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1. INTRODUCCION

La Amaurosis Congénita de Leber (ACL) es un grupo de distrofias retinianas con
herencia autosdmica recesiva (AR) en la mayoria de los casos, definida y unificada por el
inicio de ceguera o déficit visual severo al nacimiento y ausencia de sefales eléctricas en
el electrorretinograma (ERG). Es una entidad rara, pero es la causa mas comun de ceguera
infantil en escuelas para ciegos y se estima que 200 000 humanos son afectados alrededor
del mundo.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

(Se podran identificar genes antes no descritos en pacientes mexicanos con Amaurosis
Congénita de Leber y Distrofias Retinianas de Inicio Temprano?

3. MARCO TEORICO

A la fecha, 15 genes conocidos se han asociado con ACL y las mutaciones en estos genes
explican el 60% de los casos. Los 15 genes codifican proteinas de retina que participan en
una amplia variedad de ciclos retinianos y funciones, incluyendo desarrollo retiniano
(CRB1, CRX), fototransduccion (GUCY2D, AIPLI), metabolismo de vitamina A
(RPE65, LRAT, RDH12) y formacion y funcion ciliares (CEP290, TULP, RPGRIPI,
LCAS5). Ademas, la funciéon de RD3 aun no se conoce. '

La ACL comparte muchas caracteristicas clinicas con otras distrofias de retina, como la
Retinitis Pigmentosa (RP). LA RP juvenil, a diferencia de la ACL, tiene inicialmente un
fenotipo menos agresivo. Dada la sobreposicion clinica de estas entidades se espera que
sean causadas en algunos casos por mutaciones en los mismos genes. De hecho, al menos
7 de los genes causantes de ACL incluyendo CRX, CRBI, RPEG65, RDHI2, LRAT,
MERTK y TULPI han sido ligadas a RP juvenil en otras familias. De forma similar,
mutaciones en genes de ACL también pueden estar asociadas a otras enfermedades
retinianas, tales como distrofia cono-baston (CRX, AIPLI y GUCY2D), y con
enfermedades sistémicas tales como el sindrome de Joubert, el sindrome de Meckel y el
sindrome de Bardet-Biedl (CEP290).

Recientemente se han encontrado mutaciones en el gen /QCBI como causantes de ACL.
Este gen se encuentra localizado en el cromosoma 3 y estd asociado al sindrome de
Senior-Loken, el cual se caracteriza por nefronoptisis y degeneracion retiniana. Hasta el
momento los pacientes con ACL tienen una funcion renal adecuada, sin embargo podria
haber un riesgo elevado de falla renal en base a estos hallazgos.’

Ademas de los 15 genes de ACL, 2 loci genéticos (LCA3 en 14924 y LCA9 en 1p36) han

sido identificados pero los genes subyacentes permanecen desconocidos. Mutaciones en

RPEG5 y LRAT causan aproximadamente el 10% de todos los casos de ACL. '
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Caracteristicas fenotipicas 343

Funcion visual y evolucion. La agudeza visual en los pacientes varia de 20/200 a no
percepcion de luz. Agudezas visuales de 20/50 se han descrito en pacientes con
mutaciones en CRBI, LRAT y RPE65. La mayoria de los pacientes con ACL tiene funcion
visual estable o relativamente estable pero algunos progresan y pierden agudeza visual,
mientras que rara vez presentan mejoria. Pacientes con mutaciones en CEP290 y
GUCY2D parecen tener pérdida visual muy significativa pero permanecen estables
después; pacientes con mutaciones en AIPLI y RPGRIPI tienen pérdida de agudeza
visual progresiva. El resultado visual es distinto y clinicamente reconocible en pacientes
con mutaciones en RPE65 y GUCY2D. El primer grupo se caracteriza por agudezas
medibles y nictalopia, mientras que el segundo se caracteriza por mala agudeza visual,
fotofobia y falta de nictalopia.

Variabilidad fenotipica. La apariencia de la retina varia considerablemente desde una
apariencia normal hasta atenuacioén vascular leve, pseudopapiledema del nervio Optico,
maculopatia, coloboma macular, pigmentacion en forma de espiculas dseas, pigmentacion
numular, pigmentacién en sal y pimienta, puntos amarillentos periféricos confluentes,
puntos blancos, cambios retinianos marmoreos y reaccion coatiforme. En general, los
pacientes portadores no tienen cambios retinianos periféricos atréficos, Unicamente
aquellos con mutaciones de los genes AIPLI y RPEG65, aunque la capacidad visual
permanece conservada. Depositos maculares tipo drusas se han observado en portadores
de mutaciones en los genes AIPLI, CRB1, RPE65 y RPGRIPI.

