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RESUMEN

ANTECEDENTES: Las enfermedades hereditarias producidas por una
mutacion en la secuencia de ADN de un solo gen son conocidas como
monogénicas o también como enfermedades hereditarias mendelianas. La
consanguinidad aumenta la probabilidad de la aparicion de enfermedades
monogénicas de tipo autosémico recesivo, ya que es mayor el riesgo de que
ambos progenitores de un afectado hayan heredado el gen anormal de un
antepasado comun. Dentro de este tipo de estos padecimientos, los trastornos
oculares presentar un riesgo importante debido a la gran cantidad de genes
que intervienen en su formacion. Entre éstos se encuentran varias
malformaciones del segmento anterior del ojo, en las que se incluye una
condicion conocida como esclerocornea. Esta es una malformacion poco
frecuente y en la actualidad no se ha asociado a mutaciones en algin gen
especifico. Observaciones preliminares indican que en wuna poblacion
endogamica del Estado de Tlaxcala existe un niUmero aparentemente elevado
de casos de esclerocornea autosOmica recesiva. Se desconocen las
caracteristicas epidemiolégicas y moleculares de esta enfermedad en la

poblacién referida.

PREGUNTAS DE INVESTIGACION: ¢Cual es la prevalencia de sujetos con
esclerocornea en San Francisco Tetlanohcan, Tlaxcala?

¢ Cuél es la alteracibn genética responsable de la esclerocornea en San
Francisco Tetlanohcan, Tlaxcala?

¢, Cual es la prevalencia de portadores (heterocigotos) de la mutacion genética
responsable de la esclerocornea en San Francisco Tetlanohcan, Tlaxcala?
¢Hace cuanto tiempo se generd o cuando ingreso la mutacién que ocasiona la
esclerocornea en San Francisco Tetlanohcan, Tlaxcala?

OBJETIVOS: Determinar la prevalencia de enfermos de esclerocérnea en el
municipio de San francisco Tetlanohcan.

Determinar la mutacion genética responsable de los casos de esclerocérnea en

San Francisco Tetlanohcan.



Estimar la prevalencia de portadores (heterocigotos sanos) de la mutacion
genética causante de la esclerocornea en el municipio de san Francisco
Tetlahnocan.

Establecer el tiempo transcurrido (“fechaje”) desde que la mutacion causante
de esclerocérnea aparecio o ingres6 en esta poblacion.

METODOLOGIA: Se realiz6 un estudio en cuatro fases, la primera fue un
censo de casos en la poblacién de San Francisco Tetlanohcan para determinar
la prevalencia de esclerocornea, de esta fase se obtuvo la prevalencia asi
como las caracteristicas sociodemogréficas de los casos y se construyeron los
arboles genealdgicos de los pacientes. En la segunda fase se realizd la
busqueda de la mutacion por medio de estudios de los genes candidatos,
FOXC1 y FOXE3 por estar relacionados previamente a malformaciones del
segmento anterior de ojo. La tercera fase, una vez determinada la mutacién se
buscoé en la poblacién sana (heterocigotos) para determinar la prevalencia en la
poblacion, ésta sera realizada por medio de un muestreo aleatorio de personas
de la localidad. Finalmente en una cuarta fase se determinaron los haplotipos
de la mutacion y se realiz6 un estudio del desequilibrio del ligamiento para
poder determinar la fecha en que se present6 o se introdujo esta mutacion a la
poblacion.

RESULTADOS: Se observé una prevalencia de 2.96 casos de esclerocérnea
por cada 1,000 habitantes. Se demostré que el padecimiento es causado por la
mutacion recesiva ¢.292 T>C en el gen FOXES. La prevalencia de portadores
(heterocigotos) fue de 2.46 (1.26-4.35) por cada 100 habitantes. El
padecimiento fue “fechado como introducido o generado en la poblacion hace
aproximadamente 113 a 130 afios de acuerdo a la frecuencia de haplotipos

(recombinacion) y a la frecuencia de portadores en la poblacion.



1. INTRODUCCION

El humano al igual que cualquier organismo vivo transmite el material genético
a su descendencia, el cual contiene la informacién requerida para la formacion
y el desarrollo de un nuevo individuo. A la totalidad de estos factores genéticos
se le denomina genotipo y es responsable de la apariencia y caracteristicas
bioguimicas de un organismo que en conjunto se conocen como fenotipo. A
excepcion de la mayoria de genes situados en el X y el Y en un varoén, el
humano tiene dos copias de cada gen, una de origen paterno y otro de origen
materno. Estos dos genes, conocidos con el nombre de alelos, determinan la
presentacion de una caracteristica especifica y son los responsables de la
expresion de los rasgos en el individuo. Se estima que el genoma humano
contiene aproximadamente 25,000 genes. Las alteraciones en la secuencia o
en la expresion de los genes originan numerosos padecimientos genéticos que
afectan al humano y que pueden transmitirse a la descendencia como
enfermedades hereditarias (Griffiths, 2002)

1.1 Clasificacion de las enfermedades hereditarias

1.1.1 Enfermedades multifactoriales

Este grupo de enfermedades, también llamadas enfermedades poligénicas o
complejas, se origina por una combinacion de factores genéticos y factores
ambientales. Por esta razon son mucho mas dificiles de analizar que las
enfermedades monogénicas o las alteraciones cromosémicas. Algunas de las
enfermedades crénicas mas frecuentes son de herencia multifactorial, como
por ejemplo la hipertension arterial esencial, la enfermedad de Alzheimer, la
Diabetes mellitus I, la obesidad y varios tipos de cancer. De manera
importante, la gran mayoria de las malformaciones congénitas tienen también
una herencia multifactorial. Este tipo de herencia también es responsable de
rasgos fenotipicos normales tales como la talla, el color de los ojos y de la piel

y la inteligencia, entre muchos otros (Griffiths, 2002).



1.1.2 Enfermedades monogénicas

Son enfermedades hereditarias producidas por la mutacién o alteracién en la
secuencia de ADN de un solo gen. También se llaman enfermedades
mendelianas, por transmitirse a la descendencia segun las leyes descritas por
Gregorio Mendel en 1866. Se conocen mas de 7,000 enfermedades

hereditarias monogénicas (OMIM, http://omim.org/statistics/entry, Enero de

2012) y tienen una prevalencia de entre 3 a 7 casos por cada 100 sujetos
(Jorde, 2010).

Las enfermedades monogénicas se transmiten segun los patrones hereditarios

mendelianos y se clasifican de la siguiente manera:
« Enfermedades autosémicas recesivas
« Enfermedades autosdmicas dominantes
» Enfermedades ligadas al cromosoma X recesivas
» Enfermedades ligadas al cromosoma X dominantes

Cuando existe una mutacién en uno solo de los 2 alelos de un gen particular
(estado heterocigoto) y ésta dar lugar a la presentacion de un fenotipo
especifico o a una enfermedad, se le considera una mutacién dominante;
cuando se requiere que ambos alelos presenten mutaciones (estado
homocigoto) para que se exprese el fenotipo o la enfermedad, se le considera
una mutacion recesiva (Jorde, 2010). Por lo tanto, para que se presente un
padecimiento autosdmico recesivo se requiere que la mutacion esté en doble
dosis, es decir en estado homocigoto; generalmente, el individuo homocigoto
recibe un alelo mutado de cada progenitor, que es un portador (heterocigoto)
fenotipicamente normal. Cada padre heterocigoto aporta un gen mutado por lo
que tiene un 50% de posibilidades de transmitir el gen. Por ello, cuando dos
sujetos heterocigotos se unen, existe un 25% de riesgo de afectacion
(homocigosidad) en la descendencia, por cada embarazo (Robert et.al, 2005).
Los rasgos o enfermedades autosomicos recesivos tienen un patrén hereditario
horizontal y pueden encontrarse varios hermanos afectados. Es importante
seflalar que la endogamia o0 uniones entre consanguineos aumenta
6



considerablemente la probabilidad de apariciéon de enfermedades recesivas.
Cuanto mas proxima sea la relacion familiar entre los padres, mayor sera el
riesgo de que ambos miembros de la pareja hayan heredado el gen anormal de

un antepasado comun (Oliva et al, 2004).

1.2 Desarrollo embrionario del ojo

En el humano, el desarrollo del ojo inicia a principios de la cuarta semana de
vida intrauterina y es consecuencia de una serie de sefales inductoras
genéticas y celulares finamente reguladas a nivel molecular. Los ojos derivan

de cuatro estructuras embrionarias:

* Neuroectodermo del prosencéfalo
« Ectodermo de superficie cefalico
* Mesodermo

* Mesénquima (células de la cresta neural)

El neuroectodermo del prosencéfalo se diferenciara en la retina, las caras
posteriores del iris y el nervio Optico. El ectodermo de superficie de la cabeza
formara el cristalino y el epitelio corneal. El mesodermo comprendido entre el
neuroectodermo y el ectodermo de superficie dara lugar a la capa vascular
(coroides) del ojo y a la porcion temporal de la esclera. Las células
mesenquimales proceden de la cresta neural y originaran la coroides, la
esclera (excepto su porcién temporal), el estroma y el endotelio corneal, asi
como casi todas las estructuras del segmento anterior del ojo (Gehring, 2002).

Durante la cuarta semana de vida intrauterina, en los pliegues neurales del
extremo craneal del embrion aparecen los surcos opticos y a medida que los
pliegues neurales se unen para formar el prosencéfalo, estos surcos se
evaginan para dar lugar a las vesiculas épticas, que se proyectan desde la
pared del prosencéfalo hacia el mesénquima adyacente (Fig.1A). La formacion
de estas vesiculas es inducida por el mesénquima adyacente hacia el encéfalo
en desarrollo; a medida que las vesiculas Opticas crecen, sus extremos distales
se expanden y sus conexiones con el prosencéfalo se contraen para formar los

tallos dpticos huecos (Fig.1A). En poco tiempo, las vesiculas Opticas hacen
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contacto con el ectodermo de superficie. Simultdneamente, el ectodermo de
superficie adyacente a las vesiculas sufre un engrosamiento que da lugar a las
placodas cristalinianas que son los primordios del cristalino. Las vesiculas
Opticas inducen la formacion de estas placodas cuando el mésenquima
subyacente ha condicionado al ectodermo de superficie (Fig.1A). El mensaje
inductor pasa desde las vesiculas, estimulando la formacion de los primordios
del cristalino por parte de las células del ectodermo de superficie formando la
fovea del cristalino. Los bordes de la fovea se acercan entre si y se fusionan
para formar las vesiculas cristalinianas esféricas que mas tarde perderan su

conexién al ectodermo de superficie (Beebe, 2003) (Fig.1B).

A medida que se desarrollan las vesiculas del cristalino, las vesiculas 6pticas
se invaginan y forman copas 6pticas de pared doble. La apertura de cada copa
es grande al principio, pero su borde se pliega después hacia dentro alrededor
del cristalino; En ésta fase, las vesiculas cristalinianas han perdido su conexion
con el ectodemo de superficie ventral de las copas Opticas y de los tallos
opticos se desarrollan unos surcos lineales que se conocen como las cisuras

retinianas (Fig. 1B).

La fisura coroidea contiene el mesénquima vascular a partir del cual se originan
los vasos sanguineos hialoideos. La arteria hialoidea, una rama de la arteria
oftalmica, irriga la capa interna de la copa 6ptica, la vesicula cristaliniana y el
mesénquima de la copa O6ptica; a medida que se produce la fusiébn de los
bordes de la cisura retiniana, los vasos hialoideos se engloban dentro del
nervio o6ptico primitivo. Finalmente, las porciones distales de los vasos
hialoideos degeneran pero sus partes proximales se mantienen y forman la
arteria y la vena de la retina. La retina se desarrollara a partir de las paredes de
la copa Optica. La capa externa de la copa Optica, que es mas delgada, se
convertira en el epitelio pigmentario retiniano (EPR) y la capa interna, de mayor

grosor, se transformara en la retina neural (Graw, 2003) (Fig 1B).

Bajo la influencia del cristalino en desarrollo, la capa interna de la copa Optica
prolifera para formar un neuroepitelio grueso que contendra a los

fotorreceptores (conos y bastones) y cuerpos celulares de las neuronas
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(células bipolares y ganglionares). La retina neural se “invierte” dado que la
vesicula cristaliniana se invagina a medida que forma la copa Optica y de ésta
forma, las partes de los fotorreceptores sensibles a la luz se sitdan junto al EPR
(Fig.1B). Los axones de las células ganglionares de la capa superficial de la
retina neural crecen préximamente en la pared del tallo 6ptico hacia en
encéfalo. Como resultado, la cavidad del tallo éptico se obstruye de modo

gradual, lo que origina el nervio Optico (Larsen, 2001).

Figura 1. Desarrollo embrionario del ojo (Modificado de Danton H. O'Day).
A.- Desarrollo embrionario a los 33 dias; en rojo se muestra la vesicula éptica y
el tallo éptico, en el que se aprecia la fisura coroidea que contiene la arteria
hialoidea. Se observan también la vesicula que daré origen al cristalino y que
deriva del ectodermo de superficie (azul). B.- En esta etapa se observa el
cristalino separado del ectodermo de superficie (azul), asi como la
diferenciacion de la copa 6ptica en retina neural y en epitelio pigmentario de la
retina (rojo). Se aprecian también otras estructuras de segmento anterior
(cérnea, iris, cAmara anterior) asi como la cavidad vitrea y la esclera.



