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1. RESUMEN ESTRUCTURADO

Antecedentes

Las distrofias corneales son un grupo de entidades tipicamente bilaterales, simétricas y
progresivas pero sin factores ambientales o sistémicos relacionados. Existen casos que
pueden considerarse atipicos en los que el fenotipo, genotipo y/o patrén de herencia
no concuerdan con lo descrito en la literatura. Puntualmente, consideramos una
distrofia corneal atipica (DCA) como aquella en la que se encuentra un fenotipo
caracteristico sin el genotipo esperado; un fenotipo caracteristico con patrén de
herencia distinto al reconocido en la literatura o un fenotipo novedoso sin etiologia
genética conocida. En estos casos, el diagndstico genético por técnicas moleculares
convencionales (PCR vy secuenciacion tipo Sanger) es complicado, costoso y

generalmente ineficaz.

Justificacién

El andlisis gendmico de familias afectadas con DCA contribuirda a ampliar el
conocimiento de las bases moleculares de las distrofias corneales. Por ello, la
aplicacion de tecnologias que permiten estudiar todo el genoma o analizar docenas o
cientos de genes simultdneamente en el DNA de los pacientes, es una alternativa

moderna y eficaz para la caracterizacidon adecuada de estas distrofias atipicas.

Objetivo general

Identificar las mutaciones causales en casos familiares de DCA.

Material y Métodos

Estudio descriptivo, observacional, transversal.



Se analizaron familias con diagndstico clinico de distrofia corneal atipica. El diagndstico
clinico fue realizado por un oftalmdlogo especialista. Se analizaron los casos familares
referidos al departamento de Genética del Instituto de Oftalmologia “Conde de
Valenciana” en el periodo de Marzo de 2015 a Junio de 2016 que cumplian con
nuestros criterios de inclusién. A dichos pacientes se les invitd a participar en el
estudio y posterior a la aceptacién y firma de su consentimiento informado. Se
obtuvieron las historias clinicas y oftalmoldgicas para cada miembro disponible de las

familias.

El analisis molecular se realizé dependiendo el probable patrén de herencia de la
enfermedad: en los casos sugerentes de herencia autosdmica recesiva se llevé a cabo
un anadlisis gendmico de homocigosidad con microarreglos de SNPs en genoma
completo. El gen o genes candidatos dentro de las regiones homocigotas candidatas se
amplificaron por PCR y secuenciacién nucleotidica tipo Sanger. Los casos con probable
herencia autosdomica dominante o casos esporadicos, procedieron directamente al
analisis de secuenciacion masiva llamado secuenciaciéon de exoma. Esta metodologia
permitié secuenciar en un solo ensayo las regiones codificantes (exones) de todos los

genes (o de un subgrupo de genes) en el genoma humano.



2. INTRODUCCION

“"

El término distrofia se ha definido histéricamente como “el proceso vy

consecuencia de entidades hereditarias sobre células especificas en uno o mas tejidos
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que inicialmente tenfan una funcién normal.”* Las distrofias corneales son un grupo de
entidades tipicamente bilaterales, simétricas y progresivas pero sin factores
ambientales o sistémicos relacionados.” Se caracterizan por el acimulo de depdsitos
solubles en diferentes capas de la cérnea lo cual produce pérdida de transparencia y
discapacidad visual.> Conforme se expande el conocimiento acerca de las distrofias
corneales se identifican excepciones a esta definicidn.

Por ello, el Comité Internacional para la Clasificacion de las Distrofias Corneales
(IC3D) desarrolld un sistema de clasificacion para incorporar informacion genética,
clinica y patoldgica a las definiciones tradicionales. A cada distrofia se le asigna una
categoria del 1 al 4, segun el nivel de evidencia que apoya la existencia de una
distrofia. Las distrofias mejor definidas, con un fenotipo clinico sélido, en el que un gen
causal y sus mutaciones ha sido identificados, pertenecen a la categoria 1 y los peor
caracterizados, en los que ni la informacién clinica ni genética es convincente,
pertenecen a la categoria 4.
Las 4 categorias se especifican de la siguiente manera:?
Categoria 1: Una distrofia bien definida, donde el gen ha sido identificado, mapeado y
se conocen las mutaciones especificas.
Categoria 2: Una distrofia corneal bien definida, de la cual se han mapeado uno o mas
loci especificos, pero alin no se conocen los genes causales.

Categoria 3: Una distrofia corneal bien definida, en el cual el desorden aun no ha sido

mapeado a un locus especifico.



Categoria 4: Se reserva esta categoria a distrofias corneales nuevas, en sospecha o
previamente documentadas aunque la evidencia no es convincente.

De acuerdo a la actualizacion del IC3D en su segunda edicidn, las distrofias se dividen
en: epiteliales y subepiteliales, epiteliales-estromales relacionadas a mutaciones en el
Factor de Crecimiento Transformante Inducido tipo Beta (TGFBI), estromales y
endoteliales.?

Segun el nivel de la cérnea involucrado, las distrofias se separan en distrofias
epiteliales y subepiteliales, las presentes en la capa de Bowman, el estroma, la
membrana de Descemet y las endoteliales.” (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion actual de las Distrofias Corneales segun la capa corneal

afectada.

La Clasificacion IC3D-2. C= Categoria

Distrofias Epiteliales y Subepiteliales

1. Distrofia Membrana Basal Epitelial, raramente C1

2. Distrofia Epitelial de Erosidn Recurrente
Distrofia Cornea de Franceschetti, C3
Distrofia Smolandiensis, C3
Distrofia Helsinglandica, C3

Distrofia Corneal Subepitelial Mucinosa, C4

Distrofia Corneal Epitelial de Lisch, C2

3.
4. Distrofia corneal de Meesmann, C1
5.
6.

Distrofia Corneal Gelatinosa en forma de Gota, C1

Distrofias de Epiteliales-Subepiteliales TGFBI

1. Distrofia Corneal Reis—Bucklers, C1

2. Distrofia Corneal Thiel-Behnke, C1

3. Distrofia Cornea en Lattice o Encaje, C1 - Variantes (llI, IlIA, I/1IA, IV), C1

4. Distrofia Corneal Granular, tipo 1, C1

5.Distrofia Corneal Granular, tipo 2, C1

Distrofias Estromales

1. Distrofia Corneal Macular, C1

2. Distrofia Corneal Schnyder, C1

3. Distrofia Corneal Estromal Congénita, C1

4. Distrofia Corneal en Fleck, C1




5. Distrofia Corneal Amorfa Posterior, C1

6. Distrofia Central Nubosa de Frangois, C4

7. Distrofia Corneal Pre-Descemet, C1 o C4

Distrofias de Membrana de Descemet y Endoteliales

1. Distrofia Corneal Endotelial de Fuchs, C1, C2 o C3

2. Distrofia Corneal Polimorfa Posterior, C1 o C2

3. Distrofia Corneal Endotelial Hereditaria Congénita, C1

4. Distrofia Corneal Endotelial ligada al X, C2

Distrofias Removidas

1. Distrofia Corneal de Grayson-Wilbrandt

Modificado de IC3D-2 (Weiss JS et al %).

Existen casos que pueden considerarse atipicos en los que el fenotipo, genotipo y/o
patrén de herencia no concuerdan con lo descrito en la literatura. Puntualmente,
consideramos una distrofia corneal atipica como aquella en la que se encuentra un
fenotipo caracteristico sin el genotipo esperado; un fenotipo caracteristico con patrén
de herencia distinto al reconocido en la literatura o un fenotipo novedoso sin etiologia
genética conocida. En estos casos, el diagndstico genético por técnicas moleculares
convencionales (PCR vy secuenciacion tipo Sanger) es complicado, costoso y

generalmente ineficaz.*

Entre las distrofias epiteliales-estromales relacionadas a mutaciones en TGFBI se
incluyen: Distrofia Corneal de Reis-Blicklers (RBCD), Distrofia Corneal de Thiel-Behnke

(TBCD), Distrofia Corneal en Lattice (LCD) y la Distrofia Granular tipo 1y 2.’

DISTROFIA CORNEAL EN LATTICE O CLASICA

Se conocen al menos 5 tipos de DCL con base en caracteristicas clinicas y la localizacion

de los depdsitos y corresponden a diferentes mutaciones en TGFBI. La excepcién es la




DCL tipo IlI, la cual es una forma de amiloidosis sistémica y la tipo 3 que debe ser

evaluada mas a fondo desde el punto genético.’

La DCL tipo 1 o clasica se manifiesta clinicamente por la aparicion en la segunda
década de la vida, de una red de opacidades lineares, centrales, ramificadas,
orientadas radialmente en patrén de encaje. Las opacidades corresponden a depdsito
de amiloide en estroma superficial y a nivel subepitelial en la periferia corneal. Esta
entidad se hereda de forma autosémica dominante con un locus identificado en 5g31.

El gen causal es TGFBI.>

Estos cambios se originan de manera central, distribuyéndose centrifugamente
respetando el estroma mas periférico. Clasicamente la membrana de Descemet y el
endotelio se encuentran sin afectacidon. Conforme la enfermedad progresa, se observa
una opacidad subepitelial difusa en aspecto de vidrio despulido con aumento en la
cantidad de lineas en patrén de encaje en la zona paracentral; todo ello acompafiado

de erosiones epiteliales recurrentes.

La afectacidn es usualmente bilateral y simétrica aunque se han reportado casos
unilaterales. Las variantes tipo IlIA muestra lineas en encaje de mayor grosor y la tipo
IV se caracteriza por depdsitos profundos sin desarrollo de erosiones epiteliales. Los
sintomas que se producen son dolor y discapacidad visual progresiva generalmente

hacia la cuarta década de la vida.”

Se han descrito distintas mutaciones en TGFBI correspondiendo a cambios como ¢.370
CAT (Argl124Cys) que se considera la mutacién clasica,® hasta reportes de variabilidad

fenotipica con la misma mutacién.””?



La DCL tipo 1 presenta heterogeneidad genética y el fenotipo se ha asociado con
diversas mutaciones como ¢.1553T>C (Leu518Pro),"® ¢.1706T>G (Leu569Arg),*

c.1514T>A (Val505Asp)*? entre otras.

El analisis por microscopia Optica muestra atrofia y disrupcion epitelial con
degeneracion de las células epiteliales basales; adelgazamiento focal o ausencia de la
Bowman, la presencia de una capa eosinofilica entre la membrana basal epitelial y la
Bowman y depdsitos estromales de amiloide que se tifien caracteristicamente con rojo
Congo y muestran una birrefringencia verde manzana con un filtro polarizado y

dicroismo rojo/verde cuando se afiade un filtro verde a esta tincion. =

Por microscopia electrénica de transmisidn aparecen masas extracelulares de fibrillas
finas electrodensas, de unos 8-10 nm de didmetro, que indican la presencia
caracteristica de proteina amiloide, habiendo menor densidad de queratocitos en las
areas de depdsito amiloide. A la microscopia confocal se observan estructuras lineares
ramificadas a nivel estromal con reflectividad cambiante y margenes pobremente

demarcados.™>**

DCL Atipica

Se han descrito formas atipicas de esta entidad en asociacion con al menos 8
mutaciones en TGFBI. Algunas son una combinacion entre tipo | y lll. Por otra parte la
mutacidn ¢.1877A>G (His626Arg) se ha identificado en una forma asimétrica de DCL
designada como tipo I/Ill, manifestada por lineas en encaje gruesas en estroma

anterior con un inicio tardio en la cuarta década de la vida.”>’

DISTROFIA CORNEAL ESTROMAL DE THIEL- BEHNKE




También conocida como Distrofia Corneal de capa de Bowman tipo Il o Distrofia
corneal en patron de panal de abeja. Tiene un patrén de herencia autosémico
dominante con locus 5g31. El gen causal es TGFBI. La Distrofia Corneal de Thiel-Behnke
(TBCD) fue descrita en 1967 y se caracteriza por erosiones corneales dolorosas y
recurrentes de manera bilateral, baja visual y opacidades en patrén de panal de abeja
a nivel de capa de Bowman."® Existe evidencia en la literatura de que TBCD se asocia

fuertemente a la mutacién p. Arg555GIn.>****

Es una enfermedad que inicia en la nifiez o adolescencia con opacidades irregulares en
morfologia de hojuela dispersas a nivel de la capa de Bowman. Posteriormente, se
presentan opacidad en panal de abeja de manera bilateral y simétrica. Clasicamente, la
cornea periférica se encuentra respetada. En etapas mas tardias, las opacidades

pueden afectar capas estromales mas profundas y la periferia corneal.

