucléotido 868 (c. 868 C>T), lo que produce una mutacion de sentido equivocado de Arginina (R) a
Triptofano (W) en el aminoéacido 290 (p. R290W) de la proteina Rim. En la unién exén-intrén 8 se sustituye
una Guanina (G) por una Timina (T) en la posicion 1 del splicing (IVS8+1G>A), que produce un
desplazamiento del marco de lectura. Las dos mutaciones identificadas originan heterocigocidad compuesta.
Padres no disponibles.



CASO ESPORADICO 2 (PACIENTE 289)

Figura 22. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA del paciente DNA 289 en el exén 38.
Panel superior DNA control; panel inferior: DNA 289. Se muestra una mutacion puntual heterocigota en el
ex6n 38 del gen ABCA4 que sustituye una Citosina (C) por una Timina (T) en el nucléotido 5318 (c. 5318
C>T), lo que produce una mutacion de sentido equivocado de Alanina (A) a Valina (V) en el aminoacido
1773 (p. A1773V) de la proteina Rim. Se confirma la madre portadora para la mutacion. Padre sano para este
cambio.



CASO ESPORADICO 3 (PACIENTE 1014)

Figura 23. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA del paciente DNA 1014 en los exones 1 y
20. Panel superiores: DNA control; panel inferior: DNA 1014 exones 1 y 20. Se muestra una mutacion
puntual heterocigota en los exones 1 y 20 del gen ABCA4; lo que constituye un heterocigoto compuesto. En
el exon 1 se sustituye una citosina (C) por Timina (T) en el nucleétido 52 (c. 52 C>T), lo que produce una
mutacion de sentido equivocado de Arginina (R) a Triptofano (W) en el aminoacido 18 (p. R18W) de la
proteina Rim. En el exdn 20 se sustituye una Timina(T) por una Guanina (G) en el nucleétido 30141 (c. 3041
T>G), lo que produce una mutacion de sentido equivocado de Leucina (L) a Arginina (R) en el aminoacido
1014 (p. L1014R) de la proteina Rim. No se muestra en la figura la mutacién heterocigota c. 6764 G>T
(S22551) en el exdn 49. Mutaciones en el exones 1 y 49 se presentaron en el padre. La madre no fue portadora
para ninguna de las mutaciones. Proponemos la mutacion del exén 20 como ““de novo”.



CASO ESPORADICO 4 (PACIENTE 1015)

Figura 24. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA del paciente DNA 1015 en los exones 13 y
19. Panel superiores: DNA control; panel inferior: DNA 1015 exones 13 y 19. Se muestra una mutacion
puntual heterocigota en los exones 13 y 19 del gen ABCAA4; lo que constituye un heterocigoto compuesto. En
el exon 13 se sustituye una citosina (C) por Timina (T) en el nucléotido 1804 (c. 1804 C>T), lo que produce
una mutacion de sentido equivocado de Arginina (R) a Triptofano (W) en el aminoacido 602 (p. R602W) de
la proteina Rim. En el ex6n 19 se sustituye una Guanina (G) por una Adenina (A) en el nucledtido 2828 (c.
2828 G>A), lo que produce una mutacion de sentido equivocado de Arginina (R) a Glutamina (Q) en el
aminoacido 943 (p. R943Q) de la proteina Rim. No se agrega en la figura la mutacion heterocigota c. 2453
G>A (GS818E) en el exdn 16. Tampoco se muestran los estados portadores de los padres (padre portador de
mutaciones en exones 13 y 19; madre portadora de la mutacion en el exon 16).



CASO AISLADO 5 (PACIENTE 1128)

Figura 25. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA del paciente DNA 1128 en el exdn 38.
Panel superior e inferior DNA 1128 exon 38. Panel medio: control. En panel superior secuencia forward (F)
de DNA 1128 mostrando la mutacion puntual homocigota donde hay un cambio de Timina (T) a Adenina (A)
en el nucleotido 5324 (c. 5324 T>A); dicha mutacion causa una mutacion de sentido equivocado de Isoleucina
(D) a Asparagina (N) en el aminoacido 1775 (p. I1775N) de la proteina Rim. Panel inferior secuencia reverse
(R) del paciente DNA 1128 mostrando la misma mutacion en sentido reverso. Padres son portadores para
dicha mutacién (no mostrado en esta figura).



CASO AISLADO 6 (PACIENTE 1173)

No se determinaron mutaciones patogénicas en el gen ABCA4.

CASO AISLADO 7 (PACIENTE 1963)

Figura 26. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA del paciente DNA 1963 en el ex6n 49.
Panel superior DNA control; panel inferior: paciente DNA 289. Se muestra una mutaciéon puntual
homocigota en el exén 49 del gen ABCA4 que sustituye una Guanina (G) por una Timina (T) en el
nucléotido 6764 (c. 6764 G>A), lo que produce una mutaciéon de sentido equivocado de Serina (S) a
Isoleucina (I) en el aminoacido 2255 (p. S2255I) de la proteina Rim. Padres finados.



CASO AISLADO 8 (PACIENTE 1388)

Figura 27. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA del paciente 1388 en los exones 3 y 19.
Panel superiores: DNA control; panel inferior: DNA 1388 exones 13 y 19. Se muestra una mutacion puntual
heterocigota en los exones 3 y 19 del gen ABCA4; lo que constituye un heterocigoto compuesto. En el exon 3
se sustituye una guanina (G) por timina (T) en el nucléotido 265 (c. 265 G>T), lo que produce una mutacion
sin sentido en el aminoacido 89 (p. 89%) de la proteina Rim. En el exén 19 se sustituye una Guanina (G) por
una Adenina (A) en el nucleétido 2828 (), lo que produce una mutacion de sentido equivocado de Arginina
(R) a Glutamina (Q) en el aminoacido 943 (p. R943Q) de la proteina Rim. No se agrega en la figura la
mutacion homocigota c. 5603 A>T (N1868I). Padres no disponibles.



CASO AISLADO 9 (PACIENTE 2090)

Figura 28. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA del paciente DNA 2090 en el ex6n 38.
Panel superior DNA control; panel medio: paciente DNA 289; panel inferior: padres portadores. Se muestra
una mutaciéon puntual homocigota en el exén 38 del gen ABCA4 que sustituye una Timina (T) por una
Citosina (C) en el nucléotido 5335 (c. 5335 T>C), lo que produce una mutacion de sentido equivocado de
Tirosina (Y) a histidina (H) en el aminoacido 1779 (p. Y1779H) de la proteina Rim.



CASO AISLADO 10 (PACIENTE 2008)

Figura 29. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA del paciente DNA 2008 en el exon 16.
Panel superior DNA control; panel inferior: paciente DNA 2008. Se muestra una mutaciéon puntual
homocigota en el exén 16 del gen ABCA4 que sustituye una Guanina (G) por una Adenina (A) en el
nucléotido 2453 (c. 2453 G>A), lo que produce una mutacién de sentido equivocado de glicina (G) a acido
glutdmico (E) en el aminoacido 818 (p. G818E) de la proteina Rim.



CASO AISLADO 11 (PACIENTE 1967)

Figura 30. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA del paciente 1967 en los exones 6 y 36.
Panel superiores: DNA control; panel inferior: DNA 1388 exones 13 y 19. Se muestra una mutacion puntual
heterocigota en los exones 6 y 36 del gen ABCA4; lo que constituye un heterocigoto compuesto. En el exon 6
se sustituye una adenina (A) por timina (T) en el nucléotido 723 (c. 723 A>T), lo que produce una mutacion
de sentido alterado que cambia un acido glutamico (E) por un acido aspartico (D) en el aminoacido 241 (p.
E241D) de la proteina Rim. En el exdon 36 se sustituye una Guanina (G) por una Adenina (A) en el nucledtido
5114 (c. 5114 G>A), lo que produce una mutacién de sentido equivocado de Arginina (R) a acido aspartico
(D) en el aminoacido 1705 (p. R1705D) de la proteina Rim. Ambos padres fueron portadores (padre,
mutacién en el exon 6; madre, mutacion en el exon 36).



CASO AISLADO 12 (PACIENTE 2310)

Figura 31. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA del paciente DNA 2310 en el exon 2. Se
muestra una mutacion puntual heterocigota en el exon 2 del gen ABCA4 que sustituye una Guanina (G) por
una Adenina (A) en el nucléotido 71 (c. 71 G>A), lo que produce una mutacion de sentido equivocado de
arginina (R) a acido histidina (H) en el aminoacido 24 (p. R24H) de la proteina Rim.



CASO AISLADO 13 (PACIENTE 1777)

Figura 32. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA del paciente DNA 1777 en el exdon 30.
Panel superior: control (reverse). Panel inferior secuencia paciente DNA 1777 (reverse). Se muestra una
mutacion heterocigota en el exon 30 del gen ABCA4 donde hay sobreposicion de secuencias. Se determina la

insercion de 1 pb c. 4537 4538 ins C que produce una proteina truncada 41 codones rio abajo (p.
Q1513Pfs*41).



CASO AISLADO 14 (PACIENTE 2367)

Figura 33. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA del paciente DNA 2367 en el ex6n 32.
Panel superior e inferior DNA paciente, secuencias forward (F) y reverse (R); panel del medio: control
(reverse). En los paneles superior e inferior se muestran una mutacion puntual homocigota en el exon 32 del
gen ABCA4 que sustituye una guanina (G) por una citosina (C) en el nucléotido 4667 (c. 4667 G>C), lo que
produce una mutacion de sentido equivocado de arginina (R) a acido treonina (T) en el aminoacido 1556 (p.
R1556T) de la proteina Rim.



CASO AISLADO 15 (PACIENTE 1465)

Figura 34. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA del paciente 1465 en los exones 16 y 45.
Paneles superiores: DNA control; panel inferior: DNA 1465 exones 16 y 45. Se muestra una mutacion
puntual heterocigota en los exones 16 y 45 del gen ABCA4; lo que constituye un heterocigoto compuesto. En
el exon 16 se sustituye una guanina (G) por una adenina (A) en el nucléotido 2453 (c. 2453 G>A), lo que
produce una mutacién de sentido alterado que cambia una glicina (G) por un acido glutamico (E) en el
aminoacido 818 (p. G818E) de la proteina Rim. En el ex6n 45 se sustituye una Guanina (G) por una timina
(T) en el nucledtido 6221 (c. 6221 G>T), lo que produce una mutacion de sentido equivocado de glicina (G) a
valina (V) en el aminoacido 2074 (p. G2074V) de la proteina Rim.



