|\
os VU

D )
kc}%ﬁ&&

TN

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS
MEDICAS Y ODONTOLOGICAS Y DE LA SALUD
FACULTAD DE MEDICINA

CARACTERIZACION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL RETINIANA
DE RETINOSIS PIGMENTARIA LIGADA A X CAUSADA POR
VARIANTES PATOGENICAS EN RPGR-ORF15
TESIS QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE
MAESTRO EN CIENCIAS MEDICAS
PRESENTA
RODRIGO MATSUI SERRANO
TUTOR:

JUAN CARLOS ZENTENO RUIZ
INSTITUTO DE OFTALMOLOGIA "FUNDACION CONDE DE

VALENCIANA" [LA.P.

CIUDAD DE MEXICO, ENERO DE 2022



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



INDICE GENERAL

Presentacion

Resumen Estructurado

1.- Introduccion

2.- Protocolo de Investigacion

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6

Pregunta de investigacion
Justificacion

Hipotesis

Objetivos Generales
Objetivos Especificos
Disefo del Estudio

3.- Materiales y métodos

3.1 Poblacién

3.2 Lugar de estudio

3.3 Duracion del estudio
3.4 Criterios de Seleccidén

4.- Analisis Estadistico

4.1 Variables del estudio

5.- Resultados

6.- Conclusiones

7.- Bibliografia.



PRESENTACION
a. Titulo
Caracterizacion Estructural y Funcional de Retinosis Pigmentaria ligada a

X asociada a Mutaciones en RPGR-ORF15

b. Investigador Responsable, investigadores asociados o

participantes y departamentos y/o instituciones participantes.

Investigador Responsable: Dr. Rodrigo Matsui Serrano
Tutor de Tesis: Dr. Juan Carlos Zenteno Ruiz
Departamentos participantes: Departamento de Retina y Departamento de

Genética del Instituto de Oftalmologia Fundacién Conde de Valenciana.

c. Fecha de inicio y de finalizacién de la investigacién
Inicio: 2016

Finalizacion: 2021



1.- INTRODUCCION

1.1 Anatomiay funcion celular de laretina

La retina es una estructura delicada compuesta por células bien
diferenciadas cuya funcion primordial es la fototransduccién y transmision de
sefiales eléctricas del globo ocular hacia el sistema nervioso central.! La
fototransduccion es el proceso por el cual la energia luminosa en forma de
fotones es convertida en energia eléctrica para de esta forma ser transmitida
hacia la corteza occipital originando la percepcién del estimulo. !

Las células encargadas de llevar a cabo el proceso de fototransduccién
son los fotorreceptores de la retina, conos y bastones, los cuales se encuentran
distribuidos en diferentes concentraciones a través de todo el tejido. 2
La retina central a nivel de la foveola estd compuesta Unicamente por una alta
concentracion de conos los cuales se encargan de determinar la agudeza visual
central y la discriminacion de colores. Los bastones de la retina comienzan a ser
detectables a partir de 0.125 milimetros del centro foveolar y su concentracion
aumenta a mayor excentricidad. Existe una regién conocida como el "hot spot"
de bastones localizado a 3.6 milimetros superiores al centro foveolar. Este punto
representa la mayor concentracién de bastones en la retina. ? La funcién principal
de los bastones es brindar sensibilidad ante condiciones de baja luminosidad
(condiciones escotdpicas). ! Existe una division anatdomica de las regiones
retinianas centrales y periféricas de acuerdo al grado de excentricidad del centro
foveolar. El polo posterior se considera a la region comprendida entre las
arcadas vasculares temporales. La periferia media es la region entre las arcadas
vasculares y los 60 grados de excentricidad. La periferia extrema es la region

retiniana que se encuentra mas alla de los 60 grados. ®



1.2 Enfermedades Heredodegenerativas de la Retina

Las enfermedades heredodegenerativas de la retina (EHDs) son un
grupo de enfermedades hereditarias caracterizadas por una degeneracién
progresiva de la retina neurosensorial que afectan de forma primaria a los
fotorreceptores conos y bastones y al epitelio pigmentado de la retina. La
afectacion de los fotorreceptores origina pérdida de visién y en etapas
avanzadas pueden llegar a la ceguera. Existen mas de 300 genes descritos

como la causa genética de este grupo de enfermedades. *

1.3 Retinosis Pigmentaria

Retinosis Pigmentaria es el término general para definir las enfermedades
hereditarias de la retina caracterizadas por la degeneracién celular progresiva
de bastones y conos en la retina. 4

La prevalencia de Retinosis Pigmentaria a nivel global es de 1 en cada
4000 habitantes.® Esta enfermedad puede ser transmitida con un patrén
autosémico dominante (entre el 30-40% de los casos), autdsomico recesivo
(entre el 50-60% de los casos) y ligada al cromosoma X (entre el 5-15% de los
casos).® El descubrimiento en el afio 1990 de una mutacién en el gen de
rodopsina en una familia con retinosis pigmentaria autosomica dominante
representd el primer diagndstico molecular en pacientes con enfermedades
heredodegenerativas de la retina®. La evolucion en las técnicas de diagnoéstico
molecular ha permitido una mejoria significativa en la deteccion de las
mutaciones causales en pacientes con enfermedades heredogenerativas de la
retina; en algunos reportes alcanzando hasta el 80% de éxito en poblaciones

especificas .