Las erosiones corneales recurrentes son dolorosas en las primeras décadas.
Posteriormente las erosiones se vuelven menos frecuentes. El deterioro visual es
lentamente progresivo como resultado de la cicatrizacidon corneal. La discapacidad
visual se presenta de manera mas tardia en comparacion de RBCD debido a que tiene

un curso menos agresivo pero es dificil de diferenciar en casos individuales.>**

Se han establecido diversas mutaciones especificas para ciertos fenotipos como p.
Arg555Trp en la Distrofia Corneal granular tipo 1, p. Arg124His en la Distrofia Corneal
granular tipo 2, p. Arg124Cys en DCL tipo 1, p. Arg555GIn en TBCD y p. Argl24Leu en
RBCD.” Entre estas, en los codones para los residuos de Arginina entre las posiciones

124 y 555 se presentan mas del 50% de las mutaciones asociadas a TGFBI.
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25,26

Frecuentemente, TBCD se confunde con RBCD, ya que ambas afectan la capa de

2,24 Las

Bowman y la diferenciacién clinica e histopatoldgica puede llegar a ser un reto.
caracteristicas clinicas que apoyan el diagndstico de TBCD son las opacidades en panal

de abeja, deterioro relativamente moderado de la vision?’ y una tasa de recurrencia

postoperatoria mas lenta.”®

A la microscopia se observa engrosamiento y adelgazamiento irregular de manera
alterna en la capa epitelial para compensar los pliegues y surcos del estroma
subyacente. Existe ausencia focal de la membrana basal epitelial, mientras que la capa
de Bowman es reemplazada por pannus superficial con un patrén ondulatorio en
dientes de sierra el cual es patognomodnico. A la microscopia electrénica de
transmisién se observan fibras onduladas de colagena con un didmetro de 9 a 15 nm
que tifien positivamente para Queratoepitelina, que difiere de RBCD, al presentarse en

esta Ultima, cuerpos extracelulares cristaloides en forma de bastén.™>?>%°

La tomografia de coherencia 6ptica muestra material hiperrefléctico prominente a
nivel de Bowman que se extiende a epitelio en patron de dientes de sierra, lo cual es

una de las caracteristicas principales que diferencian TBCD de RBCD.

El deterioro visual causado por los depdsitos insolubles en TBCD puede ser tratado
mediante queratectomia superficial, trasplante de cdérnea y/o queratectomia

fototerapéutica.”

DISTROFIA CORNEAL GELATINOSA EN FORMA DE GOTA

La Distrofia Corneal Gelatinosa en forma de Gota (DCGFG), también conocida como

Amiloidosis Subepitelial Familiar es una entidad rara de herencia autosémica recesiva
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descrita por primera vez en 1914 por Nakaizumi con mayor incidencia en Japdn. Se

30,31

estima su incidencia en 1:33,000. Sélo se han descrito algunos casos en Europa y

América del Norte.?>*

Las manifestaciones clinicas aparecen durante la primera década de vida con lesiones
corneales bilaterales, elevadas, de aspecto gelatinoso en patrén en mora que
contienen depdsitos de proteina amiloide. Dichos depdsitos se localizan a nivel

subepitelial y estromal anterior.

Durante estadios tempranos de la enfermedad, las lesiones nodulares amarillo-
blanquecinas se identifican en la porciéon subepitelial central de la cdrnea.
Posteriormente, las lesiones aumentan en cantidad y profundidad, extendiéndose

periféricamente hasta coalescer.****

En estadios mas severos, puede ocurrir neovascularizacion a nivel subepitelial y
estromal anterior, todo ellos conduciendo a la aparicién de sensaciéon de cuerpo

extrafio, fotofobia, y discapacidad visual severa.*®

La DCGFG se maneja inicialmente con fotoablacidn con laser excimer o con raspado
corneal, reservando el trasplante corneal para casos mas avanzados. Sin embargo,

existe una elevada tasa de recurrencia.’”*

El gen causal de esta enfermedad es el Transductor de sefiales de Calcio asociado a
tumores tipo 2 (TACSTDZ2), localizado en el cromosoma 1p32.39 El gen TACSTD2
codifica una glicoproteina transmembranal de 323 aminoacidos, expresada en altos

niveles por el epitelio estratificado normal, trofoblastos y la cérnea.*

Se han descrito menos de 30 mutaciones en TACSTD2 en sujetos con DCGFG. Aunque

las variantes patogénicas pueden suscitarse a lo largo de la secuencia del gen, la

12



mutacion p.Q118* se presenta hasta en el 90% de los sujetos Japoneses afectados y es
probablemente la mutacidn fundadora.”’ A la fecha, no se han caracterizado clinica ni

genéticamente sujetos en Latinoamérica afectados por esta enfermedad.

DISTROFIA CORNEAL ENDOTELIAL DE FUCHS (DCEF)

Esta entidad es la forma mas comun de distrofia endotelial. Fue descrita en 1910 por
Ernst Fuchs.*' Se caracteriza por pérdida progresiva, cambios morfoldgicos en tamafio
y forma de las células endoteliales y formacién de excrescencias de la membrana de
Descemet (guttae) con pérdida de la transparencia en las estructuras corneales y

disminucién de la vision.***

El endotelio corneal participa en el transporte del liquido estromal, al regular por
difusidén la toma de nutrientes y solutos asi como mecanismos de transporte activo

secundarios.***

En condiciones fisioldgicas la fuga de liquido al interior de la cornea se
regula para mantener en un estado relativo de deshidratacién a la misma. La pérdida
de células endoteliales que ocurre en DCEF ocasiona una pérdida en el transporte de
iones provocando una incapacidad para mantener un adecuado balance de fluidos

ocasionando edema estromal y epitelial con una consecuente pérdida de la

transparencia corneal.****

Se han descrito 2 tipos de DCEF: de inicio temprano e inicio tardio. Comienza a partir
de la cuarta década de la vida o después, aunque la variante de inicio temprano se
presenta en la primer década de la vida. El sistema de clasificacién IC3D-2 considera la
DCEF de inicio temprano como categoria 1, ya que estd bien caracterizado clinica y

genéticamente. La variante de inicio tardio es categoria 2 con un sindrome clinico bien
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definido y evidencia de loci genéticos, sin gen especifico descrito a la fecha o categoria
3 con un fenotipo clinico bien definido, pero ninguna base genética conocida adn.?
Independientemente del tipo, la DCEF progresa generalmente a través de cuatro

etapas clinicas en un periodo aproximado de dos a tres décadas.

Las 4 estadios clinicos descritos en DCEF son: estadio 1 en el que el paciente esta
asintomatico, aunque por microscopia especular se evidencian guttae no confluentes;
estadio 2 en el que las guttae coalescen, se acentua la pérdida de células endoteliales y
se altera la morfologia de las mismas, con aparicién de pleomorfismo (modificacién en
la forma hexagonal de las células) y polimegatismo (aumento en el tamafio celular)
reflejando estrés celular; estadio 3 en el que aparece edema corneal como
consecuencia del compromiso endotelial; y la etapa 4 en la que el edema crdénico
intraepitelial (bulas epiteliales) y la cicatrizacidon y neovascularizacidon secundarias son

la causa de la baja visual y dolor.*®

La agudeza visual empeora por las mafanas
debido al aumento en el edema. El dolor, la fotofobia y la epifora se deben a las
erosiones epiteliales que son resultado de las bulas epiteliales que revientan. La
incidencia global de la enfermedad es del 3.8-11 % en pacientes mayores a 40 afios de

edad, siendo mas frecuente en Europa y en mujeres con una proporcion 2.5:1 4"

En la actualidad, el unico tratamiento definitivo para restaurar la pérdida visual es el
trasplante de cérnea en forma de la queratoplastia penetrante o trasplante lamelar

posterior sustituyendo la membrana de Descemet y endotelio corneal.>®

La DCEF fue originalmente considerada una entidad esporadica, aunque varios
reportes familiares entre 1970 y 1980, permitieron establecer también un patrén

autosémico dominante.*’
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En cuanto a las causas genéticas descritas, la forma familiar de DCEF se asocia con
mutaciones en el gen COL8A2, en 1p34.3—p32 que codifica para el subtipo a2 de la
coldgena tipo VIII, que es un componente mayor de la membrana de Descemet.”
Existen otros reportes de mutaciones heterocigotas en el gen SLC4A11 en casos
esporadicos.”® Ademas, el gen TCF8 que codifica para un factor de transcripcién de
dedos de zinc, ha sido considerado como gen candidato para el desarrollo de la
enfermedad.>® Estudios familiares han permitido identificar loci susceptibles de la
enfermedad como 13pTel-13q12.13, 18q21.2-921.32 y 5g33.1-g35.2.°**° El andlisis de
ligamiento por genoma ha identificado regiones potenciales en los cromosomas 1, 7,

15,17y X.”’

Ambas formas de DECF han mostrado engrosamiento de la membrana de Descemet,
atenuacién de las células endoteliales y depdsitos aberrantes de las a y B de la

colagena tipo VIII.>®

Se han reportado algunos casos autosémicos dominantes, aunque la mayoria es de
herencia desconocida y no existen reportes en la literatura con herencia autosémica

recesiva documentada hasta el momento.

DISTROFIA CORNEAL EN ENCAJE TIPO GELSOLINA (SINDROME MERETOJA) (DCEG)

En esta entidad con herencia autosémico dominante también conocida como
Amiloidosis Familiar, tipo Finlandés se deposita proteina amiloide en diferentes tejidos
causando un mal funcionamiento en diversos 6rganos. Otros sinénimos son sindrome

Meretoja, Amiloidosis hereditaria tipo gelsolina o distrofia corneal en lattice tipo Il. En
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60,61

Finlandia afecta alrededor de 600 sujetos. Hay reportes de esta entidad en Europa,

Japon, Irén y Estados Unidos de América.®*®*

Esta entidad surge por mutaciones puntuales en el gen que codifica a la Gelsolina
(G654A o G654T) en el cromosoma 9g33-34. Esta proteina tiene un peso de 83kDay es

una moduladora de actina y se sintetiza en la mayoria de tejidos.®

El papel de dicha proteina aun no se conoce con claridad pero participa en la union y
remocion de actina. La degradacion deficiente de Gelsolina tiene como consecuencia
un producto aberrante de 7-kDa produciendo el acimulo de amiloide.?® En esta
enfermedad, el amiloide se deposita en distintas partes del ojo, aunque usualmente se
afecta primero la cérnea.® El diagnéstico se confirma por histopatologia al momento

del trasplante de cérnea.®’

Los estudios de inmunohistoquimica muestran huellas de amiloide en estroma medio y
anterior, bajo la capa de Bowman y ocasionalmente en membrana basal epitelial. Los

depdsitos producen erosiones corneales recurrentes y pérdida visual.®’

En casos avanzados, los pacientes tienen queratitis neurotrofica, erosiones recurrentes
y dafio subsecuente de los nervios corneales.®® Los pacientes inician entre la tercera y
cuarta década de la vida con alteraciones corneales pero por lo general la visidn se
mantiene hasta la séptima década de la vida cuando se pierde la trasparencia
corneal.”® El tratamiento consiste en queratoplastia penetrante. En el sindrome
Meretoja se afectan los nervios craneales (paresia, paralisis bulbar y piel facial laxa)
siendo el nervio facial el mas afectado. La polineuropatia periférica afecta
principalmente las sensaciones de vibracion y tacto. Se ha descrito también sindrome

del tunel de carpo. Las alteraciones autondmicas incluyen hipotensién ortostatica y
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anomalias en la conduccidn cardiaca. Existen otras neuropatias y defectos sensoriales

68-70

en cara clinicamente significativos. La blefarochalasis, entropién, ectropién y

lagoftalmos se encuentran frecuentemente entre las alteraciones palpebrales.

