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RESUMEN

OBJETIVO: Determinar las alteraciones genéticas presentes en el gen SALL4 en
pacientes con Sindrome de Duane que llegan a consulta a la Fundacion Hospital

Nuestra Sefora de la Luz.

MATERIAL Y METODOS. Se realiz6 un estudio prospectivo basado en una serie
de casos; se seleccionaron a los pacientes que acudieron al departamento de
Estrabismo con diagnostico de sindrome de Duane, se tom6 una muestra de
sangre para la obtenciéon de material genético y se analizaron los genes por el

método de secuenciacion nucleotidica de terminadores fluorescentes

RESULTADOS. Se tomaron muestras de sangre por puncién venosa y se extrajo
el ADN gendmico a 7 pacientes con diagnadstico clinico de sindrome de Duane que
decidieron participar en el estudio. Se realizo el analisis molecular del gen SALL4
para la busqueda de mutaciones. Se obtuvieron las condiciones adecuadas para
la amplificacién de los 4 exones del gen SALL4. En el andlisis de secuenciacion

nucleotidica del gen SALL4 no se encontré mutacion alguna en los cuatro exones.

CONCLUSIONES.
El sindrome de Duane es una forma relativamente rara de estrabismo que puede

ocurrir del 1% al 5% de todos los pacientes con estrabismo, es el mas comun de



los trastornos de desinervacion craneal congénita, los genes asociados a este
sindrome son: SALL4, ROBO3, PHOX2A, Y KIF21A. Sin embargo, existe otro gen
relacionado al sindrome de Duane conocido como CHN1 que codifica para una
RAC GTPasa, esto reduce la probabilidad de encontrar la mutacidon en un solo
gen, por lo que seria necesario realizar un mapeo genético para encontrar la
mutacion que esta ocasionando este sindrome. En este estudio se realizo el
analisis de la secuencia del gen SALLA4. El resultado de este protocolo nos sugiere
realizar una busqueda en el resto de los genes relacionados a este sindrome para
poder describir la alteracion mas comun en poblacion mexicana y determinar la

frecuencia de presentacion de estas alteraciones.



INTRODUCCION

Se conoce por estrabismo a la posicion ocular anormal, que es consecuencia de
una diversidad de factores y que afecta al individuo en el aspecto fisico y
psicolégico debido a la desviacion ocular, la alteracion de los movimientos o la
posiciébn an6mala de la cabeza. El estrabismo es una entidad relativamente

frecuente que se presenta en un 2 a 5% de la poblacién general.

El estrabismo se puede clasificar de innumerables maneras, Romero-Apis lo

clasifica en cinco grupos, dependiendo de las caracteristicas que presentan:

e El grupo | corresponde a los estrabismos primarios. No presentan lesion
organica ocular, alteracion en las ducciones ni disociacion motora. Ocupan

65.5% de todos los estrabismos.

e Grupo II, estrabismos disociados; en estos estrabismos no hay lesion
organica, ni alteracion de las ducciones pero si hay disociacion motora, y se
encuentra la Desviacion vertical disociada y la desviacién horizontal

disociada.

e Grupo lll estrabismos especiales. Tienen alteracion de las ducciones, por

aberraciones de inervacion o fibrosis muscular, entre estos encontramos al



sindrome de Duane, Sindrome de Brown, Sindrome de Moebius, fibrosis
congénita de los musculos extraoculares, estrabismo de Graves y por

fractura por estallamiento de orbita.

Grupo 1V, los estrabismos paraliticos. Se asocian con alteracién de las

ducciones, por paralisis neuromuscular.

Grupo V, los estrabismos secundarios. Se asocian con lesion organica

ocular, sin alteracion de las ducciones.;



MARCO TEORICO

Durante la dltima mitad del siglo XX, los oftalm6logos pediatras reconocieron que
algunos niflos nacen con anormalidades de la motilidad ocular congénitas
asociadas con fibrosis de los musculos extraoculares. Esta observacion condujo al
concepto de “fibrosis congénita de los musculos extraoculares" (CFEOM por sus
siglas en inglés) debido a la suposicién de que el problema principal era una

anormalidad congénita del desarrollo muscular.