1.3 Desarrollo del Segmento Anterior del Ojo

Durante el desarrollo de los diferentes tejidos en el segmento anterior del ojo,
las células que se originan en el epitelio superficial o del neuroepitelio
requieren de la interaccion con las células mesenquimales, que principalmente
provienen de la cresta neural (ectodermo). Esta interaccion esta bajo control de
una amplia gama de factores de transcripcion que se expresan en las células
epiteliales y mesenquimales (Faber et al, 2001). Las células mesenquimales
comienzan a migrar hacia el espacio entre la vesicula Optica y el ectodermo de
superficie poco después que la vesicula Optica se ha separado del ectodermo
superficial (Fig. 2A). A medida que el niumero de células entre el cristalino y el
ectodermo superficial aumenta continuamente, las células se condensan para
formar varias capas en las células mesenquimales que estan separadas entre
si por una matriz fibrilar extracelular. Al mismo tiempo, la cavidad de la vesicula
del cristalino se cierra completamente ya que es llenado por las fibras del
cristalino primario. Las células del mesénquima posterior mas cercano a la
lente se aplanan y se extienden para formar contactos con las células
adyacentes. Al final de este proceso, las células se conectan a entre si a través
de bandas continuas de complejos de unidon y forman una monocapa
endotelial. La monocapa endotelial que se ha originado a partir de células del
mesénquima posterior se convertird en el endotelio corneal, mientras que el
ectodermo superficial que cubre la parte anterior del mesénquima se convertira
en el epitelio de la cérnea (Fig. 2B). Al mismo tiempo, las células del
mesénquima entre el epitelio corneal y el endotelio comienzan a diferenciarse
en fibroblastos del estroma corneal o queratinocitos, que es responsable de la
sintesis de la matriz extracelular muy especializada del estroma corneal. Como
resultado, la cornea se convierte en un tejido transparente (Yoshimoto et al,
2005) (Fig. 2C).

El muasculo ciliar, que esta a cargo del enfocamiento del cristalino, se desarrolla
a partir de la mesénquima que se encuentra en el borde la copa 6ptica, el cual
da lugar también al iris. La formacién del iris separa la cavidad entre el
cristalino y la cOrnea en la camara anterior y posterior (Fig. 2C). La

diferenciacion adecuada del endotelio corneal parece ser un requisito esencial
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para la separacion del cristalino de la cérnea y la ulterior formacién de la
camara anterior. Mientras que el endotelio corneal se diferencia y el cristalino y
la cornea se separan, un nuevo grupo de células del mesénquima migra a la
anterior del ojo en una segunda oleada. Estas células aparecen en primer lugar
en el angulo entre la cérnea, cuando los bordes anteriores de la copa Optica se
extienden para formar el estroma del iris y el cuerpo ciliar (Larsen, 2001) (Fig.
2C).

Las ultimas estructuras que se diferencian durante el desarrollo del segmento
anterior del ojo son los tejidos involucrados en la salida del humor acuoso, la
malla trabecular y el canal de Schlemm, que se desarrollan en el angulo
iridocorneal (Fig. 2C). Poco después del inicio de la elongacion del iris
aproximadamente a las 15-20 semanas, el angulo de la cAmara esta ocupado
por una densa masa de células mesenquimales, las cuales se alargan, se
aplanan y se separan entre si por pequefios espacios abiertos que se llena
parcialmente con fibras extracelulares. La malla trabecular esta separada por
espacios intertrabeculares a través del cual se filtra el humor acuoso. La
morfogénesis de la malla trabecular se completa alrededor del nacimiento.
Algunas células mesenquimales con un fenotipo estrellado permanecen entre
la malla trabecular y el endotelio del canal de Schlemm. Estas células se
desarrollan contactos célula-célula con las células endoteliales del canal de
Schlemm, por un lado y las células que cubren las vigas trabecular en el otro
lado, y la forma yuxtacanalicular o capa cribosa de la malla trabecular, donde
se encuentra la mayor parte de la resistencia a la salida del humor acuoso
(Cvekl, 2004).
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Figura 2. Desarrollo embrionario y fetal del segmento anterior del ojo. Se
muestran en colores las 4 capas que contribuyen al desarrollo del segmento
anterior (Modificado de Sowden JC). (a) Etapa de copa Optica, a las 5 semanas
(b) Etapa de formacion de la camara anterior, correspondiente al 5 © mes. (c)
Esquema del segmento anterior maduro mostrando el cristalino, el iris, el
angulo irido-corneal, y la cornea. En la parte derecha se muestra el codigo de
colores utilizado para representar el origen embrionario de los tejidos del
segmento anterior
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1.4 Malformaciones oculares

El ojo humano es una estructura altamente diferenciada en la que numerosos
genes se expresan para lograr su formacién y funcién adecuadas. Debido a la
complejidad del desarrollo del ojo, es frecuente la aparicién de defectos en la
formacién de las estructuras oculares. El tipo y la gravedad de cada anomalia
dependen de la etapa embrionaria durante la cual se altere el desarrollo ocular.
Debido a que las estructuras oculares derivan del ectodermo de superficie, del
neuroectodermo, del mesodermo y de las células de la cresta neural, es
conveniente identificar la alteracion congénita basandose en la subestructura
ocular afectada (Matthew, 2002).

Los defectos congénitos del ojo ocurren con relativa frecuencia en la poblacién
y fluctuan entre 1.3 a 6.8 casos por cada 10,000 nacidos vivos (Riafio, 2010);
Después de la catarata congénita, las anomalias mas comunes son la
anoftalmia y la microftalmia, las cuéles constituyen una causa comun de

ceguera en el humano (Reddy, 2009).

1.5 Epidemiologia de los desordenes oculares hereditarios

El gran niumero de genes involucrados en la morfogénesis ocular se refleja en
el alto porcentaje de desordenes oculares de origen genético que pueden
ocurrir en el humano (Boletin ECEMC, 2004). La prevalencia de padecimientos
oculares hereditarios es diversa en el mundo y depende de las caracteristicas
de la poblacién, como la edad, migracién, aislamiento y ciertos factores que
afectan la forma en que se unen las parejas, como la religién, politica etc. Se
estima que a nivel mundial 13% de los trastornos oftalmoldgicos tienen un
origen genético y de éstos un 30% se presenta con un patrén autosémico
recesivo (Reddy, 2009). De estos casos recesivos, en 22% existe antecedente
de consanguinidad (Stoll, 1992).

En paises con altos niveles econémicos y baja prevalencia de padecimientos

oculares prevenibles o curables, se presenta una alta proporcién de
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padecimientos oculares de origen genético. Muchos padecimientos oculares
por ejemplo el glaucoma, la degeneracion macular, el estrabismo y la miopia
son enfermedades que tienen diferentes etiologias, incluidos los factores

genéticos, tanto monogénicos como multifactoriales.

Debido en parte a la dificultad que implica su desarrollo, los estudios
epidemiolégicos completos acerca de padecimientos oculares de origen
genético son poco frecuentes en la literatura mundial. Por un lado, la baja
prevalencia de estas enfermedades supone estudios de grandes grupos y largo
seguimiento, por lo que es comun encontrar estudios de instituciones que no
cuentan con un seguimiento adecuado. Por otro lado, la clasificacion
oftalmolégica generalmente utiliza un vocabulario propio a partir de que la
oftalmologia ha tenido un mayor desarrollo, como por ejemplo, los casos de la
retinitis pigmentosa, el nistagmo congénito o la catarata congénita (Jaakko,
2000).

La baja especificidad diagnéstica de los padecimientos oftalmolégicos, es en
parte debida a la heterogeneidad genética de muchos de estos padecimientos,
por lo que la informacion oftalmologica es enriquecida con contribuciones
epidemioldgicas concernientes a los desordenes genéticos y por esta razon
muchos de las enfermedades oculares de origen genético son referidas

solamente en libros de oftalmologia genética.

Recientemente los estudios de genética molecular han proporcionado nuevas
evidencias para la clasificacibn de los padecimientos oculares de origen
genético y es posible que a futuro ésta se integre como parte del diagndstico

diferencial de padecimientos oculares (Johnson et al, 2003).

El establecimiento del espectro de las mutaciones en los diversos

padecimientos oculares no solo permite la correlacion fenotipo-genotipo si no

gue también sirve para determinar algunas caracteristicas epidemioldgicas de

la poblacion. Usualmente los padecimientos autosémicos dominantes y los

ligados al cromosoma X (como la aniridia y el albinismo ocular,

respectivamente) presentan una relativamente alta proporcion de mutaciones
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de novo, por lo que ocurren con frecuencia similar en poblaciones diferentes;
En general esas mutaciones surgen solo en algunas familias y acorde con esto,
tales desordenes se caracterizan por una gran heterogeneidad de mutaciones;
sin embargo, pueden ocurrir mutaciones idénticas en sitios llamados “hot spots”
en familias no relacionadas con ciertas enfermedades oculares hereditarias
(Wissinger, 2003).

1.6 El rol de la los padecimientos oculares de origen genético
en la discapacidad visual

El impacto general de la prevalencia de padecimientos hereditarios oculares
es aun poco conocido. Se estima que se presentan en una proporcion de 100 a
200 casos por cada 100,000 habitantes (datos obtenidos en varias poblaciones
de nifios) (Foster, 1997), pero pueden variar hasta un 13% (Reddy, 2008), y se
ha documentado que en paises nordicos, la etiologia genética es la causa del
31 al 40% de los padecimientos oftalmolégicos (Rosenberg, 1992; Blohmé,
1997). En estos paises fue posible determinar que la proporcion de casos que
presentan determinantes genéticos en padecimientos oculares es de 19 a 44
casos por cada 100,000 niflos. Sin embargo, en los padecimientos oculares
donde no habia alteraciones sistémicas, las causas genéticas fueron
superiores al 61% (Rosenberg, 1992), aun a pesar del bajo indice de
consanguinidad en estas poblaciones. En algunos paises de Latino America,
se ha determinado que los desordenes genéticos son la causa de entre 11-

39% de los casos de ceguera en nifios (Hae, 2006).

En regiones del Este del mediterraneo es en donde mayor cantidad de casos
de ceguera en escolares (59-80%) tienen un factor etiolégico genético (Gilbert,
1995). La prevalencia mas alta se presentd en paises con altos niveles de
desarrollo socioeconémico, asi como en aquellos con altas tasas de
consanguinidad, siendo los padecimientos autos6micos recesivos, como la

distrofia retiniana y la amaurosis congénita los padecimientos mas comunes.
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De acuerdo a lo anterior los padecimientos oculares causados por la afectacion
de un gen unico explican una importante causa de padecimientos y de ceguera

en nifios y adultos jévenes en todo el mundo (Francois, 1990).

1.7 Anomalias del segmento anterior del o0jo

El segmento anterior del ojo consiste en la cérnea, el iris, el cristalino, el cuerpo
ciliar y las estructuras de drenaje del humor acuoso (malla trabecular y canal de
Schlemm). Las estructuras de drenaje estan localizadas en el angulo
iridocorneal, donde el iris y la cérnea se unen. Esta region es conocida también
como la zona de transicidn esclerocorneal, ya que en esta localizacion la pared
ocular transita de cornea a esclera. El segmento anterior también incluye a la
camara anterior, que es el espacio entre el iris y la cornea, y a la camara
posterior que es el espacio entre el iris y el cristalino. Estas estructuras se
desarrollan por una serie de eventos coordinados que involucran induccion y
diferenciacion de tres tipos principales de tejidos: ectodermo de superficie,
ectodermo neural y mesénquima periocular (Gould et al, 2004). La disgenesia
del segmento anterior es una falla del desarrollo normal de los tejidos del
segmento anterior del ojo. Estas anomalias llevan a alteraciones de la
estructura del segmento anterior y se asocian con frecuencia a un riesgo

elevado de glaucoma y de opacidades corneales.

La disgenesia del segmento anterior del ojo incluye un espectro de desordenes
clinicos con gran heterogeneidad genética (multiples genes involucrados) que
se originan por malformaciones de los tejidos derivados de la cresta neurales.
En afios recientes se han identificado mutaciones en numerosos genes como
causa de disgenesia del segmento anterior (revisadas en Reis y Semina,
2011). La mayoria de estos genes codifican proteinas con funcion de factores
de transcripcion y sus mutaciones provocan un espectro de fenotipos que
puede incluir solamente estructuras oculares o bien incluir también alteraciones
sistémicas. En la tabla 1 se muestran los principales genes asociados a
disgenesia del segmento anterior, su localizacion cromosomica, su fenotipo

asociado y su modo de herencia.
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Gen

PAX6

JAG1

PITX2

FOXC1

FOXC2

PITX3

FOXE3

BMP4

COL4A1

CYP1B1

LAMB2

B3GALTL

OMIM

607108

601920

601542

601090

602402

602669

601094

112262

120130

601771

150325

610308

Locus

11p13

20p12

4925-926

6p25

16024.3

10925

1p32

14922-g23

13934

2p22-p21

3p21

13q12.3

Fenotipo

Aniridia, anomalia de Peters, queratitis,
hipoplasia foveal, catarata congénita

Sindrome de Alagille con embriotoxon
posterior, hpoplasia del iris,
microcornea, sinequias irido-corneales
y corectopia

Sindrome de Axenfeld-Rieger,
anomalia de Peters e hipoplasia del iris

Sindrome de Axenfeld-Rieger,
anomalia de Peters e hipoplasia del
iris, glaucoma congénito, aniridia

Linfedema vy distiquiasis, disgenesia del
segmento anterior

Catarata congénita polar posterior con
o sin disgenesia del segmento anterior

Disgenesias del segmento anterior con
catarata, anomalia de Peters,
microftalmia

Disgenesia del segmento anterior, con
o0 sin anoftalmia o microftalmia,
anomalias sistémicas

Porencefalia, enfermedad de pequefios
vasos cerebrales con  aparicion
temprana de cataratas y disgenesia del
segmento anterior

Glaucoma primario congenito,
anormalidad de Peters, aniridia,
disgenesia del segmento anterior

Sindrome de Pierson con microcoria,
disgenesiaa del segmento anterior

Sindrome de Peters Plus

Tipo de
herencia

Autosomica
Dominante

Autosomica
Dominante

Autosémica
Dominante

Autosomica
Dominante

Autosémica
Dominante

Autosomica
Dominante

Autosémica
Dominante/
Autosémica
recesiva
Autosémica
Dominante

Autosémica
Dominante

Autosomica
recesiva

Autosomica
recesiva

Autosomica
recesiva

Tabla 1.- Genes asociados a disgenesia del segmento anterior, de acuerdo al
namero de catalogo en On line Mendelian Inheritance in Man (OMIM).
Modificado de Reis y Semina, 2011.
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1.7.1 Esclerocérnea

La esclerocornea es una malformacion poco comun del segmento anterior del
0jo, que se caracteriza por una falla de la delimitacién entre el tejido corneal y
el escleral, lo que conlleva a opacidad de la cérnea y a deficiencia visual
severa (Mengual E, Hueso, 2011). Generalmente la esclerocérnea esté limitada
a la parte periférica de la cornea, pero puede afectar su totalidad como en el
caso de la esclerocérnea totalis. La esclerocornea ocurre generalmente de
manera esporadica, sin embargo existen casos familiares de herencia
autosémica dominante (OMIM #18700) y otros que se heredan de manera
autosdmica recesiva (OMIM #269400). Tipicamente, los casos recesivos

manifiestan un fenotipo severo (Tamayo M, Bernal J, 1998).