CASO AISLADO 16 (PACIENTE 1871)

Figura 35. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA del paciente 1871 en los exones 16 y 41 y
46. Paneles superiores: DNA control; panel inferior: DNA 171 exones 16, 41 y 46. Se muestra una mutacion
puntual heterocigota en los exones 16, 41 y 46 del gen ABCA4; lo que constituye un heterocigoto compuesto o
un alelo multuple. En el exon 16 se sustituye una guanina (G) por una adenina (A) en el nucléotido 2453 (c.
2453 G>A), lo que produce una mutacion de sentido alterado que cambia una glicina (G) por un acido
glutamico (E) en el aminoacido 818 (p. G818E) de la proteina Rim. En el exon 41 se sustituye una Guanina
(G) por una adenina (A) en el nucledtido 5824 (c. 5824 G>A)), lo que produce una mutacion de sentido
equivocado de acido glutamico (E) a glutamina (Q) en el aminoacido 1942 (p. E1942Q). Finalmente, en el
exon 46 se sustituye una adenina (A) por una guanina (G) en el nucleétido 6384 (c. 6384 A>G) lo que
produce una mutacion de sentido alterado de histidina (H) a arginina (R) en el aminoacido 2128 (p. H2128R)
de la proteina Rim. No se muestran secuencias de padres portadores (Padre portador para mutaciones en
exones 16 y 41; madre portadora para mutacioén en exon 46).



CASO AISLADO 17 (PACIENTE 1129)

Figura 36. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA del paciente DNA 1129 en el ex6n 16.
Panel superior: control. Panel inferior DNA paciente, secuencias forward (F). En el panel inferior se
muestran una mutacion puntual heterocigota en el exon 16 del gen ABCA4 que sustituye una guanina (G) por
una adenina (A) en el nucléotido 2453 (c. 2453 G>A), lo que produce una mutacion de sentido equivocado de
glicina (G) a acido glutamico (T) en el aminoacido 818 (p. G818E) de la proteina Rim. Madre portadora de
mutacion. Padre sano.



CASO AISLADO 18 (PACIENTE 825)

Figura 37. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA del paciente DNA 825 en el exon 32. Panel
superior: control. Panel inferior DNA paciente, secuencias forward (F). En el panel inferior se muestran una
mutacion puntual heterocigota en el exon 32 del gen ABCA4 que sustituye una guanina (G) por una adenina
(A) en el nucléotido 4653 (c. 4653 G>A), lo que produce una mutacion sin sentido de triptofano (W) a un
cododn de paro (*) en el aminoacido 1551 (p. W1551%) de la proteina Rim.



CASO AISLADO 19 (PACIENTE 2636)

Figura 38. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA del paciente 2636 en los exones 23 y 42.
Paneles superiores: DNA control; panel inferior: DNA 1465 exones 23 y 42. Se muestra una mutacion puntual
heterocigota en los exones 23 y 42 del gen ABCA4; lo que constituye un heterocigoto compuesto. En el exdn
23 se sustituye una guanina (G) por una timina (T) en el nucléotido 3386 (c. 3386 G>T), lo que produce una
mutacion de sentido alterado que cambia una arginina (R) por un 4cido leucina (L) en el aminoacido 1129 (p.
R1129) de la proteina Rim. En el exon 42 se sustituye una citosina (C) por una timina (T) en el nucledtido
1948 (c. 5844 C>T), lo que produce una mutacion de sentido equivocado de prolina (P) a leucina (L) en el
aminoacido 1948 (p. P1948L) de la proteina Rim.



CASO AISLADO 20 (PACIENTE 769)

Figura 39. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA del paciente 769 en los exones 29 y 49.
Panel superior: DNA control; panel inferior: DNA 1465 exones 29 y 49. Se muestra una mutacién puntual
heterocigota en los exones 29 y 49 del gen ABCA4; lo que constituye un heterocigoto compuesto. En el exdn
29 se sustituye una guanina (G) por una adenina (A) en el nucléotido 4328 (c. 4328 G>A), lo que produce una
mutacion de sentido alterado que cambia una arginina (R) por un acido histidina (H) en el aminoacido
1443(p. R1443H) de la proteina Rim. En el exdon 49 se sustituye una Guanina (G) por una timina (T) en el
nucledtido 6764 (c. 6764 G>T), lo que produce una mutacion de sentido equivocado de serina (S) a isoleucina
(D) en el aminoacido 2255 (p. S22551) de la proteina Rim.



Figura 40. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA del paciente DNA 769 en el exon 36. Panel
superior: control. Panel inferior secuencia paciente DNA 793. Se muestra una mutacion heterocigota en el
exon 36 del gen ABCA4 donde hay sobreposicion de secuencias. Se determina la delecion de 15 pb c.
5045 5059 del GTTGCCATCTGCGTG, que predice una delecion p. V1682 V1686 en la proteina Rim.



CASO AISLADO 21 (PACIENTE 1046)

Figura 41. Secuencia nucleotidica parcial del gen ABCA4 en DNA del paciente DNA 1046 en el ex6n 19.
Panel superior control, secuencia reversa (R). Panel inferior: secuencia reverse de paciente DNA 1046. En el
panel inferior se muestra una mutacion puntual homocigota en el exén 19 del gen ABCA4 que sustituye una
adenina (A) por una guanina (G) en el nucléotido 2894 (c. 2894 A>QG). Este cambio produce una mutacion de
sentido equivocado de asparagina (N) a serina (S) en el aminoacido 965 (p. N965S) de la proteina Rim.

Las frecuencias alélicas de las mutaciones identificadas en el gen ABCA4 en el presente
estudio de 30 pacientes con enfermedad de Stargardt se reportan en la tabla 7.



Tabla 7. Frecuencia alélica de mutaciones en el gen ABCA4 en 30 casos con enfermedad de Stargardt (en
color rojo se indican los exones mas afectados.

_ Cambio de nuclestido Efecto en polipeptido

| e 320T p.RIEW
2 o T1G=4A p.R24H 1
- ] . 265 G=T p.EB9* 1
L] c.634 0T p-R212C |
- 0 723 AST p.E241D 1
8 c. 818 C=T p. R290W |
= [VEE *IVEE+1GA Splica 1
13 c. 1804 0T p.RE02W |
16 . 2453 G=A p. GE1EE 1
19 c. 1828 G=A p.R9430) 2
19 c. 2894 A= p. N9635 2
20 c. 3041 T=G p.LI0I4E |
23 c. 3386 G=T p.R1129L 2
28 c. 4139 C=T p. P12E0L 1
mp 25 %2.4149 4131dalTTC p.F1417dal 1
29 c. 4328 G=A p.R1443H 1
- 3] c.4337 4538 insC p- QL313Ef*41 1
- 31 %0, 4653 G=A p. W13s]* 1
3] o 4667 G=C p.R1356T 2
- 5 %2, 5045 _3039dal GTTGLCATCTGLGTG p. V1682 _V1686dal 1
36 c. 5114 G=A p.R1703Q 1
38 c. 3318 (5T p. ALTTIV ]
mp 15 0, 5324 T=A p.I1775N 2
- 3if %0 5335 T=C p. Y1775H 2
40 c. 3303 A=T p. N1868I |
=] 0 5824 GC p.E19420) 1
41 c. 3844 05T p.P1945L |
XN 0. 6121 G=T p. G2074V 1
46 c. 6384 A= p.HI12ER |
49 c. 6764 G=T p. 822531 4

mm) : mutaciones nuevas encontradas en este estudio).



CRITERIOS PARA VALIDAR UNA MUTACION DE SENTIDO EQUIVOCADO
EN EL GEN 4BCA4 COMO PATOGENICA EN CASOS DE ENFERMEDAD DE
STARGARDT

e Mutacion heterocigota en aquellos padres del cual se disponga material genético

e Ausencia de la mutacion en 150 alelos control (75 sujetos sanos)

e Analisis predictivo del efecto sobre la proteina utilizando el programa PolyPhen (a

partir de proxima pagina)

e Residuo altamente conservado filogenéticamente
e Aquellas mutaciones que causan nulidad (de sentido equivocado, deleciones o
inserciones con desplazamiento del marco de lectura, mutaciones de splicong) de

los alelos que consideraron portogénicas por si mismas.

VALIDACION DE MUTACIONES NUEVAS
Se identificaron 12 mutaciones nuevas (Tabla 7):
e 8 sustituciones
o 6 que causan mutaciones de sentido equivocado
o 2 que causan mutaciones sin sentido
e 2 deleciones (sin desplazamiento del marco de lectura)
e [ insercion (con desplazamiento del marco de lectura

e 1 mutacion en sitio de splicing

Se identificaron 2 mutaciones en exdn 32 (no se habian descrito mutaciones en este exon de

ABCA4).



1. p. E241D (exon 6)

Homo sapiens
Taquifugu rubripes
Tetraodont nigrobiridis
Equus caballus

Canis familiaris

Rattus norbegicus

Sus scrofa

Meleagris gallopavo

Bos taurus

Mus musculus

Figura 42. Resultados del andlisis del programa Polyphen para la mutacion nueva E241D
identificada en el presente estudio. Se muestra score y secuencia de aminoacidos alineados
entre especies. Se muestra Unicamente la mutacion (p. E241D) que tiene un score de 0.98 y
el alineamiento entre diferentes especies demuestra una conservacion estricta del residuo
afectado.