Con el paso del tiempo, se acumulo evidencia de que estos sindromes tenian una
etiologia neurogénica por lo que en 2002 se propuso un concepto alternativo de
"trastornos desinervacién craneal congénita” (CCDDs, por sus siglas en ingles),
para dirigir la atencién hacia una probable etiologia neurogénica de las anomalias
congénitas del musculo ocular e inervacion facial. Los avances en los ultimos ocho
afos han apoyado este concepto, ya que todos los genes identificados
responsables de CCDDs afectan tronco cerebral y / o el desarrollo del nervio

craneal.,

Estos sindromes son:

e Sindrome de Retraccion de Duane (DRS) es el mas comun de todos los

patrones de la motilidad ocular CCDDs y se caracteriza (en DRS Tipo 1) por
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abduccion limitada con limitacion variable a la aduccion junto con la
retraccion del globo y estrechamiento de la fisura palpebral. Este patrén de
motilidad ocular generalmente es esporadico, unilateral, y mas comdn en
las mujeres.; El mecanismo subyacente es la ausencia primaria 0
hipoplasia del nervio motor ocular externo (VI Nervio Craneal NC) con
inervacion del recto lateral ipsilateral por una rama del nervio motor ocular
comun (NCIII). Hasta 10% de los casos DRS puede ser familiar, incluida la
herencia autosomica dominante en varios sindromes distintos. El locus
DURS1 se definio después de encontrar anomalias de superposicion
citogenética en el cromosoma 813 en varios pacientes con DRS y puede
reflejar una complejidad de causas citogenéticas. El locus DURS2 se
defini6 por analisis de ligamiento de las familias segregantes DRS
dominante, y las personas afectadas suelen tener afectacion bilateral
asociada a anomalias de movimiento vertical. ElI gen responsable, CHN1,
estd involucrado en el desarrollo axonal del NCVI y, en menor medida,
NCIIl. No se encontraron mutaciones del gen CHN1 en una cohorte DRS
esporadicos.,; Sindrome de Duane Ray-Radial (DRRS o sindrome Okihiro)
se caracteriza por DRS con anomalias en mano y en algunos casos de los
miembros superiores y la expresion variable de alteraciones cardiacas,
renales, auditivas y vertebrales. Es causada por mutaciones en el gen
SALL4, que se cree que participa en el patréon de varias estructuras

embrionarias tales como nervio motor ocular externo, extremidades, y el
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corazén. EL DRS también puede estar asociado con otros problemas de
desarrollo, tales como el espectro HOXA1, mientras que la abduccion
limitada y la retraccion también pueden ocurrir como parte de sindromes

congénitos de motilidad ocular mas complicados tales como CFEOML1.,4

CFEOM tipo 1. Este es el fenotipo mas comun de CFEOM. Es autos6mico
dominante y ha sido reportado en todo el mundo, cuyas caracteristicas
clinicas incluyen ptosis bilateral y grave restriccion de la mirada hacia arriba
de modo que el 0jo no es capaz de llegar a la linea media. La mirada hacia
abajo y los movimientos horizontales son variablemente restringidos.
Autopsias e imagenes de orbita muestran profunda atrofia del musculo
elevador y recto superior, la reduccion variable en el tamafio de otros
musculos extraoculares, nervios motores orbitarios ausentes, y nervios
opticos que se reducen 30-40% en seccion transversal. La CFEOM1 es
causada por mutaciones heterocigotas en el KIF21A, un gen que codifica
una proteina asociada a los microtubulos asociados con quinesina