Tiene una progresion lenta. En homocigotos (poco frecuentes), el componente
sistémico es severo, manifestandose con sindrome nefrético y falla renal debido a

61,70

depdsitos amiloides glomerulares. Esta entidad puede conducir a la muerte debido

a las complicaciones cardiacas y renales.

Por otra parte, en los ultimos afos, el desarrollo de nuevos métodos de andlisis
genotipico ha permitido un avance considerable en el conocimiento de las bases
genéticas de numerosas distrofias corneales. Esta caracterizacién genética de las
distrofias corneales reveld caracteristicas novedosas como su heterogeneidad
genética, es decir, mutaciones en diferentes genes causan un mismo fenotipo de
distrofia o su heterogeneidad fenotipica, en la que mutaciones en un mismo gen
causan diferentes fenotipos o diferente tipo de distrofia. En consecuencia, mediante la
mejora de nuestra comprension de las distrofias, la informacidon genética reciente ha

hecho que el sistema de clasificacidn fenotipica sea poco preciso.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las distrofias corneales se consideran un importante motivo de ceguera a nivel
mundial. Son un grupo de enfermedades con gran heterogeneidad clinica y genética.
A pesar de los recientes avances en diagndstico gendmico, existen diversas formas de

DCA, en las que no se conocen las mutaciones causales. Con el advenimiento de
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nuevas tecnologias es posible establecer sus bases moleculares y correlaciones

fenotipo-genotipo.

Asi, la identificacion de DCA es importante para la descripcidon de nuevas variantes de
distrofia corneal que aporten conocimiento de relevancia en el campo de las

enfermedades corneales hereditarias.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cudles son las mutaciones causales en pacientes con distrofias corneales atipicas?

5. JUSTIFICACION

El andlisis genético/gendmico de familias afectadas con DCA contribuird a ampliar el
conocimiento de las bases moleculares de las distrofias corneales. Por ello, la
aplicacion de tecnologias que permiten estudiar todo el genoma o analizar docenas o
cientos de genes simultdneamente en el DNA de los pacientes, es una alternativa

moderna y eficaz para la caracterizacidon adecuada de estas distrofias atipicas.

6. OBJETIVO GENERAL

Identificar las mutaciones causales en casos familiares de DCA.

7. DISENO DEL ESTUDIO

Estudio descriptivo, observacional, transversal.

18



8. MATERIAL Y METODOS

8.1. CRITERIOS DE INCLUSION

1. Aceptacidn a participar en el estudio.

2. Sujetos con distrofia corneal atipica. Se consideré una DCA como aquella en la que
se encuentra un fenotipo caracteristico sin el genotipo esperado; un fenotipo
caracteristico con patron de herencia distinto al reconocido en la literatura o un

fenotipo novedoso sin etiologia genética conocida.

3. Contar con al menos un familiar afectado.

8.2. CRITERIOS DE ELIMINACION

Retiro de consentimiento informado

8.3 PACIENTES

Se analizaron familias con diagndstico clinico de distrofia corneal atipica. El diagndstico
clinico se realizd por un oftalmélogo con subespecialidad en Cérnea. Se analizaron
casos familares referidos al departamento de Genética del Instituto de Oftalmologia
“Conde de Valenciana” en el periodo de Marzo de 2015 a Junio de 2016 que
cumplieron con los criterios de inclusidén mencionados. A dichos pacientes se les invito
a participar en el estudio posterior a la aceptacién y firma de su consentimiento
informado. Se obtuvieron las historias clinicas y oftalmoldgicas para cada miembro

disponible de las familias.
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8.4 ANALISIS MOLECULAR

El analisis molecular se realizé segun el patron de herencia de la enfermedad: en los
casos sugerentes de herencia autosdmica recesiva se llevd a cabo un analisis gendmico
de homocigosidad con microarreglos de SNPs en genoma completo. Cuando se
identificaron regiones homocigotas candidatas, se procedio a la amplificacién por PCR
y secuenciacién nucleotidica de los exones del gen o genes candidatos dentro de esas
regiones. En los casos con probable herencia autosdomica dominante o casos
esporadicos, se procedid directamente al analisis de secuenciacion masiva llamado
secuenciacion de exoma. Esta metodologia permite secuenciar en un solo ensayo las
regiones codificantes (exones) de todos los genes (o de un subgrupo de genes) en el

genoma humano.

8.5 AISLAMIENTO DE DNA GENOMICO

Previo consentimiento informado, se extrajeron 2 ml de sangre por puncién venosa en
cada sujeto a partir de la cual se aislé el DNA gendmico mediante el kit QUICKGENE
DNA WHOLE BLOOD (DB-S, FujiFilm Co.) Se colocaron 30 microlitros de solucién EDB
(proteasa) en un microtubo Eppendorf de 1.5 ml. Posteriormente se agregaron 250
microlitros de sangre total (se recomienda el uso de sangre total colectada en EDTA-
2Na o EDTA-2K) y 250 microlitros de solucion LDB (buffer de lisis). Inmediatamente se
mezclé el tubo 5 veces invirtiéndolo de arriba hacia abajo, se agitd con vértex a
maxima velocidad durante 15 segundos y se centrifugd durante unos segundos. La
muestra se incubd a 56°C durante 2 minutos y se agregaron 250 microlitros de etanol
al 99%. Se repitio la agitacion con vértex durante 15 segundos y la muestra se

centrifugd unos segundos.
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Dentro de los siguientes 30 minutos se realizo el aislamiento de DNA. Se transfirié el
lisado dentro del “cartucho” del sistema automatico de aislamiento de acidos
nucleicos QuickGene-810 (se transfiere todo el contenido del microtubos en el
cartucho) y se procedid a la extraccidn automatizada. EIl DNA gendmico obtenido se
resuspendid en un volumen aproximado de 200 microlitros. La muestra se almacend a

una temperatura de -20°C hasta su utilizacién.

8.6 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION Y PUREZA DEL DNA OBTENIDO

Se determind la concentracidn y pureza del DNA extraido por medio de un andlisis de
absorbancia de la muestra a 260/280 nm de longitud de onda en un
espectrofotémetro. La relacién 260/280 permitid evaluar la pureza de la muestra,
considerando que la lectura a 280 nm corresponde a la fraccion proteica. Se
consideraron adecuadas para analisis las relaciones entre 1.6 y 2. Ademas, se realizo
electroforesis en geles de agarosa de cada muestra de DNA obtenida para verificar que
no existia degradacién de este acido nucleico. La concentracién de DNA obtenida se
determind por la lectura a 260 nm considerando obtener concentraciones promedio

de 50 ng/microlitro.

8.7 IDENTIFICACION DE REGIONES DE HOMOCIGOSIDAD EN GENOMA COMPLETO

La identificacion de las regiones de homocigosidad gendmicas en DNA de los afectados
se realizd por medio de ensayos con microarreglos de DNA Affymetrix de 250 K Nsp y
utilizando el kit de reactivos Genechip (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). Se
fragmentaron 250 ngs de DNA gendmico con la enzima Nspl (Affymetrix) y ligados a
adaptadores especificos necesarios para efectuar una PCR de enriquecimiento de

fragmentos de aproximadamente 400 pares de bases, utilizando la enzima AmpliTaq
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Platinum (Clontech Laboratories, CA, USA) y un oligonucleétido especifico para los
adaptadores ligados. Los productos se purificaron y se sometieron a una nueva
fragmentacion para generar productos menores a 80 pares de bases que se marcaron
e hibridizaron al microarreglo en un horno de hibridacién. Después, el microarreglo se
lavé en una estacion de fluidos GeneChip 450 (Affymetrix) y se analizdé en un escaner
de microarreglos 3000 7G, generando asi el archivo con los genotipos de 262,264
polimorfismos de base Unica (SNPs) distribuidos en todo el genoma. Se analizaron
solamente las muestras con un indice de identificacion (call rate) igual o mayor a 95%.
La identificacion de regiones en las que los SNPs eran homocigotos en DNA de los
afectados de cada familia se realizd con el programa HomozygosityMapper
(www.homozygositymapper.org) que permite la comparacién simultidnea de los
260,000 SNPs e identifica regiones cromosdmicas homocigotas mayores de 3
megabases. Una vez identificadas las regiones homocigotas, se realiz6 un analisis
manual para reconocer si algun gen asociado a la distrofia corneal con herencia
autosdmica recesiva se localiza dentro de una de las regiones de homocigosidad
reconocidas. Se dio prioridad a las regiones homocigotas de mayor extension. De
manera alternativa, se utilizd6 el programa computacional GenebDistiller
(www.genedistiller.org) para identificar genes candidatos dentro de las regiones de
homocigosidad que sean expresados en cérnea o se hayan asociado previamente a un
fenotipo ocular. Una vez identificados el o los genes candidatos, se procedio al analisis
de esos genes por PCR y secuenciacién nucleotidica para identificar las mutaciones

responsables del fenotipo.
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8.8 AMPLIFICACION POR PCR

Se realizd andlisis molecular (amplificacién por PCR y secuenciacion nucleotidica
automatizada) del gen o los genes candidatos dentro de las regiones de homocigosidad
identificadas. Posteriormente, se efectud la amplificacion por PCR de cada uno de los
exones y de las uniones exén/intron de estos genes a partir del DNA de los sujetos
afectados y de sus familiares con la enfermedad, utilizando pares de oligonucleétidos

derivados de la secuencia normal de cada exon.

Cada reaccién de amplificacion de PCR tuvo un volumen final de 15 microlitros que
consistié de 7.5 microlitros de HotStart Tag DNA polimerasa master mix (compuesta
por 10xPCR buffer que contiene 25mM MgCl2, 10mM de cada dNTP y 2.5 unidades de
HotStarTagq DNA polimerasa), de 50-100 ngs de DNA gendmico (volumen variable),
1mMol del oligonucleétido correspondiente (sentido y antisentido) y se aforo con agua
bidestilada hasta alcanzar el volumen establecido. Se utiliz6 un programa de
temperaturas que incluia 1 ciclo de 15 min a 95°C para la desnaturalizacion inicial, 35
ciclos con 1 min de desnaturalizaciéon a 95°C, 1 min de alineamiento a temperaturas
especificas para cada par de oligonucleétidos para amplificar los exones de los genes
candidatos de interés y 1 min a 72°C para la extensién. Por ultimo, se realizé 1 ciclo a

72°C por 10 min para la extension final.

Los productos obtenidos de la amplificacion se separaron mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1.5% con tincidn de bromuro de etidio para identificar las bandas
especificas con el producto amplificado, utilizando como referencia un marcador
estdndar de peso molecular de 100 pb. Después de reconocer las bandas de interés, se
escindieron del gel para la purificacion del producto de DNA amplificado utilizando el

método de purificacién por columna (Promega) o el método de unidn a silica (Qiagen).
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La concentracion del DNA amplificado obtenido de la purificacion se determind por
medio de la comparacion de la intensidad de las bandas obtenidas con respecto a un
marcador de masa estandar (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen) en un gel de agarosa

al 1.2% tenido con bromuro de etidio.