2. p. RI556T (exén 32)

PolyPhen-2 report for P78363 R1556T
Query
Protein Acc  Position AA; AA; Description

Canonical; RecName: Full=Retinal-specific ATP-binding cassette transporter; AliName: Full=ATP-binding
P78363 1556 R T cassefte sub-family A member 4; AtName: Full=RIM ABC transporter; Short=RIM protein; Short=RmP; Althame:
Full=Stargardt disease protein; Length: 2273

Results
Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r395
Humbiv
This mutation is predictedtobe PROBABLY DAMAGING with a score of 0.898 (sensitivity: 0.14; specificity: 0.98)
0,00 0,20 0.40 0,60 0.80 1,00

UniProtKB/UniRef100 Release

Homo sapiens TEILODLIDENI SDFLVETYPALIRSSLES RF’FWI*TEQ'E' YEEISIGEELEVVEITGEALVGE-----
Taquifugu rubripes TEILODLINENI SDFLVETYPALIRSSLES RFT'?‘.WEQ'R'YGGISIGGKLP‘ILPITGE.T-&L‘.?GF """
Tetraodont nigrobiridis ~ TEILQDLINENISDFLVETYPALIRSSLES RFW‘."NEQ'R' YEEISIGEELEVLEITGEALVGE-----
Equus caballus TEILODLINENI SDFLVETYPALIRSSLES RFT?‘.WEQ'R'YGGISIGGKLP‘ILPITGE.!'-!L‘IGF """
Canis familiaris TEILGDLINENISDFLVETYPALIQSGLES RFTWNEQ'R' YGEEISIGEELEVLPITGEALVGE-————-
Rattus norbegicus TEILODLINENI SDFLVETYPALIRSSLES RWQ'R|YGGISIGGKLPILPITGERLVEF —————
Sus scrofa TEILODLINENISDFLVETYPALIRSSLES RFT&“-‘NEQ'R' YGEISIGEELPILPITGEALVEF-————-
Meleagris gallopavo TEILODLINENT SDFLVETYPALIRSSLES KF’F’T‘.WEQ'R|YGGISIGGKLPILPITGEEL‘JEF """
Bos taurus TEILODLINENISDFLVETYPALIRSSLES KF’W‘-‘T‘JEQ'R' YGGISIGRELPILPITGEALVEF-----
Mus musculus TEILODLINENI SDFLVETYPALIRSSLES KF’F’?WTEQ'E'YGGISIGGRLPILPITGEI-EL‘FEF """

Figura 43. Resultados del analisis del programa Polyphen para la mutacién nueva R1546T identificada en el
presente estudio. Se muestra score y secuencia de aminoacidos alineados entre especies. Se muestra

unicamente la mutacion (p. R1556T) que tiene un score de 0.99 y el alineamiento entre diferentes especies
demuestra una conservacion en el residuo afectado.



3. I1775N (exo6n 38)

Homo sapiens
Taquifugu rubripes
Tetraodont nigrobiridis
Equus caballus

Canis familiaris

Rattus norbegicus

Sus scrofa
Meleagris gallopavo

Bos taurus
Mus musculus

Figura 44. Resultados del analisis del programa Polyphen para la mutacion nueva 11775N identificada en el
presente estudio. Se muestra score y secuencia de aminoacidos alineados entre especies. Se muestra
unicamente la mutacion (p. [1775N) que tiene un score de 0.72 y el alineamiento entre diferentes especies
demuestra una conservacion en el residuo afectado.



4. p. Y1779H (exo6n 38)

Homo sapiens
Taquifugu rubripes
Tetraodont nigrobiridis
Equus caballus

Canis familiaris

Rattus norbegicus

Sus scrofa

Meleagris gallopavo
Bos taurus

Mus musculus

Figura 45. Resultados del analisis del programa Polyphen para la mutaciéon nueva Y1779H identificada en el
presente estudio. Se muestra score y secuencia de aminoacidos alineados entre especies. Se muestra
Unicamente la mutacion (p. Y1779H) que tiene un score de 1.0 y el alineamiento entre diferentes especies
demuestra una conservacion en el residuo afectado.



5. E1942Q (exén 41)

Homo sapiens
Taquifugu rubripes
Tetraodont nigrobiridis
Equus caballus

Canis familiaris

Rattus norbegicus

Sus scrofa
Meleagris gallopavo

Bos taurus

Mus musculus

Loxodonta

africana
Heterocephalus

slader

Oreochromis niloticus
Ailupoda
melanoleuca

T R A

Zebrafish PI-----——-

o R

TDE D‘FD%'P,KERERIYKGGSSNDILQIRl Dl LSRTYTGTFRPAVDRICVGVSPGECFGLLGVINGAGRTT

Figura 46. Resultados del anélisis del programa Polyphen para la mutacion nueva E1942Q identificada en el
presente estudio. Se muestra score y secuencia de aminoacidos alineados entre especies. Se muestra
unicamente la mutacion (p. E1942Q) que tiene un score de 0.41 y el alineamiento entre diferentes especies
demuestra una conservacion parcial en el residuo afectado por lo cual el software lo considera una mutacion

benigna.



6. P. G2074V (exén 45)

Homo sapiens
Taquifugu rubripes
Tetraodont nigrobiridis
Equus caballus

Canis familiaris

Rattus norbegicus

Sus scrofa

Meleagris gallopavo
Bos taurus

Mus musculus

Figura 47. Resultados del analisis del programa Polyphen para la mutacion nueva G2074V identificada en el
presente estudio. Se muestra score y secuencia de aminoacidos alineados entre especies. Se muestra
Unicamente la mutacion (p. G2074V) que tiene un score de 1.0 y el alineamiento entre diferentes especies
demuestra una conservacion en el residuo afectado.



Tabla 8. Resultados del analisis de prediccion de patogenicidad con el programa Polyphen. Se incluyen todas
las mutaciones nuevas de sentido equivocado identificadas en el presente estudio.



En la tabla 9, se encuentran todas las mutaciones encontradas por paciente, incluyendo mutaciones por alelo,
tipo de mutacion por su efecto en el nucledtido, en la proteina y genotipo.* en celdas de alelos: mutaciones

nuevas.
ESPECTRO MUTACIONAL DEL GEN ABCA4 EN 30 CASOS CON ENFERMEDAD DE STARGARDT
Alelo 1 Alelo 2
Familia - DNA Exén Cambio Cambio Exdn Cambio Cambio Genotipo
nucledtido aminoacido nucledtido aminoacido
1.269,433 38 c. 5318 C>T p. A1773V 38 c. 5318 C>T p. A1773V Homocigoto
2.290,720 - - - - - - -
3. 376,377 6 c. 634 C>T p. R212C 38 c. 5318 C>T p. A1773V | Heterocigoto
compuesto
4.1163,1922 23 c. 3386 G>T p. R1129L 28 c.4139C>T p. P1380L Heterocigoto
compuesto
5. 2255,2296 - - - - - - -
6. 2409,2410 38 c. 5318 C>T p. A1773V 38 c. 5318 C>T p. A1773V Homocigoto
7.1298 - - - - - - -
8.793 16 c. 2453 G>A p. G818E 28 *c. 4249 4251 p. F1417 Heterocigoto
del TTC del compuesto
Esporadico - Alelo 1 Alelo 2 Genotipo
DNA Exon Cambio Cambio Exdn Cambio Cambio
nucledtido aminoacido nucledtido aminoacido
1.279 8 c. 868 C>T p. R290W - *IVS8+1G>A Mutacién de | Heterocigoto
splicing compuesto
2.289 38 c. 5318 C>T p. A1773V - - - Heterocigoto
3.1014 20 c. 3041 T>G p. L1014R 1,49 c. 52 C>T, p. R18W, Heterocigoto
c. 6764 G>T p. S2255I compuesto
4. 1015 13,19 c. 1804 C>T, p. R602W, 16 c. 2453 G>A p. G818E Heterocigoto
c. 2828 G>A p. R943Q compuesto
5.1128 38 *c. 5324T>A p. 11775N 38 *c.5324T>A p. 11775N Homocigoto
6.1173 - - - - - - -
7.1963 49 c. 6764 G>T p. S2255I 49 c. 6764 G>T p. S2255I Homocigoto
8.1388 19,40 c. 2828 G>A, p. R943Q, 3 *c. 265 G>T p. E89* Heterocigoto
c. 5503A>T p. N1868I compuesto
9. 2090 38 *c.5335T>C p. Y1779H 38 *c.5335T>C p. Y1779H Homocigoto
10. 2008 16 c. 2453 G>A p. G818E 16 c. 2453 G>A p. G818E Homocigoto
11. 1967 6 *c. 723 A>T p. E241D 36 c. 5114 G>A p. R1705Q Heterocigoto
compuesto
12. 2310 2 c. 71 G>A p. R24H - - - Heterocigoto
13.1777 30 *c.4537_4538 p. Q1513Pfs*41 - - - Heterocigoto
ins C
14. 2367 32 *c. 4667 G>C p. R1556T 32 *c. 4667 G>C p. R1556T Homocigoto
15. 1465 45 *c. 6221 G>T p. G2074V 16 c. 2453 G>A p. G818E Heterocigoto
compuesto
16. 1871 16,41 c. 2453 G>A, p. G818E, 46 c. 6384 A>G p. H2128R Heterocigoto
*c. 5824 G>C p. E1942Q compuesto
17. 1129 16 c. 2453 G>A p. G818E - - - Heterocigoto
18. 825 - - - 32 *c. 4653 G>A p. W1551%* Heterocigoto
19. 2636 42 c. 5844 C>T p. P1948L 23 c. 3386 G>T p. R1129L Heterocigoto
compuesto
20. 769 36 *c. 5045_5059 p. 29,49 | c. 4328 G>A, p. R1443H, Heterocigoto
del V1682_V1686 c. 6764 G>T p. S2255I compuesto
GTTGCCATCTGC del
GTG
21. 1046 19 c. 2894 A>G p. N965S 19 c. 2894 A>G p. N965S Homocigoto

22 ROS




Figura 48. Distribucion del espectro mutacional en la porteina ABCA4 en pacientes mexicanos con
enfermedad de Stargardt. Se presentan 29 mutaciones encontradas (no se incluye mutacion de splice). En rojo
mutaciones mas frecuentes en esta poblacion. En rosa mutaciones nuevas identificadas (113).