anterograda transporte de organulos en las células neuronales.s

CFEOM tipo 2. Las principales caracteristicas clinicas de este sindrome
autosomico recesivo son ptosis bilateral y aduccion, mirada arriba y abajo
ausente, creando la apariencia de paralisis bilateral del oculomotor. La

abduccion esta presente aunque generalmente incompleta y pupilas de
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tamafno y forma variable, no reactiva a la luz a pesar de que reaccionan
correctamente a agentes farmacoldgicos. Estudios de neuroimagen
muestran ausencia bilateral de los nervios oculomotores. El sindrome es
causado por mutaciones de pérdida de funcién en homocigotos en el gen
PHOX2A, un factor de transcripcion de homeodominio que se expresa
prominentemente en el desarrollo de las neuronas motoras del nervio
oculomotor y troclear y es esencial para su supervivencia. En ratones el gen
PHOX2A también regula la expresion de dos enzimas biosintéticas
catecolaminérgicos esenciales para la diferenciacion y el mantenimiento del

neurotransmisor noradrenérgico.;

CFEOM tipo 3 (CFEOMB3). Esta enfermedad es autosomica dominante, y
las alteraciones de la motilidad ocular son similares a CFEOML1 excepto que
es mas variable y, a veces asociada con la capacidad de elevacién de los
ojos por encima de la linea media. En la actualidad se sabe que es causada
por mutaciones heterocigotas en al menos dos genes, TUBB3 y raramente
KIF21A. TUBB3 es un componente de los microtubulos, y el fenotipo de un
individuo que alberga una mutacion TUBB3 depende en parte de la
mutacion de sentido erréneo especifica.s Algunas mutaciones pueden ser
no penetrantes, mientras que otros dan lugar a un CFEOM3 aislado, en
estos individuos el fenotipo ocular es muy variable, incluyendo las personas

s6lo con ausencia de la mirada arriba. Otras mutaciones pueden causar
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CFEOM3 en asociacion con paralisis facial, neuropatia periférica,
contracturas de la mufieca dedo, y discapacidad intelectual, social y de
comportamiento. Imagenes de orbita de los individuos con mutaciones
TUBB3 son similares a las que se encuentran en CFEOM1 resultante de
mutaciones KIF21A por resonancia magnética. La resonancia magnética
cerebral puede revelar disgenesia del cuerpo calloso y la comisura anterior.
Los pacientes se han descrito con un sindrome similar a CFEOML1,
generalmente sin restriccion completa de la mirada hacia arriba, que no
albergan mutaciones en TUBB3. Varios de estos individuos albergan una
de las mutaciones comunes en KIF21A, y este sindrome se conoce como
CFEOM3B. Tanto TUBB3 y KIF21A tienen un papel en la direccion de
crecimiento de los nervios craneales a una terminacion correcta en los
musculos extraoculares. Una variante CFEOM3C ha sido reconocida en
tres generaciones de una sola familia en la que todos los miembros
afectados tienen una translocacion reciproca que implica cromosomas 2q y

139.2

PARALISIS HORIZONTAL DE LA MIRADA Y LA ESCOLIOSIS
PROGRESIVA (HGPPS; Horizontal Gaze Palsy and Progressive Scoliosis).
Este sindrome se caracteriza neurolégicamente por limitacion horizontal
bilateral completa o casi completa, contemplar con limitacion vertical

completa, convergencia variable, nistagmo congénito variables, y parpados
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normales excepto parpadeo asincrono. La otra caracteristica clinica es
escoliosis que comienza en la primera infancia y es comunmente de
progresion rapida y severa. Los estudios de neuroimagen muestran los
nervios abducens intactos bilaterales pero hendiduras anterior y posterior
profundas en la médula y el puente, un gran cuarto ventriculo, y no
decusacion del tracto corticoespinal, lemnisco medial o peddnculo
cerebeloso superior. La HGPPS es un sindrome autosémico recesivo
causado por mutaciones en ROBO3, un gen que promueve decusacion de
desarrollo de tractos neurales en el cable de puente de Varolio, el bulbo