1.4 Evaluacion clinica en pacientes con enfermedades
heredodegenerativas de la retina
1.4.1. Evaluacion funcional de los fotorreceptores: El
electrorretinograma global permite evaluar la funcién de los fotorreceptores
periféricos de la retina 8. El estudio consiste en estimular con flashes de luz de
diferente intensidad y el registro eléctrico de los fotorreceptores y células de la
retina interna se obtiene por medio de un electrodo de contacto.? La evaluacion
funcional de los conos y bastones periféricos por medio del electrorretinograma
global ha sido utilizada para diagnéstico, clasificaciébn y como parametro de
seguimiento en pacientes con enfermedades heredodegenerativas de la retina.
La campimetria cinética de Goldman es una prueba psicofisica que se
realiza con estimulos de luz blanca de diferente tamafio e intensidad abarcando
todo el campo visual del paciente. El resultado permite obtener informacion
acerca de la funcién de los conos centrales y periféricos de la retina en todo el
campo visual de los sujetos evaluados. °
La campimetria estatica cromatica es un prueba psicofisica que permite
determinar la funcién topografica de fotorreceptores en la retina. El fundamento
de esta prueba es con base a la sensibilidad espectral escotdpica y fotdpica de
de los fotorreceptores. La utilidad de esta prueba en determinar la funcion
topogréfica de los fotorreceptores aun en etapas avanzadas de la enfermedad
ha sido reportado en la literatura. *°
1.4.2 Evaluacién estructural de los fotorreceptores: La tomografia
de coherencia éptica (TCO) representa una herramienta util para el estudio de
enfermedades vitreorretinianas. Las imagenes transversales que se obtienen

permite el analisis de la histologia de la retina sin necesidad de realizar biopsia



de tejido.'* El andlisis estructural de la retina ha permitido establecer el
diagndstico, seguimiento de la progresion de la enfermedad e incluso ha sido
utilizado como una variable determinante para decidir los sitios de tratamiento

con base en terapia de reemplazo génico. *?

El estudio de Autofluorescencia (AF) permite evaluar la integridad
estructural del epitelio pigmentado de la retina. La AF se define como la
fluorescencia intrinseca que emite una sustancia tras ser estimulada por una
energia excitadora externa. El uso clinico retiniano del estudio de AF se basa en
la capacidad de fluorescencia de la lipofuscina que se acumula en las regiones

maculares y extramaculares. 13

1.5 Retinosis Pigmentaria ligada al cromosoma X asociada a

mutacion en RPGR

Dentro de los casos de retinosis pigmentaria con herencia ligada al
cromosoma X, la mayoria corresponden a mutaciones en el gen regulador de
GTPasa de retinosis pigmentaria (RPGR, por sus siglas en inglés). La mayor
expresion de este gen se encuentra a nivel del cilio conector en conos y
bastones. La funcion de RPGR est4 relacionada con el transporte de proteinas
entre el segmento interno y externo de los fotorreceptores.'* Mutaciones en el
gen RPGR se han encontrado en mas del 70% de los pacientes con retinosis
pigmentaria ligada a X,** y el mayor nimero de mutaciones se localiza en la
region ORF15 de este gen.'®

Existe un rango de variabilidad fenotipica descrito en retinosis pigmentaria

causadas por mutaciones en RPGR-ORF15. Usualmente los pacientes



presentan nictalopia y alteraciones en el campo visual periférico entre la primera
y segunda década de la vida asociados a preservacion de agudeza visual.'> 16

La evaluacién funcional global de la retina por medio del
electrorretinograma usualmente es anormal y generalmente no existe respuesta
de conos y bastones detectable en etapas tempranas de la enfermedad.!’ La
evolucion del dafio funcional de la retina ha sido descrita como rapidamente
progresiva en comparacion con otras formas de retinosis pigmentaria.'®

El analisis funcional por medio de campimetria cromatica estatica ha
mostrado que existe una disminucion en la sensibilidad retiniana para la visién
mediada por conos y bastones en la retina central y periférica.'® Un hallazgo
importante ha sido la preservacion de sensibilidad retiniana a nivel de la periferia
extrema incluso en etapas avanzadas de la enfermedad.!” El andlisis
histopatolégico post-mortem de la retina periférica en pacientes con retinosis
pigmentaria asociada a RPGRORFIS ha confirmado la presencia de
fotorreceptores a nivel de la periferia extrema.'®1° Este hallazgo histopatol6gico
ha permitido correlacionar estructural y funcionalmente la retina periférica
extrema en este grupo de pacientes.'” El mecanismo de preservacion de esta
area periférica se desconoce, sin embargo, teorias relacionadas con menor
exposicién a la luz o la mayor expresion de factores neurotréficos en los
fotorreceptores en esta area han sido propuestas.??

El estudio estructural de la retina central en pacientes con retinosis
pigmentaria asociada a mutaciones en RPGR ha mostrado el fendbmeno de
remodelacion retiniana %2. Este fendmeno consiste en el engrosamiento de la
retina interna asociada a la degeneracion de fotorreceptores. EI mecanismo

fisiopatologico propuesto para el fendbmeno de remodelacion esta relacionado



con una respuesta neuroglial anormal en las células de Mdller 22, Esta zona de
remodelacion se encuentra en la zona de transicion entre la retina normal y la
retina con degeneracién de fotorreceptores. La identificacion de la zona de
transicion en las enfermedades heredodegenerativas de la retina tiene
importancia para la planeacién de los sitios estratégicos para tratamiento con

base en terapia génica de reemplazo.?®

2.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se desconoce la expresion fenotipica funcional y estructural de la retina
en pacientes mexicanos con retinosis pigmentaria ligada a X asociada a
mutaciones del gen RPGR®RF!5 Se desconoce la prevalencia de variantes

patogénicas en el gen RPGRORFIS en poblacién mexicana.

3.- PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢, Cudl es el grado de afectacion funcional y estructural retiniana en pacientes

con Retinosis Pigmentaria ligada a X asociada a RPGRORFL5

4.- JUSTIFICACION

El empleo de técnicas de diagndstico clinico avanzado que permiten
evaluar la funcidon y estructura retiniana permiten entender la expresion
fenotipica en pacientes con Retinosis Pigmentaria ligada a X asociada a
mutaciones en el gen RPGRORFIS, | a informacién derivada de este estudio
permitira entender la expresion fenotipica de esta enfermedad y esto permitira
avanzar en el entendimiento y planeacion de estrategias dirigidas a detener la

progresion de la enfermedad.