8.9 SECUENCIACION AUTOMATIZADA DE LOS PRODUCTOS DE PCR

Se realizaron nuevas reacciones de PCR para la secuenciacidn nucleotidica de cada uno
de los amplicones de los genes candidatos identificados por el analisis de
homocigosidad, incluyendo las uniones exén/intréon. Cada reaccién de 10 microlitros
contenia 2 microlitros de BigDye Terminator Cycle Sequencing kit mix (Applied
Biosystems) que contiene los cuatro dideoxinucledtidos trifosfatados (ddNTPs)
marcados por fluorescencia, deoxionucledtidos trifosfatados (dNTPs) no marcados,
Tris-HCI (Ph 9.0), MgCl2 y la enzima ampliTag polimerasa; se agregé ademas 1
microlitro del oligonucledtido correspondiente 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 reaccidon de PCR se utilizé un programa de 25
ciclos que incluyd 30 segundos a 97°C para la desnaturalizacidn, 15 segs a 50°C para el

alineamientoy 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 resuspendid en 20 microlitros de
formamida y posteriormente se desnaturalizé a 95°C por 5 min. Los productos se
analizaron por electroforesis capilar en un secuenciador automatico ABI Prism 310 y
las secuencias de DNA obtenidas en sujetos enfermos se compararon con las

secuencias silvestres de los genes de interés para identificar posibles mutaciones.

24



A la identificacion de mutaciones potenciales no descritas previamente en la literatura,
se descartd que correspondieran a un polimorfismo benigno mediante el analisis de al
menos DNA de 150 sujetos (300 alelos) sin la enfermedad, procedentes del Banco de
DNA de la Unidad de Investigacion del Instituto de Oftalmologia “Conde de

Valenciana”.

8.10 SECUENCIACION DE EXOMA

La secuenciacién de siguiente generacion se realizd utilizando un panel de
aproximadamente 5000 genes humanos asociados a enfermedades hereditarias

(http://www.illumina.com/products/trusight-one-sequencing-panel.ilmn). El kit que

incluye los reactivos necesarios para la secuenciacién de estos genes se conoce como
Trusight one y contiene todos los reactivos necesarios para la amplificacidn,

enriquecimiento de amplicones e indizacidon de muestras.

8.11 PREPARACION (ENRIQUECIMIENTO) DE LAS MUESTRAS PARA SECUENCIACION

Se crearon multiples librerias de DNA gendmico (DNAg) para ser secuenciadas por la
tecnologia de nueva generacion usando el equipo MiSeq (lllumina ). La preparacion de
las librerias realizd con el kit TruSight One Sequencing Panel Library Preparation
(lumina). Previa cuantificacién por fluorometria, se procesaron enzimaticamente 250
ug de DNAg con la tecnologia Transposoma de Nextera, en la que simultaneamente el
DNAg se fragmenta y se le adicionan adaptadores en los extremos de los fragmentos
generados. Los fragmentos tienen los adaptadores P5 en posicion 5’ y los adaptadores
P7en el extremo 3’. Los fragmentos se someten a amplificacion utilizando a los
adaptadores P5 y P7 como secuencias blanco para realizar la alineacién de primer vy la

amplificacién. Posteriormente, las librerias se marcaron con indices de
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aproximadamente 8 nucledtidos. Se generon tantos indices como muestras se
tuvieron. En el siguiente paso, las librerias se mezclaron en cantidades equimolares,
después de haber sido cuantificadas por el método fluorométrico (Qubit). Las librerias
se hibridaron en una primera etapa con los oligos especificos (TruSight One Oligos) que
fueron generados previamente en el programa DesignStudio. Después, se capturaron
las regiones blancos que hibridaron con las sondas mediante una purificacién con
perlas de estreptavidina. Durante este proceso, se realizaron lavados y calentamiento
para remover las uniones inespecificas y enriquecer la libreria. Se realizé una siguiente
hibridacién con los oligonucledtidos o sondas especificas para enriquecer la libreria y
asegurar la alta especificidad de la regiones capturadas. Se realizé una segunda
captura con perlas de estreptavidina y el DNA purificado fue sujeto a una segunda
amplificacién para asegurar que las librerias generaran resultados de secuenciacion de
alta calidad. Durante este proceso, se realizaron diferentes purificaciones usando
perlas magnéticas. Finalmente, las librerias fueron validadas por metddo fluoromético
y por PCR en tiempo real usando el kit Kappa Library Quantification (Inochem). Se
incluyeron en la secuenciacion solamente aquellas librerias que tuvieron una
concentracion entre de 2 nm-40 nM. Las librerias fueron desnaturalizadas con NaOH

antes de ser colocadas en el equipo de secuenciacion.

8.12 SECUENCIACION DE SIGUIENTE GENERACION

La secuenciacién de siguiente generacion se realizé en un equipo MiSeq (illumina) con
el que cuenta nuestro instituto. Una vez validadas las librerias se cargaron en la celda
(flow cell) del equipo y se eligid el modo de resecuenciacion de amplicones. Cada

corrida de secuencia es capaz de analizar un maximo de 12 muestras individuales.
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8.13 ANALISIS DE DATOS DE SECUENCIACION E IDENTIFICACION DE VARIANTES

El andlisis de los datos de cada corrida, control de calidad y cantidad de datos
generados por muestra se realizé con el software MiSeq Reporter, incluido en el
equipo de secuenciacion y visible en la computadora incorporada al equipo. Una vez
finalizadas las corridas se procedié a la identificacion de variantes en cada muestra.
Esto se realizé con el programa informatico VariantStudio (Illumina) instalado en una
computadora diferente. Este programa permite el andlisis de los archivos vcf
generados durante la corrida de secuenciacién y mediante el uso de una interface
intuitiva que no requiere el manejo de un experto en datos de secuenciacion masiva
permite reconocer las variantes identificadas en cada muestra comparandolas con las
descritas en bases de datos como dbSNP, RefSeq, 1000 Genomas, Exome Variant
server, entre otros. El programa indica el alelo de referencia, el cambio identificado en
la muestra secuenciada, la localizacion cromosdémica y en el cDNA (gen) del cambio, si
tal cambio estda incluido o no como polimorfismo en las bases de datos, la
consecuencia a nivel de la proteina, si tal cambio se encuentra relacionado o no con un
fenotipo del OMIM, frecuencia del cambio en bases de datos de poblaciones, indices
de conservacion filogenética del residuo mutante, entre otras numerosas

caracteristicas.

8.14 VALIDACION DE MUTACIONES DELETEREAS

Todas las mutaciones identificadas en la secuenciacion de siguiente generacion se
validaron por secuenciacion tipo Sanger. En los casos donde se contd con DNA de
familiares afectados, se verificé la segregacion de la mutacidn con el fenotipo, también
por secuencia Sanger. Por otra parte, se analizo si las mutaciones nuevas identificadas

en el estudio estaban incluidas en bases de datos de variantes polimérficas, tales como
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el proyecto de los 1000 Genomas (http://www.1000genomes.org/) y el Exome Variant
Server  (http://evs.gs.washington.edu/EVS/). Las mutaciones potencialmente
deletéreas que no habian sido reportadas previamente en la literatura se investigaron
en un panel de 200 alelos control de sujetos Mexicanos sanos para excluir la
posibilidad de que se traten de polimorfismos propios de nuestra poblacidn. Las
mutaciones no descritas previamente no incluidas como polimorfismos en las bases de
datos mencionadas y no identificadas en el panel de 200 alelos control, se sometieron

a su analisis de patogenicidad in silico.

8.15 ANALISIS DE PREDICCION FUNCIONAL DE MUTACIONES

Las mutaciones nuevas identificadas como posibles responsables de la enfermedad
seran analizaron mediante los programas de computacion Polyphen (polymorphism
phenotyping, http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) y PANTHER (Protein ANalysis
THrough Evolutionary Relationships, http://www.pantherdb.org) para estimar la
posibilidad de que la mutacién alterara la funcién de la proteina y por lo tanto fuera
causante de la enfermedad. Para fines similares, la conservacion entre especies de los
residuos proteicos afectados por las mutaciones se determind mediante el programa

computacional ClustalW (www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/)

8.16 TAMANO DE MUESTRA

El tamafio de la muestra constd de sujetos afectados con distrofias corneales atipicas
gue cumplieron los criterios de inclusién mencionados y fueron referidos al
departamento de Genética del Instituto de Oftalmologia “Conde de Valenciana” en el

periodo de Junio de 2016 a Febrero de 2017.
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8.17 VARIABLES DE ESTUDIO

Fenotipo corneal.

Presencia o ausencia de mutacion causal.

9. ASPECTOS ETICOS

Esta investigacion se llevé a cabo de conformidad con la Declaracién de Helsinki y
todos los sujetos dieron su consentimiento (aprobado por unanimidad en el Comité de
Etica en Investigaciéon de nuestro Instituto, con fundamento en los Articulos 20, 21, 22
del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud)

para participar previa explicacion de la naturaleza de la investigacion.

10. ASPECTOS DE BIOSEGURIDAD

El investigador responsable como los investigadores asociados tuvieron el
conocimiento en lo relacionado al manejo integral en cuanto a uso, recepcién y
desecho de residuos peligrosos, productos y/o materiales infectocontagiosos,
bioldgicos de cualquier tipo y potencialmente por cualquier causa, como se encuentra
dispuesto en la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 referente a Proteccion ambiental — Salud
Ambiental — Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos — Clasificacion y especificaciones

de manejo.

La toma de sangre periférica de los participantes se realizd como se encuentra
sefialado en el manual de procedimientos del laboratorio clinico del Instituto. Los

residuos de sangre periférica y los residuos liquidos obtenidos durante la extraccién de
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ADN se desecharon de acuerdo a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 colocandolos en el

bote para desechos liquidos RPBI.

Todos los demads desechos obtenidos durante los diferentes procedimientos no tenian

riesgo bioldgico ni quimico.

11. FINANCIAMIENTO

Departamento de Genética, Instituto de Oftalmologia “Fundacién Conde de

Valenciana” I.A.P.

12. RESULTADOS

12.1 DISTROFIA CORNEAL EN LATTICE UNILATERAL

PACIENTE #1: Sujeto masculino de 53 afios sin antecedentes heredofamiliares
relacionados a la patologia, que se presentd con dolor ocular, lagrimeo y sensacion de
cuerpo extrano de 4 afios de evolucién en ojo derecho, mientras que el ojo izquierdo
era asintomatico. El paciente referia diabetes mellitus de 16 afos de evolucién. La
vision era de 3/200 mediante Snellen para ojo derecho sin mejoria a la visién con
estenopeico, mientras que era de 20/40 Snellen el ojo izquierdo el cual se encontraba
completamente asintomatico. El paciente refirio tener 2 hermanos, de los cuales
desconoce antecedentes oftalmoldgicos o sintomatologia ocular. Negd antecedentes
oftalmoldgicos en ambos padres y al momento de la revision el sujeto refiridé que sus 3

hijos se encontraban ocularmente asintomaticos. (Figura 1)
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Figura 1. Arbol genealégico del paciente # 1 (Sujeto 1I-2) o propositus.

A la evaluacion clinica mediante biomicroscopia, se observdé un conglomerado de
opacidades corneales lineares, radiales, de aspecto arborizado a nivel subepitelial y
estromal anterior que afectaba el eje visual en el ojo derecho. Cabe mencionar que el
epitelio se mostraba pobremente adherido lo cual condicionaba la presencia de
defectos epiteliales recurrentes. El ojo izquierdo se encontrd clinicamente normal sin

la presencia de lesiones corneales a ningun nivel. (Figura 2)

Figura 2. Fotos clinicas del Paciente #1 (sujeto 1l-2). (a,b) Ojo derecho, con evidencia de opacidad

corneal y lineas reticulares en patron de encaje. (c) Tincion con fluoresceina y filtro con luz de cobalto

evidenciando irregularidad epitelial de ojo derecho y algunos defectos epiteliales. (d,e) Ojo izquierdo
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sin alteraciones. (f) Tincion con fluoresceina con normalidad del epitelio corneal del mismo ojo.