raquideo y la médula (al menos en el raton).7

Sindrome de Moebius (MBS; Moebius syndrome) El sindrome de Moebius
es el eponimo reservado para debilidad facial congénita asociada a
restriccion de los movimientos oculares horizontales. La debilidad facial
suele ser bilateral y asimétrica; con movimientos oculares horizontales
limitados siempre afectan la abduccion y cominmente aduccion, mientras
gue la mirada vertical se ve afectada en casos raros. La endotropia es
comun, la convergencia es variable, el fendmeno Bell est4 intacto, el
nistagmo es raro, y la ptosis no es caracteristica. Con frecuencia
acompafado de otras caracteristicas no oculares y faciales como disfuncién
lingual y/o faringea, dismorfia craneofacial. En la mayoria de los pacientes,

el sindrome de Moebius es esporadico, aunque mutaciones HOXALl y

15



TUBBS3 pueden dar lugar a fenotipos atipicos de Moebius. El sindrome de
Moebius es de origen bastante heterogéneo y puede tener mas de una

etiologia genética y/o de desarrollo. gg

e Sindrome de Brown. El sindrome de Brown se caracteriza por ser
esporadico, pero la incidencia en gemelos monocig6ticos ha sugerido la
posible herencia autosémica, lannacone et al., describe el sindrome de
Brown unilateral en una familia italiana excluyendo la vinculacién con el
conocido gen ARIX CFEOM vy el locus FEOM3 y se postulé una herencia

autosomica dominante o autosdmica recesiva con penetrancia reducida. 1o

16



HIPOTESIS ;

Se encontrard mutacion en el Gen SALL4 en al menos 10% de los pacientes con

diagnéstico de Sindrome de Duane.

HIPOTESIS,

No se encontrara ninguna alteracion genética en los pacientes con sindrome de

Duane
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JUSTIFICACION

Hasta la fecha se continua estudiando las alteraciones genéticas de base en los
trastornos de desinervacion craneal congénita, para el sindrome de Duane se han
descrito mutaciones en el gen SALL 4, duplicaciones en el cromosoma 8, etc., por
lo que sera de gran valor describir la alteracion mas comun en poblacion mexicana

y determinar la frecuencia de presentacion de estas alteraciones.
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OBJETIVO

Determinar las alteraciones genéticas presentes en los pacientes con sindrome de

Duane en la Fundacién Hospital Nuestra Sefiora de la Luz y su frecuencia de

presentacion.
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MATERIAL Y METODOS

Tipo de Estudio: Serie de casos
Disefo de Estudio: Transversal Prospectivo
Poblacion de Estudio: Pacientes con diagnostico de sindrome de Duane que

llegan a la Fundacion Hospital Nuestra Sefiora de la Luz.

Técnica de muestreo

Se enlistaron a los pacientes con diagnoéstico de Sindrome de Duane en el
departamento de Estrabismo de la Fundacion Hospital Nuestra Sefiora de la Luz.
Se les invitara a participar en el estudio obteniendo la firma de consentimiento
informado. Se obtendra muestra sanguinea de los paciente que decidan participar

en el estudio.

Criterios de seleccion
a) Criterios de inclusion
e Paciente con diagnéstico de sindrome de Duane
e Paciente que desee participar en el estudio de investigacion con
consentimiento informado firmado.
b) Criterios de no inclusién
e Paciente que no desee patrticipar en el estudio de investigacion.

C) Criterios de eliminacién

20



Paciente que decida participar pero no acepte la toma de muestra

sanguinea.

Muestra sanguinea insuficiente.