La esclerocérnea casi siempre afecta a ambos ojos (Bhat, 2005), es una
alteracion no progresiva, no se asocia a inflamacion corneal y puede ser
asimétrica. Clinicamente se observa un anillo corneal periférico blanquecino y
vascularizado de 1-2 mm que se confunde con la esclera y oblitera el limbo. La
esclerética esta muy vascularizada y el limbo se encuentra poco desarrollado.
Generalmente la cornea central es normal, pero en la esclerocérnea totalis toda
la cornea estd involucrada aunque la parte central de la cornea es mas clara
que la periferia. Este dato la distingue de la anomalia de Peters, en la que la
opacidad es central.

La opacidad afecta todo el estroma, lo que limita la observacion de las
estructuras intraoculares. La esclerocornea se asocia con frecuencia a cornea
plana aunque ambas alteraciones pueden encontrarse de manera aislada
(Khan, 2007).

Los estudios histopatolégicos en esclerocornea han revelado la presencia de
fibras elasticas y coldgena de didmetro aumentado en el estroma corneal
anterior, con caracteristicas de tejido escleral. Pueden observarse ademas
alteraciones del endotelio corneal y de la membrana de Descemet (Harissi-
Dhager y Colby, 2008). Es frecuente identificar anomalias oculares
coexistentes, entre las que destacan microftalmia, glaucoma, afaquia, cornea

plana y alteraciones del iris.
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Las alteraciones sistémicas coexistentes con la esclerocornea pueden incluir
anomalias de extremidades, alteraciones craneofaciales y defectos
genitourinarios (Cape, 2003; Rezende, 2004). En caso de esclerocdrnea totalis
debe considerarse la realizacion de queratoplastia temprana en un esfuerzo
para proporcionar vision (Michaeli, 2008). El manejo de la esclerocornea es
habitualmente complicado y de pobres resultados. Es posible realizar el
trasplante de cornea y dar tratamiento a las complicaciones asociadas como el
glaucoma. Sin embargo, los aloinjertos tienen una alta frecuencia de rechazo
en pacientes pediatricos, ademas de que el manejo de glaucoma en estos

casos suele ser quirargico debido a anomalias del angulo de camara anterior.

1.7.2 Defectos genéticos asociados a esclerocornea

La esclerocérnea es una anomalia poco frecuente que puede presentarse de
manera aislada o asociada a otras anomalias extraoculares (sindrémica)
(Harissi-Dagher et al, 2008; Kapur, 2008). Se han descrito algunas
alteraciones  genéticas, principalmente  aberraciones = cromosOmicas
estructurales, en individuos con esclerocérnea sindromica. Entre otros, un caso
de esclerocornea con aniridia y probable sindrome de Hallermann-Streiff con
duplicacion de 20p (Schanzlin et al, 1980); un caso caracterizado por
esclerocornea y malformaciones faciales y renales con delecién de 9p22 (Ying
et al, 1982); y un paciente con esclerocérnea, discapacidad intelectual y
malformaciones craneo-faciales en quien se demostré una delecién de 12p
(Kivlin et al, 1985). Por otra parte, en 2008 Binembaum et al, describieron 7
casos con esclerocérnea asociados al sindrome de delecion 22gl11.2. La
delecion de 22q11.2 ocasiona tipicamente los sindromes de DiGeore, velo-
cardio-facial y de Takao (facial/cono-trucal) que incluyen malformaciones
craneo-faciales y cardiovasculares multiples. De acuerdo a sus observaciones,
estos autores sugirieron que la esclerocérnea deberia ser considerada como

parte del espectro de delecién 22g11.2 (Binembaum et al, 2008).

A pesar de que no existen genes identificados asociados a formas

monogénicas de escleronGrnea aislada, Besant et al, (1999) describio
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ligamiento genético a 14932 en una familia con microftalmia y esclerocérnea de
transmision autosémica recesiva. Por su parte, Voronina et al, (2004)
demostraron heterocigosidad compuesta para las mutaciones Q147X y R192Q
en RAX en un paciente con autismo, anoftalmia derecha y esclerocérnea en ojo
izquierdo. Los padres portadores no presentaban anomalias oculares. El gen
RAX esta localizado en 18g21.3 y codifica un factor de transcripcion implicado

en el desarrollo de las células progenitoras de la retina (Mathers et al, 1997).

Wimplinger et al. (2007) describieron un sujeto con microftalmia vy
esclerocérnea bilaterales asociadas a una mutacion heterocigota en el gen
HCSS, que codifica la enzima sintasa de holocitocromo tipo C mitocondrial, y
que se localiza en Xp22. En este paciente se identificé la mutacién E159K y los
estudios funcionales demostraron que tal cambio afectaba la funcion de la
proteina. Es importante sefalar que existe un sindrome conocido como MIDAS,
caracterizado por microftalmia, aplasia dérmica y esclerocornea, que ha sido
asociado a deleciones del locus Xp22 (Temple et al, 1990; Ogata et al, 1998) y
mas recientemente a mutaciones del gen HCSS (Prakash et al, 2002;
Wimplinger et al, 2006). Finalmente, Valleix et al. describieron en 2006 a 3
hermanos, hijos de un matrimonio consanguineo y quienes presentaban
afaquia bilateral, microftalmia, aplasia del segmento anterior del ojo, ausencia
de iris y displasia retiniana. Uno de los pacientes también presentd
esclerocérnea bilateral. Utilizando un abordaje de genes candidatos, los
autores demostraron que el fenotipo era causado por una mutacion sin sentido
C240X en el gen FOXE3, localizado en 1p32 (Valleix et al, 2006). FOXE3
codifica un factor de transcripcion esencial para el desarrollo del cristalino v,

por lo tanto, del segmento anterior del ojo (Blixt et al, 2000).
Es importante resaltar que al momento de iniciar esta investigacion (primer

semestre de 2009) no se habia descrito ningin gen responsable de

esclerocdérnea no sindrémica y de transmision hereditaria autosémica recesiva.
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1.7.3 Esclerocornea hereditaria en San Francisco Tetlanohcan, Tlaxcala

En el estado de Tlaxcala se han identificado un municipio, San Francisco
Tetlanohcan, que presenta caracteristicas endogamicas (alta homonimia entre
sus habitantes, aislamiento cultural y geografico) en el que aparentemente
existe una incidencia elevada de esclerocornea de herencia autosémica
recesiva (Vazquez, 2009 y Observaciones Personales, 2009). No se han
realizado estudios para identificar la frecuencia real ni la causa genética de
esta malformacion ocular ni para estimar la frecuencia de portadores del gen
mutante en tal poblacion. Esta informacion seria de gran relevancia para
profundizar en el conocimiento de las bases genéticas de las malformaciones
congénitas oculares y para conocer las caracteristicas epidemiologicas

moleculares de la enfermedad en esta poblacion.

21



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de que México es un pais en donde existen ciudades con altas
concentraciones humanas, también conserva poblaciones que favorecen la
presentacion de padecimientos genéticos autosémicos recesivos, que se
manifiestan especialmente en poblaciones donde las dinamicas sociales
(endogamia, matrimonios consanguineos etc.) facilitan la perpetuacion de
éstos. Tal es el caso del municipio de san Francisco Tetlanohcan, en el Estado
de Tlaxcala, en el que aparentemente existe una frecuencia elevada de casos
con esclerocérnea de herencia autosOmica recesiva. Esta anomalia se
caracteriza por una falla en la delimitacién entre el tejido corneal y el escleral, lo
que conlleva a opacidad severa de la cornea y ocasiona ceguera en los
afectados. En esta poblacion no se han realizado estudios para identificar la
prevalencia real de la enfermedad, para determinar su causa genética (gen
responsable), o para estimar la frecuencia de heterocigotos (portadores) con

riesgo de procrear hijos con la malformacion ocular.
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3. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢, Cual es la prevalencia de sujetos con esclerocdrnea en el Municipio de San

Francisco Tetlanohcan, Tlaxcala?

¢, Cual es la alteracion genética responsable de la esclerocornea hereditaria en

el Municipio de San Francisco Tetlanohcan, Tlaxcala?

¢, Cual es la prevalencia de portadores (heterocigotos) de la mutacion genética
responsable de la esclerocornea en el Municipio de San Francisco
Tetlanohcan, Tlaxcala?

¢Hace cuanto tiempo se generé o cuando ingres6 al Municipio de San

Francisco Tetlanohcan, Tlaxcala la mutacién que ocasiona la esclerocérnea?
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4. JUSTIFICACION

Los padecimientos que limitan severamente las funciones visuales ocasionan
grave discapacidad al paciente y sus costos de atencion son elevados, tanto
para la familia como para los servicios médicos. En los casos en que estas
enfermedades tienen una causa genética, se presenta ademas el riesgo de la
trasmision familiar del padecimiento, con la posibilidad del aumento de la

prevalencia de tal enfermedad.

Este estudio contribuird al conocimiento de las bases genéticas de la
esclerocdrnea, asi como al uso de herramientas genéticas e informaticas que
permitan determinar hace cuanto tiempo se produjo o se introdujo la mutacion
en una poblacion. Este proyecto ademas servirh como modelo para el estudio
epidemiolégico molecular de otras poblaciones de nuestro pais en las que un
efecto de gen fundador es responsable de la alta prevalencia de enfermedades

hereditarias en ciertas areas geograficas.
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5. HIPOTESIS
(De trabajo)

La esclerocornea que se presenta en el municipio de San Francisco
Tetlanohcan, Tlaxcala se debe a una mutacibn monogénica (autosdmica
recesiva) con efecto fundador y que no sigue los postulados de la Ley de
Hardy-Weinberg, debido a las caracteristicas de aislamiento geogréafico y
cultural y a la reproduccion entre individuos de ascendencia comudn

(endogamia) en esta poblacion.

6. OBJETIVOS

12 FASE.
Objetivo General

« Determinar la prevalencia de enfermos de esclerocérnea en el municipio
de San Francisco Tetlanohcan, Tlaxcala.

28 FASE.
Objetivo General

 Determinar la mutacion genética responsable de los casos de
esclerocdrnea en el municipio de San Francisco Tetlanohcan, Tlaxcala.

Obijetivos Especificos

* Realizar anélisis molecular de los genes candidatos de esclerocornea,
FOXCly FOXE3

« Confirmar mediante herramientas de analisis molecular, la causa
genética de la esclerocérnea.

32 FASE.
Objetivo General

» Estimar la prevalencia de portadores (heterocigotos sanos) de la
mutacion genética causante de la esclerocornea en el municipio de San

Francisco Tetlanohcan, Tlaxcala.
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42 FASE.
Objetivo General

» Establecer el tiempo transcurrido (“fechaje”) desde que la mutacion

causante de esclerocdrnea se originé o ingreso a esta poblacion.

Objetivos Especificos

« Determinar la fecha probable de origen de la mutacion causante de la
esclerocornea en San francisco Tetlanohcan, mediante andlisis de
haplotipos contiguos al locus responsable por los métodos de

frecuencias alélicas y Estocastico.

« Evaluar el impacto de la migracion y la endogamia en la presentacion

del padecimiento
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7. METODOLOGIA

12 FASE.

Disefio de estudio

Censo

Se realiz6 una visita domiciliaria a todas las viviendas del municipio de san
Francisco Tetlanohcan con apoyo de personal del DIF de la localidad. Se
investigd acerca de la existencia de personas con deficiencia visual con el
fenotipo de interés (con el apoyo de fotografia de un caso) y se realizé el

conteo de la poblacién (Unstats, 2010).

Los pacientes identificados con discapacidad visual fueron sujetos a una
revision médica por parte del investigador para determinar si se trataba de un
caso de esclerocornea y fueron confirmados por un médico especialista en
oftalmologia adscrito al Instituto de Oftalmologia “Conde de Valenciana”. A los
pacientes con diagndstico clinico de esclerocdrnea se les solicitdé una muestra
de células de la mucosa oral para obtencion de DNA gendmico y realizacion

del analisis molecular (previa firma de consentimiento informado, Anexo A).