El cuadro clinico de este paciente correspondié a una DC atipico ya que de manera
tradicional las distrofias corneales ocurren de manera bilateral. Basados en el fenotipo
y la localizacidon estromal de los depdsitos corneales se decidié realizar el analisis
molecular del gen TGFBI, cuyas mutaciones representan la causa mds comun de
distrofias corneales estromales. El andlisis genético del gen TGFBI mediante
secuenciacion nucleotidica, reveld una mutacion heterocigota en el exdn 14 de este
gen en el ADN del paciente. Especificamente, tal cambio correspondié a la transicion
c.1877A>G, que predice un cambio de sentido equivocado p.His626Arg a nivel de la
proteina TGFBI. (Figura 3) No se logré obtener muestra de ADN gendmico de ningun

otro integrante familiar debido a su negativa de participar en el estudio.

Figura 3. Andlisis genético del paciente 1 con distrofia corneal atipica. La flecha sefiala una mutacién

heterocigota de adenina a guanina en la posicion 1877 (exén 14) del gen.
Actualmente el paciente se encuentra bajo seguimiento clinico para recibir
rehabilitacidon visual mediante una queratoplastia penetrante del ojo afectado y ya

recibié consejo genético correspondiente.
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12.2 DISTROFIA CORNEAL DE THIEL BEHNKE

Paciente # 2: Se presenta el caso de un sujeto del sexo femenino de 67 afios que
consulta por visidn borrosa de larga evolucidn, sensacion de cuerpo extraio y lagrimeo
ocasional en ambos ojos. Negaba patologia sistémicas pero referia que su padre
(finado) y 2 hermanas asi como 1 hermano presentaban la misma sintomatologia.

(Figura 4)
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Figura 4. Genealogia del Paciente 2 (Sujeto 11-4), sefialado con una flecha como propositus. Unico
sujeto disponible con sintomatologia disponible para evaluacion clinica y genética. Individuos 1I-2, 1I-3
y 1I-5 no disponibles para evaluacion clinica. Los sujetos 111-2, 11I-3, 11I-4 y IlI-5 clinicamente sanos y sin

alteraciones a la evaluacion genética.

La visidén a la exploracidn inicial era de 20/800 en ambos ojos mediante la cartilla de
Snellen, mientras que con agujero estenopeico presentaba una mejoria a 20/400 sin
ser posible realizar refraccion subjetiva por opacidad corneal en ambos ojos. La presion

intraocular se encontraba dentro de rangos normales siendo 13 y 12 mmHg para

ambos ojos respectivamente.
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La exploracion oftalmolégica mostré la presencia de opacidades en patrdn de panal de
abeja a nivel subepitelial y estromal anterior de distribucidn central, originando una
superficie corneal irregular en ambos ojos. (Figura 5) Al momento de la exploracion no
hubo evidencia de erosiéon corneal, aunque la paciente manifestaba episodios de
fotofobia y dolor intenso en ambos ojos especialmente durante su cuarta década de la

vida.

Figura 5. Evaluacion por biomicroscopia de ambos ojos del paciente 2. Imagenes clinicas por
biomicroscopia del caso indice. (a,b) Ojo derecho con presencia de opacidades en patréon de panal de
abeja con obstruccion del eje visual que comprometen la visidn. (c,d) Mismos hallazgos clinicos en ojo
izquierdo.

Dicho paciente fue manejado mediante queratectomia fototerapéutica transepitelial
con laser excimer, realizando una ablacién de 240 micras en ojo derecho y 220 micras
en ojo izquierdo a una zona dptica de 8 milimetros. La visién postquirdrgica a los 6
meses era de 20/60 que mejoraba a 20/40 Snellen con una refraccion subjetiva de
+1.25 =-2.50 x 402 en el ojo derecho y de 20/40 que mejoraba a 20/30 con una
refraccion de +1.00 =-1.75 X 252. La transparencia corneal se logré con dicho

procedimiento quirudrgico y la sintomatologia mejord significativamente. (Figura 6)
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Figura 6. Imagenes clinicas de segmento anterior de ambos ojos del paciente 2, posterior a
queratectomia fototerapéutica. Imagenes por biomicroscopia de ambos ojos. (a,b) Ojo derecho que
muestra transparencia corneal y regularidad de la superficie epitelial obtenida posterior al
procedimiento quirtrgico. (c,d) Resultados postoperatorios en ojo izquierdo, logrando transparencia

corneal y resolucién de sintomas.

La diferenciacion diagndstica entre la distrofria corneal de Reis-Blcklers y la de Thiel-
Behnke representa un reto, ya que fenotipicamente comparten caracteristicas clinicas
gue las vuelve practicamente indistinguibles. En cuanto a la distrofia de Thiel-Behnke,
solo existe el reporte de un caso en poblacién mexicana. Por las caracteristicas clinicas
compatibles con este tipo de distrofias se decidié secuenciar el gen TGFBI que se
conoce ser el gen causal en ambos tipos de distrofias. Debido a la mayor prevalencia
de Reis-Blicklers a nivel mundial, inicialmente se considerd la sospecha clinica de esta

entidad.

Al realizar la secuenciacién nucleotidica mediante el método Sanger del ADN gendmico
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del propositus, se encontrd una mutacion en estado heterocigoto en el gen TGFB/ en el
exon 12 que corresponde a ¢.1664G>A, (p.Arg555GlIn). (Figura 7) Dicha mutacion no se

encontro en el resto de sujetos evaluados genéticamente (l1I-2, I1I-3, 1lI-4, 11I-5).

Figura 7. Analisis genético del paciente 2 con distrofia corneal atipica. La flecha sefiala una mutacién

heterocigota de guanina a adenina en la posicion la 1664 (ex6n 12) del gen TGFBI.

Debido a la mutacion puntual encontrada, la cual se considera especifica para distrofia
corneal de Thiel-Behnke, se realizé el diagndstico de esta entidad. La paciente fue
incluida en este protocolo, debido a la inespecificidad del fenotipo corneal y a la rara
incidencia de esta patologia en nuestra poblacién. Otro método diagndstico diferencial
es la microscopia electrdnica la cual, debido a la falta de tejido corneal para su analisis,
no se llevé a cabo.

12.3 DISTROFIA CORNEAL GELATINOSA EN FORMA DE GOTA

A continuacidn, se describen 2 casos familiares con identificacion de mutaciones
nuevas en ambos casos.

Paciente #3: En el primer caso familiar, se traté de un paciente masculino de 30 afos
gue consultd por baja visual progresiva severa en ambos ojos desde la segunda década
de la vida. Refiere haber sido sometido a un procedimiento de queratectomia

fototerapéutica en ambos ojos hace 14 afios con recidiva del cuadro.
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En cuanto a los antecedentes heredofamiliares, existia historia de consanguinidad
entre ambos padres (primos hermanos) y 2 hermanos afectados con diagndstico
clinico previo en otras instituciones, de los cuales solamente se pudieron evaluar a una

hermana. (Figura 8)
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Figura 8. Genealogia del Paciente 3 con diagnéstico de DCGFG. Genealogia del primer caso familiar de

DCGFG. Propositus 11-9 sefialado con flecha negra. Se muestra el antecedente de consanguinidad que
sugiere herencia autosémica recesiva. Se muestran los sujetos II-3 y II-8 quienes se encuentran

clinicamente afectados con el diagndstico clinico de DCGFG.

En el caso indice, la visidn en ambos ojos era 20/800 que mejoraba con agujero a
20/400 mediante cartilla de Snellen y de movimiento de manos sin mejoria
respectivamente. La exploracion mediante lampara de hendidura permitié observar,
las clasicas lesiones nodulares blanco-amarillentas en la superficie corneal, en patrén
de mora, de aspecto gelatinoso de predominio en media periferia con involucro
importante del eje visual de manera bilateral en los dos sujetos afectados que
estuvieron disponibles para evaluacién. Todo ello acompafiado de vascularizacién

corneal a nivel de estroma superficial. (Figura 9)
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Figura 9. Fotografias clinicas de superficie ocular en ambos ojos del paciente 3. (a) Ojo derecho (b) Ojo
izquierdo Imagenes de biomicroscopia que muestran en ambos ojos opacidad corneal de distribucién
global de aspecto gelatinoso, granular, con vascularizaciéon superficial e irregularidad superficial.

Dichas opacidades involucran el eje visual ocasionando discapacidad visual.

La evaluacidon del segmento posterior no era posible por opacidad corneal, sin
embargo por ecografia se reportaba sin alteraciones. Al propositus se le realizd
implante de queratoprétesis de primera intencion sin complicaciones en el ojo
izquierdo con una agudeza visual final de 20/25 en su ultima revisién a los 8 meses.
(Figura 10) El otro ojo se mantuvo en vigilancia clinica, mientras que la hermana

afectada se registré a lista de espera en un banco de ojos local.

Figura 10. Imagen clinica de queratoproétesis de Boston tipo 1 de ojo izquierdo del paciente 3. (a,b)

Imagenes de biomicroscopia de ojo izquierdo del paciente 3 (11-9) 8 meses posterior a la colocacién de
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Queratoprotesis de Boston tipo 1. Se observa el plato de la queratoprétesis in situ con el ptico a nivel

de eje visual recobrando la transparencia de medios.

Se decidid incluir este caso familiar, debido a la rara incidencia de esta entidad en
nuestro medio, siendo mayor su incidencia en poblaciones asidticas. El Unico gen
conocido para esta entidad, es TACSTD2, por lo que se secuencié su Unico exdén al
considerarse el gen candidato.

El andlisis genético mediante secuencia de nucledtidos por el método Sanger,
evidencid en el gen TACSTD2 del ADN de ambos hermanos afectados un cambio
homocigoto ¢.703_704delCT, p. Leu235llefs*141, (Figuras 11 y 12) mientras que dicho

cambio se encontro en estado heterocigoto para la madre de los afectados. (Figura 13)

Figura 11. Analisis genético del paciente 3 con distrofia corneal atipica Secuencia parcial del gen

TACSTD2 que demuestra una delecion homocigota de dos pares de bases c.703_704delCT (parte
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superior). Esta mutacidn predice una alteracidon del marco de lectura p.Leu235llefs*141 en la proteina

TACSTD2. Secuencia parcial normal del gen TACSTD2 en la region de interés. (parte inferior)

Figura 12. Analisis genético del sujeto 1I-8 (hermana del probando) con distrofia corneal atipica.
Secuencia parcial del gen TACSTD2 que demuestra una delecién homocigota de dos pares de bases
¢.703_704delCT . Esta mutacion predice, al igual que en el paciente 3, una alteracion del marco de

lectura p.Leu 235llefs*141 en la proteina TACSTD2.

Figura 13. Secuenciacidn tipo Sanger en el sujeto I-2, madre del paciente 3. Secuenciacién del sujeto I-
2 (madre) que muestra una delecion heterocigota c.703_704delCT, p.Leu 235llefs*141 en el gen

TACSTD2 que le confiere el estado de portadora, sin afectacidn clinica.

En el segundo caso familiar de DCGFG, se identificaron 4 casos en 2 generaciones de
una familia afectada. Todos los sujetos consultaron por una historia clinica de larga

evolucidon caracterizada por fotofobia, sensacién de cuerpo extrafio asi como
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discapacidad visual.
Los 3 hermanos afectados de la segunda generacion eran producto de un matrimonio

consanguineo. (Figura 14)
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Figura 14. Genealogia del paciente 4 con DCGFG. Paciente 4, sefialado con flecha negra, asi como los
sujetos sometidos a andlisis genético y afectacion clinica. No se conoce si existe antecedente de

consanguinidad entre sujetos lI-1 y II-2.