Figura49. Distribucion de la mutaciones de 30 pacientes con enfermedad de Stargardt dentro de la Republica

Mexicana



Tabla 10. Distribucion de las mutaciones a nivel geografico

Mutacion Origen geografico
p. A1773V - Distrito Federal (2)
- Distrito Federal (1)
- Estado de México (2)
- Estado de México (1)
p. R212C - Distrito federal (1)
p. R1129L - Morelos (1)
p.- R290W - Estado de México (1)
p. L1014R - Chiapas (1)
p.- R602W, - Estado de México (1)
p- R943Q - Estado de México (1)
- Estado de México (1)
p. [1775N - Distrito Federal (2)
p. S22551 - Estado de México (1)
- Distrito Federal (2)
- Veracruz (1)
p- N1868I - Estado de México (1)
p- Y1779H - Distrito Federal (2)
p- G818E - Estado de México (1)

- Estado de México (1)
- Jalisco (2)
- Estado de México (1)
- Distrito Federal (1)

- Distrito Federal (1)




p. E241D

- Guerrero (1)

p. R24H

- Puebla (1)

p. Q1513Pfs*41

- Veracruz (1)

p- R1556T - Chiapas (2)

p. G2074V - Estado de México (1)
p. E1942Q - Distrito Federal (1)
p. P1948L - Morelos (1)

p. V1682 V1686 del

- Veracruz (1)

p- N965S - Distrito Federal (2)
p.P1380L - Michoacén (1)
p.E89* - Estado de México (1)
Splice - Estado de México (1)
p.-R18W - Estado de México (1)
p-R1705Q - Guerrero (1)

p. F1417 del - Estado de México (1)
p-H2128R - Distrito Federal (1)
p. W1551* - Veracruz (1)
p.-R1443H - Veracruz (1)

Heterocigoto (1)

Homocigoto (2)




DISCUSION

Las distrofias retinianas hereditarias representan la causa mas importante de pérdida
de vision en la adolescencia, afectando aproximadamente a 1 en 2000 individuos. Las
mutaciones en ABCA4 han sido demostradas como causantes de enfermedad de Stargardt,
asi como de algunas formas de retinitis pigmentosa y de distrofia de cono-baston (114). La
enfermedad de Stargardt es una distrofia macular de inicio juvenil que se asocia con un
dafio rapido de la vision central con atrofia progresiva bilateral del EPR. Se caracteriza por
la aparicion de “flecks” amarillentos en el centro o alrededor de la macula, asi como en
areas periféricas de la retina (28, 29). El signo del silencio coroideo en la FAG, presente en
una gran proporcion de los pacientes (60-86%), refleja la acumulacion de lipofuscina en la
retina (115).
Al menos 5 distintos fenotipos retinianos (retinitis pigmentosa, distrofia de conos-bastones,
degeneracion macular relacionada a la edad, fundus flavimaculatus y enfermedad de
Stargardt) han sido asociados a mutaciones en ABCA4 (85). Actualmente se han
identificado mas de 600 variantes asociadas a estos fenotipos. Sin embargo, los alelos mas
frecuentes de ABCA4 asociados a enfermedad s6lo han sido identificados en ~ 10% de los
pacientes con STGD y més de la mitad de las variantes s6lo han sido detectadas en una sola
ocasion, lo cual es un gran desafio para la inequivoca clasificacion molecular de la
enfermedad. Asi, esta clasificacion generalmente se logra mediante el andlisis funcional de
la proteina mutante, que en la mayoria de las ocasiones una tarea dificil de realizar para el
investigador (116,117). Debido a que las enfermedades asociadas a ABCA4 son
autosdmicas recesivas, muchos pacientes a menudo representan el iinico miembro afectado
en una familia. Aunque determinar el estado mutacional es posible si las muestras

parentales estan disponibles, esto a veces es complicado o imposible (118). Los estudios



funcionales de las variantes de ABCA4 son también complicados a causa de que ABCA4
solo se expresa en los fotorreceptores, lo cual significa que el tejido afectado no puede ser
obtenido de estos pacientes. De esta forma, un examen funcional directo no se encuentra
disponible aun (117) y aunque se han utilizado algunos modelos, aun es dificil la
realizacion de experimentos funcionales para cientos de variantes raras (119,120).

Por otra parte, la heterogeneidad alélica ha complicado enormemente el analisis
genético del gen ABCA4 asociado a enfermedades retinianas. A pesar del esfuerzo
relacionado en la deteccidon y genotipificacion, lo cual es crucial para estudios de
correlacion genotipo-fenotipo, todavia se necesitan analizar miles de muestras para lograr
un poder estadistico de todas las variantes raras y sus combinaciones cuando hay 2 alelos
mutantes distintos. También relacionado a los anterior y que también necesita de analisis
estadistico similar es la presencia de alelos complejos (presencia de 2 6 mas variantes en el
mismo cromosoma), los cuales se encuentran hasta en un 10% de todos los pacientes con
STGD (117).

La variacion en el locus ABCA4 ha emergido como la causa mas prevalente de
enfermedad retiniana, puesto que 1/20 personas en diversas poblaciones portan una variante
en este gen potencialmente asociada a enfermedad (56,89,117). Esta frecuencia implica que
la prevalencia establecida de 1 en 10,000 para la enfermedad de Stargardt posiblemente sea
muy superior. Asi lo confirm6 Riveiro-Alvarez et al. en un estudio de casos control al
demostrar una frecuencia de portadores del 6.4%, que permitid estimar una prevalencia

para la enfermedad de 1 afectado en cada 870 individuos de la poblacion (121).



El microarreglo para mutaciones de ABCA4, el cual es actualizado regularmente,
contiene todas las variantes genéticas conocidas asociadas a la enfermedad (hasta octubre
2011) en el gen ABCA4 (aproximadamente 600 variantes). Este método actualmente detecta
~70% de los alelos asociados a la enfermedad. En promedio el microarreglo identifica 2
mutaciones en ~40% de los pacientes diagnosticados con enfermedad de Stargardt clasica.
Del resto, 1 mutacion es detectada en otro 40%, mientras que en un 20% de los pacientes
no es posible identificar un segundo alelo de ABCA4 asociado a enfermedad. Pese a las
nuevas tecnologias, la secuenciacion directa por el método de Sanger sigue siendo el
estandar de oro para el diagnostico molecular de enfermedades mendelianas. En promedio
este método detecta entre 66% y 80% de los alelos en enfermedad de Stargardt.

En el presente estudio, 83% (25/30) de los pacientes estudiados presentd al menos
una mutacion asociada a STGD. De un total de 30 pacientes, 66.6% (20/30) presento 2
alelos mutantes y 17% (5/30 pacientes) presentd un alelo mutante. En el restante 16.6%
(5/30 pacientes) no se identificaron mutaciones. En aquellos pacientes con mutacion en
ambos alelos de ABCA4, 40% (8/20 pacientes) fueron homocigotos y de éstos 37.5% (3/8)
reconocieron consanguinidad o endogamia en la familia; 60% (8/12 pacientes) fueron
heterocigotos compuestos y de éstos solamente un 16.6% (2/12) reconocieron
consanguinidad o endogamia. En este trabajo se logr6 la identificacion de 30 diferentes
variantes asociadas a enfermedad de la cuales ~90% (27/30 variantes genéticas) fueron
sustituciones, 6.6% (2/30) deleciones y 3.3% (1/30) inserciones. Por su efecto en la
proteina, la mayoria de estas mutaciones (80%, 24/30) originaron cambios de sentido
equivocado. Dos mutaciones (6.6%) predijeron eliminacion de aminoacidos sin

desplazamiento del marco de lectura mientras que otras 2 mutaciones (6.6%) causaron



terminacion prematura de la proteina con un codon directo de paro. Se identifico solamente
una mutacion de splicing (3.3%) y otra con desplazamiento de marco de lectura (3.3%).

En 1997, Allikmets et al., reportaron por primera vez mutaciones asociadas al gen
ABCA4 en un total de 48 familias con enfermedad de Stargardt en las que identificaron 19
mutaciones, la mayoria de sentido alterado (44). Lewis et al. en 1999 secuenciaron el gen
ABCA4 completo en 150 familias e identificaron variacion en este gen en 173 (57%) de los
alelos (85). En tal estudio, 59 familias demostraron 2 6 mas mutaciones, mientras en igual
nimero de familias se identificé al menos una mutacion (85). Apoyando el modelo de la
actividad residual del transportador ABCA4, se ha establecido que cuando los dos alelos
estan afectados y al menos uno de ellos tiene una mutacion de sentido equivocado o una
delecion sin desplazamiento del marco de lectura, la proteina conserva cierta actividad
funcional y se correlaciona con un fenotipo de enfermedad de Stargardt (44,85). En un
analisis de la variacion alélica en el gen ABCA4 en el afio 2001, Webster et al. estudiaron
374 probandos no relacionados con diagnostico de enfermedad de Stargardt e identificaron
dos alelos causantes de enfermedad en 18% de los casos, un alelo mutante en 35% y ninglin
alelo mutado en 47% de los sujetos estudiados (77). Al mismo tiempo Briggs et al.
estudiaron 118 pacientes con STGD identificando 21 mutaciones nulas (15 nuevas), 55
mutaciones de sentido alterado y una delecion de un aminodcido sin desplazamiento del
marco de lectura. También demostraron que 52 (44%) pacientes con la enfermedad
presentaban 2 alelos mutados, 33 (31%) pacientes con un alelo mutado y en 29 (25%) de
ellos no se encontraron mutaciones (64). En el afio 2000, Simonelli estudi6é 11 familias con
STGD y encontr6 10 variantes en 16 (73%) de los 22 alelos; ~80% de las variantes fueron
mutaciones de sentido alterado y ambos alelos estuvieron afectados en 6 (55%) de 11