El instrumento de recoleccion esta dividido en tres componentes: la ficha de
identificacion del paciente, la historia clinica genética y el componente de
migracion. La ficha de identificacion del paciente concuerda con los criterios de
la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-168-SSA1-1998 (SSA, 1998), del
expediente clinico. La historia clinica genética, contiene los apartados propios
de una historia clinica concebidos en la norma mencionada anteriormente
ademas del arbol genealdgico; el componente de migracion esta integrado por
siete preguntas utilizadas para este fin y validadas por el Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia (INEGI) (INEGI, 2005).
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Criterios de Seleccion

Criterios de Inclusion

« Ser paciente con esclerocérnea, habitante actual del Municipio de San

Francisco Tetlanohcan, Tlaxcala.
» Aceptar Participar en el estudio

Criterios de Exclusion

No hay

Criterios de Eliminaciéon

No hay
Analisis

El analisis descriptivo incluyé medidas de tendencia central y de dispersion de
los datos de la poblacion (edad y sexo), el analisis de los arboles genealdgicos
y la determinacion del tipo de herencia, y la construccién de la prevalencia.

22 FASE.

Disefio de estudio

Andlisis de gen candidato

Se incluy6 al total de los pacientes con esclerocdrnea del municipio de san
Francisco, Tetlanohcan de los que se obtuvo consentimiento para la toma de

muestra de células de la mucosa oral.

De las muestras obtenidas en cada paciente se extrajo DNA gendmico para la
identificacion de la(s) posible(s) alteracion(es) genéticas.

Criterios de Seleccion

Criterios de Inclusion

« Muestras de pacientes con esclerocornea del Municipio de San
Francisco Tetlanohcan, Tlaxcala.
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» Aceptar Participar en el estudio

Criterios de Exclusion

No hay

Criterios de Eliminaciéon

Retiro del consentimiento

Muestra de DNA insuficiente

7.1 ANALISIS GENETICO

Para identificar la causa genética de la malformacion ocular en esta poblacion
se realiz6 inicialmente la secuenciacion nucleotidica automatizada de la region
codificante completa de los genes candidatos, FOXC1 y FOXE3, implicados
previamente en malformaciones de segmento anterior del ojo (Valleix et al,
2006; Horsford, 2007; Arsson J, 1995; Lise-Schneider, 2007). FOXE3 fue
elegido dado el antecedente de esclerocornea bilateral y otras malformaciones
oculares en un sujeto con mutacién en este gen (Valleix et al, 2006). FOXC1
fue elegido como candidato debido a que es uno de los principales genes
implicados en anomalias del segmento anterior en el humano (Nishimura et al,
2001; Sowden et al, 2007).

AISLAMIENTO DE DNA GENOMICO: ElI DNA genémico de cada sujeto
participante se aislé a partir de células de mucosa bucal obtenidas por raspado
con hisopo y utilizando el Kit Puregene Buccal Cell Core Kit A (Qiagen) de
acuerdo al siguiente procedimiento: Se incub6 a 65°C por 1 hr el tubo
eppendorf de 1.5 ml con 200 microlitros de buffer de lisis celular conteniendo
el cepillo con que fue tomada la muestra. posteriormente se le adicion6 1.5
microlitos de Proteinasa K, se invirtio el tubo repetidamente y se incub6 a 55°C
por 1 hora. Se le adicion6 100 microlitros de Solucion de Precipitacion d
Proteinas y se agito en vortex por 20 segundos. Acto seguido, el tubo se
incubd en hielo por 5 minutos, después se centrifugd 3 minutos a 14,000 rpm y
se colocé cuidadosamente el sobrenadante en un tubo eppendorf de 1.5 ml
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nuevo con una soluciéon de 300 microlitos de Isopropanol y 0.5 microlitos de

glicégeno.

Se mezclo invirtiendo el tubo 50 veces y se centrifugd a 14,000 rpm por 5
minutos, el sobrenadante se descartd en papel absorbente con cuidado de no
perder el botdn. Se adicionaron 300 microlitros de etanol al 70%, se invirtid
varias veces para lavar el DNA y se centrifug6 a 14,000 rpm por un minuto.

El sobrenadante fue desechado al invertir el tubo sobre papel absorbente con
cuidado de no perder el botdén y se dejo secar a temperatura ambiente por 15
minutos; se adicionaron 200 microlitros de solucion de hidratacion de DNA, se
agitdé en vortex por 5 segundos y se incubd a 65°C por una hora. Se incub6 a
temperatura ambiente toda la noche en agitacion suave. Finalmente, el tubo
con el DNA fue guardado a -20°C hasta su utilizacion. La calidad y
concentracion del DNA obtenido fue verificada mediante espectrometria a
260/280 nm.

AMPLIFICACION POR REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR):
Se efectud la amplificacion por PCR de cada uno de los exones y de las
uniones exon/intron de los genes candidatos, FOXC1 y FOXE3 a partir del
DNA de los sujetos afectados y utilizando pares de oligonucle6tidos derivados
de la secuencia normal de cada gen (Tablas 2 y 3). El gen FOXE3 esta
constituido por un solo exén codificante, que fue amplificado en 6 segmentos
solapantes. Cada reaccion de amplificacion de PCR con un volumen final de 15
microlitros contenia buffer para PCR 1X, de 50-100 ngs de DNA gendmico, 0.2
mM de cada uno de los cuatro dNTP’s, 2.5 unidades de enzima
TagPolimerasa, 1mM del oligonucleétido correspondiente (sentido y
antisentido), MgCI2 entre 1 y 3 mM y agua bidestilada c.b.p. 25 microlitros. Se
utilizé un programa de temperaturas que incluye 1 ciclo de 15 min a 95°C para
la desnaturalizacion inicial, 35 ciclos de 1 min de desnaturalizacion a 95°C, 1
min de alineamiento a temperaturas especificas para cada par de
oligonucledtidos (Tablas 2 y 3) y 1 min a 72°C para la extension. Por ultimo, se
realiz6 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
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especificas con el producto amplificado, utilizando como referencia un

marcador estandar de peso molecular de 100 pares de bases. Se reconocieron

las bandas de interés y se cortaron del gel para la purificacion del producto de

DNA amplificado utilizando el método de purificacién por columna (Qiagen).

Tamanfo
Exon Oligonucledtido ™m amplicén
F-5 GCCGGGCCCGGACTCGGACT 3’
1  R-5"TTC TCGGTCTTGATGTCCTG 3’ 74.3°C 181 pb
F-5 TGCACCTCAAGGAGCCGCCC 3’
2 R-5 TCGTCCACGGCCGAGCCGCC 3’ 77.7°C 161 pb
5 5 TACAGCTCCCCCTGCAGCCA 3
R-5 CGCTGGTGTGGTGAATATTC 3 67°C 307 pb

Tabla No. 2. Oligonucleotidos para la amplificacion por PCR del gen FOXC1

Tamanfo
Exén Oligonucleétido ™ amplicén
F-5 TTGGGAATGATCCAAAGGAG 3’
la  R-5' GGCAGGGAAGCCAGAGAA 3’ 59.86 °C 194 pb
F-5 GGGGCCGTGTCCATATAAAG 3’
1b R-5' AAGCTGCCGTTGTCGAAC 3’ 59.9°C 381 pb
F-5 AACGACTGCTTCGTCAAGGT 3’
1 R-5 GCGCAGGCTCACAGGTAG 3’ 59.1°C 531 pb
F-5 GCGCAGGCTCACAGGTAG 3’
1d  R-5 ACTCACTGGAGGCGAGTCA 3’ 59.1°C 237 pb
F-5° ACAGAAGCGTCCCCTTTGAC 3’
lé  R-5 AGGCAGCCAGGTGTGTCTAC 3 60.1°C 288 pb
s F5 TCCTGGGTTCATGACTTACTTG 3
R-5' CCATGTGGCAACCCAAGAT 3’ 57.3°C 244 pb

Tabla No. 3. Oligonucleotidos para la amplificacién por PCR del gen FOXE3
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7.1.1 SECUENCIACION NUCLEOTIDICA DIRECTA DE LOS GENES FOXC1
y FOXE3

Se realizaron nuevas reacciones de PCR para la secuenciacion nucleotidica
de cada uno de los exones de los genes incluyendo las uniones exén/intron.
Cada reaccion de 10 microlitros contenia 2 microlitros del reactivo BigDye
Terminator Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems) con los cuatro
dideoxinucleédtidos trifosfatados (ddNTPs) marcados por fluorescencia,
deoxionucledtidos trifosfatados (ANTPs) no marcados, Tris-HCI (Ph 9.0), MgCl,
y la enzima ampliTaq polimerasa; se agregé ademas 1 microlitro del
oligonucledtido correspondiente (sentido o antisentido) a una concentracién de
10 micromolar, 10-20 ngs del DNA de cada producto de PCR como templado y
agua bidestilada para un volumen final de 10 microlitros. Para esta reaccion de
PCR se utilizé un programa de 25 ciclos que incluyeron 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 resuspendié en
20 microlitros de formamida y posteriormente la muestra se desnaturalizé a
95°C por 5 min. Los productos se analizaron por electroforesis capilar en un
secuenciador automatico ABI Prism 310 (Applied Biosystems) y las secuencias
de DNA obtenidas en sujetos enfermos se compararon con las secuencias
silvestres de los genes FOXC1 y FOXE3 para identificar posibles mutaciones.
Para excluir que los cambios identificados correspondierana polimorfismos no
asociados a la enfermedad, se analizé el DNA de 150 sujetos (300 alelos) sin
malformaciones oculares procedentes del Banco de DNA de la Unidad de
Investigacion del Instituto de Oftalmologia “Conde de Valenciana” de los cuales
se realizaran 260 alelos por medio de la enzima de restriccion FOKI y 40 alelos

por secuenciacion directa.

32



7.1.2 ANALISIS DE PREDICCION FUNCIONAL DE MUTACIONES

La mutacion identificada como responsable de la enfermedad fue analizada
mediante el programa de computacion Polyphen (polymorphism phenotyping,
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) para estimar la posibilidad de que tal
cambio produciera dafio a la proteina y por lo tanto fuera causante de la
enfermedad. Para fines similares, la conservacion entre especies del residuo
proteico afectado por la mutacion se determiné mediante el alineamiento de

proteinas de otras especies con este mismo programa.
Los criterios de patogenicidad de la mutacién en este estudio incluyeron:

» La presentacion de la mutacion del gen en DNA de los sujetos afectados
y la ausencia de este cambio en DNAs de referencia de sujetos sin la

enfermedad.

e Mutacion homocigota en todos los pacientes con la alteracion, de

acuerdo al patron de herencia autosémico recesivo.

» Efecto deletéreo de la mutacion: este aspecto esta relacionado con el
efecto de la mutacién en la proteina final y se evalu6 como se mencioné

previamente utilizando el programa Polyphen.

« Conservacion filogenética del residuo en la proteina: Se analizaréa si el
residuo cambiado (generalmente en las mutaciones de sentido
equivocado) esta conservado entre la proteina homologa de diferentes
especies. La conservacion filogenética apoya que la modificacion del

residuo particular esta implicada en la presentacion del fenotipo.
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32 FASE.

Disefio de estudio

Trasversal

Criterios de Seleccioén

Criterios de Inclusion

 Ser habitante de la vivienda de San Francisco Tetlanohcan, Tlaxcala

seleccionada por el muestreo aleatorio.
» Aceptar Participar en el estudio.
* Ser mayor de edad.

Criterios de Exclusion

No hay

Criterios de Eliminacion

Retiro del consentimiento

Se realizé una encuesta domiciliaria asi como la toma de muestras de células
de mucosa oral las cuales se usaron para el analisis molecular a fin de
identificar la alteracién en aquellos sujetos sanos que presenten la mutacién en

estado de portadores (heterocigotos).

7.2 Determinacion de portadores en el Municipio.

Tamaio de la muestra

El municipio de San Francisco Tetlanohcan tiene una poblacién de 10,035
habitantes (INEGI Cuéntame, 2005). Estos habitantes viven en 1,998 viviendas
de acuerdo a los datos de ultimo conteo de poblacién realizado por el INEGI en
el afio 2005.

Al conocer la poblacion utilizamos la formula de Poblaciones Finitas (Schaeffer,
1990), de donde se obtuvo un valor de = 408 personas (371 personas + 10%).
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Donde:
n= Tamafo de Muestra

Z=Valor Z curva normal (1.96)
P= Probabilidad de éxito (0.50)
Q= Probabilidad de fracaso (0.50)
N= Poblacién (10,035)

E= Error muestral (0.05)

Muestreo

Se realiz6 un muestreo aleatorio simple sobre las Areas Geoestadisticas
Basicas (AGEBs) actualizadas del Estado de Tlaxcala/San Francisco
Tetlanohcan (SINCE/INEGI, 2010). Se utilizaron las AGEBs ya que son la base
del marco muestral nacional oficial y permiten realizar un muestreo objetivo
demas de facilitar el ejercicio de muestreo sobre una basé geoestadistica
validada (INEGI, 2010). El muestreo se realiz6 en el total de viviendas del
calculo de la muestra, se aplicé el instrumento de recoleccidén y la toma de
muestras del padre, madre de familia o habitante mayor de edad. En las
viviendas que no fue posible realizar el muestreo (por fallecimiento, migracion,
etc.) se procedié a levantar la informacién en la siguiente casa al norte de la
casa considerada inicialmente, hasta un maximo de tres viviendas. Cuando
ninguna de éstas cumplid con los criterios, se tomd como pérdida (Alba J,
1993).