El paciente #4 (11-2) era una mujer de 35 afios con una capacidad visual de percepcién
de luz en ambos ojos. Su historia oftalmoldgica consistia en una queratoplastia
penetrante en ojo derecho a la edad de 26 afios, que al momento de la exploracion se

encontraba con recidiva de la enfermedad.

El sujeto 1I-3 era un masculino de 21 afios con una capacidad visual mediante cartilla
de Snellen de 20/2000 en ambos ojos. El caso II-4 era una mujer de 19 afios con
capacidad visual de 20/160 en el ojo derecho y 20/800 en el izquierdo. Los 3 hermanos

no presentaban alteraciones sistémicas asociadas.

El sujeto IlI-1 era un sujeto masculino de 14 afios con una visidon mejor corregida de
20/30 y 20/40 en ambos ojos, respectivamente. La evaluacién mediante ldampara de

hendidura en este paciente, reveld lesiones nodulares incipientes en la superficie
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corneal periférica que respetaban parcialmente el eje visual de ojo derecho. Cabe
sefialar que habia ausencia de vascularizacién corneal. Desafortunadamente, el padre

de este sujeto no estuvo disponible para analisis genético ni evaluacidn clinica.

A la exploracién mediante lampara de hendidura en los sujetos afectados, se

identificaron hallazgos clinicos cldsicamente compatibles con DCGFG. (Figura 15)

A
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Figura 15. Imagenes por biomicroscopia de segmento anterior de sujetos afectados en este caso
familiar. Los primeros 3 casos con multiples lesiones nodulares blanco-amarillentas en la superficie
corneal, predominantemente periféricas pero con involucro central, asi como vascularizacion
estromal. El caso llI-1 con lesiones nodulares incipientes en ambas cérneas involucrando parcialmente

el eje visual en ojo derecho. A, ojo derecho. B, ojo izquierdo.

Debido a la imposibilidad para realizar la evaluacién clinica del fondo de ojo, se realizé

ecografia ocular modo B, la cual no mostré alteraciones en los sujetos estudiados.
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El sujeto I-1 era una mujer sana de 67 afos (madre de los sujetos 1I-2, II-3 y 1l-4) con
una capacidad visual 20/30 en ambos ojos. La biomicroscopia se encontraba sin

alteraciones al analizar el segmento anterior ocular.

La secuenciacidn nucleotidica del gen TACSTD2 del ADN de los sujetos 1I-2, 1I-3, lI-4 y
llI-1, reveld una transversion homocigota ¢.331G.T lo cual traduce para una mutacién
sin sentido en el aminoacido en la posicién 111 p.(E111*) de la proteina. Dicha

mutacion se encontrd en forma heterocigota en el ADN del sujeto sano, I-1. (Figura 16)
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Figura 16. Secuenciacion parcial del gen TACSTD2 en el paciente 4. (A) Secuencia normal de un sujeto

control (wt). (B) Sujeto I-l (sano) que muestra heterocigosidad para la transversiéon c.331G.T, que
predice la mutacién sin sentido p.(E111*). (C) ADN del paciente 4 (11-2) demostrando homocigosidad
para la mutacién mencionada. Glu, acido glutamico; Gly, glicina; Mu, mutado; Pro, prolina; Wt, wild

type. *stop.

A los sujetos con afeccion clinica mas severa (II-2, 1I-3 y II-4) se les realizd
gueratoplastia penetrante dptica en 1 ojo, con injertos transparentes después de 1
mes. La capacidad visual mejord significativamente a 20/200 Snellen en los sujetos II-2

y 1I-3, y mejord a 20/100 en el sujeto 1I-4. La evaluacidn histopatolégica de las cérneas
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trepanadas de estos pacientes revelé epitelio con leve acantosis con cambios
hidropicos. La capa de Bowman estaba reemplazada por tincién positiva para acido-
Schiff y rojo Congo, la cual bajo luz polarizada revelé la tipica birrefringencia verde-
manzana, indicativa de material amiloide. Asimismo, el estroma corneal anterior
mostraba leve cicatrizacion, mientras que la membrana de Descemet y el endotelio

eran normales. (Figura 17)

Figura 17. Analisis histopatolégico de la cérnea del paciente 4. Se demuestra epitelio corneal con
acantosis; la capa de Bowman muestra tincion PAS positiva (izquierda) y tincion rojo-Congo positiva
(arriba a la derecha), la cual bajo luz polarizada muestra la tipica birrefringencia verde-manzana

(abajo a la derecha) indicativa de material amiloide. Magnificacion 200x).

12.4 DISTROFIA CORNEAL ENDOTELIAL DE FUCHS

Se analizé a una familia en 2 generaciones con diagndstico clinico de distrofia
endotelial de Fuchs. Paciente #5: femenino de 67 afios que consultd por baja visual de
larga evolucién y se evaluaron 2 hermanas afectadas con la misma sintomatologia. En
la genealogia de dicha familia, existia el antecedente de consanguinidad (primos
hermanos) entre los padre de los individuos afectados con un sugerente patron de

herencia autosdmico recesivo. (Figura 18)
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Figura 18. Genealogia de caso familiar con DCEF. Genealogia sugestiva de un patréon de herencia
autosomico recesivo. El paciente 5 esta senalado por una flecha negra. Sujetos I1I-3, 11-6 y II-7

clinicamente afectados.

A la exploracion oftalmolégica mediante lampara de hendiduran se evidencian lineas
de fibrosis subepitelial, vascularizacion superficial perfiérica, asi como la presencia de

guttae corneales. (Figura 19) Todo lo anterior, condicionando una mala visién.

Figura 19. Imagenes clinicas de segmento anterior del paciente 5. (a,b) Ojo derecho con presencia de

fibrosis subepitelial, guttae con irregularidad en cérnea posterior. (c,d) Mismos cambios encontrados
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en ojo izquierdo.

El caso indice (l1l-3), presentaba lagrimeo, fotofobia y sensacién de cuerpo extrafio de
larga evolucion. La agudeza visual inicial era de percepcidén de movimiento de manos
en ojo derecho y de 20/800 Snellen en ojo izquierdo se sometid a trasplante corneal de
ambos ojos para rehabilitacidn visual. Los individuos IlI-6 y 11l-7 presentan cambios

corneales clinicamente incipientes en ambos ojos.

Posterior a la realizacidon de la queratoplastia penetrante en el propositus, el tejido
corneal se sometié a andlisis histopatolégico teniendo hallazgos compatibles con
distrofia endiotelial de Fuchs. Por microscopia electrénica de transmision se
evidenciaron excrescencias nodulares, compatibles con guttae corneales con ausencia

de endotelio en dicha zona, lo cual se correlaciona con DCEF. (Figura 20)

Figura 20. Imagenes de microscopia electrénica de tejido corneal del paciente 5. Imagenes de
microscopia electrénica de transmisién que muestran excrescencia nodular con un espacio amplio de

colagena posterior a la membrana de Descemet y fibronectina. (a) 20um (b) 5 um

En lo que corresponde al analisis genético, se realizé andlisis de homocigosidad en el
gue se identificaron varias regiones de homocigosidad mayores a 3 megabases.,
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especificamente en los cromosomas 4,1, 9, 11y 6. (Figura 21)

Genome-wide homozygosity in Distrofiacorneal - vs sano
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Figura 21.- Imagen del resultado del andlisis de homocigosidad en DNA del paciente 5. Las barras rojas
de mayor amplitud representan las regiones cromosémicas con homocigosidad mayor a 3 megabases.
Como se aprecia, las principales regiones de homocigosidad se encontraron en segmentos de los

cromosomas 4,1,11,9y6.

Estas regiones identificadas fueron analizadas con el programa GenDistiller, que
permite filtrar los genes presentes dentro de tales regiones y separarlos por varios
pardmetros, como por ejemplo su involucro en enfermedades corneales o su expresién
en cérnea. Sin embargo, el analisis de tales regiones no permitié identificar un gen o
genes candidatos responsables de la enfermedad.

Debido a la falta de resultados tras el analisis de homocigosidad en esta familia, se
procedio a realizar secuenciacién de exoma en el DNA de tres sujetos afectados (lI-3,11-
6 y 1I-7). Este analisis permitié la identificacion de 36 variantes en 33 genes distintos.
(Tabla 2). Sin embargo, al realizar la secuenciacién especifica para dichas variantes no
se logré confirmar segregacién de la mutacién en los afectados de la familia y por lo
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tanto se descartaron tales variantes como mutaciones causales.

Tabla 2. Variantes identificadas por secuenciacion de exoma en DNA 1I-3, II-6 y 1I-7

con DCEF

GEN VARIANTE

FGF2 Ex 1 c. 156 C>T p.S52S rs1449683
Ex 1 ¢.577+17T>C rs41333248

NUDT6 Ex 1c. 12 A>G p. PAP rs13134412
Ex 2 ¢.340T>C p. C114R rs12648093
Ex 5 c.626G>A p.R209Q rs1048201

PRDM5 Ex 15 c. 1904 A>T p.S554C

TMPRSS11A c.3 G>A p. M1l

ZFYVE19 c.112_113insGGGGC p.W38Gfsx73

HEATR7B2 c.572 G>A p.W191*

SLC22A24 c.1503T>G p.Y501 * rs11231341

NEB c.14734A>G p.N4912D

NDST4 €.728 C>T p. S243F

TAS2R7 €.640 C>T p.R214X

KRTAP9-9 €.33-34ins15 p.11-T12ins 5

FREM3 c. 3710 G>A p.R1237Q

HLADQA1 c. 592 C>A p.Q198K

GALNTL5 c.1192 C>G p.R398G

KLHDC7B €.279C>G p.D93E

RSF1 c.3043 A>T p.T10155

C70rf29 c.665 del p.A222Asf

WRNIP1 c. 1531 C>T p.R511W

CDC42EP1 C.758_778 del p.A254_P259del

KRTAP5-1 €.330_359 del p.G110_C119del




PGM5

MYO7A

KRT1

FCHSD2

NBPF10

SLC35G5

GLMN

OR1B1

CTBS

GBP7

SLC44A3

MMP12

LUM

c. 1682 G>A p.R561K

c. 61 G>A p.D21N

c.1669_1689 del p.5557_G563 del
c.451 G>T p. G151C

c.8989 A>T, A>G p.K2997X, p.K2997E
c.137 G>A p.G46D

€.144 T>G p.148M

c.44_4insT p.L25FfsX9

c.367 A>Cp.1123L

c.1402 G>A p.V468M

c.416 (-75) T>G

c.851 C>T p.284L

C.511 del G

12.5 SINDROME DE MERETOJA

Se analizé un caso familiar en 3 generaciones, cuyo caso indice de trata de una mujer

de 59 afios con 3 hermanos y 2 hijos afectados. (Figura 22)

D) « Diabetes Mellitus

[ * Blefarocalasia

| o * Cardiopatia

| + Distrofia corneal de lattice

a | * Polineuropatia

[1] * Hipoacusia

#] * Alteracion Renal
I ') » Epiepsia

* Retinosis Pigmentaria

l [x] « Keratocono
II

0

I

v

Figura 22. Genealogia en 5 generaciones, el paciente 6 se encuentra sefialado por una flecha negra. 2
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hijos del probando y 3 hermanos con afectacion corneal. Patron de herencia sugerente de ser

autosomico dominante.