familias. También, Simonelli en el afio 2005, estudiaron 18 familias con STGD e



identificaron mutaciones de sentido equivocado en un 53.8%, seguidos por deleciones
(27%), mutaciones del corte-empalme (11.6%) e inserciones y mutaciones sin sentido en
3.8% (25). Rivera et al. estudiaron 144 pacientes y encontraron 191 mutaciones asociadas a
enfermedad de las cuales las mutaciones de sentido alterado representan la mayoria
(76.4%) seguido por las mutaciones sin sentido (9.9%), splice (9.4%) y mutaciones con
desplazamiento del marco de lectura (4.2%). en 59 pacientes (40.9%), ambos alelos
presentaban mutaciones, en 48 pacientes (33.3%) se identificd mutacion en un solo alelo y
en 37 pacientes (25.7%) no se encontraron mutaciones. En Sudafrica en el afio 2004,
September et al. estudiaron una cohorte de enfermos e identificaron variantes en 40 de 64
pacientes (63%). Las mutaciones mas comunes fueron sustituciones de una base en su
mayoria transiciones (80). Ozgull et al. en el afio 2004 estudiaron la poblacion turca y
encontraron que un 40% de los pacientes con esta enfermedad presentaron al menos un
alelo mutado (70). Hargitai et al. en 2005 en poblacién hiungara estudiaron 35 pacientes y
detectaron mutaciones en un 65.7% (23/35), incluyendo 48.5% de pacientes con ambos
alelos y 17% con un alelo afectado (24). En un estudio danés en el afio 2007, Rosenberg et
al. que un 77% de los individuos estudiados presentaron variantes patogénicas. Encontraron
que un 41.6% de los pacientes presentaron 2 mutaciones, un 31.7% un alelo afectado y
3.7% mas de 3 alelos afectados. La mayoria de las mutaciones fueron se sentido
equivocado (82). Valverde et al. en 2006 estudiaron 76 pacientes espaiioles con enfermedad
de Stargardt e identificaron mutaciones en un 60% de los cromosomas estudiados. Un 43%
de los pacientes presentaron los dos alelos mutados, mientras que en 33% solo se identifico
un alelo afectado (86). También en Espafia en el afio 2009, Aguirre-Lamban et al.
estudiaron 31 familias, incluyendo 23 con STGD, identificando un 43.5% de alelos

mutados (61). En poblacién portuguesa, Maia-Lopes et al. estudiaron 21 familias



encontrando 22 variantes asociados a enfermedad, resultando en una deteccion del 67%. La
gran mayoria de esos cambios fueron mutaciones de sentido equivocado (72.7%), seguido
por mutaciones con cambio del marco de lectura (19.4%), mutaciones sin sentido (8.3%) y
una mutacién del splicing (2.7%). En México y en Latinoamérica no hay reportes de
estudios moleculares del gen ABCA4 en la enfermedad de Stargardt. El unico estudio que
antecede al nuestro en México fue realizado por nuestro grupo en 5 pacientes mexicanos
con enfermedad de Stargardt (84) y en el que se analizaron los exones 12, 17, 20, 23, 24,
28,29, 40,41 y42 , que fueron los exones con mayor nimero de mutaciones en poblacion
espanola. En este estudio no se identificd ninguna variante genética patogénica asociada a
la enfermedad. A nuestro conocimiento, no existen estudios para conocer el espectro

mutacional del gen ABCA4 en pacientes con enfermedad de Stargardt en Latinoamérica.

MUTACIONES IDENTIFICADAS EN EL PRESENTE ESTUDIO Y QUE HAN
SIDO DESCRITAS PREVIAMENTE
Se identificaron en total 30 variantes patogénicas, 18 de las cuales ya han sido

reportadas en diversos estudios. En el exon 1 del gen ABCA4 se identifico la transicion c.

52 C>T (p.R18W) (DNA 1014) descrita por Gerber et al. en 1998 en 2 familias no

relacionadas de origen francés y alemdn, respectivamente (122). Esta mutacion se localiza
en la region corta amino terminal que precede a la primera asa asa transmembranal de la
proteina y se considera que afecta un aminoacido no conservado y con posible benignidad
aunque su funcion hasta la fecha es desconocida (36). Similarmente, la mutacion c. 71 G>A
(p. R24H) (DNA 2310), fue identificada en nuestro estudio y descrita por Lewis et al. en
1999 y es una mutacion de sentido equivocado de efecto desconocido en la funcion de

ABCAA4, de localizacion adyacente al primer dominio transmembranal de la proteina en una



posicion residual no conservada (36,85). Es importante mencionar que las dos mutaciones
anteriores son consideradas como benignas y podrian combinarse con alguna mutacion de
afeccion severa en la funcion del transportador y de esta forma causar el fenotipo de
enfermedad de Stargardt. Esta variante patogénica ha sido identificada en varias
poblaciones. Paloma et al. en poblacidon espafiola describieron una familia con distrofia de

cono-baston con genotipo de heterocigoto compuesto debido al cambio p. R212C (c. 634

C>T) (DNA 376, 377) en un alelo y un desplazamiento del marco de lectura en el otro.
Rozet et al. en 1998 y Simonelli en 2005 describieron esta mutacion en estado homocigoto
y heterocigoto, respectivamente, asociados ambos genotipos a un inicio temprano (antes de
los 10-12 anos) de la enfermedad de Stargardt (25, 124). Estos datos indican que es
probable que la forma homocigota y heterocigota conserven actividad residual del
transportador ABCA4; mientras que la forma con una proteina truncada y el cambio p.
R212C tiene solo un alelo con actividad residual provocando un cuadro clinico mas
agresivo como lo es la distrofia de cono-baston. Asi mismo, esta mutacion también ha sido

considerada como factor de susceptibilidad para AMD (125). La mutacion c. 818 C>T (p.

R290W) (DNA 279) fue identificada en el afio 2007 en una familia portuguesa originaria de
las islas Azores. En esta familia se observd variabilidad clinica ya que algunos individuos
presentaban distrofia de cono-baston y un individuo tenia enfermedad de Stargardt. En este
ultimo sujeto se identifico la mutacion p. R290W. Esta sustitucion de arginina a triptofano
en la posicion 290, afecta un residuo del primer asa intradiscal de ABCA4 que estd
conservado en diferentes especies como el humano, el raton, la rata, el perro y el Xenopus
entre otros. Es probable que este cambio de un residuo basico a uno neutral/hidrofobico

tenga consecuencias funcionales (126). La mutacion c. 1804 C>T (p. R602) (DNA 1015)

fue identificada por Lewis et al. en 1999 y a partir de entonces ha sido descrita con



frecuencias variables siendo una de las mas comunes en poblacion sudafricana (6 familias
de 64 familias) y en espafola (6%) (61,77,80,83,85,86). El residuo p. R602W estd
altamente conservado en las proteinas ABCA4 entre las diferentes especies y con otros
miembros de la familia ABCA. Este aminoacido esta localizado en el dominio ECD I y aiin
no se conoce su importancia en estructura y funcion. Se ha especulado que la sustitucion de
una carga positiva de la arginina a un triptofano no polar puede tener efectos adversos sobre
la organizacion espacial de la proteina (120). Para investigar los efectos de la severidad de
la retinitis pigmentosa autosdmica recesiva por la mutacién de sentido equivocado p.
R602W sobre la localizacion de ABCA4, se generé un modelo de Xenopus transgénico p.
R602W. Los estudios de inmunofluorescencia demostraron retencion del transgénico dentro
del segmento externo y sugirieron un plegamiento anormal de la proteina mutada. Asi
mismo, se realizd6 la medicion de la actividad ATPasa de la mutante p.R602W y se
identifico un decremento marcado comparado con el alelo tipo silvestre (actividad de

21.6% vs ~100%) (120). La mutacion c. 2453 G>A (p. G818E) (DNA 793, 1015, 1465,

1871, 2008) fue identificada en 1997 por Allikmets et al. en un analisis de pacientes con
enfermedad de Stargardt y degeneracion macular relacionada a la edad (21). Esta fue la
mutaciéon mas frecuente en nuestra poblacion, ya que se identifico en 7 alelos (7/60). Este
cambio estd localizado en el asa que conecta las hélices transmembranales 5 y 6. Estas asas
se ordenan de diferentes formas ain no totalmente establecidas, esta wvariabilidad
estructuralpuede explicar porque esta mutacion provoca una enfermedad leve. También se

propone que esta variante patogénica reduce la capacidad ATPasa de la proteina (120). La

variante genética c. 2828 G>A (p.R943Q) (DNA 1015, 1388) fue identificada en 1997 por
Allikmets et al. Esta alteracion ha sido reportada en muchos estudios como una mutacion

de patogenicidad baja o leve o bien como un polimorfismo (22). Estudios de expresion han



demostrado que este cambio produce una pequefia pero detectable reduccion en la actividad
nucleotidasa y afinidad de unidn al nucledtido de la proteina ABCA4. Otros estudios han
mostrado que este cambio puede estar asociado con ¢. G863 A o c. 2588G>A, produciendo
un fenotipo severo. Se especulan dos posibilidades; primero, el cambio p. R943Q se puede
asociar con mutaciones mas severas y, segundo, R943Q puede tener un efecto modulador
sobre otro gen implicado en la enfermedad, no descubierto ain (62, 127). En nuestro
estudio se identificaron 2 alelos con esta variante genética y los datos apoyan el punto
referido anteriormente debido a que ambos alelos se encuentran como alelos complejos con
mutaciones de moderada a severa funcionalidad en la proteina (p. R602W y p. N1868I).
Ademas, en el otro alelo se encuentran mutaciones de severa y moderada a leve
patogenicidad (p. E89* y p. G8I8E, respectivamente). De manera importante, se ha
demostrado recientemente un desequilibrio de ligamiento entre p. R602W y p. R943Q en la
poblacion espaiiola (128). Ese hecho es interesante debido a que un alelo que identificamos
con la variante p.R943Q forma un alelo complejo con p. R602W. La mutacion c. 2894

A>G (p. N965S) (DNA 1046) fue identificada en 1997 por Allikmets et al. (21). En el afio