Analisis

El analisis se realiz6 con medidas de tendencia central y de dispersién de los
datos de poblacion; se estimaron los intervalos de confianza de esta
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prevalencia. Se determinaron las frecuencias alélicas en la poblacién, los afios
promedio entre el nacimiento del primer hijo y la edad del padre para la
determinacion de los afios de la “Generacion”, asi como los datos de

Migracion (Tremblay et al, 2000).

42 FASE.

Disefio de estudio

Andlisis de desequilibrio del ligamiento

Determinacién del tiempo de origen de la mutacién (Fechaje)

Para estimar el tiempo de origen de la mutacién (Fechaje probable de la
mutacion), se analizaron marcadores polimérficos que flanquean al gen
mutante. Se incluyeron marcadores localizados 3 megabases antes y 3
megabases después del locus responsable (Bliznetz, 2009; Mapview,2010)
(anexo E) y se compararon los genotipos en los sujetos con la mutacion
mediante el programa DMLE+2.0 (www.dmle.org) que estima el desequilibrio
de ligamiento entre marcadores polimorficos y una mutacién determinada (Mor-
Cohen, 2007). Estos resultados fueron comparados con los obtenidos por
medio del método de frecuencias alélicas (Slatkin, 1997; Reeve, 2002; Pollak,
1986).

Los marcadores consistieron en 16 polimorfismos de base Gnica (SNPs) y un
microsatelite (Tabla 4) y fueron seleccionados de la base de datos de la
Universidad de California en Santa Cruz (http:/genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgTracks?db=hg19&position=Chr1:45480329-45481329).

La evaluacion de la migracién y la endogamia en la presentacion de los casos
de esclerocornea se realiz6 con las estimacion de las tasa de migracion e
inmigracion de portadores y enfermos. La determinacion del efecto de la
endogamia y consanguinidad se realiz6 con las tasas de reproduccion de
casos de esclerocérnea (CONAPO, 2010).
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Marcador Posicion (mb)

rs1778904 44,705
rs13948 45,480
rs7524495 46,266
rs439283 46,809
rs2404610 47,001
rs119759 47,481
rs9333051 47,394
rs2405588 47,491
rs9436873 47,778
FOXES3 47,881
rs3046918 (microsatélite) 47,907
rs11211573 48,082
rs11211587 48,133
rs1155279 48,378
rs492379 48,673
rs1343426 49,465
rs12735833 50,008
rs1502857 50,740

Tabla 4. Marcadores genéticos utilizados para la identificacion de los haplotipos
originados por recombinacion meidtica y determinacion de la antigiedad de la

mutacion en la poblacion (fechaje).
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7.3 Variables

Variables de tiempo

Fechaje Fecha probable de Ila Numero de generaciones Cuantitativa
aparicion de una mutacion ocurridas desde la aparicion de continua
la mutacion
Generacion  Periodo comprendido entre Periodo transcurrido en afios Cuantitativa
el nacimiento y el periodo promedio, entre el nacimiento continua

promedio del inicio de
reproduccién del individuo

del individuo y la edad a la que
tienen su primer hijo

Variables de lugar

Migracion Desplazamiento de Salida de la localidad para Cuantitativa
poblacién que tiene lugar residir de forma permanente en continua
desde un lugar de origen otro municipio, estado o pais
hacia otro destino, y que
implica un cambio de la
residencia habitual

Inmigracion Entrada a un lugar de Proporcién de llegada de otros Cuantitativa
personas que nacieron 0 municipio, estado o pais a la continua
proceden de otra poblacion. localidad con intencién de residir

de forma permanente

Lugar de Es la entidad federal, pais 0 Lugar en donde naci6 el Cualitativa

nacimiento territorio  extranjero donde individuo Politémica
nacié la persona

Tiempo de Tiempo trascurrido entre la Periodo de tiempo trascurrido Cuantitativa

migracion salida del individuo al entre la salida de la personayla discreta
momento de la medicion fecha del levantamiento del

instrumento de recoleccion

Tiempo de Tiempo trascurrido entre la Periodo de tiempo trascurrido Cuantitativa

inmigracién llegada del individuo al entre la llegada de la personay discreta
momento de la medicion la fecha del levantamiento del

instrumento de recoleccion

Tasa de Proporcién de personas que Proporcién de personas que Cuantitativa

Migracion salen de la localidad salen de la localidad continua
permanentemente respecto permanentemente respecto de
de la poblacién la poblacion

Tasa de Proporcién de personas que Proporcién de personas que Cuantitativa

inmigracion llegan a la localidad llegan a la localidad cgontinua

permanentemente respecto
de la poblacion

permanentemente respecto de
la poblacion
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Variables de persona

Prevalencia Proporcién de casos Proporcién de casos existentes ~ Cuantitativa
de existentes esclerocornea de esclerocérnea continua
esclerocornea  por una constante
poblacional
Prevalencia Proporcién portadores Proporcién de casos existentes ~ Cuantitativa
de portadores  existentes de la mutacion de algun padecimiento continua
genética de esclerocérnea
por una constante
poblacional
Caso de Paciente sin limitacion de la  Paciente con ceguera debidaa  Cualitativa
Esclerocérnea corneay la esclera de ocupacion de la esclera en la dicotomica
forma total zona de la cornea
Mutacion Alteracion o cambio en la Ausencia del cambio en DNAs Cualitativa
informacion genética de un  de referencia. dicotdmica
Ser vivo Transmision mendeliana de la
mutacion.
Efecto deletéreo de la mutacién.
Portador de la  Individuo con un alelo Pacientes sin esclerocérnea que Cualitativa
mutacién mutante y un alelo normal presentan en uno de los alelos dicotomica

(heterocigoto)

la mutacién genética causante
de la esclerocérnea
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7.4 Esquema general
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8. Etica

De acuerdo con los articulos 14, 20, 21, 22, 25 y 36 (SSA, 2006) de la Ley
General de Salud con los que se rige las instituciones de salud de México, se
solicité a todos los participantes su autorizacion por medio de una carta de
consentimiento informado (ANEXO A). En el caso de los menores de edad,
esta carta fue firmada por los padres o tutores. Para el caso de los pacientes
que no hablasen espafiol se contd con apoyo para la traduccion por parte de
personal de la comunidad. Los datos obtenidos fueron utilizados de forma
agrupada garantizando el cualquier momento la confidencialidad de los
participantes. El protocolo fue evaluado y aprobado por los comités de

Investigacion y Bioética del Instituto de Oftalmologia “Conde de Valenciana”.
Recursos Financieros

El proyecto fue financiado por el fondo de investigacion del Patronato del

Instituto de Oftalmologia "Conde de Valenciana”.
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9. RESULTADOS

9.1 Fenotipo

Todos los pacientes identificados en el municipio (n=22) presentaron un cuadro
uniforme de malformacion congénita ocular bilateral caracterizada por ausencia
de estructuras cornedles identificables, sin delimitacion anatémica limbal entre
la cornea y la esclera (Fig. 3A - F). Ninguno de los pacientes presentd
malformaciones extra-oculares ni discapacidad intelectual, por lo que se
establecio un diagndstico de esclerocdrnea total, bilateral, no sindromica. Otros
hallazgos identificados durante la exploracion oftalmolégica especializada en
este grupo de sujetos incluyeron cornea plana, ausencia de camara anterior del
0jo, queratomalacia, ectropion (Fig. 3G) y aumento de la presion intraocular (en
pacientes no adultos) medida por digitopresion. La escleralizacion corneal no
permitid efectuar una inspeccion de fondo de ojo. En todos los casos en los
que fue posible evaluar la agudeza visual, ésta varid de percepcion de luz a
movimiento de manos, indicando discapacidad visual severa. El estudio de
ultrasonografia ocular en 5 afectados reveld malformaciones oculares
asociadas, especificamente disminucion del eje antero-posterior del ojo
(microftalmia bilateral), ausencia bilateral de cristalino (afaquia congénita) y
coloboma bilateral del disco optico (Fig. 4). El andlisis de los arboles
genealdgicos apoy6 una transmision hereditaria autosémica recesiva (Fig. 5),
se observaron algunos casos de padres afectados en los que toda su
descendencia hered6 la enfermedad (Fig. 5).
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Figura 3. A — F Esclerocérnea total bilateral en habitantes de san Francisco
Tetlahnocan, Tlaxcala. Se observan opacidad corneal severa con pérdida de la
delimitacién limbo-corneal . G. Queratomalacia y ectropién en uno de los
casos.

Figura 4. Ecografia ocular (ojo derecho) en un paciente con esclerocdrnea
total. Se demuestra afaquia congénita y coloboma del disco optico.

43



Figura 5. Arboles genealdgicos de los casos de esclerocérnea de san
Francisco Tetlanohcan, Tlaxcala. Se observa una trasmision autosomica
recesiva y dos casos de padres con la enfermedad con la totalidad de su
descendencia afectada, en el arbol superior. (llI-21/111-22 y IV-1/IV-2).
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9.2 Actividades de Campo

Fue censada una poblacion total de 7,438 personas habitantes del municipio
de aquellos domicilios donde se nos proporcion6 informacién. Se visitaron un

total de 1,907 casas con los resultados siguientes:

» Casas censadas: 1,327
» Casas Ausentes: 231

» Casas deshabitadas: 165

» Casas renuentes: 25

» Casas en construccion: 159

Sobre esta base poblacional se localizaron un total de 22 pacientes con el

fenotipo de esclerocdrnea bilateral.

De acuerdo al nimero de casos identificados con esclerocornea y sobre la
base poblacional observada, se obtuvo una prevalencia de 2.96 casos por cada
1,000 habitantes.

Para determinar el nimero de casos de esclerocornea por nacimiento se
realiz6 también una busqueda en el registro civil del niumero de nacimientos
anuales en la poblacién. Del afio 2004 al afio 2008 se estableciéo una media de
nacimientos vivos anuales de 242.2 al afio (esto debido a que el registro civil
del San Francisco Tetlanohcan inici6 actividades en 2004, puesto que antes se
llevaba el registro en la localidad vecina de Santa Ana Chiautempan) y de
acuerdo a la edad del caso de esclerocornea mas antiguo se estimé una tasa
de “1” caso por cada 12,626 nacidos vivos el cual es mayor que el referente a
la tasa publicada referida (p=0.0001) de tres casos por 100,000 nacidos (de
todas las opacidades corneales entre la cuales se consideré a la esclerocornea
(Luresia, 2009).
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9.3 Referenciacion geografica de los casos de esclerocérnea
en el municipio de San Francisco Tetlanohcan, Tlaxcala

Sobre el croquis de campo se observé que la gran mayoria de los casos se

encuentran en la zona centro (Fig. 6).

Figura 6. Distribuciébn de casos de esclerocornea en el Municipio de San
Francisco Tetlanohcan, Tlaxcala. Los puntos rojos sefialan cada caso.
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Datos demograficos

De acuerdo al sexo de los pacientes, los casos de esclerocdrnea fueron

predominantemente varones con un 64% (Fig. 7).

Figura 7. Distribucion de casos de esclerocornea

Respecto al grupo etareo de los pacientes, los individuos de 25 a 44 afios
constituyeron el grupo mas numeroso, seguido del grupo de 14 a 24 afios y del
de 45 a 64 afios de edad (Fig. 8).

Figura 8. Distribucidén de casos de esclerocOrnea de acuerdo a su grupo etareo
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9.4 SEGUNDA FASE

9.4.1 Andlisis molecular

El andlisis por secuenciacion nucleotidica del gen FOXC1 en el DNA de uno de
los afectados no demostré mutaciones deletéreas. En cambio, la secuenciacion
nucleotidica del gen FOXE3 permitioé identificar una mutacibn homocigota de
Timina a Citosina en la base 292 que predice un cambio de Tirosina (TAC) a
Histidina (CAC) en el aminoacido 98, Tir98His (Fig. 9). Esta mutacion fue
confirmada en la cadena complentaria de DNA.

Figura 9. Secuenciacion nucleotidica parcial del gen en FOXE3 en DNA de un
sujeto con esclerocornea. La flecha sefiala la mutacién ¢.292 T>C en estado
homocigoto (panel inferior). Se muestra la secuencia nucleotidica normal en un
DNA control (panel superior).
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La mutacién c.292 T>C fue identificada en estado homocigoto en el DNA de
todos los casos de esclerocérnea disponibles para estudio molecular (n=17). El
analisis en el DNA de los padres sanos de algunos de éstos pacientes

demostro la mutacion, invariablemente en estado heterocigoto.

9.5 Andlisis de Prediccion funcional de la mutacion Tir98His
(p.Y98H) en FOXE3

La prediccion in silico del efecto de la mutacion Tir98His (p.Y98H) en FOXE3
fue realizada con el programa informatico Polyphen. Como se observa en la
Fig. No. 10, esta sustitucion fue considerada como posiblemente dafiina por el
programa. La diferencia de puntuacion PSIC (position-specific independent
counts) fue de 1.997. Mientras mayor sea la diferencia de puntuacién PSIC,
mayor es el impacto funcional que posiblemente tenga una sustitucién de un
aminodcido particular. Una sustitucion con una diferencia de puntuacion PSIC

mayor de 1.5 es considerada dafiina (De Alencar y Lopes, 2010).

Figura 10. Prediccion con el programa informatico Polyphen de posible efecto
de la sustitucion p.Y98H en la proteina FOXE3. Se obtuvo una puntuacion

PSIC de 1.997 que corresponde a una variante muy probablemente deletérea.
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Se realiz6 el andlisis de 300 alelos control y en ninguno de ellos se identificé la
mutacion ¢.292 T>C de FOXE3. La genotipificacion de estos alelos fue
realizada por PCR-RFLP (260 alelos) con la enzima FOKI y por secuencia
directa (40 alelos).