El paciente #6 y 2 hermanos consultaron por historia de sensacidn de cuerpo extrafio
en superficie ocular y mala visién de larga evolucién. Asimismo, presentaban
blefarochalasis de mds de 20 afios de evolucion asociado a polineuropatia. La
exploracidon fisica y oftalmoldgica revelé la presencia de hiperpigmentacién en la
region palpebral superior e inferior de ambos ojos asi como una marcada hiperlaxitud

de piel en dicha zona en los sujetos afectados. (Figura 23)

Figura 23. Imagenes de region palpebral en sujetos afectados de la misma familia. (a) Sujeto 111-13

(probando) con marcada hiperpigmentacion peripalpebral e hiperlaxitud de piel en dicha region. (b)

Hermano de la probando (I11-14) con los mismos hallazgos.

A la exploracidn oftalmoldgica, se evidencid la presencia de lineas finas reticulares en
patrén de encaje, con distribucién centripeta. Dichas opacidades involucraban el eje
visual, causando discapacidad visual. (Figura 24) La visidon en el caso indice era de
20/800 en ambos ojos que no mejoraba con su correccién. Cabe mencionar que el

resto de la exploracién oftalmoldgica era normal.
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Figura 24. Imagenes clinicas de segmentos anterior de ambos ojos del paciente 6. (a,c) Fotografias de
ojo derecho donde se hacen evidentes lineas reticulares en patréon de encaje, a nivel estromal y

subepitelial con distribucion centripeta. (b,d) Mismos hallazgos clinicos en ojo izquierdo.

En cuanto al analisis gendmico se realizd secuenciacion del gen Gelsolina, Unico gen
conocido para esta enfermedad, sin encontrar mutacién alguna en los sujetos
clinicamente afectados. Asimismo, se secuencid el gen Transtiretina (TTR) asociado a

un tipo de amiloidosis con afeccidn hepdtica y retiniana sin encontrar mutacién alguna.

13. DISCUSION

Las distrofias corneales son un grupo heterogéneo de enfermedades hereditarias que
afectan las diferentes capas de la cdérnea y que no se asocian a procesos
inflamatorios.”" Aunque en general se transmiten hereditariamente de una manera
autosdmica dominante, existen ciertas formas que presentan herencia autosdmica
recesiva o incluso ligada al cromosoma X. En afios recientes los avances notables en el

conocimiento del genoma humano asi como el mejoramiento de las técnicas de
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secuenciacion del DNA han permitido reconocer la etiologia molecular de numerosas

273 De esta manera, el consenso actual de clasificacién toma en

distrofias corneales.
cuenta no solamente las caracteristicas clinicas de la alteracidon corneal sino también el
conocimiento o no de las bases genéticas de la enfermedad. Asi se ha podido
reconocer, por ejemplo, que diversas distrofias corneales que en el pasado se
consideraban enfermedades distintas, son realmente variantes clinicas de mutaciones
en un mismo gen, como ocurre particularmente para las distrofias asociadas al gen
TGFBI.”*”®> Por otra parte, el reconocimiento de nuevos genes asociados a la
enfermedad ha permitido un avance notable en el conocimiento de los procesos
fisioldgicos normales de la cérnea al identificar la funcién de estos genes y los
mecanismos de dafio corneal cuando se encuentran mutados. Este conocimiento ha
impactado de manera positiva en el proceso de diagndstico y tratamiento de los
pacientes ya que en la actualidad es posible realizar diagndsticos genéticos tempranos
en un gran numero de pacientes con diversas formas de distrofias corneales en las que
existe un gen responsable identificado. Las correlaciones genotipo-fenotipo en este
grupo de pacientes se han refinado de tal manera que de acuerdo al fenotipo corneal
es posible predecir el gen mutante que origina la distrofia corneal y en algunos casos,
inclusive la mutacién especifica. Por otra parte, la disponibilidad cada vez mdas amplia
de laboratorios de diagndstico molecular en instituciones de salud de tercer nivel
permite que un mayor numero de sujetos tenga acceso al diagndstico molecular
contribuyendo asi al reconocimiento de patrones mutacionales en grupos étnicos
especificos que pueden incluir efectos de mutaciones fundadoras, variabilidad en la

expresion clinica de ciertas variantes y deteccién de mutaciones nuevas.’*”®

A pesar de estos avances, existe un pequefo grupo de pacientes con distrofias
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corneales en el que el diagndstico genético definitivo se complica por la presentacion
atipica de la enfermedad. A estos casos se les denomina DCA y pueden definirse como
aquellos casos en los que un fenotipo corneal caracteristico no coincide con el
genotipo esperado; casos con un fenotipo corneal caracteristico pero con un patrén de
herencia distinto al descrito en la literatura; o casos en los que el fenotipo corneal no
corresponda a las variantes descritas en la literatura mundial y por lo tanto se

desconoce su etiologia genética.’’®°

El reconocimiento de las causas genéticas de
estas formas atipicas es de gran importancia pues podrian contribuir a la identificacion

de nuevos genes de distrofia corneal, a la caracterizacién de mecanismos de mutacién

novedosos o a la definicidn de nuevos tipos de la enfermedad.

En este trabajo se presentan los resultados de un estudio clinico y genético en
un grupo de sujetos Mexicanos con DCA y de algunos casos con distrofias corneales,
gue aunque no se consideran atipicas, son de presentacion infrecuente y no existen
reportes de su estudio en nuestro pais. El grupo incluyd un caso de distrofia corneal
unilateral de tipo lattice, un caso de distrofia corneal superficial de Thiel-Behnke, 2
casos familiares no relacionados de una forma sumamente infrecuente conocida como
distrofia gelatinosa en forma de gota, un caso familiar de una distrofia endotelial
semejante a distrofia de Fuchs y un caso familiar de distrofia corneal con fenotipo
compatible con sindrome de Meretoja. A continuacién se discuten los aspectos

sobresalientes de los resultados clinicos y genéticos en cada caso.

En el paciente con diagndstico de distrofia corneal en lattice unilateral se
identifico que la enfermedad era resultado de la mutacidn P.His626Arg en TGFBI. Esta
mutacién, que sustituye un residuo de histidina por uno de arginina en la proteina, ha

sido descrita previamente en pacientes con distrofia tipo /lattice de diversas
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poblaciones®! e incluso es la mutacién mas frecuente en pacientes Vietnamitas con
esta enfermedad.?” En dos estudios previos realizados en pacientes Mexicanos se
observd que virtualmente todos los sujetos con fenotipo lattice presentaban la

8384 Aunque se requieren mayores estudios, estos datos pueden

mutacion p.His626Arg.
indicar la presencia de un efecto fundador de esta mutacion en pacientes con distrofia
corneal de lattice de nuestro pais.®® Alternativamente, la alta frecuencia de esta
mutacién pudiera deberse a eventos mutacionales multiples e independientes. El
analisis comparativo de marcadores polimérficos ligados al gen TGFBI entre sujetos no
relacionados y que portan esta mutacién, permitira identificar el origen de la
frecuencia elevada de esta mutacidn en nuestros pacientes con esta variante de
distrofia corneal estromal. Por otra parte, es importante sefalar que esta misma
mutacion se ha identificado en sujetos con fenotipos notablemente asimétricos (mayor
afectacién en una cérnea) de la distrofia corneal, tanto en nuestra poblacién83 como

13182 Estas observaciones indican que la mutacién

en otros grupos étnicos.
p.His626Arg en TGFBI puede resultar en un fenotipo variable o asimétrico o incluso
unilateral como en el caso del paciente incluido en este trabajo. Aun cuando se
desconoce por qué esta variante patogénica se asocia a una gran variabilidad en la
expresion clinica, se ha sugerido que la coexistencia de otras variantes en TGFBI o en

88 Dada esta correlacién genotipo-

otros genes modulan el fenotipo final expresado.
fenotipo, la busqueda de la mutacidn His626Arg de TGFBI esta justificada en un

paciente en el que se observa una distrofia estromal de presentacidon asimétrica o

unilateral.

En la familia estudiada en este trabajo, existid limitacidon para el acceso a la evaluacién

clinica y genética de otros familiares posiblemente afectados, debido a su negativa a
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participar en el estudio.

En lo referente al estudio del caso con diagndéstico de Distrofia de Thiel-Benhke, el
estudio genético permitié la identificacion de la mutacion causal p.Arg555GIn en
TGFBI. Debido a las caracteristicas fenotipicas corneales, este paciente recibid
inicialmente un diagnéstico clinico de distrofia corneal de Reis-Blicklers, entidad
relacionada clinicamente y que también se origina por mutaciones heterocigotas en el
gen TGFBI.** Debido a la dificultad para el diagnéstico clinico diferencial entre ambas
entidades y a las limitaciones de obtencion del tejido corneal para realizar el
diagnodstico histopatoldgico, la identificacion de esta mutacion permitio establecer el
diagnédstico correcto de distrofia de Thiel-Behnke, enfermedad mucho menos
frecuente a nivel global y particularmente en nuestro medio. La mutacién consistio en
el reemplazo de un residuo de arginina por uno de glutamina en la posicién 555 de la
proteina TGFBI. Es importante subrayar que mutaciones en este mismo residuo pero
con el aminodcido triptéfano como reemplazo son una causa relativamente frecuente
de la distrofia corneal granular tipo 1,5”® fenotipicamente distinta a la de Thiel-
Behnke. Esto indica la importancia que tiene el aminoacido reemplazante en la
modulacidon del fenotipo final de la distrofia, lo cual se relaciona directamente con las
diferencias en el plegamiento/agregacion de la proteina mutante de acuerdo al
residuo(s) presente(s) en el sitio de la mutacién.® La distrofia corneal de Reis- Biicklers
y la de Thiel-Behnke se caracterizan por exhibir opacidades geograficas y lesiones
corneales con morfologia de “panal de abejas” en las capas anteriores de la cérnea. A
la fecha, la mayoria de los pacientes con diagndstico clinico de Reis-Biicklers han
presentado la mutacidon R124L en TGFBI mientras que aquellos clasificados como Thiel-

Behnke presentan tipicamente la mutacién p.Arg555GIn, como en el caso de nuestro
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paciente. Debido a la excelente correlacién genotipo fenotipo entre la mutacién
Arg555GIn y la distrofia de Thiel-Behnke, el consenso actual es que el estudio genético
debe ser utilizado para diferenciar ambos tipos de distrofias corneales, conocidas

anteriormente como distrofias de la membrana de Bowman.*°

Las dos familias con distrofia gelatinosa en forma de gota analizadas en este estudio
representan los primeros casos con diagndstico genético de la enfermedad en nuestro
pais. Esta anomalia es una de las distrofias corneales menos frecuentes® y tiene una
herencia de tipo autosémico recesivo, a diferencia de la herencia dominante de la
mayoria de las distrofias corneales. Por esta razdn, el analisis del arbol genealdgico de
los afectados es un elemento de gran importancia en la sospecha diagndstica de la
enfermedad y que ademas permite identificar el factor de riesgo que implica la
ocurrencia de matrimonios consanguineos o endogamicos en las familias de los

afectados.