2007, Rosenberg et al en un estudio en poblacion danesa, encontraron esta variante genética
en 28 pacientes y fue la mutacion mas comun entre 161 pacientes no relacionados. La
mutacion p.N965S estd ausente en estudios europeos y se ha presentado esporadicamente
en Estados Unidos (77,85). Recientemente se ha demostrado que esta variante tiene un
impacto medio a severo sobre el fenotipo debido al dafio de la hidrolisis del ATP por la

proteina mutada (119). La mutacion ¢. 3041 T>G (p. L1014R) (DNA 1014) fue identificada

por Webster et al. en 2001. Dicha mutacion fue validada utilizando 96 sujetos normales y
182 pacientes con degeneracion macular. A nuestro conocimiento este es el Unico estudio

que ha reportado esta mutacion (77). La mutacion c. 3386 G>T (p. R1129L) (DNA 1163,




1922, 2636) fue identificada por primera vez por Webster et al. en el afio 2001. En
pacientes espafoles, Valverde et al. la reportaron como una variante presente en 25% de
los alelos asociados a la enfermedad. Esta mutacidon puede considerarse con efecto
moderado a severo, dado que en 5 pacientes homocigotos para esta variante fueron
diagnosticados con STGD en la vida adulta temprana. En los casos donde p. R1129L fue
heredada con una segunda mutacion, el rango de la edad de inicio de la enfermedad fue mas
amplio (9 a 40 afios), y la naturaleza de la severidad de la enfermedad dependi6 de la
segunda mutacion (86). La caracterizacion bioquimica de una proteina recombinante
ABCAA4 con la mutacion p. R1129L revel6 una reduccion sustancial en la expresion y en la

actividad de union a ATP (119). La mutacion 4139 C>T (p. P1380L) (DNA 1163, 1922)

fue identificada por Lewis et al en 4 sujetos en al afio 1999. Fue validada en 220 sujetos no
afectados donde no se encontrd la variante (85). Diversos estudios demuestran también que
sujetos con mutaciones hererocigotas para el gen ABCA4 pueden estar predispuestos a
desarrollar degeneracidon macular relacionada con la edad (118), a consecuencia de una

posible haploinsuficiencia en el producto ABCA4. La mutacion c. 4328 G>A (p. R1443)

(DNA 769) fue identificada por Rivera et al. en el 2000, validandose en 220 sujetos no
afectados de la poblacion alemana (78). September et al. en un estudio en poblacion
sudafricana en el 2004, describid la mutacidon como una sustitucion de un aminoacido
arginina conservado por una histidina, otro aminodcido basico en la posicion 1443 dentro
del dominio 2 extracelular (ECD2) de la proteina ABCA4. Es predicho que este cambio no
afecta dramaticamente la funcion en el espacio intradiscal del fotorreceptor donde ECD2
estd localizado. Los aminodcidos basicos son usualmente encontrados en las superficies
exteriores de las proteinas a causa de sus fuertes propiedades polares. Ha sido sugerido que

las mutaciones hacia el extremo 3' del gen pueden no tener un efecto significante en la



funcion de la proteina y por lo tanto estar asociado a fenotipos mas leves (80). La mutacion

c. 5114 G>A (p. R1705) (DNA 1967) fue identificada por Rivera et al. en el afio 2000,

validandose con 220 sujetos sanos de poblacion alemana (78). En esta variante patogénica

no han se han descrito ni realizado estudios funcionales. La mutacion c. 5318 (p. A1773V)

(DNA 269, 433, 376, 377, 2409, 2410, 289) fue identificada en el afio 2007 por Downs et
al. Esta mutacion tiene resultados controversiales en diferentes paises. En Estados Unidos,
se ha reportado como una variante de baja patogenicidad y se ha describidé en poblacion
sana, no obstante no se demuestran resultados concluyentes ni resultados de segregacion de
la mutacion (111). Recientemente, en el afio 2008, en un estudio italiano sucedid lo
contrario, Stenirri et al. identificaron esta variante y la consideraron como variante
patogénica, aunque no hay detalles ni descripcion de la mutacion (112). Al ser la segunda
posible variante patogenica mas frecuente en nuestra poblacion de estudios, decidimos
validar esta variante con 105 sujetos sanos, ninguno de los cuales presento la variante.
Posteriormente, demostramos que dicha mutacion se segregaba en la familia. Nosotros
encontramos 2 familias no relacionadas con dos hermanos afectados cada familia. En cada
uno de esos hermanos se demostré la mutaciéon p. A1773V en estado homocigoto. En
seguida realizamos el examen molecular a los padres y encontramos que cada uno de ellos
resultd ser portador para la mutacion. En un andlisis utilizando Polyphen se demostrd
también que el residuo alanina en la posicidon 1773, esta conservado filogenéticamente
(resultados no mostrados). Todas estas son evidencias para demostrar porque consideramos
a esta variante como la causante de la enfermedad en las personas que portan este cambio
nucledtido. No obstante, aiin faltan estudios funcionales de la proteina para demostrar todo

lo anteriormente descrito. Para la mutacion ¢. 5503 A>T (p. N1868I) (DNA 1388) fue

identificada por Webster et al. en el afio 2001 como una variante genética que predispone a



enfermedad de Stargardt y degeneracién macular relacionada a la edad. Al ser validada con
96 sujetos sanos, se encontrd que la variante estaba presente en 7 de ellos. La mutacion
tiene una funcionalidad parecida a la mutacién p. R602W, donde son cambios que se
presentan muy frecuente en la poblacion, pero también se encuentran en controles segin los
estudios reportados (77). Es esperado que este alelo no puede causar enfermedad si se parea
entre si mismo, pero puede causar enfermedad si se aparea con otro alelo de mas
patogenicidad (por ejemplo un alelo nulo), como lo visto con el apareo con el alelo p. E§9*
(77). Recientemente, Aguirre-Lamban et al. en un estudio en poblacion espafiola
demostraron que esta variante es identificada en una mas alta proporcion de pacientes que
en controles y confiere hasta el doble de riesgo para desarrollar la enfermedad (OR 2.23; IC

95% 1.01-5.0a, p=0.05). La mutacion c. 5844 C>T (p. P1948L) (DNA 2636) fue

identificada por Maugeri et al. en el afio de 1999 (56). Se considera una variante con poca
patogenicidad, y varios estudios en distintas poblaciones han demostrado que se trata de un
polimorfismo, aunque podria tener cierta patogenicidad dependiendo si se aparea con un
alelo de alta patogenicidad que altere la funcion de la proteina ABCA4 (77). La mutacion
c6384 A>G fue identificada por Fishman et al. en 1999 (129). Webster et al. en el mismo
ano validaron esta mutaciéon con 96 sujetos sanos y 182 con degeneracion macular
relacionada a la edad, ninguno de ellos presento la variante (77). En 2010, Kelly et al.
describieron que esta mutacion es la Unica que afecta un “C-loop”, que es un segmento con
secuencia conservada (de 10-12 residues) que inicia con una histidina conservada que tiene

un papel en la union e hidrélisis (130). Por tltimo, para la mutacion de sentido equivocado

c. 6764 G>T (p.S22551) (DNA 769, 1014, 1963) la frecuencia alélica es generalmente alta
en diversas poblaciones (85). Estos alelos pueden ser definidos como de baja patogenicidad

debido a que se presentan con alta frecuencia en enfermos con Stargardt sin que sean



totalmente penetrantes. Estos alelos por si solos no son causantes de enfermedad, sobre
todo si se aparean entre ellos. No obstante, ellos pueden causar la enfermedad si se aparean
con otro alelo de alta patogenicidad (77,85). Valverde et al. en 2007 al estudiar pacientes
espafioles con retinopatia severas menciond que se necesitan realizar mas estudios para
determinar el verdadero papel de este alelo controversial en la patogénesis de la

enfermedad (62).

MUTACIONES NUEVAS DE ABCA4 IDENTIFICADAS EN EL PRESENTE
ESTUDIO

Doce de las 30 variantes encontradas, (12/30, 40%) se consideran mutaciones
nuevas debido a que no estan reportadas en la literatura internacional. Se tomaron en cuenta
diversos criterios para validar estas variantes nuevas. Primero, que no se encontraran en
bases de datos como el “Human Gene Mutation Database” (HGMD) (116), RetNet The
retina international scientific newsletter, Mutation Database: Mutations of the ATP-binding
cassette transporter retina (ABCR, ABCA4) (131) y Pubmed dentro del NCBI, entre otras.
Segundo, todas las alteraciones en la secuencia del gen ABCA4 que predijeron una proteina
truncada prematura (como por ejemplo mutaciones sin sentido, pequefias inserciones o
deleciones que causen desplazamiento del marco de lectura) o alteraciones que afectan el
“splicing” fueron clasificadas como mutaciones asociadas a la enfermedad.
Para las mutaciones de sentido equivocado tomamos en cuenta varios pasos para validarla
como nueva. Se incluyeron a 75 sujetos sanos como controles y ninguno de ellos debid
presentar la variante en cuestion. Se realizd6 un andlisis de segregacion donde son
importantes los hermanos (los también afectados) y los padres. En los primeros se busco

que tuvieran las mismas mutaciones que los probandos y en los segundos el estado portador



de la enfermedad. Posteriormente, se realizé un analisis de prediccion in silico utilizando el
programa Polyphen. Este programa estima la posibilidad que la variante sea dafiina o no,
tomando en cuenta como la mutacidén cambia la estructura de la proteina y su
funcionalidad. Por ultimo se realizé un analisis filogenético de los residuos de la proteina
afectados para demostrar si ellos estaban o no conservados.

De las 12 mutaciones nuevas identificadas, 2 correspondieron a mutaciones sin
sentido, 2 a deleciones sin desplazamiento del marco de lectura, una a insercidon con
desplazamiento del marco de lectura, una por alteraciones del sitio de corte y empalme

(splicing) y 6 correspondieron a mutaciones de sentido equivocado.