Se realiz6 el alineamiento se la secuencia parcial de residuos de la proteina
FOXE3 de diversos vertebrados mediante el programa Vertebrate Multi
Alignment de la Universidad de California en Santa Cruz (UCSC, 2011)

identificando la alta conservacion filogenética de la tirosina 98 (Fig. 11).

Figura 11. Alineamiento de residuos de la proteina FOXE3 de diferentes
especies de vertebrados. La flecha sefala el residuo tirosina (Y), que esta
invariablemente conservado en la posicion correspondiente de todas las

proteinas FOXE3 analizadas.

Los datos anteriores demuestran que la mutacién Tir98His en FOXE3 es la
causa de la esclerocérnea autosdmica recesiva en San Francisco Tetlanohcan,

Tlaxcala.

9.6 TERCERA FASE

Para la identificacion de la frecuencia de portadores y de acuerdo al muestreo
establecido, se realizaron 405 entrevistas y tomas de muestras de células de

mucosa oral para extraccion de DNA. Después del andlisis por secuencia
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directa de estas 405 muestras, se identificaron un total de 10 sujetos
heterocigotos para la mutacion ¢.292 T>C de FOXES3. Estos resultados arrojan
una prevalencia de 2.46 (1.26 - 4.35) portadores por cada 100 habitantes en

San Francisco Tetlanohcan, Tlaxcala.

Figura 12. Secuencia nucleotidica parcial del gen FOXE3 en DNA de un sujeto
portador. La flecha sefiala la mutacion ¢.292 T>C en estado heterocigoto

De acuerdo a estos datos la frecuencia genotipica fue la siguiente:
TT =97.24 % (homocigotos normales)
T/C=2.46% (heterocigotos)

De acuerdo a estas frecuencias genotipicas, se calcula una probabilidad de
encontrar un heterocigoto cada 40 personas y la probabilidad tedrica de un
empate aleatorio entre dos heterocigotos fue calculada en 1 de cada 1,600

empates.
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9.7 Migracion

9.7.1 Inmigracion

El porcentaje de personas que son originarias del municipio fue de 82.7%
(78.8-86.7). Un 17.3% de los entrevistados son originarios de otros municipios
de Tlaxcala (9.14%), principalmente de los Municipios de La Magdalena
Tlaltelulco y Chiautempan (Fig. No. 13). Los estados del Pais del que
provienen los entrevistados fueron principalmente del Distrito Federal (3.3%),
seguido del estado de Puebla (2.2%), Estado de México (1.0%), San Luis
Potosi (1.0%) y Veracruz (0.5%).

Figura 13. Distribucion de los lugares de donde son originarios los habitantes

de San Francisco Tetlanohcan, Tlaxcala.
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9.7.2 Emigracion

De acuerdo a la encuesta aplicada, 19.24% de la poblacién emigra del
Municipio. La mayoria de los emigrantes (42.67%) tiene como destino los
Estados Unidos de America (principalmente la ciudad de Nueva York), mientras
que el restante 57.33% emigra a otros municipios de Tlaxcala y de otros

estados del Pais, principalmente Puebla y el Estado de México.

La tasa de migracion neta calculada para la poblacion fue negativa, con un
valor de -19.4, es decir esta poblacion perdié 19.4 personas por cada 1,000

residentes en los ultimos 5 afios.

Inmigracion Emigracion Tasa neta*

17.3 19.24 -19.4

* X 1000

9.8 Origen de los heterocigotos

El 100% de los individuos heterocigotos, asi como sus padres, fueron
originarios del municipio. El 55.3% de estos sujetos informé que sus abuelos
eran originarios del municipio (n=21), mientras que en el resto eran originarios
de otros municipios principalmente de Santa Ana Chiautempan 26.3% (n=10),
Magdalena Tlaltelulco 13.2% (n=5), San Lorenzo, 2.6% (n=1) y Apizaco 2.6%
(n=1). En dos casos, el heterocigoto no pudo recordar el origen de uno de los

abuelos.

9.9 Patron de segregaciéon

9.9.1 Determinacion de la ley de Hardy-Weinberg

La estimacion del patron de la segregacion alélica, se realizd de acuerdo a la
prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg (Pierce, 2009), en la que se encontrd
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que las diferencias entre los valores observados y los esperados segun la
hipétesis de equilibrio fueron significativas ya que el valor de p encontrado fue
calculado menor de 0.05, es decir la poblacién estudiada no se encuentra en

equilibrio ya que el patrén de segregacion alélica no fue aleatorio.

Prueba Valor p

Chi cuadrada 235.3 0.001

9.9.2 Definicién de Generacidén

Con la informaciéon obtenida con el instrumento de recolecciéon se determiné el

namero de afios que conformaban una generacién en esta poblacion.

Se considero la edad del padre al momento de tener el primer hijo, la cual fue
en promedio de 20.7 afios y de acuerdo a este resultado, la generacion se

calculé en 21 anos.

9.9.3 Endogamia

Para la determinacion de endogamia, fue calculado el coeficiente de
consanguinidad (F), éste coeficiente de fue calculado a partir de las frecuencias
genotipicas (Pierce, 2009), el valor encontrado fue de:

F=0.825.

Figura 14. Determinacion de endogamia en San Francisco Tetlanohcan,
Tlaxcala.
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9.10 CUARTA FASE

Para la determinacion de tiempo en que fue introducida o se generd la
mutacion en la poblacion, se realizd la genotipificacion de 17 marcadores
genéticos polimérficos que flanquean al locus de la mutacién en 1p32 (gen
FOXE3). Estos marcadores estan distribuidos en un segmento de 6 Mb,
aproximadamente 3 Mb a cada lado de FOXE3. Se genotipificaron 17
polimorfismos (Tabla No.4) en el DNA de 17 individuos (34 alelos) con
esclerocérnea. Se identificaron 3 haplotipos distintos: un haplotipo especifico
fue observado en 30 alelos, un segundo haplotipo se observé en 3 alelos y un

tercer haplotipo fue identificado en un solo alelo (Fig No. 15).

Figura 15. Haplotipos en 1p32 en los pacientes con esclerocornea de San
Francisco Tetlanohcan, Tlaxcala. El haplotipo mostrado en rojo fue el mas
frecuente ya que se identific6 en 30 alelos. Se observaron 2 haplotipos
adicionales, uno de ellos identificado en 3 alelos (amarillo) y otro observado en
un solo alelo (azul). (M) sefiala la ubicacion del gen FOXE3 cuya mutacién es
responsable de la malformacién ocular en estos pacientes.

La tasa de recombinacion, necesaria para la estimacion del fechaje, fue
determinada a partir del nUmero de casos observados y a la poblacion de

referencia. La tasa obtenida fue de 0.0029.
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Ya que esta tasa se encuentra asociada a la aparicion del fenotipo causado por
la mutacidén, esta tasa nos permite conocer el nimero de mutaciones por
unidad bioldgica (es decir por persona), en este caso conocida como ronda de

replicacion (Pierce, 2009).

El célculo por frecuencias alélicas corregido de acuerdo a Luria y Delbrick
(Luria, 1943), fue de 6.21 generaciones lo que corresponde a un total de 130

anos.

Con lo anterior, se calculé la fecha de ingreso o generacion de la mutacioén en
el programa DMLE (version 2.14) arrojando un total de 5.4 generaciones lo que

corresponde a un total de 113 afios.
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10. DISCUSION

La epidemiologia molecular es una rama de la medicina que se enfoca al
estudio de la contribuciébn de factores de riesgo genéticos y ambientales,
identificados a nivel molecular, en la etiologia, distribucion y prevencion de las
enfermedades, dentro de familias o en poblaciones completas. Este campo ha
emergido de la integracion de la biologia molecular a la investigacion
epidemiologica tradicional. La epidemiologia molecular ha mejorado el
entendimiento de la patogénesis de las enfermedades al identificar genes,
moléculas o vias especificas que influencian el riesgo de desarrollar una
enfermedad. La expresion epidemiologia molecular fue popularizada por Perea
y Weinstein, en los afios ochenta y es una disciplina que se ocupa de estudiar
marcadores moleculares en las poblaciones expuestas a factores de riesgo,
para determinar la susceptibilidad de las personas a padecer un efecto adverso
a la salud. Aplicado esto a la genética, determina la susceptibilidad individual a
las diversas enfermedades y aplica los conocimientos adquiridos a la
prevencion y control de las mismas, mediante pruebas de tamizaje o

diagnéstico temprano de las personas genéticamente vulnerables.

En este trabajo se realiz6 la caracterizacion clinica, epidemiolégica y molecular
de una malformacion ocular hereditaria (esclerocérnea) en una poblacion
endogamica del estado de Tlaxcala. La investigacion fue realizada en diversas
fases, incluyendo la determinacion de la prevalencia de la enfermedad, la
identificacion del defecto molecular que la origina, la determinacion de la
frecuencia de portadores del gen mutante en la localidad y la estimacion de las
generaciones transcurridas desde que la mutacidbn se origind en esta

poblacion.

Desde hace muchos afios los aislados de poblacién han sido sujeto de interés
tanto de la genética médica como poblacional (Jorde et al, 2000). Los aislados
genéticos de poblacion se definen como un grupo de individuos que
descienden de una poblacién fundadora (grupo fundador) y que han mantenido
un grado relativo de homogeneidad genética debido a su aislamiento

geografico y/o cultural a través de numerosas generaciones. Una poblacién
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fundadora incluye aquellos habitantes que tienen sus origenes en un “cuello de
botella” de individuos, comunmente dentro de las ultimas 100 generaciones
(Peltonen et al, 1995; Arcos-Burgos y Muenke, 2002). Estos grupos se hallan
en aislamiento geografico a lo largo de muchas generaciones y sin intercambio
genético con otras poblaciones (Bowcock et al, 1991; Barbujabi et al, 2001). El
estudio de estas comunidades ha permitido en afios recientes resultados
notables en el mapeo de genes causantes de enfermedades genéticas,
especialmente aquellas que exhiben una forma de herencia autosémica
recesiva. Los logros iniciales, que se originaron principalmente por el analisis
de aislados de poblaciones como los finlandeses y Amish, aumentaron el
interés en este tipo de poblaciones. Estas comunidades particulares, que
fueron el foco de estudios histéricos, antropolégicos y de genética de
poblacién, son ahora de interés de grandes consorcios de mapeo genético y
aun de compafias de biotecnologia (Kruglyak, 1999a; Peltonen et al, 2000).
Las poblaciones aisladas genéticamente ofrecen muchas ventajas para
estudios de mapeo amplio del genoma ya que la mayoria de ellas se origina de
un efecto fundador y el alto grado de endogamia ha derivado en un aumento de
la incidencia de enfermedades autosdmicas recesivas (Peltonen, 2000). En
estos aislados especiales pueden encontrarse casos familiares confinados,
bien documentados y multigeneracionales de enfermedades con un fenotipo
homogéneo (Kruglyak, 1999b). El “efecto fundador” impacta enormemente en
el grado subsecuente de variacién genética en la poblacion y puede ocasionar
perdida o ganancia de alelos asociados a una o mas enfermedades y, en
consecuencia, aumento o disminucion de la prevalencia de enfermedades con
base genética, comparado con otras poblaciones (Zlotogora, 1994; Feingold,
1998).

Los pacientes con esclerocornea detectados en la localidad presentaron un
cuadro clinico homogéneo, no sindromatico, caracterizado por esclerocérnea
total bilateral y discapacidad visual severa. En algunos pacientes se realizd
ecografia ocular que demostr6 ademas microftalmia, afaquia congénita y
coloboma de disco Optico bilaterales, lo que indica un cuadro malformativo
ocular complejo con afectacion principal del segmento anterior. En ninguno de

los afectados estudiados, se identificaron malformaciones congénitas
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extraoculares ni discapacidad intelectual. El andlisis genealdgico confirmé la
transmision autosémica recesiva de la enfermedad e incluso se observaron
algunas familias en las que ambos padres estaban afectados (homocigotos) v,
como era de esperarse, heredaron la enfermedad a la totalidad de su
descendencia. El andlisis de los familiogramas indicO que 16 de los casos
estaban relacionados con un ancestro comun, lo que apoyo la teoria de un

efecto “fundador” en esta poblacion.

La primera fase del estudio fue realizada para conocer el nimero total de casos
de esclerocornea en la localidad. Para este fin se utiliz6 una metodologia de
censado o barrido casa por casa, técnica de vigilancia epidemiolégica activa
gue ofrece como ventaja la alta cobertura y confiabilidad que se alcanza (OPS,
1994). La realizacion de este censo de toda la comunidad permitié detectar un
total de 22 casos, lo que corresponde a una prevalencia del padecimiento de 3
casos por cada 1,000 habitantes. Se identificaron tres casos no conocidos por
el personal de salud del municipio, muy probablemente debido al ocultamiento
por la estigmatizacion que existe sobre estos pacientes. No puede descartarse

que puedan existir otros pacientes en esta situacién en la comunidad.

Un dato a destacarse es que el numero de habitantes contabilizado en este
censo es menor a la referida en el INEGI, lo que posiblemente sea explicado
por el alto nimero de migrantes que salen de la localidad hacia los Estados
Unidos de América. Estos datos indican que esta localidad se ha convertido en

una localidad expulsora de poblacion.

No existen datos en la literatura mundial acerca de la frecuencia de
esclerocérnea, por lo que no fue posible realizar una comparacion con la
frecuencia observada en la localidad que fue de 3 casos por cada 1000
habitantes. La prevalencia referida en la literatura mundial para la totalidad de
opacidades corneales es de 3 por cada 100,000 (Lurescia, 2009). La forma en
la que se distribuyeron los casos espacialmente en la localidad, presenta una
aparente concentracién de éstos en la zona centro del municipio sin embargo,
la presentacion geogréafica de los casos fue similar en cada una de las AGEBs
estudiadas. Los casos fueron mayormente de varones y respecto al grupo
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etareo, la mayoria de los pacientes eran personas jovenes y en edad
econOmicamente activa.