Otras alteraciones oculares. Pacientes con ACL frecuentemente tienen altos defectos
refractivos y la mayoria son hipermétropes altos, lo que sugiere que la ceguera congénita
afecta significativamente el proceso de emetropizacion o que los genes alterados también
juegan un papel determinante en el tamafio del ojo durante la infancia. La fotofobia puede
ser un rasgo prominente, asi como la nictalopia, y estos sintomas pueden estar asociados a
genes especificos. El signo oculodigital de Franceschetti es frecuente pero no es exclusivo
de esta enfermedad y consiste en empujar los nudillos o el dedo de forma profunda y
repetitiva en el globo ocular. El fendmeno molecular exacto no estd claro pero puede
estar relacionado a la produccion de fosfenos, lo cual produce destellos de luz que pueden
satisfacer a los pacientes. Puede ser dafiino y resultar en atrofia grasa orbitaria debido al
empuje persistente, produciendo ojos hundidos (enoftalmos). También se ha sugerido que
el queratocono es causado por el fendmeno oculodigital, aunque pudiera también estar
relacionado con la causa genética.

Queratocono y cataratas. Ambos estdn frecuentemente asociados a ACL y pueden
disminuir la funciéon visual aun més. Su etiologia es una combinacion de factores
genéticos, ambientales y toxicos.



Retraso mental. Alstrém y Olson en 1957 fueron los primeros en sugerir la asociacion de
ACL con retraso mental y encontraron que 17% de los pacientes sufrian retraso mental o
crisis convulsivas, mientras otros investigadores reportaron entre 26% y 52%. En la
mayoria de estos pacientes, el estudio de Tomografia Axial Computada (TAC) no estaba
todavia disponible pero, en estudios donde el cerebro fue evaluado mediante
neumoencefalografia, la mayoria de los pacientes tuvieron anormalidades por lo que se
excluyo el diagnostico de ACL. Es probable que estos pacientes con ceguera congénita
tuvieran una enfermedad sindrémica como la enfermedad de Batten o trastornos
peroxisomales. De acuerdo a estos hallazgos, Nickel y Hoyt (1982) solo encontraron un
nifio con retraso mental en su serie de 31 pacientes con ACL. En la actualidad, no se han
reportado casos de retraso mental en pacientes con la definicion estricta de ceguera
congénita, nistagmo, pupilas amaurdticas, sefiales ausentes en el ERG y una herencia
autosdmica recesiva con genotipo conocido. En otro estudio, 6/40 familias con
mutaciones en el gen CEP290 presentaron retraso mental (Perrault et al., 2007). En una
familia, uno de cada 2 pacientes con ACL era mentalmente discapacitado mientras en otra
familia solo 2 de cada 5 pacientes presentaba retraso mental. En los 4 casos restantes no
familiares, a 2 se les realizd una Resonancia Magnética cerebral y se encontrd el signo del
diente molar, confirmando el diagndstico de sindrome de Joubert y excluyendo el de
ACL.

Autismo. El autismo representa un desorden del desarrollo cerebral caracterizado por
interaccion social y habilidades de comunicacion afectadas, lo que lleva a un
comportamiento repetitivo caracteristico. Es un desorden muy comun en la poblacion
pediatrica general, con una prevalencia estimada de 1 a 2 casos por 1000 nifios. La
conexion entre el autismo y ACL no estd clara. Rogers y Newhart-Larson (1989)
encontraron autismo en 5 pacientes con ACL pero no en 5 pacientes congénitamente
ciegos por otras causas, usando la escala de Reynell-Zinkin. Concluyeron que el autismo
en ACL es atribuible a un desorden neurolégico concurrente. Otros investigadores
estudiaron 24 nifios con ACL y no encontraron comportamiento autista en 20 de ellos, y
reportaron tendencias autisticas leves en 4 usando la escala de autismo para nifos (Fazzi
et al., 2007).

Disfuncion olfatoria. Existe disfuncion olfatoria en pacientes con ACL y mutaciones del
gen CEP290 pero no en pacientes con ACL o RP y mutaciones del RPGRIPI y RPGR.
También se establecio que la disfuncion olfatoria no se debe a ausencia ciliar o a defectos
estructurales, como es ¢l caso del sindrome de Bardet-Biedl, sino debido a la mala
localizacién de las proteinas G de los cilios olfatorios. (McEwen et al., 2007).