Extraccion de DNA

El DNA gendémico de cada individuo se obtuvo a partir de leucocitos utilizando

reactivos comerciales siguiendo las indicaciones del fabricante (DNA blood mini

kit, QIAGEN). Se determino la concentracion y pureza del DNA por medio de un

analisis de absorbancia a 260nm que corresponde a la fraccion de DNA 280nm

para la fraccion proteica. La relacion 260/280 permitio evaluar la pureza de la

muestra. Se considero adecuada una relacion entre 1.5y 1.9

A partir del DNA gendmico obtenido, se buscaron las condiciones adecuadas para

realizar la amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa de los 4 exones

del gen SALL4 utilizando los oligonucleotidos descritos en la Tabla 1.

Tabla 1. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados para la amplificacion del

gen SALL4
Amplicon | Primer sentido (5'—3') Primer antisentido (5’ —3') tamario (pb)
1 TCAGGGCTCATGATAAATCG AATCTCGGCTCCTGAATTTG 402
2A GATTATAGATGTGAGCGACGGTGC | CTTCCAGCTTTCTGGCTGAG 795
2B TACAGCAGATCCAGCTCACC GCCACTTTGTCCTGGAACTC 673
2C TGGGACTGATAGCTCCTTGC ACCCCAAGGTGTGTCTTCAG 672
2D TCAGAGCTCCCTCAAGATGC CAGGCTCCTTTTTGATGACC 791
ACAAAGCCAGCTCCAGACTC CGGCTTGTGCCAATAAGAAG 471
4 ATTCTTGGCTTGCCAGTGAG TGTGTCTGCATTGCTCCTTC 522

21



Purificacion de producto de PCR

Se cortaron las bandas obtenidas en el gel de agarosa que correspondieron al
exon amplificado y se utilizé el método de purificacion por columna (QIlAquick Gel
Extraction Kit, QIAGEN). La concentracion del producto amplificado y purificado se
determind por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% comparando la intensidad
de las bandas obtenidas con respecto a un marcador de tamafios estandar Low

DNA Mass Ladder, Invitrogen.

Secuenciacion nucleotidica

Se realiz6 secuanciacion nucleotidica utlizando el método de terminadores
fluorescentes (Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit). Los productos se
analizaron en un secuenciador automatico Genetic Analyzer 3130 de Applied
Biosystems y las secuencias obtenidas se compararon con las secuencias de los

exones publicadas en la base de datos Ensembl (www.ensembl.org)

22
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Después de obtener la aprobacion del Comité de Etica local y el consentimiento
informado de los pacientes o de sus padres (anexo 1), se tomaron muestras de
sangre por puncidn venosa y se extrajo el ADN genOmico a 7 pacientes con

diagnéstico clinico de sindrome de Duane que decidieron participar en el estudio,

RESULTADOS

en la tabla 1 se enlistan sus caracteristicas clinicas y demograficas.

TABLA 2. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS Y CLINICAS

POSICION
0JO
PACIENTE | EDAD SEXO PRIMARIA DELA
DUANE
MIRADA

1 20 F AMBOS ENDOTROPIA
2 2 F DERECHO | ORTOPOSICION
3 4 F IZQUIERDO EXOTROPIA
4 1 M AMBOS ENDOTROPIA
5 6 F DERECHO | ORTOPOSICION
6 7 M DERECHO EXOTROPIA
7 5 F IZQUIERDO EXOTROPIA

Se realizé el analisis molecular del gen SALL4 para la basqueda de mutaciones.

Se obtuvieron las condiciones adecuadas para la amplificacion de los 4 exones del

gen SALLA.

23



Los productos de PCR se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa (figura
1 y 2), los cuales se cortaron y purificaron para posteriormente realizar la

secuenciacion nucleotidica por el método de terminadores fluorescentes (BigDye)

Se obtuvieron los fragmentos amplificado por electroforesis en gel de agarosa

mPMm EXON1DE EXON 2A
SALL4 DE SALL4

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en donde se observa los

productos amplificados para los exones 1y y 2A del gen SALL4
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MPM EXON 2C EXON 3 EXON 4

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en donde se observa los

productos amplificados para los exones 2C, 3y 4 del gen SALLA4.