5.- OBJETIVO GENERAL
Caracterizar funcional y estructuralmente la retina neurosensorial en
pacientes con diagnostico de retinosis pigmentaria ligada a X asociada a la

mutacion en RPGRORF15,

6.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Evaluar la presencia de capa nuclear externa en las regiones retinianas
centrales por medio de tomografia de coherencia Optica en sujetos con retinosis
pigmentaria ligada a X asociada a mutaciones en RPGR®RF15 y comparado con
sujetos normales.

b) Determinar la excentricidad de la zona de transicién entre la degeneracion
retiniana y la retina con preservacion estructural de fotorreceptores por medio de
la cuantificacion de linea elipsoide.

c) Determinar el grado de afectacion de epitelio pigmentado retiniano por medio
de Autofluorescencia de onda corta.

c) Determinar el grado de engrosamiento retiniano parafoveal a 2 mm extrafoveal
en el meridiano horizontal de las capas internas de la retina por medio de
tomografia de coherencia 6ptica de dominio espectral.

d) Determinar el grado de funcién de conos y bastones periféricos por medio de
electrorretinograma global siguiendo las normas que estable la Sociedad
Internacional de Electrofosiologia Visual.

e) Determinar la funcion retiniana topogréafica de conos y bastones por medio de

campimetria cromética y campimetria visual de Goldman.
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7.- MATERIAL Y METODOS
DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio descriptivo, transversal y observacional.

POBLACION DE ESTUDIO
Sujetos con Retinosis Pigmentaria debida a mutaciones en RPGRORF15
evaluados en el Instituto de Oftalmologia Fundacién Conde de Valenciana entre

Noviembre del 2016 y Noviembre del 2019

Criterios de inclusién
1) Sujetos masculinos con diagnadstico clinico de Retinosis Pigmentaria ligada a
X.

2) Diagn6stico molecular confirmado con mutaciones en el gen RPGRORF15,

Criterios de exclusién

1) Sujetos con alteraciones en el segmento anterior que impidan la visualizacion
retiniana.

2) Sujetos con antecedente de enfermedades inflamatorias del segmento
anterior o posterior o patologia que puedan originar un dafio estructural adicional
a la retina central y/o periférica.

3) Sujetos con antecedente de cualquier cirugia vitreorretiniana.

Criterios de eliminacion

1) Sujetos que decidan retirar el consentimiento informado del estudio.

2) Sujetos en los cuales no se logré captar imagenes de TCO.

11



Tamafio de la muestra

Se llevé a cabo un método de muestreo por conveniencia debido a la baja
prevalencia de esta enfermedad en la poblacién general. Se incluyeron pacientes
evaluados en el Instituto de Oftalmologia Fundacién Conde de Valenciana y que

ya contaban con diagndstico molecular confirmado.

Variables del estudio

1.- Edad: Se midi6 en afios cumplidos al momento de realizar la evaluacion.

2.- Sexo: Masculino/Femenino.

3.- Refraccion: Se midi6é en base al equivalente esférico calculado en base al
componente esférico y cilindrico en base a refraccion automatizada.

4.- Agudeza visual: se midié con cartilla ETDRS en ambos ojos sin dilatacion
pupilar.

5.- Grosor de la capa nuclear externa (CNE): Se medié manualmente en base a
la imagen hiporrefléctica comprendida entre la membrana limitante externa y la
capa plexiforme externa de la retina.

6.- Linea elipsoide: Se determind la presencia o ausencia de esta linea
hiperrefléctica y el grado de excentricidad con respecto al centro foveal en los
ejes horizontales y verticales.

7.- Amplitud eléctrica de respuesta de bastones: Se midié la amplitud de la onda
B en el electrorretinograma global en fase escotdpica para determinar si existe

funcion de bastones periféricos.
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8.- Amplitud eléctrica de respuesta de conos: Se midié la amplitud eléctrica por

medio de la respuesta flicker con electrorretinograma global en fase fotdpica para

determinar el grado de funcién en la respuesta de conos.

9.- Sensibilidad retiniana de bastones: Se determiné la sensibilidad topogréfica

de bastones por medio de campimetria cromatica con estimulo luminoso V,

longitud de onda de 500 nm, duracién 200ms.

10.- Sensibilidad retiniana de conos: Se determiné la sensibilidad topogréfica de

bastones por medio de campimetria cromatica con estimulo luminoso V, longitud

de onda de 550 nm, duraciéon 200ms.

Variable Clasificacion Tipo Unidad de
Medicion

Edad

Sexo

Refraccion
AVMC

Capa nuclear
externa

Grosor Retina
Interna

Linea elipsoide
Campo Visual

Amplitud
eléctrica de
bastones

Amplitud
eléctrica de
conos

Sensibilidad
Retiniana de
bastones

Cuantitativa

Cualitativa

Cuantitativa
Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa
Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Discreta

Nominal

Discreta
Continua

Continua

Continua

Continua
Continua

Continua

Continua

Discreta

Anos cumplidos Interrogatorio

Masculino /
Femenino

Dioptrias
logMAR

Micras

Micras

Micras
Grados

Milivolts

Milivolts

Decibeles

Interrogatorio

Refraccion
logMAR
OCT

OCT

OCT
Goldmann

Electrorretinograma
Global

Electrorretinograma
Global

Campimetria
cromadtica
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Sensibilidad Cuantitativa Discreta Decibeles Campimetria
Retiniana de cromatica
conos

Reclutamiento de los participantes

Se invitd a participar a los pacientes del departamento de retina que
cumplieron con los criterios de inclusion previamente descritos. Los pacientes
gue aceptaron ser incluidos autorizaron de forma oral y escrita el consentimiento

informado del estudio.

Evaluacion clinica de sujetos con RP asociada a RPGRORF15
Se realiz6 historia clinica completa incluyendo antecedentes personales
no patolégicos y patoldgicos, alergias, medicamentos utilizados, terapia

vitaminica y arbol genealogico detallado.