Correlacion fenotipo-genotipo

Dependiendo de la sintomatologia y los hallazgos clinicos, las distrofias de retina se
pueden dividir en distrofia cono-baston y distrofia baston-cono. Las caracteristicas de
6



ambos grupos y la correlacion con los genes involucrados se observa en el siguiente

cuadro:

Cuadro 1. Correlacién fenotipo-genotipo °

Al nacimiento o en
los primeros meses
de vida

Nistagmo
Deficiencia visual
severa

ERG no registrable

Entre el primery
segundo afo de vida

DISTROFIAS CONO-
BASTON

Fotofobia

ISTROFIAS BASTON
CONO
Nictalopia

Después de los 2 afios de vida

Hipermetropia >+7

Degeneracion macular y periférica
tempranas

Agudeza visual = Percepcién de luz
a cuenta dedos

Hipermetropia < +7
Degeneracion macular y periférica
tempranas

Agudeza visual= Cuenta dedos a
<1/20

Hipermetropia inconstante y
variable

Degeneracion periférica
rapidamente progresiva seguida de
degeneracion macular

Agudeza visual= Cuenta dedos a
<1/20

No Hipermetropia

Degeneracion periférica temprana
(aspecto de Retinosis Pigmentaria)
Degeneracion macular y periférica
tempranas

Agudeza visual=1/10a 2/10

Hipermetropia

Reorganizacion macular
Degeneracion macular y periférica
tempranas +/- Queratocono
Agudeza visual=1/10a 2/10

Genes
implicados

GUCY2D

RPGRIP1
NPHP6

LCA5

RPE65
TULP1

RDH12

CRB1

CRX
AlLP1



Tabla 1. Variantes genéticas de ACL’

SIMBOLO

LCA1

LCA2

LCA3

LCA 4

LCAS

LCA6

LCA7

LCAS8

LCA9

LCA10

LCA 11

LCA 12

LCA 13

Sin
numeracion

Sin
numeracion

LOCUS

17p13.1

1p31

14q31.1

17p13.1

6qll-ql6

14q11

19q13.3

1q13.3

1p36

6q21.3

7¢31.3-q32

1932.3

14q23.3

4931

6p21.3

GEN

GUCY2D

RPE65

SPATA7

AILP1

Lebercilina

RPGRIP1

CRX

CRB1

Desconocido

CEP290

IMPDH1

RD3

RDH12

LRAT

TULP1

FRECUENCIA
DE MUTACION

11.7%

6%

Desconocido

5.3%

1.8%

4.2%

1%

9.9%

Desconocido

15%

8.3%

0.1%

2.7%

0.5%

0.8%

FUNCION DEL
GEN

Hidroélisis GMPc

Ciclo visual de la
vitamina A

Desconocido
Chaperona de la

enzima PDE de
bastones

Transporte de
proteinas (cilios)

Transporte de
proteinas (cilios)

Desarrollo de
fotorreceptores

Interaccion
fotorreceptor-célula
de Miiller

Desconocido

Transporte de
proteinas (cilios)

Sintesis de guanina

Desconocido

Ciclo visual de la
vitamina A

Ciclo visual de la
vitamina A

Transporte de
proteinas (cilios)

HALLAZGOS CLINICOS

Muy mala agudeza visual, fondo de ojo
normal, fotofobia

Nictalopia, mejoria transitoria de la
vision, buena vision relativa en los
primeros afios de vida

Mala agudeza visual, atrofia retiniana,
atenuacion vascular

Maculopatia atréfica, mala visidn,
nictalopia

Macula con lesiones parecidas a
coloboma

Pérdida visual severa, retina de
apariencia normal inicialmente que
progresa a retinopatia pigmentaria

Pérdida visual severa, nistagmo desde la
infancia, algunos casos dominantes

Reaccién coatiforme, retinitis
pigmentosa para-arteriolar, retina
aparece engrosada y desorganizada en
la tomografia de coherencia 6ptica