En el analisis de secuenciacién nucleotidica del gen SALL4 no se encontro

mutacion alguna en los cuatro exones.
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Secuencia
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Figura 3. Electroferograma que muestra una secuencia normal del exon 1.
Subrayado se indica el codon de inicio (ATG) del gen SALL4 en un paciente con

sindrome de Duane.

26



DISCUSION

El sindrome de Duane es una forma relativamente rara de estrabismo que puede
ocurrir del 1% al 5% de todos los pacientes con estrabismo. El sindrome de
retraccion de Duane, como ya se mencioné al inicio, es el mas comin y se
caracteriza por abduccion limitada con limitacion variable a la aduccién junto con
la retraccion del globo y estrechamiento de la fisura palpebral. Los genes
asociados a este sindrome son: SALL4, ROBO3, PHOX2A, Y KIF21A. Sin
embargo, existe otro gen relacionado al sindrome de Duane conocido como CHN1
gue codifica para una RAC GTPasa, esto reduce la probabilidad de encontrar la
mutacion en un solo gen, por lo que seria necesario realizar un mapeo genético
para encontrar la mutacion que esta ocasionando este sindrome. En este estudio
se realiz6 el analisis de la secuencia del gen SALL4, esperando encontrar en por
lo menos el 10% de los pacientes, una mutacion. El resultado de este protocolo
nos sugiere realizar una busqueda en los genes relacionados a este sindrome
para poder describir la alteracion mas comun en poblacion mexicana y determinar

la frecuencia de presentacion de estas alteraciones.
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CONCLUSION

Los resultados presentados en este trabajo, indican que existe una baja
probabilidad para encontrar mutaciones en el gen SALL4 en pacientes con
sindrome de Duane en poblacion mexicana. Sera necesario realizar un estudio
genético mas profundo buscando las mutaciones mas comunes en los genes

asociados a sindrome de Duane.
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ANEXO 1

HOSPITAL dela LUZ '
FUNDACION HOSPITAL NUESTRA SEHORA OE LALUZ 4P CONSENTIMIENTO ——
INFORMADO

PROTOCOLO MAPEO GENETICO EN TRASTORNOS DE DESINERVACION
CRANEAL CONGENITA

México D.F. a de de 2013
El
C.
en calidad de paciente o representante legal con fecha de nacimiento
y diagnostico de manifiesto

haber sido informado por la Dra. Wendolyn Ramirez Estrada sobre los siguientes
aspectos en relacion al procedimiento a realizarme:
e Toma de muestra de sangre venosa para analisis genético

Descripcion del procedimiento: se realizara asepsia (limpieza) del sitio a puncionar
(brazo izquierdo) se localiza una vena y con una aguja y jeringa estériles, se
tomara una muestra de sangre.
Objetivo del Procedimiento: obtener una muestra de sangre para realizar mapeo
genético.
Riesgos y complicaciones del procedimiento: derivados de la extraccion de sangre
(desmayos, mareos, hematomas) existe riesgo de infeccibn que se minimiza al
usar materiales nuevos y estériles por cada paciente, en caso de presentar
cualquier molestia notificar a los encargados del protocolo (Dra. Wendolyn
Ramirez Estrada, departamentos de investigacion y/o estrabismo).
Por lo tanto declaro:
¢ Que he sido informado con suficiente anticipacion del procedimiento que me
voy a realizar
e Que he comprendido perfectamente la informacion recibida y libremente
doy mi consentimiento a este equipo para participar en el protocolo
“MAPEO GENETICO EN TRASTORNOS DE DESINERVACION
CRANEAL CONGENITA” para que se me realice el procedimiento
mencionado y se realicen los estudios necesarios para el mismo trabajo de
investigacion.

Nombre y firma del paciente o tutor Nombre y firma del médico
informante
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