Evaluacion oftalmolégica de sujetos con RP asociada a RPGRORF15

Se determiné la agudeza visual mejor corregida (AVMC) medida con
cartilla ETDRS en cada paciente. Se determind refraccion y anormalidades en
parpados y anexos. Se realizd biomicroscopia con lampara de hendidura del
segmento anterior para determinar las caracteristicas de la conjuntiva, cérnea,
camara anterior, iris, reflejos pupilares y estado del cristalino. Se determiné la
presion intraocular con tondémetro de Goldmann. La evaluacion clinica del
segmento posterior se llevo a cabo por medio de oftalmoscopia indirecta para
determinar anormalidades en el nervio Optico, vasos sanguineos, retina central

y periférica.
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Fotografia Clinica de Campo Amplio

Después de dilatacion pupilar completa y utilizando imagenologia con
laser confocal de campo ultra amplio (Optos California, USA) se tomaron
imagenes de fondo de ojo abarcando 200° de visualizacion para documentar los

cambios clinicos ecuatoriales y periféricos.

Evaluacion estructural de la retina central y periférica

Después de dilataciébn pupilar completa y utilizando tomografia de
coherencia Optica de dominio espectral, se capturaron cortes tomograficos en el
eje horizontal y vertical. El tiempo real automatico (ART) se establecié en 21
imagenes y se ajustd el foco de enfoque desde O hasta +18 dioptrias hasta
obtener una imagen clara de la retina. Se midi6 un corte vertical y horizontal
central de 9mm cruzando la févea para medir las variables estructurales. La
evaluacion transversal de la retina central se complementd con imagenes
infrarrojas de fondo de ojo. Se documentaron los cambios del epitelio
pigmentado de la retina por medio de autofluorescencia de onda corta (488 nm)
y sensibilidad de 82 con lente de 55 grados (Spectrallis, Heidelberg, Germany)
de la regiébn macular y extramacular y de region ecuatorial y periférica por medio
de imagenes de campo ultraamplio (Optos California, USA) en todos los

pacientes evaluados.
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Evaluacion funcional de la retina

Después de dilatacidon pupilar y tras adaptacién a la obscuridad después
de 40 minutos, se realizé un electrorretinograma global siguiendo los estimulos
establecidos por la Sociedad Internacional para la Vision Clinica
Electrofisioldgica (ISCEV, por sus siglas en inglés).®2 Se obtuvieron registros
escotépicos y fotopicos y se determiné la funcibn de conos y bastones
periféricos.

Se realiz6 campimetria visual de Goldman utilizando los estimulos V4e y
|4e para determinar la funcién de conos en todo el campo visual.

Se realiz6 campimetria bajo adaptacién a la luz y a la obscuridad. Se
utilizaron estimulos con longitud de onda de 500nm (azul-verde), tamafio V,
duracion 200ms, ante condiciones escotdpicas para obtener la sensibilidad de
bastones y con previa adaptacion a la obscuridad por al menos 40 minutos. Se
utilizaron estimulos con longitud de onda de 600 nm (luz naranja), tamafio V,
duracion 200ms, ante condiciones fotOpicas para obtener la mayor sensibilidad
de conos de la retina. Se estimularon 72 puntos con 15° de separacion entre
cada uno abarcando todo el campo visual en condiciones escotopicas y

fotopicas.

Andlisis estadistico

Se realiz6 estadistica descriptiva de las variables cuantitativas incluidas en el

estudio.
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8.- RESULTADOS
Paciente #1

Masculino 17 afios que comienza con nictalopia a los 4 afios de edad. A
los 8 afios se presenta disminucion de la agudeza visual en ambos 0jos.
Antecedentes personales patolégicos negados. Niega el uso de medicamentos
y/o suplementos vitaminicos.

A la exploracién oftalmoldgica con lampara de hendidura se midié una
agudeza visual en ojo derecho de 20/60 que mejora a 20/30 con refraccion de -
2.50/ esférico. En ojo izquierdo se midi6é una agudeza visual de 20/60 que mejora
a 20/30 con refraccion de -2.50 / esférico.

La prueba de Farnsworth no reveld ninguna alteracién en la vision de
colores.

La exploracién con lampara de hendidura del segmento anterior se
encontré sin alteraciones.

A la exploracion bajo dilataciéon pupilar del fondo de ojo derecho se
encontré retina aplicada, papila naranja, emergencia central de vasos, cambios
pigmentarios a nivel macular y area de hiperpigmentacion de 3 diametros de
disco (DD) sobre la arcada temporal superior. Areas de hiper e hipopigmentacion
puntiformes a nivel ecuatorial y periférica. El fondo de ojo izquierdo se encontrd
retina aplicada, papila naranja, emergencia central de vasos con areas
puntiformes de hipo e hiperpigmentacion a nivel ecuatorial y periférico (FIGURA
1).

Las imagenes de autofluorescencia de campo ultraamplio mostraron en
ojo derecho &reas de hipoautofluorescencia en region ecuatorial y periférica con

un area sobre la arcada temporal superior que se extiende hacia la region

17



superior de hipoautofluorescencia. En el ojo izquierdo se encontraron areas
puntiformes de hipoautofluorescencia en region ecuatorial y periférica (FIGURA

1).

Figura 1.- Fotografia clinica y autofluorescencia de campo amplio de
ambos ojos del paciente #1. Se observa area de pigmentacién en ojo derecho
sobre arcada temporal superior la cual se dirige hacia el sector periférico superior
(flecha amarilla). En la imagen de autofluorescencia se aprecia la lesion
pigmentada como un area hipoautofluorescente (flecha roja). En ambos ojos se
aprecian areas de hipo e hiperpigmentacion con areas de hipoautofluorescencia
puntiformes.
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La tomografia de coherencia Optica de dominio espectral (DE-TCO) de
retina con cortes centrados a nivel foveal mostraron una nula preservacion de
linea elipsoide en el ojo derecho y preservacion de linea elipsoide a 1047 micras
de excentricidad en el plano horizontal y 1288 micras de excentricidad en el plano
vertical a la févea. El grosor de capa nuclear externa a nivel foveal se midié en

ojo derecho de 0 micras y ojo izquierdo de 112 micras (FIGURA 2).