Nuligocidad asociada a enfermedad de Stargardt

Un alelo nulo es un tipo de alelo conducente a la ausencia de un determinado
fenotipo debido a la ausencia de un producto génico normal. Se encontré6 mutaciones
aparentemente nulas en 4 de 60 alelos estudiados (6.66%). Lewis et al. en el afio de 1999
encontrod en poblacion estadounidense que un 12% de todos sus alelos eran nulos (85). En
otra poblacion del mismo pais Briggs et al en el afno 2001 encontré que un 10% de los
alelos eran mutaciones nulas (64). Rivera et al. en el afio 2001 en poblacién alemana
encontraron variantes con nulidad en un 23.5% de todos los alelos, siendo las mutaciones
sin sentido el 9.9% vy las de splicing el 9.4%, mientras las que causan un desplazamiento del
marco de lectura solo en 4.2% (77). Aguirre-Lamban et al. en el afio 2009 en poblacion
espafiola encontr6 que un 12.9% correspondian a este tipo de alteraciones (61). Maia-Lopes
et al. en poblacion portuguesa en el afio 2009 encontré que ~ un 35% todos los alelos
mutados eran mutaciones nulas (variantes con desplazamiento del marco de lectura 19.4%,

mutaciones sin sentido 8.3% y un cambio de splicing 2.7% (83). Por lo anterior, se puede



concluir que hay una gran heterogeneidad y que cada poblacidn maneja porcentajes que

varian ampliamente para este tipo de variantes. La mutacion c. 256 G>T (p. E89*) (DNA

1388) fue predicha segln los criterios ya establecidos como proteina prematura truncada,
por lo tanto con una funcionalida nula en el transportador ABCA4. El residuo afectado se
encuentra en el dominio extracitoplasmico 1 (ECDI1), en la mitad aminoterminal de la
proteina, pero debido a la naturaleza de la proteina truncada, este dominio asi como los
sucesivos a la mutacion no tienen actividad, dando nulidad a la funcion en este alelo. El
paciente portador de esta mutacion, presenta en el otro alelo una mutacién en cis o
compleja (p. R943Q y p. N1868I) que son consideradas como mutaciones de sentido
equivocado de baja patogenicidad; de esta forma éste seria un buen ejemplo que explica el
modelo de la actividad residual del transportador ABCA4, donde una mutacion severa (p.
E89*) y una mutacion leve (p. R943Q y p. N1868I) causarian la enfermedad de Stargardt
(30, 37). La mutacion de “splicing” IVS8+1 G>A ( DNA 279) provocaria un no
reconocimiento del sitio donador (GT) para el spliosoma mayor. El RNA splicing (RNAsn
o RNA pequefio nuclear, spliciosoma) requiere reconocer la secuencias nucleotidicas en los
limites entre exon-intron del transcrito primario. Los dinucle6tidos en los finales de los
intrones estan altamente conservados, asi casi siempre la mayoria de los intrones inician
con GT (sitio donador) y finalizan con AG (sitio aceptor). Actualmente se conoce que no
solo estos dinuledticos deben estar conservados, las secuencias que estan adyacentes a ellos
lo estan también, constituyendo las secuencias consenso de la union del splicing. La posible
consecuencia de esta mutacion seria la nulidad para el alelo afectado, pero Lewis et al.
describieron que las mutaciones que provocaran una proteina truncada cerca del extremo
carboxilo de la proteina, ain podrian retener cierta funcionalidad del transportador (85). En

nuestro paciente el otro alelo presenta una mutacion de sentido equivocado, lo cual también



apoya el modelo residual. La mutacion c. 1530 1531 ins C (p. Q1513Pfs*41) (DNA 1777)
es una insercion de una citosina entre los nucledtidos 1530 y 1531 de gen ABCA4 que
origind un desplazamiento del marco de lectura heterocigota en el aminoacido 1531 del
transportador. Este desplazamiento a su vez causé un codon de paro 41 codones “rio
abajo”, causando asi una proteina prematura truncada la cual se considera con nula
funcionalidad. El codon 1530 se encuentra en el dominio extracitosolico (ECD2) en el
inicio de la segunda mitad carboxilo del transportador. La mutacion causaria dafio severo y
nulidad de funcion por defecto del resto de la proteina (incluyendo el ECD2, TMD vy
NBD2). La mutacion c. 4653 G>A (DNA 825) es una sustitucion que origindé una
mutacion sin sentido en el aminoacido 1551 (p. W1551%*) con funcidén nula en la proteina
transportadora. Este residuo se encuentra en el dominio extracitosélico 2, pero como en la
mutacion anterior, se dafian los dominios restantes del transportador, de esta manera
causando la gravedad o nulidad de la funcionalidad proteica. En estas dos ultimas
mutaciones, no se encontré el otro alelo afectado en la regiones codificantes, una discusion
acerca de ese tema serd tomado mas adelante. También es importante mencionar que todas
estas variantes con nulidad de funcidon no se encontraron en estado homocigoto, lo cual se

ha predispuesto mas a fenotipos relacionados con distrofia de cono-baston o retinitis

pigmentosa.

Deleciones sin desplazamiento del marco de lectura.

Se identificaron 2 alelos mutados con este tipo de alteracion (c. 4249 _4251 del TTC, p.

F1417del (DNA 793); c. 5045_5059 del GTTGCCATCTGCGTG, p. V1682 V1686 del)
(DNA 769) que representan un 0.33% del total de los alelos estudiados y un 6.66% del total

de los alelos estudiados. Estas variantes son rara vez identificadas, por ejemplo Lewis et al.



en 1999 reportaron 3 alelos con estos tipos de mutaciones (3/183 variantes asociadas a
enfermedad de Stargardt) (85). Asi mismo Briggs et al. identificaron una delecion sin
desplazamiento del marco de lectura en 77 cambios patogénicos asociados a la enfermedad
(64). Este tipo de mutaciones (deleciones sin desplazamiento del marco de lectura) se
define como aquella en la cual se pierden nucledtidos en multiplos del nimero 3, por lo
tanto se pierde(n) codon(es) completos sin que se corra el marco de lectura. Los efectos de
la proteina va a depender del residuo que se pierda, su ubicacion y la conservacion de €ste a
través de las especies. En el afio 2000, Sun et al. estudiaron los efectos bioquimicos en
variantes de la proteina ABCR asociados a retinopatias humanas, incluyendo 3 pequenas
deleciones sin desplazamiento del marco de lectura, encontrandose ellas principalmente en
el extremo carboxilo del transportador (119). De manera interesante, la delecion
delVVAIC1681, descrita por Lewis et al. en 1999, se encuentra un aminoacido adyacente a
nuestra mutacion (p. V1682 V1686 del) y ambos residuos (el afectado en nuestro estudio y
el afectado en el estudio de Lewis et al.) estan conservados y se encuentran en el primer asa
del dominio transmembranal de la proteina ABCA4. Sun et al. estudiaron la mutacién
reportada por Lewis et al. y estudiaron su efecto en el transportador. Ellos demostraron que
esta mutacion caus6 grandes reducciones en la cantidad de la proteina por lo cual puede
tener una patogenicidad severa o funcionalidad nula (119). En nuestro paciente, esta
mutacidon se presentd en estado heterocigoto acoplandose con un alelo complejo (p.
R1443H y p. S2255I), que posiblemente tengan patogenicidad leve a moderada. Con
respecto a la otra mutacion (c. 4249 4251delTTC, p. F1417del), se encuentra en un
aminoacido conservado dentro del dominio ECD2, que se ha visto implicado en funciones
principalmente asociados al plegamiento de la proteina (113). Nosotros desconocemos la

verdadera consecuencia funcional de esta nueva mutacion.



Mutaciones de sentido equivocado nuevas

Se identificaron un total de 6 mutaciones de sentido equivocado nuevas (c. 723
A>T, p. E241D (DNA 1967); c. 4667 G>C, p. R1556T (DNA 2367); c. 5324 T>C, p.
11775N (DNA 1128); c. 5335 T>C, p. Y1779H (DNA 2090); c. 5824 G>C, p. P1942Q
(DNA 1871); c. 6221 G>T, p. G2074V (DNA 1465) que representan un 10% dentro de
todos los alelos estudiados, 20% entre el total de las variantes encontradas y un 25% de
todas las mutaciones de sentido equivocado identificadas en el estudio. Logicamente, no se
puede relacionar el niimero y porcentaje de mutaciones nuevas en los estudios
internacionales ya que éstos tienen a disminuir a través de los afios por la cantidad de
mutaciones identificadas hasta la fecha, aunque debemos mencionar que mas del 50% de
las variantes patogénicas Unicamente se han descrito en una sola ocasion (117). Se debe
reiterar que todas las mutaciones de sentido equivocado fueron validadas: a) utilizando 75
sujetos sanos como controles, donde ningunos de ellos presento las variantes en estudio; b)
en aquellos casos en que fue posible, se estudio la segregacion de la mutacién buscando el
estado portador de los padres, y en casos familiares el estudio de los hermanos también
afectados; c) utilizando programas in silico se analizd una prediccién funcional proteica, y
d) la conservacion de los residuos de aminodcidos a través de las especies.

La mutacién c. 723 A>T (p. E241D) afecta al exon 6 del gen ABCA4 y a un residuo
conservado dentro del dominio exocitosdlico 1 (ECDI) del transportador. El programa
Polyphen lo analizé6 como un residuo conservado y el cambio como posiblemente dafiino.
Este residuo pertenece a un 4cido glutamico (E) que es cambiado por un acido aspartico (D)
en la posicion 241 de la proteina. Estos dos aminoacidos comparten cadenas laterales
acidicas que son importantes para aceptar protones, y se diferencian Gnicamente por un

carbono extra en el E. Por lo descrito anteriormente consideramos que se trata de una



mutacion de sentido equivocado conservada, por lo cual consideramos que sea una
mutacion de baja patogenicidad en la funcionalidad de la proteina, a pesar del analisis in
silico. No obstante, Sun et al. estudiando variantes en la misma region ECD1 (S206R y
L541P) demostrd que tenian una reduccion basal de la actividad ATPasa (119). Ademas.
Tsybovsky et al. proponen una posible funcion de este dominio relacionada a la interaccion
con otras proteinas (113).