Unico reporte de familia Pakistani

La més comun, muy mala agudeza visual
en la mayoria de los pacientes

Rara, moteado retiniano difuso, sin
depositos pigmentarios

Mala agudeza visual, cambios atréficos
maculares, rara

Cambios pigmentarios en patrén
reticular, reaccién coatiforme

Clinicamente semejante a Retinitis
Pigmentosa juvenil

Retinopatia pigmentaria



ACL relacionada a mutaciones en el gen RPE65 ">

El cuadro clinico se caracteriza por una afectacion visual moderada en la infancia que
progresa a ceguera total en la edad adulta. El gen RPE65 codifica una isomerasa retiniana
involucrada en el metabolismo de la vitamina A que regenera el 11-cis retinal después de
la exposicion a la luz. Una de las caracteristicas Unicas de la ACL relacionada al gen
RPEG6S5 es la preservacion relativa de las células de la retina a pesar del dano visual
severo. Esto va en contraste con otras formas de ACL en donde los fotorreceptores se
encuentran histolégicamente ausentes desde el inicio de la enfermedad. La terapia génica
requiere la preservacion celular como blanco terapéutico. Por lo tanto, el gen RPE65 se ha
vuelto el primer candidato para investigaciones de terapia génica y tiene mayor potencial
para restaurar la vision y detener la degeneracion retiniana. La terapia génica para esta
enfermedad se basa en la habilidad de corregir el defecto bioquimico al insertar un
reemplazo del gen RPE65 hacia las células del epitelio pigmentario de la retina en
individuos afectados. Para hacer esto se usa un vector adenoviral recombinante que
transporta el gen. El vector es inyectado en el espacio subretiniano a través de técnicas
quirurgicas vitreorretinianans convencionales.

Hay 2 especies animales que se han usado para llevar a cabo estudios de terapia génica
para ACL, el perro Pastor de Brie que tiene mutaciones en RPE65 y dos cepas murinas.
Similar al cuadro clinico en humanos, estos modelos animales se caracterizan por baja
vision, nistagmo (especies caninas) y ERG no registrable. Histologicamente, la retina se
encuentra intacta en edades tempranas pero presenta degeneracion tardia con extensa
pérdida celular en animales adultos. El modelo canino recibi6 el vector adenoviral con
ADN complementario de RPE65 en el espacio subretiniano en un ojo. Se realizdo ERG,
pupilometria y estudios de comportamiento visual para evaluar la funcion después del
tratamiento. Se encontrd una mejoria importante en las medidas del ERG con restauracion
de las fases fotdpica y escotopica. Las amplitudes del nistagmo también disminuyeron. La
sensibilidad a la luz aument6 en un 50% al evaluar los reflejos pupilares comparado con
los sujetos control. El comportamiento visual se evaluad mediante la habilidad de
deambular por un camino de obstaculos a diferentes niveles de iluminacidn, encontrando
menos errores de navegacion comparado con las medidas basales. Estudios histologicos y
el andlisis bioquimico confirmaron la presencia de la proteina de RPE65 y su expresion.
Mas de 9 anos después de la terapia génica inicial estos animales mantienen la funcion
visual.

Debido a la eficacia y seguridad de los estudios preclinicos en animales, investigadores en
el Children’s Hospital de Philadelphia, Universidad de Pensilvania; London Moorfield’s
Eye Hospital en Reino Unido y la Universidad de Florida/Universidad de Pensilvania,
comenzaron ensayos clinicos enfocandose en la eficacia y seguridad de la terapia génica
en humanos con ACL relacionada a mutaciones de RPE65. En total 9 adultos fueron
incluidos en los 3 ensayos clinicos y los resultados fueron publicados en 2008. Después
de las inyecciones subretinianas del vector de RPE65 3 pacientes demostraron mejoria de
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agudeza visual significativa y todos, a excepcion de 2 pacientes, tuvieron un aumento en
la percepcion de luz. La sensiblidad a la luz también fue reportada en 1 paciente. No hubo
cambios significativos en el trazo del ERG. En general, los ojos tratados mostraron una
mayor respuesta pupilar a la luz comparado con las medidas iniciales y con el ojo
contralateral que no fue tratado.

OBJETIVOS

Objetivos Generales. Realizar la caracterizacion molecular de pacientes mexicanos con
diagnostico clinico y de electrofisiologia compatible con Amaurosis Congénita de Leber y
Distrofia Retiniana de Inicio Temprano.

Objetivos Especificos.
- Describir el fenotipo de los pacientes.

- Establecer una correlacion entre el fenotipo y el genotipo encontrado.

HIPOTESIS

Hipédtesis general. Los pacientes mexicanos con Amaurosis Congénita de Leber tienen
una forma unica de distrofia de retina en los cuales se identificardn nuevos intervalos que
no se relacionan con genes causales ya conocidos.

Hipétesis especificas. Hipotesis Alternativa: Se identificaran genes o loci antes descritos
en pacientes con ACL y DRIT.

JUSTIFICACION

Hasta el momento con los genes conocidos se puede explicar la causa genética del
padecimiento en aproximadamente 60% de los casos. Con el desarrollo de las técnicas
recientes de biologia molecular se podran identificar genes nuevos responsables de la
patologia. Por otro lado con el conocimiento de estos genes y sus funciones mejorara el
entendimiento de la enfermedad haciendo posible el encontrar terapias seguras y eficaces
que intenten disminuir la pérdida severa de agudeza visual que caracteriza a los pacientes
afectados. No existen aln reportes sobre la caracterizacion molecular de ACL en
pacientes mexicanos.
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7. MATERIAL Y METODOS
7.1 Diseiio del estudio

Estudio clinico, observacional, descriptivo y transversal.