1200 m I@U pm

Figura 2.- Tomografia de coherencia 6ptica de dominio espectral de ojo
derecho y ojo izquierdo del paciente #1 con corte horizontal centrado a nivel
foveolar. En ojo derecho se observa un adelgazamiento total de la retina
neurosensorial que involucra el centro foveolar (linea amarilla). En ojo izquierdo
se aprecia una disminucion en el grosor de la capa nuclear externa parafoveal
con preservacion central de la linea elipsoide (linea roja).
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Las imagenes de autofluorescencia de onda corta maculares mostraron
una zona anular de hiperautofluorescencia de 1342 micras de diametro en el ojo

derecho y 3142 micras de diametro en el ojo izquierdo (Figura 3).

30)

Figura 3.- Autofluorescencia de onda corta (488nm) de ambos ojos en el
paciente #1 muestra un anillo de hiperautofluorescencia en regiébn macular en
ambos ojos (linea amarilla y roja). Se aprecian imagenes de
hipoautofluorescencia por fuera de las arcadas vasculares

La evaluacion funcional de la retina por medio de electrorretinograma
gobal mostr6 una respuesta abolida para el sistema de bastones y conos

periféricos (Figura 4).
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Figura 4.- Respuesta Escotopica (DA 0.01) y Flicker medidas con
electrorretinograma global de ojo derecho del paciente #1 siguiendo los
parametros de la ISCEV. Existe una respuesta totalmente abolida para el
sistema de bastones y conos de la retina.

La evaluacion funcional de los conos de retina por medio de campimetria
de Goldman mostro la presencia de una isla de vision central con estimulo l4e

de 10° de extension y un campo visual completo con estimulo V4e en el ojo

izquierdo (Figura 5).

Figura 5.- Campimetria cinética de Goldmann de ojo izquierdo del
paciente #1 con estimulos 14e (izquierda) y estimulo V4e (derecha) donde se
aprecia una isla de vision central en ojo izquierdo y campo visual completo con
estimulo V4e.
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La evaluacion funcional topogréfica de

los bastones por medio

campimetria cromatica mostré una respuesta disminuida generalizada con un

déficit promedio global de 52.2dB (p<0.05) con una varianza de déficit de 13dB

(p<0.05) y mayor preservacion de funcién hacia los 30° centrales del campo

visual. No se encontraron islas de preservacion funcional periféricas (Figura 6).

La evaluacion funcional topografica de los conos por medio campimetria

croméatica mostré una respuesta disminuida generalizada con un déficit promedio

global de 18.6dB (p<0.05) con una varianza de déficit de 8dB (p<0.05). No se

encontraron islas de preservacion funcional periféricas (Figura 6).
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Sensibilidad Fotépica
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Figura 6.- Campimetria cromatica escotopica (izquierda) y fotépica (derecha) en
el paciente #1. Se aprecia una pérdida de sensibilidad retiniana para el sistema
de bastones y conos en sector ecuatorial y periférico con preservacion de
sensibilidad dentro de los 30 grados centrales de vision.
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ANALISIS GENETICO

Se realiz6 estudio de secuenciacion de siguiente generaciéon en DNA. La
secuenciacion masiva permitio identificar una variante patogénica hemicigota en
el gen RPGR, la cual fue confirmada por medio de secuenciacién tipo Sanger en
DNA del paciente e identificada en estado heterocigoto en DNA de la madre
(FIGURA 7). La variante ¢.1859 1860delAG predice un cambio
p.(Lys620ArgfsTer9) a nivel de la proteina y se considera patogénica ya que no
esta presente en bases de datos poblacionales, predice una terminacion

prematura de la proteina y cosegrega en la familia.
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0
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Figura 7.- Secuencia parcial nucleotidica del gen RPGRCRFS en DNA del
paciente #1 demostrando la mutacion ¢.1859 1860delAG que causa un
corrimiento en el marco de lectura (p.(Lys620ArgfsTer9). Las flechas verticales
sefalan los dos nucledtidos faltantes en el paciente comparado con el control.
A. Control B. Paciente.
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Paciente #2

Masculino 25 afios que comienza con nictalopia a los 5 afios de edad. A
los 6 afios se agrega disminucién de la agudeza visual que ha sido lentamente
progresiva. A los 20 afios comienza con fotofobia no progresiva en ambos 0jos.

Antecedentes personales patoldgicos negados. Niega el uso de
medicamentos y/o suplementos vitaminicos.

A la exploracién oftalmol6gica con lampara de hendidura se midié una
agudeza visual en ojo derecho de 20/400 que mejora a 20/50 con refraccion de
-3.50 /-6.00 x 180°. En ojo izquierdo se midié una agudeza visual de 20/400 que
mejora a 20/60 con refraccién de -2.75 / -5.50 x 180°.

La prueba de Farnsworth no revel6 ninguna alteracion en la vision de
colores.

La exploracién con lampara de hendidura del segmento anterior se
encontré sin alteraciones.

A la exploracién bajo dilatacién pupilar del fondo de ojo de ambos ojos se
encontré una retina aplicada, papila naranja, emergencia central de vasos,
mécula sin brillo foveal con multiples &reas de hipo e hiperpigmentacién por fuera
de las arcadas vasculares que involucran la region ecuatorial y periférica. Las
imagenes de autofluorescencia de campo ultraamplio mostraron multiples areas

de hipoautofluorescencia en region ecuatorial y periférica (Figura 8).
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Figura 8. Fotografia de campo ultra amplio de ambos ojos del paciente #2. En
la fotografia de fondo de ojo (arriba) se aprecian zonas de hipo e
hiperpigmentacion en toda el area ecuatorial y periférica que corresponden a
pérdida de pigmento a nivel del epitelio pigmentado de la retina y espiculas
Oseas. La imagen de autofluorescencia campo ultraamplio (abajo) muestra
zonas de hipoautofluorescencia puntiformes ecuatoriales y periféricas.

La tomografia de coherencia Optica de dominio espectral (DE-TCO) de
retina con cortes centrados a nivel foveal mostré la preservacion de linea
elipsoide a 1245 micras de excentricidad en el plano horizontal y 1290 micras de

excentricidad en el plano vertical a la fovea. El grosor de capa nuclear externa a
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nivel foveal se midié en ojo derecho de 102 micras y ojo izquierdo de 111 micras

(Figura 9).