La mutacion c. 4667 G>C (p. R1556T) se encuentra dentro del exon 32 del gen

ABCAA4 y afecta a un residuo altamente conservado que predice un cambio probablemente
dafiino (Polyphen) en el transportador. Este residuo es una arginina R en la posicion 1556
de la proteina que cambia a una treonina (T). La arginina tiene una cadena relativamente
largas que acaba en grupos cargados positivamente a pH neutro con un extremo
contralateral guanidino, siendo al final de cuentas un aminodcido basico; por otro lado, la
treonina que contiene un grupo hidroxilo alifatico hace que pueda ser una molécula
alifatica. Por estos cambios bioquimicos consideramos que se trata de una mutacion de
sentido alterado no conservada con cambio de un aminoacido basico (R) por un aminoacido
polar sin carga (T). Sun et al. analizaron diversos residuos con mutaciones de sentido
alterados dentro del dominio ECD1, cercanos a nuestra mutacion y demostraron que tenian
una actividad de ATPasa disminuida moderadamente (119). Es sumamente importante
mencionar que las mutaciones c. 4656 G>A (p. W1551%) y ¢.4667 G>T (p. R1556T) se
localizan en ele ex6n 32 del gen ABCA4 y para nuestro conocimiento, no hay mutaciones
reportadas para la enfermedad de Stargardt ni para los fenotipos relacionados al gen ABCA4

en este exon. La mutacion c. 5324 T>C (p.I11775N) se encuentra dentro del exén 38 del gen

ABCA4 y afecta un residuo conservado que predice un cambio posiblemente dafiino en el

dominio transmembranal 2 (TMD?2) del transportador. Este residuo es una isoleucina (I) en



la posicion 1775 de la proteina que cambia por una asparragina (N). La isoleucina es un
aminoacido con cadenas laterales hidrocarbonadas de gran tamafio, alifaticas e hidrofobicas
con un centro quiral adicional que le permite empaquetarse y formar estructuras compactas
con pocas cavidades.; en tanto la asparragina es un derivado sin carga del aspartato que
tiene una carboxamida terminal en lugar de 4cido carboxilico libre. Por los cambios
bioquimicos tan complejos antes mencionados consideramos a esta mutacion de sentido
equivocado no conservada, en la cual cambia un aminoacido no polar alifatico (I) por uno
polar sin carga (N). Nuestra mutacidn se presentd en el probando con un genotipo
homocigoto y el analisis molecular de los padres demostré el estado portador de ellos. La

mutacion c. 5335 C>T (p. Y1779H) se encuentra dentro del exon 38 del gen ABCA4 y

afecta un residuo altamente conservado que predice un cambio probablemente dafiino en el
TMD?2 del transportador. Este residuo es una tirosina (Y) en la posicion 1779 de la proteina
que cambia por una histidina (H). La tirosina es un aminodcido con una cadena lateral
aromatica con un grupo hidroxilo reactivo; mientras que la histidina posee una cadena
lateral muy polar que lo convierte en una molécula altamente hidrofilica, ademas contiene
un grupo imidazol que es un anillo aromatico que puede estar cargado positivamente. Por
los cambios estructurales tan marcados consideramos que se trata de una mutacion de
sentido equivocado no conservada, en la cual un aminoacido con un grupo R aromatico (R)
cambia por un aminoacido con un grupo R cargado positivamente (H). Sun et al. al estudiar
residuos derivados de mutaciones de sentido alterado en el dominio transmembranal en
modelos celulares demostrd que mutaciones que causan un cambio de carga en estos
dominios producen de manera importante una disminucion en la cantidad de proteina (119).
Nuestra mutacion se presentd en el probando con un genotipo homocigoto y el analisis

molecular de los padres demostro el estado portador de ellos. La mutacion ¢. 5824 G>C (p.




E1942Q) se encuentra dentro del exon 42 del gen ABCA4 y afecta a un residuo no
conservado que predice un cambio benigno en el dominio NBD2 del transportador. Este
residuo es un acido glutamico (E) en la posicién 1942 de la proteina que cambia por una
glutamina (Q). El 4cido glutdmico es un aminodcido con una cadena lateral acidica;
mientras la glutamina es un derivado del acido glutdmico que tiene una carboxamida
terminal en lugar de un 4cido carboxilico libre. Por los cambios estructurales minimos entre
ambos aminodacidos consideramos que se trata de una mutacion de sentido equivocado
conservada. Sin embargo, debido a que el acido glutdmico tiene un grupo R cargado
negativamente y la glutamina tiene un grupo R polar sin carga también podemos pensar que
este cambio de carga pueda ser patogénico. Aunada a que la variante no se encontrd en
ninguno de los sujetos control también podemos pensar que la variante sea patogénica. Sun
et al, analizando residuos con mutaciones de sentido equivocado con cambio de carga en el
NBD2 demostro una disminucion severa de la actividad ATPasa del transportador (119). La
mutacion c¢. 6221 G>T (p. G2074V) se encuentra dentro del exon 42 del gen ABCA4 y
afecta a un residuo altamente conservado que predice un cambio probablemente perjudicial
en el dominio NBD2 del transportador. Este residuo es una glicina (G) en la posicion 2074
de la proteina que cambia por una valina (V). La glicina es el aminoacido méas sencillo que
se conoce debido a que Unicamente tiene como cadena lateral un hidrogeno; en tanto, la
valina tiene una cadena lateral hidrocarbonada. Los dos aminoacidos son no polares
alifaticos, pero las cadena lateral hidrocarbonada de la valina y su capacidad hidrofébica
podria conducir a un cambio estructural importante que cause la patogenicidad predicha in
silico. Al igual que la mutacién anteriormente descrita, se localiza en el NBD2, lo que

sugiere que disminuye la actividad ATPasa del transportador (119).



PERSPECTIVAS A FUTURO DE NUESTRO ESTUDIO

Es evidente que el analisis funcional in vitro sera requerido para elucidar las
consecuencias de los efectos singulares o combinados sobre la estructura, procesamiento y
funcion proteica de algunas mutaciones nuevas identificadas en el gen ABCA4 (80). Esto
abrira nuevas lineas de investigacion y proporcionara conocimiento de la funcionalidad del
transportador ABCA4.

Es importante mencionar que el exén mas comunmente afectado en esta poblacion
estudiada fue el exdn 38, en el cual se identificaron 10 alelos asociados a la enfermedad (6
alelos para p. A1773V, 2 alelos para p. [1775N y 2 alelos para p. Y1779H). Nos ha llamado
la atencién que tres probandos de familias no relacionadas y que son originarios del Estado
de México (Toluca y poblados circundantes) han presentado la mutacion p. A1773V, lo que
nos hace pensar en un posible efecto fundador, aunque la poblacion debe aumentar para
comprobar ese efecto. Actualmente, se encuentran en andlisis otras dos familias con
enfermedad de Stargardt (no relacionados con las familias ya estudiadas) y de poblados
también del Estado de México, en las cercanias de Toluca y en los cuales se analizara
primeramente el exon 38. Uno de los objetivos secundarios de este protocolo, tratar de
definir geograficamente las variantes dentro de la republica Mexicana, sobretodo en la zona
centro y sur, que son los lugares de procedencia de la mayoria de pacientes que estan a
nuestro alcance. De esta forma los analisis moleculares del ABCA4 para pacientes con
enfermedad de Stargardt podran ser aplicados como una herramienta para el diagndstico
preciso, prondstico y asesoramiento adecuado a individuos afectados y sus familiares.
Recientemente se ha ofrecido el examen molecular del gen ABCA4 en el exon 38 para
familiares consanguineos con riesgo para que su descendencia presente también la

enfermedad.



El delineamiento de las mutaciones en los pacientes con esta distrofia retiniana
permitird en un futuro cercano aplicar diversas tecnologias que ya se estan realizando con
éxito, como el diagnodstico genético preimplantacion para asegurar a una pareja con la
enfermedad de Stargardt o a una pareja de portadores que su generacion descendiente no
herede el estado homocigoto. De la misma manera, el conocimiento del espectro
mutacional en los pacientes con esta enfermedad, abriréd las puertas a otros protocolos para
estudiar el efecto de la terapia génica en pacientes donde ya se conoce la mutacion causante

de la enfermedad de Stargardt.

CONCLUSIONES

Nuestro protocolo ha permitido identificar las mutaciones patogénicas en el gen
ABCA4 en una muestra de poblacion Mexicana. Se han descrito cada una de las mutaciones
y se ha determinado las frecuencias con respecto a alelos, genotipos, efecto en nucleétidos,
efecto en la proteina, frecuencia por exon, analisis in silico de patogenicidad, distribucion
geografica, entre otros.

Nuevas tecnologias como la secuenciacion del exoma permitirdn en un futuro muy
cercano poder establecer el diagndstico de manera rapida y certera, de manera que se podra
reducir el porcentaje de aquellos pacientes con enfermedad de Stargardt que no son
diagnosticados con las técnicas actuales.

La identificacion de las mutaciones del gen ABCA4 causantes de la enfermedad de
Stargardt en México es la base para una terapia génica adecuada. Muy pronto estaran
disponibles diversos tratamientos génicos que tienen como fundamento el conocimiento de

estas variantes patogénicas, por lo que el estudio realizado queda totalmente justificado.
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ANEXO 2
CARTA DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO

Yo (participante, padre o tutor) )
declaro libremente que acepto participar de manera voluntaria en el estudio “Analisis Molecular
del gen ABCA4 en Pacientes Mexicanos con Enfermedad de Stargardt (Distrofia Retiniana
Macular Juvenil”) que se realizard en el servicio de Genética del Instituto de Oftalmologia
Fundacion “Conde de Valenciana” y que estard bajo la responsabilidad del Dr. Oscar Francisco
Chacon Camacho. Se me ha explicado que se requiere de la toma de una muestra de 2 mililitros de
sangre venosa y que esta toma no representa ningun riesgo para mi salud méas que la posible
formacioén de un pequeiio moreton en el area de la puncion. 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 retiniana. También me ha sido sefialado que
puedo retirar mi consentimiento para participar en esta 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

(participante, padre o tutor)
México, D.F., a de de 201

Direccion y teléfono

Médico responsable Nombre y firma
Teléfono del Médico responsable: 55 54 747249
Teléfono del Servicio de Genética del Instituto: 54421700 ext 3212

Testigo 1 Nombre y firma

Testigo 2 Nombre y firma
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