7.2 Metodologia
Lugar y duracion
Departamento de Genética de la Asociacion para Evitar la Ceguera en México.

Departamento de Genética Ocular. McGill University Health Centre. Montreal, QC,
Canada.

Duracion aproximada del estudio: 2 afios.

Poblacion

Unidad de Observacion. Pacientes con diagnostico clinico y electrofisiologico de
Amaurosis Congénita de Leber y Distrofias de Retina de Inicio Temprano. Se incluiran
también pacientes con diagndstico de retinosis pigmentaria por el involucro de los
mismos genes.

Universo y tamaiio de la muestra. 21 pacientes del Servicio de Genética de la APEC.
Método de muestreo.

En los pacientes seleccionados de los expedientes se realizard una valoracion
oftalmologica y sistémica completas a fin de tener la caracterizacion del fenotipo
incluyendo: agudeza visual, refraccion, biomicroscopia especular, fotografia de fondo de
ojo y electrorretinograma.

El diagndstico de amaurosis congénita de Leber se establecera en pacientes con pérdida
visual bilateral en los primeros meses de vida, la presencia de nistagmo y falta de
respuesta en el electrorretinograma.

El diagnéstico de distrofia de retina de inicio temprano se establecerd en pacientes con
pérdida visual en los primeros anos de vida y falta de respuesta en el electrorretinograma.

Se tomara muestra de sangre periférica en el propdsito y hermanos afectados, asi como en
padres para extraccion de ADN.
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Mediante el uso de “chips de microarreglos” para los genes conocidos de amaurosis
congénita de Leber y retinosis pigmentaria se descartaran las mutaciones mas comunes en
estos genes (APEX technology).

El “chip de microarreglos” esta basado en la técnica APEX (Arrayed Primer Extension)
que se emplea para la deteccion de mutaciones conocidas y su fundamento es el mismo
que el de la secuenciacion automatica: el empleo de nucleotidos dideoxi (ddNTP). Para
ello existen portaobjetos comerciales donde se encuentran inmovilizados una serie de
oligos por el extremo 5’ y cuya secuencia es especifica de una mutacion concreta.

El ADN del paciente se amplifica mediante PCR y se afade al portaobjetos para su
hibridacion. El fragmento hibridara con el oligo inmovilizado dejando sin aparear la base
siguiente al extremo 3’ de la muestra del paciente, que es el nucledtido que se quiere
detectar.

Para la deteccion del nucledtido desapareado en el extremo 3’ se afiaden nucledtidos
dideoxi marcados con fluorocromos, los cuales se uniran de forma complementaria a la
base desapareada e impidiendo la union de otros nucledtidos ya que los dideoxis impiden
la elongacion gracias a la modificacion del grupo OH por un H, es decir, la técnica de
terminacion de cadena de Sanger. La deteccion de este dideoxi permitira conocer la base
en esa posicion en el paciente.

Una vez descartadas mutaciones comunes en los genes conocidos se buscaran en todo el
genoma regiones homocigotas usando genotipificacion con SNP (Illumina Infinium HD).

Las regiones de interés se analizaran mediante el software: Illumina Bead Studio y P-link.

Finalmente mediante un analisis combinado usando las bases de datos, ontologia génica y
perfiles de expresion génica se tratara de identificar genes candidatos.

La seleccion de pacientes, la fenotipificacion y la toma de muestras se realizard en el
Hospital “Dr. Luis Sanchez Bulnes” de la Asociacion Para Evitar la Ceguera en México.

Todas las técnicas de laboratorio y andlisis molecular se llevaran a cabo en McGill
University Health Centre, Montreal, QC, Canada.

Obtencion de la poblacion. Se revisaron los registros de pacientes del Servicio de
Genética de 1999 a 2009 con diagnodstico de ACL, DRIT y Retinosis pigmentaria, y se les
contacto via telefonica o telegrafica para invitarlos a participar en el protocolo.
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Criterios de inclusion

- Pacientes que cumplieron con las caracteristicas clinicas y/o electrofisioldgicas
compatibles con ACL, DRIT y Retinosis pigmentaria.

- Cualquier edad.

- Sexo indistinto.

- Expediente clinico completo y disponible.

Criterios de exclusion

- Pacientes que no pudieron ser contactados.
- Pacientes que no aceptaron participar en el protocolo.