L{lu um

1200 pm Ii[ro um

Figura 9. Tomografia de coherencia Optica de dominio espectral de ojo derecho
y 0jo izquierdo del paciente #2 con corte horizontal centrado a nivel foveolar. En
ojo derecho se observa preservacion de la capa nuclear externa a nivel foveal
con adelgazamiento parafoveal (linea amarilla). En ojo izquierdo se aprecia una
disminucién en el grosor de la capa nuclear externa parafoveal (linea roja) con
preservacion central de la linea elipsoide.
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Las imagenes de autofluorescencia de onda corta maculares mostraron

una zona anular de hiperautofluorescencia de 2931u micras de diametro en el

ojo derecho y 2971u micras de didmetro en el ojo izquierdo (Figura 10).

Figura 10. Autofluorescencia de onda corta (488nm) macular de ambos ojos del
paciente #2. Se observa un anillo de hiperautofluorescencia en region macular
en ambos ojos (linea amarilla). Se aprecian imagenes de hipoautofluorescencia
por fuera de las arcadas vasculares (linea roja).

La evaluacion funcional de la retina por medio de electrorretinograma

global mostr6 una respuesta abolida para el sistema de bastones y conos

periféricos (Figura 10).
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Figura 11.- Electrorretinograma global de ojo derecho del paciente #2 donde se
muestra una respuesta abolida para el sistema de conos y bastones de la retina.

La evaluacion funcional de los conos de retina por medio de campimetria
de Goldman mostro la presencia de una isla de vision central con estimulo l4e
de 5° de extension y una isla mayor de vision central y periférica con estimulo

V4e de 50° de extension en ojo derecho (Figura 12).

]
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Figura 12.- Campimetria cinética de Goldmann con estimulo I4e (linea
negra) y V4e (linea roja) en ojo derecho del paciente #2. Se aprecia una isla de
vision central con estimulo 14e y una contraccién inferior y nasal del campo visual
con estimulo V4e.

28



La evaluacion funcional topogréfica de

los bastones por medio

campimetria cromatica mostré una respuesta disminuida generalizada con un

déficit promedio global de 53.5dB (p<0.05) con una varianza de déficit de 6dB

(p<0.05) y mayor preservacion de funcién hacia los 30° centrales del campo

visual. No se encontraron islas de preservacion funcional periféricas (Figura 13).

La evaluacion funcional topografica de los conos por medio campimetria

croméatica mostré una respuesta disminuida generalizada con un déficit promedio

global de 35.3dB (p<0.05) con una varianza de déficit de 22dB (p<0.05). No se

encontraron islas de preservacion funcional periféricas (Figura 13).
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Figura 13.- Campimetria cromatica escotopica (izquierda) y fotopica
(derecha) en el paciente #2. Se aprecia una pérdida de sensibilidad retiniana
para el sistema de bastones y conos en sector ecuatorial y periférico con
preservacion de sensibilidad dentro de los 30 grados centrales de vision.
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ANALISIS GENETICO

El analisis molecular revel6 una mutacion hemicigota de novo que consistio en
una delecion de adenina, c.2492delA, en el ORF15 de RPGR, la cual di6 como
resultado un corrimiento de lectura a partir del aminoacido 831, dando lugar a un

codon de paro en la posicion 1091, p.(Glu831GlyfsTer258) (Figura 14).

A. Control

FAVAYAAYAVAVAYAYAVAYAVAVAYAYAVAYAVAY

B. Px 92 Hemicigoto
.1 c.2492delA
|
) }'J | l )
JAVAYRAVAVAVAVAV,NAVANAYANA YAV, N

Figura 14. Secuencia parcial nucleotidica del gen RPGR ORF 15 en DNA del
paciente #2 demostrando una mutacibn de novo c.2492delA
p.(Glu831GlyfsTer258). A. DNA control; B. Paciente #2, hemicigoto. Se muestra
la cadena antisentido de DNA.
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Variable P1 P2 Normal
Value
Edad 17 20 L
Sexo M M _
Refraccion -2.50/esf | -2.50/esf | -3.75/-5.75 | -2.75/-
X 6° 6.00x 2° _
AVMC 20/30 20/30 20/400 20/300 20/20
oD Ol oD Ol
Extension de Ou H:1047u | H: 1295u | H: 1240p | Extension
linea elipsoide V:1288u | V:i1115u | V: 1073u total
Capa nuclear Ou 112p 102u 111p 72p-121p
externa foveal
Grosor retina 206 253u 253u 300p < 130u
interna
extrafoveolar a
2mm
Anillo de 1342 3142 2931u 2971n Ausente
autofluorescencia
Amplitud eléctrica N/D N/D N/D N/D 2191V
bastones
Amplitud eléctrica N/D N/D N/D N/D 266.61uV
conos
Pérdida de N/E 52.2dB 53.5dB N/E >58.68 dB
sensibilidad (p< 0.05) | (p<0.05)
bastones
Pérdida de N/E 18.6dB | OD: N/E 222.21 dB
sensibilidad (p< 0.05) | 35.3dB
conos (p<0.05)
Extensiéon de CV N/E l4e: 10° l4e: 5° N/E Completa
V4e: XX° | V4e:50°

Tabla 1.- Variables cuantitativas incluidas en el analisis de resultados de ambos
pacientes. OD: Ojo derecho, Ol: Ojo izquierdo, M: Masculino, N/D: No detectable
(rango entre OuV-5uV), H: Horizontal, V: Vertical, Esf: componente esférico, N/E:

No evaluado.

-Datos normalidad de grosor de capa nuclear externa y retina interna basados
en referencia Aleman TSy col. %2
-Datos normalidad amplitud eléctrica de bastones y conos electrorretinograma;
basados en el andlisis de 8 sujetos sanos pareados con la misma edad, analisis
de bastones se baso6 en estimulo escotdpico luz azul (DA 0.01), analisis de conos
se baso6 en estimulo fotdpico flicker.
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-Datos normalidad sensibilidad escotépica y fotopica; basado en el andlisis de
10 sujetos sanos con edades similiares a los sujetos incluidos en este estudio,
el valor representa la media menos dos desviaciones estandar.