En la primera familia con distrofia gelatinosa en forma de gota incluida en este estudio
se identificé también una mutacién nueva en TACSTD2 que correspondio a la variante
patogénica p.Leu235llefs*141. Este cambio se origind por la mutacién ¢.703_704delCT
a nivel del DNA y debido a que corresponde a una delecion de dos bases predice un
corrimiento en el marco de lectura y la introduccion de una sefial de paro 141 codones
mas adelante. Al igual que en la familia descrita anteriormente, la mutacion cumplié
con los criterios de segregacidon familiar, prediccion de efecto patogénico en la
proteina, ausencia en bases de polimorfismos benignos y patogenicidad solo en estado
homocigoto. La familia afectada es originaria de la poblacidon de Arandas, Jalisco con
un nimero de habitantes estimado de 77, 116, lo que sugiere un efecto fundador de la

mutacion y ocurrencia de matrimonios consanguineos.
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En la segunda familia estudiada, el analisis genético permitio identificar una mutacién
homocigota sin sentido (p.E111*) en TACSTDZ2. Esta mutacion introduce un coddén de
paro prematuro, tal como ocurre en virtualmente todas las mutaciones de TACSTD2
descritas en sujetos con la enfermedad.”® La mutacién p.E111* corresponde a una
mutacion nueva (no descrita con anterioridad en la enfermedad) y cumple con los
criterios para ser considerada patogénica en esta familia, incluyendo segregacion
familiar, ausencia en bases de datos de polimorfismos, prediccion de efecto severo en
la proteina y causalidad de enfermedad solo en estado homocigoto. Es importante
sefialar que en la actualidad se han descrito menos de 30 mutaciones patogénicas en
este gen, por lo que nuestro estudio permite ampliar el espectro mutacional de
TASCTD2 en la enfermedad. A nuestro conocimiento, no existen publicaciones de
mutaciones de TACSTD2 en pacientes de Latinoamérica. Un aspecto de importancia
gue debe mencionarse es que la identificaciéon de la mutacion causal permite realizar
estudios diagndsticos a edades tempranas y establecer si los familiares desarrollaran la
enfermedad o no de acuerdo al estado de cigosidad de la mutacion. De manera similar,
la deteccion de la mutacidn abre la posibilidad de llevar a cabo estudios poblacionales
para determinar la tasa de portadores e inclusive permite ofrecer asesoramiento
premarital para establecer si una pareja es portadora y por lo tanto tiene riesgo de
procrear hijos con la enfermedad. En particular, esta familia afectada es originaria de
la poblacion de San Antonino Monteverde, Oaxaca con un numero estimado de 6,650
habitantes. En poblaciones pequefias como ésta, la posibilidad de que exista una
elevada tasa de portadores por un efecto de mutacion fundadora, y por tanto

aparicion de nuevos casos, es considerablemente elevada.”

A pesar que en algunos miembros de estas familias se realizd un tratamiento
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quirurgico, es importante sefialar que la recurrencia de esta enfermedad posterior al
trasplante de cdrnea es hasta del 97% en los primeros 4 afios.”* Controversialmente, se
ha reportado que el trasplante de superficie ocular y el implante de queratoprotesis

son tratamientos de primera linea para rehabilitacién visual en estos pacientes.

El caso familiar con fenotipo compatible con Distrofia Corneal Endotelial de Fuchs
(DCEF) presenté un patréon de transmision compatible con herencia autosémica
recesiva. La DCEF es una enfermedad que en la mayoria de los casos se presenta de
manera esporadica (no hereditaria) y si bien se han descrito algunas formas familiares,
el patrén de herencia en tales casos es invariablemente autosémico dominante.”>% A
la fecha, se conocen al menos 5 genes cuyas mutaciones resultan en formas

dominantes de DCEF.%"*®

El hecho de que en esta familia la alteracidn se transmitiera
de manera recesiva implico su clasificacion como un caso de distrofia corneal atipica,
ya que en la literatura no existen reportes de este tipo de transmision hereditaria en
casos familiares con la enfermedad. En esta familia, debido al tipo de herencia y al
antecedente de consanguinidad entre los padres de los afectados se establecio
inicialmente un abordaje de mapeo de homocigosidad para tratar de identificar el gen
responsable de la enfermedad.”®*% Esta técnica consiste en genotipificar marcadores
polimdrficos (SNPs) distribuidos en todo el genoma de sujetos afectados e identificar
regiones de mas de 3 Mb en las cuales tales marcadores sean homocigotos. El
fundamento es que en tales regiones puede encontrarse incluido el locus de un gen
gue porte mutaciones en estado homocigoto y que sea responsable del

padecimiento.’™

El estudio de homocigosidad en DNA de afectados de esta familia
demostrd regiones de homocigosidad en los cromosomas, 4, 1, 9 11 y 6, entre otras.

Sin embargo, el analisis de los genes contenidos dentro de tales regiones no permitio
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identificar un gen candidato. Importantemente, ninguno de los genes descritos para
formas dominantes de DCEF maped dentro de las regiones identificadas. Este
resultado puede tener varias explicaciones entre las que se destacaria la probable
ocurrencia de heterocigosidad compuesta (dos mutaciones heterocigotas distintas en
el mismo gen) que puede presentarse aun con el antecedente de consanguinidad de la

192 por esta razén, se decidid realizar secuenciacion de DNA de siguiente

familia.
generaciéon (secuenciacion de exoma completo) en muestras de 3 afectados y
comparar las variantes homocigotas o en heterocigosidad compuesta que compartian
los enfermos. De manera inesperada, los cambios compartidos en los afectados no
cumplieron con el criterio de segregacion ya que se presentaron también en estado
homocigoto en la madre y/o en alguno de los hermanos sin la enfermedad. De este
modo, no se logrd identificar una variante que pudiera ser adscrita irrefutablemente
como causal de la enfermedad y la familia permanece sin diagndstico genético. Una
posibilidad para explicar este resultado es que la mutacién causal resida en regiones
no exdnicas (que son regiones no analizadas durante la secuenciacion de exoma) como
pueden ser las regiones promotoras o intrénicas profundas. Aunque poco reconocido
hasta hace algunos afos, la disponibilidad de estudios de secuenciacion de genoma
completo ha demostrado que el mecanismo de produccién de enfermedades por

103,104
De

mutaciones en regiones no codificantes es mas frecuente de lo anticipado.
hecho, recientemente se identificd que un tipo de distrofia corneal cuya causa
genética habia permanecido elusiva por mas de 25 afios se debe a mutaciones en una
region promotora localizada varias megabases rio arriba del gen oOVOL2.'”
Considerando lo anterior, nuestro grupo de estudio iniciara una linea de investigacion

de analisis de genoma completo en esta familia para evaluar la posibilidad de que esta

forma recesiva y aparentemente novedosa de DCEF se deba a mutaciones en alguna

59



region promotora.

Finalmente, en el caso familiar compatible con diagnodstico clinico de Sindrome
Meretoja, se realizo el analisis molecular de Gelsolina, unico gen causal conocido para

d.’*®'% Este gen fue secuenciado en su totalidad sin logar la

la enfermeda
identificacidon la de la mutacién responsable. Una explicacién a estos resultados,
aungue poco probable, es que la mutacién en Gelsolina en esta familia se localice en
regiones no codificantes, lo cual no ha ocurrido en ningun paciente con sindrome de
Meretoja descrito en la literatura. En un afectado de esta familia se analizé ademas el
gen de Transtiretina, cuyas mutaciones originan una forma de amiloidosis familiar
autosdmica dominante que puede cursar con afectacion ocular por deposicion de

108109 £ estudio también fue negativo para variantes patogénicas en

amiloide en ojo.
este gen. De este modo, en esta familia no se concretd un diagndstico genético y seran

necesarios estudios de secuenciacion de siguiente generacidn para intentar identificar

la mutacién responsable.

14. CONCLUSIONES

Nuestro estudio permitid la identificacidon de las bases moleculares de dos formas de
distrofia corneal atipica debida a mutaciones en el gen TGFBI/ y permitié ademas la
descripcidn por primera vez de las caracteristicas moleculares de la distrofia gelatinosa
en forma de gota en pacientes de nuestro pais. Por otra parte, aunque no se logrd la
identificacion de la causa molecular de dos casos familiares de distrofias corneales
atipicas, los avances realizados en la presente investigacién en el estudio de estas
genealogias facilitaran analisis genéticos futuros en ambos casos. Los resultados en

estas dos familias, aunque preliminares, fortalecen la posibilidad de que se trate de
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enfermedades novedosas, causadas por genes no asociados aun a enfermedades

humanas o bien que resulten de mecanismos genéticos poco usuales.

15. APENDICES
Apéndice 1
CONSENTIMIENTO INFORMADO

PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION MEDICA*

Titulo del protocolo: Analisis gendmico en pacientes con distrofias corneales atipicas.

Investigador principal: Jesus Cabral Macias

Lugar donde se realizard el estudio: Instituto de oftalmologia “Fundacién Conde de

Valenciana” |.A.P.

Nombre del paciente:

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacién médica. Antes de
decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados. Este
proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad de preguntar

sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le pedira que firme

esta forma de consentimiento, del cual se le entregara una copia firmada y fechada.

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.
2. Este estudio permitirda conocer la causa de su enfermedad ocular, con lo cual se realiza el

diagnéstico definitivo de la enfermedad y permite en un futuro su prevencion y/o tratamiento.
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2. OBJETIVO DEL ESTUDIO

A usted se le esta invitando a participar en un estudio de investigacién que tiene como objetivo realizar

el diagndstico molecular definitivo de su padecimiento ocular.

3. PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO
En caso de aceptar participar en el estudio se le realizaran algunas preguntas sobre usted, sus habitos,
antecedentes médicos y se realiza la toma de 4 ml de sangre periférica mediante puncién venosa para

posterior obtencidon de ADN gendmico y secuenciacidon genémica.

4. MOLESTIAS O RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO
Debido a la puncién venosa pueden presentarse efectos secundarios asociados como hemorragia,

dolor, hematomas y hasta infeccién que puede conducir en raros casos a la muerte.

En caso de que usted desarrolle algun efecto adverso secundario o requiera otro tipo de atencién

favor de comunicarse con el investigador principal Dr. Jesus Cabral Macias.

5. BENEFICIOS QUE PUEDE OBTENER DEL ESTUDIIO
Con este estudio conocerd de manera acertada el diagnostico de su enfermedad, ademas si se
encuentra un cambio genético que explique sus sintomas, se le hara saber mediante un asesoramiento

genético.

Este estudio permitird que en un futuro otros pacientes puedan beneficiarse del conocimiento

obtenido mediante prevencién y/o tratamiento con terapia génica.

6.- ACLARACIONES:

1. Sudecisidon de participar en el estudio es completamente voluntaria

e En el proceso del estudio usted podrd solicitar informacién sobre cualquier pregunta y/o

aclaracion de cualquier duda acerca de los procedimientos riesgos y beneficios. Si requiere
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ampliar informacidn sobre su participacién en el estudio puede comunicarse al Comité de Etica

en Investigacion, al teléfono 54421700 ext. 3212 con la Lic. Edith Romero Chavez

e Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee, aun cuando el
investigador responsable no se lo solicite, pudiendo manifestar o no, las razones de su
decision, la cual serd respetada en su integridad. Sin que esto cree perjuicios para continuar su

cuidado y tratamiento.

e La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada paciente,

serd mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de investigadores.

e Elinvestigador tiene la obligacién de proporcionarle informacidn actualizada sobre los avances

del estudio.

e En caso de que usted desarrolle algun efecto adverso secundario no previsto, tiene derecho a

una indemnizacidn, siempre que estos efectos sean consecuencia de su participacién en el

estudio.

¢ No recibirad pago por su participacién

¢ No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la invitacion a

participar en este estudio.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacién, puede, si asi lo desea,

firmar la

Carta de Consentimiento Informado que forma parte de este documento.

7. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
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Yo, he leido y comprendido la informacion 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.

Firma del participante o del padre o tutor

Fecha

No. Teléfono

Testigo 1
Nombre
Parentesco
Fecha

Domicilio

No. Telefdnico:

Testigo 2
Nombre
Parentesco
Fecha

Domicilio

No. Telefdnico:

Esta parte debe ser completada por el Investigador (o 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 investigacidon con seres humanos y me apego a
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ella.

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

Firma del investigador
No. Telefénico

Fecha

* Este Consentimiento Informado ha sido aprobado por unanimidad en el Comité de Etica en
Investigacion de nuestro Instituto, con fundamento en los Articulos 20, 21, 22 del Reglamento de la

Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud.
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