8. RESULTADOS
Se estudiaron 21 pacientes. Las caracteristicas demograficas de este grupo de pacientes se
observa en el siguiente cuadro:
Tabla 2. Caracteristicas demograficas de pacientes incluidos en el protocolo
Edad Sexo Enfermedad Consanguinidad Herencia
, " , Amaurosis Congénita de Ly
Paciente 1 |8 afos Masculino g No Caso esporadico
Leber
, " . Distrofia de retina de inicio . -
Paciente 2 12 anos Femenino Si Caso esporadico
temprano
, " , Amaurosis Congénita de Ly
Paciente 3 |3 afos Masculino g No Caso esporadico
Leber
. o . Amaurosis Congénita de Autosomico
Paciente4 |22 afnos Masculino g No .
Leber recesivo
Amaurosis Congénita de Autosomico
Paciente 5 |28 afios Femenino g No .
Leber recesivo
, " . Amaurosis Congénita de . -
Paciente 6 |7 afos Femenino g Si Caso esporadico
Leber
. o . N . Autosomico
Paciente 7 | 25 afnos Masculino | Retinosis Pigmentaria No .
recesivo
. o . N . Autosomico
Paciente 8 |51 anos Femenino Retinosis Pigmentaria No .
recesivo
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Paciente 9

Paciente 10

Paciente 11

Paciente 12

Paciente 13

Paciente 14

Paciente 15

Paciente 16

Paciente 17

Paciente 18

Paciente 19

Paciente 20

Paciente 21

4 anos

27 anos

37 anos

19 afios

21 anos

5 afos

10 afios

4 anos

71 anos

73 anos

36 anos

6 anos

21 anos

Femenino

Masculino

Femenino

Masculino

Femenino

Masculino

Masculino

Femenino

Masculino

Masculino

Masculino

Femenino

Masculino

Amaurosis Congénita de
Leber

Amaurosis Congénita de
Leber

Amaurosis Congénita de
Leber

Amaurosis Congénita de
Leber

Amaurosis Congénita de
Leber

Amaurosis Congénita de
Leber

Distrofia de retina de inicio
temprano

Amaurosis Congénita de
Leber

Distrofia de retina de inicio
temprano

Distrofia de retina de inicio
temprano

Amaurosis Congénita de
Leber

Amaurosis Congénita de
Leber

Amaurosis Congénita de
Leber

No

No

No

No

No

No

Si

No

No

No

Si

No

No

Caso esporadico

Autosémico
recesivo

Autosémico
recesivo

Autosémico
recesivo

Autosémico
recesivo

Caso esporadico

Autosémico
recesivo

Caso esporadico

Autosémico
recesivo

Autosémico

recesivo

Caso esporadico

Caso esporadico

Caso esporadico

En ninguno de los casos se encontraron mutaciones descritas previamente para distrofias

de retina utilizando los “chips de microarreglos” para ACL y RP.

Una vez descartadas mutaciones comunes en los genes conocidos se buscaron regiones
homocigotas usando genotipificacion con SNP (Illumina Infinium HD) encontrandose en

9 pacientes 8 regiones homocigotas que coincidieron en 5 pacientes, teniendo los
intervalos mas grandes en los cromosomas 1 y 20. Actualmente los resultados de estas
regiones se encuentran en proceso de andlisis para la identificacion de los posibles genes
candidatos. Las caracteristicas de los pacientes se describen en los siguientes cuadros.
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Tabla 3. Capacidad visual v defecto refractivo de pacientes con regiones homocigotas

Paciente 1
Paciente 2

Paciente 3

Paciente 4

Paciente 5
Paciente 6

Paciente 7

Paciente 8

Paciente 9

Agudeza visual
mejor corregida OD

20/200
20/200
20/50 (Lea)

No percepcion de
luz

20/800
20/50 (Lea)
20/30

Cuenta dedos a 4
metros

Sigue objetos

Agudeza visual

. . Refracciéon OD
mejor corregida Ol

+1.00=-1.00 x 0°
+8.00=-1.50x 0°
+1.00=-1.00 x 0°

20/200
20/100
20/60 (Lea)

N ién d
O percepcion de No registrable

luz

20/800 -7.75=-7.00 x 44°
20/60 (Lea) +1.00=-1.00x 0°
20/25 -1.00=-2.00x 170°
20/80 -10.25=-2.75x 30°