9.- DISCUSION

La retinosis pigmentaria (RP) representa la enfermedad hereditaria mas
frecuente de la retina. Esta enfermedad afecta a 1 de cada 3,000-4,000
individuos.*® La retinosis pigmentaria es una enfermedad monogénica. Puede
ser heredada con una forma autosomica dominante, autosOmica recesiva o
ligada a X. Esta retinopatia puede estar asociada a manifestaciones sistémicas
(forma sindrémica) o presentarse de forma aislada. 4

La triada clinica caracteristica en el fondo de ojo es la presencia de
pigmento retiniano con morfologia de “espiculas 6seas”, atenuacion vascular y
palidez del nervio éptico. Los sintomas asociados a RP comienzan clasicamente
en la primera o segunda década de la vida y se caracterizan por la presencia de
nictalopia (mala visién nocturna) y constriccién del campo visual periférico. 4

La retinosis pigmentaria ligada a X se asocia en la mayoria de los casos
a mutaciones en el gen regulador de GTPasa (RPGR) entre el 70-90% de los
pacientes y al gen RP2 entre el 7-18% de los pacientes. %4

La expresion de RPGR y RP2 se encuentra a nivel del cilio conector del
fotorreceptor. La funcion de estos genes tiene que ver con el transporte de
proteinas del segmento interno hacia el segmento externo del fotorreceptor. Los
genes gue afectan el transporte de proteinas a nivel del cilio conector se conocen

como “ciliopatias”. 2°
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Mecanismo de RPGR

Técnicas de andlisis de ligamiento genético y de mapeo por delecién han
identificado al gen RPGR en el cromosoma Xp21.1. El gen RPGR es un gen que
presenta corte y empalme alternativo por lo que codifica para 5 variantes de

proteina. 26

La porcién altamente repetida, rica en residuos de glicina y acido
glutamico (open Reading frame 15) ORF15 de la isoforma retiniana (RPGR-
ORF15) es un punto caliente mutacional. El exon ORF15 tiene una secuencia
inusual altamente repetida que codifica para 567 amino&cidos ricos en glicina y
acido glutamico los cuales representan un “hot spot”; estas caracteristicas
determinan que el exdn ORF15 representa el sitio de mutacion mas frecuente en
pacientes con RP ligada a X. Las mutaciones sin sentido en esta area producen

un truncamiento prematuro del producto de la proteina. 2’

Las isoformas de RPGR se pueden expresar en diferentes tejidos tales

como pulmén, rifién , retina, sistema nervioso central y testiculos. 28 2°

Modelos animales han demostrado que la expresion de la forma
constitutiva (RPGR Ex1-19) y la region de alta expresion retiniana
(RPGRORF15) se localizan en la base del cilio conector entre el segmento

interno y el segmento externo del fotorreceptor. El papel de RPGR a este nivel
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sugiere que la funcién principal es la de transporte de opsinas del segmento
interno al segmento externo del fotorreceptor. La anormal localizacién de las
opsinas origina una morfogénesis anormal de los discos en el segmento externo

de los conos y bastones. 2

El andlisis histopatolégico post-mortem de una paciente femenino de 75
afos portadora de la mutacion en RPGRORF15 mostr6 una pérdida discreta de
fotorreceptores en las areas menos afectadas. Atrofia mas severa con migracion
del epitelio pigmentado de la retina (EPR) se encontré a nivel de ecuador y
periferia. Por medio de inmunocitoquimica, se encontré una disminucion en la
tincion de rodopsina en areas de atrofia focal y una pérdida de espacio uniforme

entre conos en las areas de mejor preservacion. *°

ANALISIS ESTRUCTURAL DE LA RETINA EN PACIENTES CON RETINOSIS
PIGMENTARIA ASOCIADA A RPGRORF15

El andlisis estructural de la retina permite determinar la severidad y la tasa
de progresion de la enfermedad. Existen multiples estudios que han reportado la
utiidad de la tomografia de coherencia éptica y la autofluorescencia como

biomarcadores importantes de la retinosis pigmentaria.3!:32

Aleman y cols. reportaron en un estudio descriptivo donde incluyeron
pacientes con retinosis pigmentaria asociada a RPGR®R5 (n:12, edad 10-56
afios) encontrando alteraciones estructurales caracterizadas por pérdida del

grosor de la capa nuclear externa por fuera de la févea en todos los pacientes
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asociada a areas de engrosamiento de la retina interna y pérdida de la capa

nuclear externa.??

El hiperengrosamiento de la retina interna se considera un fenémeno de
remodelacion retiniana descrito en modelos animales y en seres humanos con
enfermedades heredodegenerativas retinianas.®® Un modelo animal canino
portador de una microdelecion en RPGRORFS mostr6 que ademas del
adelgazamiento de la capa nuclear externa, las dendritas de los bastones
invaden y se extienden hacia la retina interna, esto se acompafa de retraccion
de las células bipolares, incremento de las células amacrinas reactivas a GABA
y una mayor reactividad de células de Miller. Lo autores concluyen que estos

cambios se dan en etapas tempranas de la enfermedad. 34

La capa nuclear externa (CNE) representa un biomarcador de diagnéstico
y seguimiento en pacientes con enfermedades heredodegenerativas de la retina.
32

En los casos incluidos en este estudio encontramos el adelgazamiento
total de la CNE a nivel foveal en el ojo derecho con grosor normal de CNE en 0jo
izquierdo en P1. Este hallazgo asimétrico es poco frecuente en pacientes con
enfermedades heredodegenerativas de la retina ya que el grado de
degeneracion retiniana generalmente tiene una tasa de progresion simétrica
entre ambos 0jos.3? % El mecanismo genético de la asimetria en la degeneracion
entre ojo derecho y ojo izquierdo en P1 es desconocida.