Por otra parte, la realizacién del censo permitio identificar una alta frecuencia
de otros padecimientos hereditarios de transmision autosémica recesiva,
particularmente distrofia muscular e insuficiencia renal de causa no
determinada, pero muy probablemente también de etiologia autosémica

recesiva.

Una vez establecida la prevalencia de la enfermedad se procedié a obtener
muestras de DNA de 17 casos para realizar el analisis genético que permitiera
identificar la causa de le enfermedad. Debido al desconocimiento de algun gen
responsable de esclerocornea autosomica recesiva no sindromética, se
propuso un abordaje de gen candidato y se seleccionaron dos genes para el
analisis genético inicial. El primer gen analizado fue FOXC1, uno de los genes
mas frecuentemente asociados a malformaciones del segmento anterior en el
humano (Nishimura et al, 2001; Sowden et al, 2007). El andlisis de
secuenciacion de FOXC1 en DNA de un afectado no demostré ninguna
mutacion que pudiera explicar la malformacion ocular. El segundo gen
analizado fue FOXES, localizado en el la regidn cromosomica 1p32. El analisis
de secuencia inicial demostré6 una mutacion puntual en estado homocigoto en
DNA de un afectado. Este cambio, localizado en la base 292 (c.292T>C),
predijo una sustitucién de tirosina a histidina en el residuo 98 de la proteina
FOXE3. Este cambio fue identificado en estado homocigoto en otros 16 DNAs
de sujetos con esclerocornea y en estado heterocigoto en sujetos que eran
portadores obligados. La patogenicidad de la mutacion fue confirmada

mediante los siguientes resultados:

1.- Segregacion del fenotipo con la mutacion en homocigosidad

2.- Ausencia de la mutacion ¢.292T>C en 300 alelos control .

3.- Evidencia in silico de patogenicidad de la mutacion (programa Polyphen).
4.- Conservacion estricta del residuo tirosina 98 residuo en la proteina FOXE3

de numerosas especies de vertebrados e invertebrados.
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El gen Foxe3 fue inicialmente demostrado como asociado al fenotipo de
cristalino disgenético (dyl) en el ratén, que esta limitado al ojo y consiste en
grados variables de microftalmia, opacidad corneal, cristalino pequefio e
irregular, y adherencias entre el cristalino y la cornea. (Sanyal and Hawkins,
1979). Se demostré que el fenotipo de este modelo animal era causado por dos
mutaciones de sentido equivocado en el dominio “forkhead” (“cabeza de
horquilla”) de Foxe3 (Blixt et al, 2000; Brownell et al, 2000). Por su parte,
Ormestad et al. (2002) demostraron que la proteina Foxe3 mutante en el ratén
dyl tiene una unién defectuosa al DNA y por lo tanto es un alelo nulo. Si bien,
los ratones heterocigotos dyl +/- fueron reportados inicialmente como normales,
una exanimacion minuciosa revelé que aproximadamente 40% de los ratones
mutantes heterocigotos mostraban un fenotipo ocular semejante a la anomalia
de Peters, que consiste en sinequias entre la cérnea y el cristalino, leucoma

central, catarata y otras anomalias corneales (Ormestad et al, 2002).

La expresion y funcion de Foxe3 estd conservada en vertebrados y se
corresponde con los fenotipos oculares reportados en los mutantes. Durante el
desarrollo, los transcritos de Foxe3 estan presentes en el cristalino en
formacion y en el cerebro medio de embriones de raton. En el ratén adulto, la
expresion esta limitada al epitelio del cristalino anterior (Blixt et al, 2000;
Brownell et al, 2000). Similarmente, la expresién de foxe3 fue observada en ojo
y cerebro de embriones de pez cebra con los niveles mas elevados en las
células epiteliales del cristalino (Shi et al, 2006). Los estudios de expresion en
cortes de embriones humanos demostraron que FOXE3 solo se expresa en el
cristalino en desarrollo, particularmente en el epitelio anterior (Iseri et al, 2009).
No se pudo descartar que la expresion de FOXE3 en cerebro humano en

etapas mas tempranas a la estudiada (37-44 dias pos ovulacién).

Las mutaciones de FOXE3 en humanos fueron identificadas por primera vez
por Semina y cols. (2001) en un paciente con embriotoxon posterior, cataratas
y miopia. El paciente y su madre, quien también presentaba embriotoxon vy
cataratas, portaban una mutacién dominante c.943InsG que predijo un cambio
p.L315RfsX117. En una segunda familia, una mutacion distinta de FOXE3 fue

detectada en un sujeto con anomalia de Peters, opacidades corneales y
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glaucoma pero sin cataratas (Ormestad et al, 2002). Esta mutacion, c. 524G>T
(p-R90L) resulté en una sustitucion de aminoacido en el domino de unién al
DNA. Mas recientemente, Iseri y cols. (2009) reportaron dos mutaciones
dominantes mas en familias con fenotipos variables. La primera mutacion,
c.958T>C (p.X320RextX72), fue observada en un sujeto con microftalmia
bilateral, afaquia derecha, esclerocornea, coloboma y anomalia de Peters con
catarata congénita. El segundo cambio, C. 146G>C (p.G49A) fue demostrado
en un paciente con microftalmia unilateral, coloboma bilateral, y otros miembros
de la familia con catarata cerulea o cataratas de inicio tardio (Iseri et al, 2009).
A medida que se han identificado mutaciones adicionales de FOXE3 en
humanos, se ha reconocido que también mutaciones en estado homocigoto
son responsables de fenotipos oculares particulares. El primer caso de
enfermedad autosémica recesiva causada por mutaciones en FOXE3 fue
descrito por Valleix et al. (2006) en un par de hermanos, hijos de una union
consanguinea y afectados por afaquia primaria congénita y microftalmia.
Ambos hermanos fueron homocigotos para una mutacion c.720C>A (p.C240X)
y los padres, sin anomalias oculares, fueron heterocigotos para la misma
mutacion. (Valleix et al, 2006). Mas tarde, Iseri y cols. (2009) describieron dos
familias consanguineas adicionales con mutaciones recesivas en FOXE3. La
primera mutacion, c.244A>G (p.M82V), fue identificada en una familia con
microftalmia bilateral, afaquia y exclerocornea en algunos miembros vy
disgenesia del segmento anterior, glaucoma y ojos de tamafio normal en otros.
La segunda mutacion homocigota, c.21_24del (p.M71fsX216), fue identificada
en una familia afectada con microftalmia bilateral, escleocornea y afaquia.
Todos los portadores obligados en ambas familias eran sanos (Iseri et al,
2009). Mas recientemente, Reis y cols. identificaron una frecuencia de
mutaciones homocigotas de FOXE3 de 15% (4/26) en pacientes con
microftalmia bilateral y concluyeron que FOXE3 es un gen mayor en la
etiologia de microftalmia de tipo autosémico recesivo (Reis et al, 2010).

FOXE3 funciona como un factor de trascripcion, por lo que las mutaciones en
éste pueden presentar diferentes fenotipos y comportamientos hereditarios

distintos (dominante vs recesivo) (Iseri, 2009).
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La tercera fase de esta investigacién tuvo como finalidad la estimacién de la
frecuencia de portadores (heterocigotos sanos) de la mutacion causante de
microftalmia en la localidad de estudio. Esta informaciébn es de gran
trascendencia para estimar los riesgos de aparicion de nuevos casos,
especialmente debido a los altos indices de endogamia en el municipio. Una
vez determinada de manera irrefutable la patogenicidad de la mutacion p.Y98H
en FOXE3, se realiz6 un muestreo aleatorizado de 405 sujeto sanos habitantes
del municipio, se realiz6 andlisis molecular de FOXE3 en DNA de estos sujetos
y se identificd una prevalencia de 2.46 heterocigotos por cada 100 habitantes.
De acuerdo a esta cifra y a los intervalos de confianza obtenidos se puede
estimar que existen 246 (126-435) personas con la mutacién de forma
heterocigota en la totalidad de la poblacién. De acuerdo a esta prevalencia, la
posibilidad tedrica de que dos sujetos heterocigotos de esta poblacion se unan
de forma aleatoria es de 1 en 1,600. Sin embargo, dada la frecuencia de casos
(n=22), es evidente que las uniones no se estan produciendo al azar y que

existe un efecto importante de las practicas endogamicas.

La ocurrencia de homocigotos para la mutacion también esté influenciada por
la posibilidad de unién con individuos con menor riesgo de portar la mutacion,
por ejemplo sujetos provenientes de otras localidades. Es bien conocido que la
migracién que es otra de las fuerzas que modifica las frecuencias genéticas
(Pierce, 2009). Los datos obtenidos en este estudio indican que ésta es una
poblacion expulsora de habitantes (tasa neta negativa), en parte explicado por
la migracion hacia zonas con mayores oportunidades de trabajo. Este
fendmeno sin embargo, tiene el efecto de disminuir la probabilidad de ingreso
de sujetos con menor probabilidad de presentar la mutacion y favorece en
cambio que las uniones en la localidad se produzcan entre los mismos

habitantes que tienen mayor riesgo de ser heterocigotos.

De forma importante los datos de migracion permitieron identificar que aunque

tanto los heterocigotos como sus padres son originarios de San Francisco

Tetlanohcan, un 46% de los abuelos eran originarios principalmente de Santa

Ana Chiautempan, un municipio urbano con mayor cantidad de habitantes y

situado a 9.8 kilbmetros de Tetlanohcan (Google maps, 2011), dato que
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también apoya la hipotesis de un efecto fundador de la mutacion en este

municipio.

El campo de la genética de poblacion estudia la variacion de diversos
polimorfismos (SNPs) en tiempo y espacio en muy diversas poblaciones
biolégicas. El abordaje clasico para caracterizar patrones y diferencias en la
prevalencia de SNPs es la caracterizacion de la estructura genética de una
poblacion. Esta estructura genética es definida por la estructura alélica, es
decir la prevalencia de determinados alelos y la proporcion de estos para un
locus o loci y la estructura genotipica por la prevalencia de los genotipos y la
proporcién de estas para uno locus o mas loci. El teorema de Hardy-Weinberg
establece que las frecuencias genotipicas permaneceran constantes y siguen
una distribucién binomial para un modelo de un sistema bialélico. En otras
palabras las estructuras alélicas y genotipicas permanecen sin cambios
importantes a través del tiempo (Arcos-Burgos, 2002). Tedricamente, una
poblacién esta en equilibrio genético solo si se cumplen ciertos requisitos como

uniones al azar (panmixia), indices bajos de mutacién y ausencia de migracion.

Figura 16 Posible efecto fundador de pobladores originarios de Santa Ana

Chiautempan, Tlaxcala.
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De acuerdo a las frecuencias genotipicas obtenidas en nuestro estudio, la
estimacion del equilibrio de segregacion de la ley de Hardy-Weinberg, presento
valores por arriba de los valores criticos, puede concluirse que el patron de
segregacion no es aleatorio, lo que conjuntamente con los valores del
coeficiente de consanguinidad permite concluir que la endogamia ha
desempefiado un papel fundamental en la generacién de enfermos en esta

comunidad.

Finalmente la ultima fase fue orientada a determinar el tiempo transcurrido
desde que esta mutacion ingresé a la poblacion en estudio. Este aspecto se
estudio analizando el desequilibrio de ligamiento entre la mutacién vy

marcadores flanqueantes.

La edad de un alelo es el tiempo desde que este surgié por mutaciéon. En este
contexto, un alelo es definido por la posesion de una alteracion particular en la
secuencia de DNA. En los 1990s, los especialistas en Genética Humana se
interesaron en la estimacion la edad de alelos asociados a enfermedades
genéticas humanas (Slatkin M, 2000). El entendimiento de la historia evolutiva
de alelos individuales es de importancia creciente debido a la relevancia para el
mapeo de genes asociados con enfermedades genéticas y a la comprension

del efecto de la seleccion natural sobre cada alelo.

Virtualmente todas las enfermedades genéticas para las que han sido
descubiertos los genes responsables tienen algun grado de heterogeneidad
alélica. Esto es, los cromosomas asociados a la enfermedad pueden portar
diferentes mutaciones del mismo gen. En algunos casos, una mutacién Unica
puede dominar en frecuencia, por ejemplo la delecibn F508 que se encuentra
en aproximadamente 70% de los casos de fibrosis quistica en Europa
(EWGCFG, 1990). En otros casos la mutacién responsable de la enfermedad
en una poblacion es bastante rara, sin ninguna mutacion dominante, como
sucede en la enfermedad de Wilson en la que se han descrito mas de 80
mutaciones distintas, todas en una frecuencia relativamente baja (Roberts y
Cox, 1998). La explicacion de tales patrones tiene que ver con las historias
demograficas de poblaciones humanas y las influencias histéricas de la deriva

genética, la migracion y la seleccion natural (Cavalli-Sforza et al, 1994). Un
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primer paso para entender la influencia de los eventos historicos en las
variaciones genéticas humanas es considerar las edades de mutaciones
particulares. En términos generales, la edad de una mutacion puede estimarse
por dos métodos: por la frecuencia del alelo mutante en una poblacién y por el
grado de variacion de marcadores ligados a la mutacién (genealogia
cromosomica) (Morral et al, 1994). Los métodos nuevos y mas eficientes para
evaluar la extension de variabilidad intra-alélica han proporcionado informacion
adicional que permite estimados de mayor refinamiento de la edad de un alelo.
La informacién potencial acerca de la edad de una mutacion esté disponible a
partir de la variacion observada en marcadores genéticos estrechamente
ligados (Rannala y Bertorelle, 2001). La utilizacion de los patrones de variacion
genética en marcadores ligados a mutaciones es una herramienta que genera
mayor conocimiento acerca de la historia demogréafica humana, de los patrones
histéricos de seleccion natural y de la edad de una enfermedad genética

particular.