Sigue objetos +1.25=-3.50 x 180°

OD= ojo derecho, OI= ojo izquierdo

Tabla 4. Caracteristicas clinicas de pacientes con regiones homocigotas

Paciente 1

Paciente 2

Caracteristicas clinicas

Nistagmo, baja vision,

fotofobia, no signo
oculodigital

No nistagmo,
estrabismo, baja
vision, nictalopia

Refraccion Ol

+0.50 =-1.00 x 180°
+7.25=-1.00 x 10°
+1.00 =-1.00 x 180°

No registrable

-5.75=-4.75x179°
+1.00 =-1.00 x 180°
-1.25=-1.50 x 180°

-1.25=-1.50 x 180°

+1.25 =-2.75 x0°

.. , Estudios de Alteraciones
Biomicroscopia . s e s
gabinete sistémicas

Retina sin alteraciones ERG no registrable | Obesidad
Iridotomias con YAG
laser por cdmara
estrecha. Retina palida
con cambios del EPR en ERG no registrable | Ninguna

periferia y macula,
pigmento en vitreo,
pseudopapiledema
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Paciente 3

Paciente 4

Paciente 5

Paciente 6

Paciente 7

Paciente 8

Paciente 9

Nistagmo horizontal
sin punto de bloqueo,
posicion
compensadora de la
cabeza izquierda

Baja vision desde el
nacimiento, nistagmo
horizontal, signo
oculodigital presente,
fotofobia

Baja agudeza visual
desde el nacimiento,
nistagmo horizontal,
signo oculodigital
positivo, fotofobia.

Nistagmo, baja vision,
fotofobia, no signo
oculodigital

Nictalopia desde los 9
anos de edad, pérdida
de campo visual
evidente desde los 18
afios de edad

Baja agudeza visual y
nictalopia desde la
nifez, pérdida de
campo visual evidente
a los 43 afios

Nistagmo desde el
nacimiento, signo
oculodigital presente

Palidez de retina, papila
normal, reflejo foveolar
presente

ERG no disponible
PVE disminuidos

Queratocono ambos ojos
con hidrops resuelto y
leucoma secundario.
Retina sin alteraciones,
papila excavada

ERG no disponible

Adelgazamiento central
corneal (probable
gueratocono), cristalino
con opacidad
subcapsular posterior,
retina con palidez
generalizada y
adelgazamiento vascular,
papila palida

ERG no registrable

Retina con cambios
pigmentarios en
periferia, papila palida

ERG no disponible

ERG no registrable
Campos visuales
con visién tubular

Retina atréfica con
espiculas dseas

Retina con fondo
coroideo, atenuacion
vascular, alteraciones
hipopigmentarias
perimaculares

ERG no registrable

Retina palida, atenuacion
vascular, atrofia macular,
palidez de nervio dptico

ERG no registrable

Ninguna

Ninguna

Ninguna

Ninguna

Ninguna

Ninguna

Ninguna
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En la paciente 9 se encontré una mutacion en el gen RD3. Se trata de una mutacion sin
sentido, que produce un codén de terminacidn y por lo tanto una proteina truncada. En el
arbol genealdgico se observa que hubo una cosegregacion en el genotipo familiar en
donde solo el caso indice tiene las 2 copias del gen mutadas y tanto los padres como 2
hermanas son heterocitotos para la mutacion. En ellos la exploracion oftalmoldgica es
normal. En nuestra paciente, se pueden observar cambios atroficos maculares en el
segmento posterior (ver Anexo 1); sin alteraciones en el segmento anterior.

Mutaciones conocidas para el gen RD3

Pl b)v @0 0 N o) 0 0 192
Mutacion = P.E

encontrada

® O O [

p.E4GX/E4E6X: -I- +/- +I+ +- o+ 4

Cosegregacion familiar
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9. DISCUSION

El mapeo de regiones homocigotas constituye una estrategia adecuada en la busqueda de
nuevos genes involucrados con padecimientos con gran heterogeneidad genética como es el
grupo de amaurosis congénita de Leber, distrofias de retina de inicio temprano, asi como la
misma retinosis pigmentaria. '

En esta pequefia cohorte de 21 pacientes Mexicanos con diagnosticos de amaurosis congénita
de Leber, DRIT y RP se encontraron en 9 casos (42%) regiones homocigotas que pueden
contener a los genes responsables de la patologia. Estas regiones ain estan en proceso de
andlisis en cuanto se refiere a la identificacion de los genes.

Hasta el momento en un caso se ha identificado al gen responsable y es consistente con el gen
RD3. La mutaciéon encontrada fue p.E46X y afecta el dominio “coiled-coil” de la proteina.
(c.1368 G—T). Las caracteristicas clinicas de polo posterior de la paciente son las siguientes:
nervio Optico palido y con excavacion amplia; retina con atenuacion vascular generalizada
(signo del actividad celular metabdlica disminuida), sin cambios pigmentarios periféricos y
area macular con cambios hipopigmentarios y pérdida del brillo foveolar que sugieren atrofia.