En el caso de P2 se determin6 un grosor de CNE normal a nivel foveal

con degeneracion extrafoveal. Este hallazgo es consistente con la literatura
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reportada ya que la degeneracion foveal de fotorreceptores se ha reportado
generalmente en edades mas avanzadas.!’ La preservacion de una isla de visién
central en etapas tempranas de la enfermedad es frecuente en pacientes
hemicigotos afectados con la mutacion RPGRORF15, 17,18, 22

La linea elipsoide representa la unién entre el segmento interno y
segmento externo de los fotorreceptores. La hiperrefléctividad de esta zona en
la tomografia de coherencia Optica se ha asociado a la presencia de una region
rica en mitocondrias. Existen estudios que han demostrado la utilidad de la
medicién de la linea elipsoide como biomarcador de la progresion de la
enfermedad en pacientes con retinosis pigmentaria con diferentes mutaciones.
32

En los casos reportados en este estudio encontramos un grado de
degeneracion avanzado con la deteccion de linea elipsoide dentro del area
foveal. Este hallazgo tomografico es consistente® con la literatura reportada en

pacientes hemicigotos portadores de RPGRORF15 18,22

La autofluorescencia (AF) de onda corta utiliza longitudes de onda de
488nm y permite detectar la presencia de lipofuscina a nivel del epitelio
pigmentado de la retina. La utilidad principal de la AF en las enfermedades
heredodegenerativas de la retina es la deteccion de un anillo de
hiperautofluorescencia que representa un biomarcador de diagnostico y
seguimiento en pacientes afectados con estas enfermedades. 3! En el caso de
P1 no se identificé anillo de AF macular en el ojo derecho lo cual se correlaciona
con el grado avanzado de degeneracion retiniana. El centro del anillo de

autofluorescencia en el ojo izquierdo de P1 y en ambos ojos de P2 se midié muy
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cercano al centro foveal lo cual se traduce en una degeneracion retiniana
extensa con preservacion de laminacién retiniana dentro del anillo de AF
detectado.

El electrorretinograma global es un estudio funcional que permite
determinar la funcién global de los fotorreceptores periféricos, conos y bastones,
en la retina. 8 En ambos pacientes no se logré detectar respuesta eléctrica para
los sistemas de conos o bastones lo cual es consistente con la pérdida de funcion

retiniana periférica para ambos sistemas de fotorreceptores. 3¢

La campimetria cromatica es una prueba psicofisica que permite
determinar de forma topogréfica la funcion de los conos y bastones de la retina
aun en etapas avanzadas de la enfermedad. El fundamento de esta prueba se

basa en la sensibilidad espectral escotopica y fotopica de los fotorreceptores.

37,38

En los casos incluidos en este estudio se detectd funcion topografica
dentro los 30 grados centrales de vision para conos y bastones en P1 y P2 con
una pérdida similar de funcién en regién ecuatorial y periférica para ambos

sistemas de fotorreceptores.

Existen reportes en la literatura donde se han detectado islas de
preservacion periféricas en sujetos hemicigotos con mutaciones en
RPGRPORFI5 1718 Esta area de preservacion periférica se ha sugerido como un

sitio potencial de tratamiento con terapia génica en sujetos que se encuentran
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en etapas avanzadas de la enfermedad y que han perdido la funcion visual

central.3°

La terapia génica para RPGRORF15 se ha utilizado de forma efectiva
como tratamiento para detener la degeneracion de fotorreceptores en modelos
animales. 4° Modelos caninos con mutaciones en XLPRA1 y XLPRA2 han sido
tratados de forma exitosa con inyeccién subrretiniana de adenovirus con
RPGRORF15. El monitoreo post-tratamiento ha demostrado una preservacion
de capa nuclear externa y mayor integridad de la linea elipsoide en en los sitios
de tratamiento comparado con los sitios que no recibieron tratamiento. 4° Estos
hallazgos se han confirmado por medio de histopatologia donde se ha
demostrado que el tratamiento previene la mala localizacion de la opsina en el
fotorreceptor sélo en las areas que reciben el tratamiento. 4°

Recientemente se ha publicado los resultados del primer ensayo clinico
de terapia génica de reemplazo en seres humanos. El tratamiento consistio en
la aplicacion subrretiniana del vector viral AAV8-coRPGR en la region macular y
extramacular. Se traté de un ensayo clinico fase 1/2 donde se incluyeron
dieciocho pacientes con diagnostico de retinosis pigmentaria asociada a
RPGRORFIS vy seguimiento a 6 meses post-tratamiento. Siete pacientes
presentaron una mejoria en la funcion visual la cual se mantuvo al final del
seguimiento. La mejoria de funcién visual se correlacion6 con el sitio de
tratamiento en todos los pacientes. A mayores dosis del tratamiento se observé
inflamacion retiniana leve en siete pacientes. La inflamacion retiniana se
manifestdé como depdsitos hiperreflécticos subrretinianos detectados por medio

de tomografia de coherencia éptica; el tratamiento con corticosteroides orales
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fue efectivo para la resolucién del cuadro inflamatorio en todos los pacientes. Se
requiere de mayor seguimiento para evaluar la seguridad y eficacia de la terapia

génica de reemplazo subrretiniana basada en AAV8-coORPGR.#?

CONCLUSIONES

La retinosis pigmentaria asociada a RPGRORFIS representa una forma
poco comun. El fenotipo de esta enfermedad se caracteriza por afectar a ambos
fotorreceptores, conos y bastones, en etapas tempranas de la vida. Los estudios
funcionales y de imagen multimodal permiten caracterizar de una forma detallada
a pacientes portadores de esta enfermedad. En este estudio hemos
caracterizado clinica y genéticamente a sujetos mexicanos portadores de la
mutacion RPGRCRFS encontrando que el fenotipo de la enfermedad es
consistente con los hallazgos clinicos reportados en la literatura. El
entendimiento de la expresion fenotipica de esta enfermedad por medio de
pruebas funcionales y estructurales con imagen multimodal ha permitido que el
dia de hoy se ha iniciado el primer ensayo clinico con terapia génica de
reemplazo para la mutacion RPGRORF15, E| diagndstico clinico y genético en
portadores de esta mutacion permitird incluir a pacientes mexicanos en ensayos

clinicos de tratamiento genético para esta enfermedad.
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