El desequilibrio de ligamiento es una herramienta poderosa para el mapeo de
genes siempre y cuando la poblacion en estudio cumpla con dos requisitos
mayores: la poblacion actual debe derivarse de un relativo nimero pequefio de
fundadores (poblacion fundadora) y la expansion de la poblacién debe haber
ocurrido por crecimiento y no por inmigracion (de la Chapelle y Wright, 1997;
Arcos-Burgos y Muenke, 2002). Estos criterios se cumplen en diversas
poblaciones humanas, sin embargo, para ser de mayor utilidad en la
investigacion de enfermedades, deben presentar ciertas caracteristicas
adicionales. Por ejemplo, la poblacién debe ser lo suficientemente numerosa
para proporcionar el nimero de sujetos afectados necesarios para el estudio;
debe haber pasado suficiente tiempo desde el evento fundador para que se
hayan producido los entrecruzamientos criticos necesarios para el mapeo de
alta resolucion; debe contar con registros genealdgicos detallados para
identificar origenes comunes de los individuos bajo estudio, incluyendo lugares
de nacimiento de los ancestros; finalmente, los profesionales de la salud
locales y los pobladores deben tener una actitud favorable hacia la
investigacion (Sherwin et al, 2008; Abecasis et al, 2005). La geografia

restringida permite un registro exhaustivo y una recoleccidon completa de
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muestras biolégicas. Ademas la estabilidad familiar y comunitaria permite la
corroboracién de los hallazgos en el futuro y la realizacion de estudios

prospectivos.

En nuestro estudio se determiné el tiempo que constituia una generacion para
esta poblacion particular y mediante la genotipificacibn de marcadores
polimoérficos que flanquean al gen FOXE3 fue posible estimar la tasa de
recombinacién de los haplotipos en los 17 sujetos con esclerocornea
analizados molecularmente. Utilizando 2 modelos independientes, se
determind que la mutacién ingreso a esta localidad hace aproximadamente 5-6
generaciones, que corresponden a entre 113 y 130 afios. Un dato interesante,
es que este numero de afios coincide con un arribo importante de colonos
desde Santa Ana Chiautempan. Tomando en consideracion estos datos, se
propone que el primer sujeto con la mutacion en FOXE3 arrib6é a San Francisco
Tetlahnocan hace 130 afios y se convirtio en el “fundador” a partir del cual la

mutacion fue transmitiéndose a generaciones subsecuentes.

La determinacion del tiempo desde que se introdujo la mutacion también nos
permite conocer los mecanismos de distribucién de la mutacién asi como los
factores que afectan a esta distribucion, como lo son los mecanismos de
expansion y migracion ademas de permitir la identificacion de un “efecto
fundador” (Labuda et al, 1997) el cual es de forma general el responsable de
los cambios de los perfiles de las frecuencias de las variantes genéticas
(Yotoba V, 2005) como posiblemente sucedié en San Francisco Tetlanohcan y
con esta informaciéon determinar la posible introduccién de la mutacién a la
poblacién afectada o si la mutacién aparecio de “novo”. Lo anterior nos permite
conocer anticipadamente las frecuencias posibles de acuerdo a las diferentes
variables que actdan en la expansion de la mutacion como lo es la deriva
génica, la migracioén, la endogamia etc. (Rannala, 2001) ademéas de que es
posible combinar los resultados especificos de ésta poblacién con otras
poblaciones estudiadas lo que nos permitiria identificar patrones de
segregacion mas amplios en diferentes areas geograficas (Slatkin M, 2000). En
conclusién, en este trabajo se describen los aspectos epidemioldgicos y
moleculares de una enfermedad hereditaria en una poblaciébn endogamica.
Este modelo puede aplicarse a otras poblaciones de nuestro pais con
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dinamicas sociales semejantes en las que se han documentado prevalencias

elevadas de padecimientos hereditarios.
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11. ANEXOS

Anexo A

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE
INVESTIGACION MEDICA

México San Francisco Tetlanohcan a / /2010

Titulo de la investigacion: Epidemiologia molecular de la esclerocérnea
autosomica recesiva en San Francisco Tetlanohcan, Tlaxcala.

Investigador principal: Juan Carlos Zenteno Ruiz / Carlos Alberto Pantoja
Meléndez (Teléfono: 5442 17 00 extension 3210)

Nombre del paciente:

(primero preséntese con el participante)

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacidn médica.
Antes de decidir si participa 0 no, debe conocer y comprender cada uno de los
siguientes apartados. Usted debe saber que cuenta con libertad absoluta de hacer
cualquier pregunta. En caso de que Usted desee participar, entonces se le
pedira que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregara una copia
firmada y fechada. En caso que se requiera la participaciéon de alguno de sus hijos
(as) solicitamos a usted el permiso para la obtencion de muestras en él)

JUSTIFICACION DEL ESTUDIO. Estamos realizando un estudio para conocer las
causas de un tipo de ceguera en esta comunidad, esto nos permitird determinar el
por que se presenta y a la vez poder informar a los pacientes que presenten este
padecimiento como aquellos que pueden estar en riesgo de que sus hijos lo
presenten, informacion que les permita conjuntamente con el médico tomar el
consejo que sea necesario.

OBJETIVO DEL ESTUDIO

El objetivo de este estudio es determinar cual es la causa de la enfermedad asi
como saber como afecta a esta poblacion.

BENEFICIOS DEL ESTUDIO

El principal beneficio ser4 poder informar a la poblacion sobre la causa de esta
enfermedad y si es posible dar el consejo requerido en quienes quieren tener familia
(hijos), de esta manera la informacién que usted nos proporcione podra ayudar a
otras personas y posiblemente evitar que se presente esta enfermedad.

En caso de aceptar participar en el estudio se le realizaran algunas preguntas sobre
usted y sus familiares directos, posteriormente le pediremos nos permita frotar con
un “cepillo” los carrillos de su boca, lo cual no le causard ninguna molestia o
afectacion.
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ACLARACIONES
Su decisién de participar en el estudio es completamente voluntaria.

1. No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no
aceptar la invitacion.

2. Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee,
aun cuando yo no se lo solicite, informando las razones de su decision, la cual
sera respetada en su integridad sin cuestionamiento alguno.

3. No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.
4. Se le dara de forma personal el resultado de los analisis.

5. En caso de que la prueba de laboratorio presente alguna alteracién, se le
canalizara a los servicios médicos de DIF municipal donde le atenderan sin
costo alguno.

6. No recibira pago por su participacion.

7. En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada sobre
el mismo, al investigador responsable.

8. La informacion obtenida en este estudio, utilizada para la identificacién de cada
paciente, sera mantenida con estricta confidencialidad.

9. Usted también tiene acceso a las Comisiones de Investigacion y Etica del
Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana por medio del Dr. Jonathan
Garfias Becerra al Teléfono: 5442 17 00 extension 3210.

Si usted esta de acuerdo y no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion,
puede, si asi lo desea, firmar el presente documento.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido y comprendido Ila
informacién anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria.
He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser
publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en participar en este estudio
de investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de
consentimiento.

Testigo
Esta parte debe ser completada por el Investigador (0 su representante):

He explicado al Sr(a). la
naturaleza y los propdsitos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos
y beneficios que implica su participacién. He contestado a las preguntas en la
medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y
conozco la normatividad correspondiente para realizar investigacion con seres
humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el
presente documento.

Firma del investigador

Firma del participante o del padre o tutor
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Anexo B

Folio:

CUESTIONARIO DE INFORMACION CLINICA

Nombre de la Calle y niumero (o referencia): Fecha: /

/

DD MM

IDENTIFICACION DEL PACIENTE

1.- Apellido Paterno

2.- Apellido Materno
3.- Nombre (s)

12.- Ocupacion:

ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES OCULARES

13.- Esclerocérnea: No 0 Si 1 14.- Cataratas congénitas o juveniles: No 0 Si

15.- Glaucoma: No O Si 1 16.- Malformaciones oculares: No 0 Si 1
17.- Distrofias retinianas: No 0 Si 1
DATOS DE LA MADRE 18.- Apellido Paterno

4-Edad __ afios b5.- Fecha de nacimiento DD/MM/ AAAA / /

6.- Sexo Hombre 1 Mujer 2 7.- Teléfono:

Lugar de Nacimiento 8.-Pais__ 9.- Estado 10.- Municipio

11.- Estado Civil Soltero 1 Casado 2 Divorciado 3 Viudo 4

1

AAAA

19.- Apellido Materno

20.- Nombre (s)

Lugar de nacimiento: 21.- Pais 22.- Estado 23.- Municipio

24.- Localidad 25.- Edad: 26.-Ocupacion:

DATOS DEL PADRE  27.- Apellido Paterno

28.- Apellido Materno

29.- Nombre (s)

Lugar de nacimiento: 30.- Pais 31.- Estado 32.- Municipio

33.- Localidad 34.- Edad: 35.-Ocupacion:

DATOS DEL ABUELO P 36.- Apellido Paterno

37.- Apellido Materno

38.- Nombre (s)

Lugar de nacimiento: 39.- Pais 40.- Estado 41.- Municipio

42.- Localidad 43.- Edad: 44.-Ocupacion:
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DATOS DEL ABUELA P 45.- Apellido Paterno

46.- Apellido Materno

47.- Nombre (s)

Lugar de nacimiento: 48.- Pais 49.- Estado 50.- Municipio

51.- Localidad 52.- Edad: 53.-Ocupacion:

DATOS DEL ABUELO M  54.- Apellido Paterno

55.- Apellido Materno

56.- Nombre (s)

Lugar de nacimiento: 57.- Pais 58.- Estado 59.- Municipio

60.- Localidad 61.- Edad: 62.-Ocupacioén:

DATOS DEL ABUELA M  63.- Apellido Paterno

64.- Apellido Materno

65.- Nombre (s)

Lugar de nacimiento: 66.- Pais 67.- Estado 68.- Municipio

69.- Localidad 70.- Edad: 71.-Ocupacion:

APARATOS Y SISTEMAS:
72.- Auditivo:
73.- Olfativo:

74.- Neurolégico:

75.- Cardiovascular:

76.- Digestivo:

77.- Respiratorio:

78.- Genitourinario:

79.- Musculo-esquelético:

80.- Endocrino:

81.- Piel y anexos:

MIGRACION

82.- ¢ Ha vivido més de seis meses fuera de este estado. No 0 Si 1 (pase a la siguiente sila
respuesta es Si)

83.- Cuanto tiempo tiene de vivir en este localidad desde la Gltima vez que llegé:

84.- ¢ En donde vivia usted en el afio 2005? Aqui en este estado:

En Otro estado: 85.- Especifique:

En Otro Pais: 86.- Especifique:

¢, Sus hijos viven en esta localidad ?
87.-No 0 Si 1 (pase a la siguiente si la respuesta es No)
En donde viven actualmente?

88.- Hijo 1 Pais Estado Municipio Localidad
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89.- Hijo 2 Pais Estado Municipio Localidad

90.- Hijo 3 Pais Estado Municipio Localidad
91.- Hijo 4 Pais Estado Municipio Localidad
92.- Hijo 5 Pais Estado Municipio Localidad
93.- Hijo 6 Pais Estado Municipio Localidad
94.- Hijo 7 Pais Estado Municipio Localidad

Arbol Genealdgico
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Anexo C
Muestreo

Se realiz6 un muestreo simple utilizando como marco muestral el desarrollado
por el Instituto de Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), basado en las
Areas Geoestadisticas Basicas (AGEBS).

El municipio tiene registrado de acuerdo al ultimo Censo de Poblacion y
Vivienda (marco geoestadistico estatal 2000), 1,992 domicilios distribuidos en
cuatro AGEBs.

Fueron ordenadas las AGEBSs de la siguiente manera:

AGEB 2905000010015
AGEB 290500001002A
AGEB 2905000010034
AGEB 2905000010049

0N

La asignacién del nimero de casa uno, se dio de acuerdo a la manzana uno
de la AGEB, en cuestion y siguiendo el orden previamente explicado. La
ubicacion de la casa numero uno sera la primera casa a la derecha de la
esquina noroeste de la manzana, cada manzana contiene un numero de
viviendas reportadas por el INEGI aqui se les enumero de acuerdo a el niumero
consecutivo de cada vivienda y en secuencia del numero de viviendas por

manzana

De acuerdo a la AGEB, se segmenté el numero de viviendas que contiene
cada una, asi para la AGEB 2905000010015 Correspondieron los domicilios
del, 1 al 475, para la AGEB 290500001002A correspondieron los domicilios
476 al 851. En la AGEB 2905000010034 se ubicaron los domicilios 852 al
4,414 finalmente en la AGEB 2905000010049 se ubico del domicilio 1,415 al
1992. Las localidades del municipio (3) , fueron incluidas dandole numeros
consecutivos a cada de domicilio por lo que en el sorteo se consideraron 1,998

viviendas.
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Una vez ubicada la numeracién de domicilios en el municipio, se procedié a
seleccionar el niumero de viviendas considerados en el tamafo de muestra

(204) de forma aleatoria obteniendo los siguientes resultados.

La ubicacion fisica de las viviendas se muestra a continuacion en los siguientes
croquis de campo.
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