No se conoce con claridad la funcion del gen RD3. El gen GUCY2D codifica la guanilato
ciclasa 1 (GC1) y fue el primer gen asociado a ACL. Las guanilato ciclasas, GC1 y GC2, se
localizan en los segmentos externos de los fotorreceptores sensibles a la luz, en donde juegan
un papel crucial en la fototransduccion al catalizar la sintesis de GMPc, el segundo mensajero
de la fototransduccion, y al regular los niveles de calcio intracelular en combinacién con
canales i6nicos mediados por GMPc. El gen RD3 codifica una proteina de funcion
desconocida asociada con la degeneracion de fotorreceptores en humanos con ACL tipo 12.
En modelos animales interactiia con la GC1 y GC2 en conos y bastones en ratones normales.
La GCl y GC2 no pueden detectarse mediante técnicas de inmunofluorescencia en
fotorreceptores de ratones con deficiencia de RD3. Estudios de expresion celular han
mostrado que RD3 media la exportacion de GC1 desde el reticulo endoplasmico hacia las
vesiculas endosomales, y que la terminal C de la GC1 es necesaria para la uniéon a RD3. Por
lo tanto, se cree que la degeneracion de los fotorreceptores en pacientes con ACL tipo 12 es
causada por la alteracion de la expresion y transporte de guanilato ciclasa mediados por RD3.
La consecuente deficiencia en la sintesis de GMPc y el cierre de los canales id6nicos mediados
por este segundo mensajero producen una reduccidén en el calcio intracelular a niveles
menores que los requeridos para la superviviencia a largo plazo de los fotorreceptores. 2

Hay 2 mutaciones previamente descritas para el gen RD3. La primera fue reportada en 2006
por Friedman y colaboradores en 2 hermanas originarias de la India con diagnostico de ACL.
Ambas presentaban baja agudeza visual desde el nacimiento, nistagmo, lesiones maculares
atroficas y migracion de pigmento retiniano (ver Anexo 2). Se encontr6 una transicion G —
A en el sitio de union al final del exén 2 en ambas hermanas (¢.296 +1 G —A). Cuando ¢l
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sitio de union es removido, el codon 99 todavia codifica para arginina y es seguido de un
codon de terminacion, lo que sugiere que la proteina se trunca prematuramente. El andlisis de
los otros miembros de la familia demostré que el cambio homocigoto estaba presente solo en
los miembros afectados, siendo el resto de los familiares heterocigotos para la mutacion. '

La segunda mutacion fue reportada en 2010 por Preising y colaboradores, identificada en una
familia kurda con antecedente de consanguinidad y diagnostico de ACL autosomica recesiva
en 5 miembros de edad pediatrica. Los pacientes presentaban nistagmo, baja agudeza visual
desde el nacimiento, fotosensiblidad y disminucién progresiva del campo visual. A la
exploracion oftalmologica se encontrd atenuacion vascular e irregularidades pigmentarias a
nivel periférico y macular. La secuenciacion de RD3 mostrd una mutaciéon homocigota sin
sentido (p.Y60X) en el exén 2.

Tanto en las mutaciones previamente descritas como en nuestro caso clinico, existe una
correlacion entre los cambios atroficos a nivel macular y la mutacion del gen RD3.

10. CONCLUSIONES

El mapeo de regiones homocigotas constituye una estrategia adecuada en la busqueda de
nuevos genes involucrados con amaurosis congénita de Leber y distrofias de retina de inicio
temprano.

Mediante esta técnica se identificaron 8 regiones las cuales pueden contener a los genes
responsables de la patologia.

Se identifico una mutacion nueva homocigota p. E46X en el gen RD; este gen se ha descrito
previamente como causante de ACL, sin embargo se considera como una causa poco comun
del padecimiento.

Con el conocimiento de nuevos genes y sus funciones mejorara el entendimiento de la
enfermedad haciendo posible el encontrar terapias seguras y eficaces que intenten disminuir
la pérdida severa de agudeza visual que caracteriza a los pacientes afectados.
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11. ANEXOS

Anexo 1

Paciente 9. Arbol genealégico

O O

Q00O O O 000000
OO QOO @OOOOOO

@ Amaurosis Congénita de Leber

4

Paciente 9. Fotografias de polo posterior: atrofia macular
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Paciente 9. Electrorretinograma: trazo no registrable
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Anexo 2

Caracteristicas de segmento posterior de una paciente con la mutacion ¢.296 +1 G-—-- A
del gen RD3
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