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RESUMEN

Se denomina Retinosis Pigmentaria (RP) a un grupo de enfermedades
que se caracterizan por la degeneracion de la retina, que provoca ceguera
nocturna, reduccion del campo visual, disminucién de vascularidad y una
pigmentacion particular. Existen diversos tipos de herencia, hetercgeneidad
compuesta, y sindromes que presentan RP. La mayor cantidad de afectados
presentan un patrén autosomico recesive (RPAR), pero se desconocen la
mayoria de los genes que |o causan. De 70 familias costarricenses con
miembros afectados por RP, s& escogieron dos con RPAR. La primera es la
familia C1, de San José con 10 afectados vivos y 14 portadores obligatorios.
Los afectados presentan una degeneracion de aparicion temprana (ERG
plano) y severa, RPAR tipo 1 (bastén-cono).

Se utilizaron marcadores polimérficos (STRPs) para descartar algunas
regiones relacionadas con la RP en la literatura, y se utilizd el programa
LINKAGE para el analisis de ligamiento. El poder de ligamienta de la familia
es de Z (0.0) = 449, con un marcador inventado de cuatro alelos con
frecuencias igualadas. Los puntajes Lod permitieron descartar como
causantes de la RP en esta familia (Z {0.0) = - «}, a los genes que
cedifican por la fesfodiesterasa-B (4p), ias proteinas que causan la RPAR |

vii



{1q), la RPAR lll {3g) y la RPAR VI (6p), ), RP comg Stargardt (8q). el
causante de la RPAD en el cromesema 8 (RP1) y el gen Myc (8g). Ademas.
se sugiere la exclusién del gen de la rodopsina {3q}, 08 genes que provocan
e| Sindrome de Usher 1C (11p), Usher 2 (1q), y el causante de |a distrofia
cono-bastén (6q). Finalmente, en esta familia se encoptraron alguncs
puntajes Lod positivos, para los marcadores PDEB (Z (0.3} = 0.0328), D4s412
(cercanc a PDEB, Z(0.2) = 0.4341), RDS (Z(0.2) = 0.2239) y Myc (Z{0.2) =
0.3080), peronca &=0.0.

La segunda familia (P1} es del cantdn de Acosta, tiene 13 afectados
vivos y 23 portadores obligatorics, y presentan numercsas uniones
consanguineas. Se frata de una RFPAR de aparicidn temprana {ceguera
nocturna, ERG piano) pero con una degeneracion mas lenta. Al igual gue &n
la familia C1, se trata de una RPAR tipo 1, pero por |las diferencias fenotipicas
entre ambas familias es muy probable que se trate de una mutacion diferente
en cada familia.

El analisis de ligamiento indicd que para la familia P1. se pueden
descartar (Z (0.0) = - ») los genes de [a fosfodiesterasa-B. periferina, RPAR
VI, los genes que provecan la RPAD de ios cromosomas 7 (RP8) y 8 (RP1), ¥
Myc. También se sugiere 1a exclusién de los genes que provocan la RPAR |,
RPAR Il {rodopsina), RPAR (!l y los genes Usher 1C y 2. Se obtuvieron
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valores positivos en los marcadores RHO (Z(0.1) = 0.3881). RDS (Z(0.2) =
0.3380) y P1 (cerca de Usher 1A en 14q, Z(0.09) = 0.7647). Esta familia tiene
un poder de ligamiento de Z (0.0) = 5.25 con un marcador inventado con
cuatro alelos, uno de ellos ligado,

Para continuar con la busqueda del gen o genes responsables de Ia
RPAR en estas familas, y antes de continuar con el mapeo del genoma, deben
descartarse por completo los loci cercanos a los marcadores que presentaron
puntaje Lod positivo en alguna unidad de recombinacion. Se deben descartar
los restantes loci que se han relacionado con RPAR y RPAD, asi como a otros
sindromes ccn RP aun no descartades. Luego, se sugiere investigar ofros
genes que codifican por proteinas participantes en la transduccion de |a sefal
visual, o que juegan un papel estructural en células de la retina, asi como en
regicnes aledafas a estos genes. Al analizar los datos, debe tenerse en
cuenta la posibilidad de heterogeneidad compuesta, asi como la posibilidad de
que existan dos tipos de gen que originan fa RP en una familia. También
debera contarse con datos de prevalencia de la RPAR en Costa Rica, por lo
que es necesaric iniciar estudios epidemioldgicos. Deberan conocerse,
ademas, las frecuencias de los alelos de los marcadores en la poblacion.
Con estas investigaciones se estard en capacidad de ofrecer diagnostico
molecular de RP y se avanzara en su conocimiento y tratamiento,
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INTRODUCCION

Se conoce como Retinosis Pigmentaria (RP) a un crupo ce
enfermedades gue se caracteriza por la degeneracion progresiva de a rsura.
ceguera noctuma, pérdida del campo visual y una pigmentacion oftaimologica
particular (Bunker et af. 1984). Los afectados presentan una atrofia difusa de fa
retina, atenuacion de los vasos de la retina, y la liberacion del pigmento ¢
migracion de las ceiulas del epitelio pigmentario, agregandose a |os vasos
sanguineos, particularmente en las bifurcaciones. Los pacientes de RP
reportan tipicamente "ceguera noctuma y pérdida de la vision en el campo
visual periférico y periférico-medio debido a |la pérdida progresiva de la funcién
de los bastones y los conos, La mayoria de los pacientes tienen reducciones
en la vision central entre los 50 y 80 anos, y el examen del fondo ocuiar
usualmente muestran arteriolas retinianas atenuadas y pigmento intrarretiniano
alrededor de |a periferia media” (Berson ef af 1993).

La prevaiencia de la RP varia entre 1:3700 y 1.7000, como se mussua
en el Cuadro |. En los Estados Unidos una de cada 80 personas es ponadora
de un gen defectuoso que origina RP (Boughman & Caldwsil 12282), y los
cascs se distribuyen en los tres patrones de herencia mendaliana: e 84% de

los casos de RP presentan herencia autoscemica recesiva (RPAR), el 10%



(R

autosémica dominante {(RPAD), y ligada al X (RPLX) un €% (Boughman ef af.
1980). Aunque Heckenlively (1988) separa los casos aislados de los
presentados con un patrdn RPAR comprobado, estableciende que en ese pais
el 31% de los casos se trata de RPAR, el 17% de RPAD, el 10% de RPLX y un
46% corresponde a casos aislados. En cuanto a los paises latincamericanos,
Cuba presenta una prevalencia de afectados de 1:4082, que se distribuyen asi:
34.7% RPAR, 13.9% RPAD, 1.9% RPLX, 40.3% casos aislados, 9.2% varios
casos sin un patrén de herencia definido (Pelaez et al. 1894). No se conocen

datos de ofros paises latinoamericanos.

1. Clasificacidn de la Retinosis Pigmentaria

Con base en el patrén de herencia y en examenes clinicos que permiten
observar la respuesta de los fotorreceptores a |2 luz, |a apariencia de la retina y
la amplitud del campo visual, se pueden diagnosticar distintos tipos de
degeneracicn de ia retina, como se muestra en e Cuadro |1,

El diagnostico de la RP se hace de la siguiente manera:
1) Se mide el campo visual, que en el case de 1a RP se pierde‘con un patrén
tipico, y desaparece la fotorrecepcion en las zonas donde la presencia de

bastones es mayor que la de conos,



Cuadro |. Tasas crudas de prevalencia de RP en distintas partes del mundo.

Pals  Afe Autor Métcdc de aveﬂguacién

Suiza 1965 Amman etaf 1:7000 ° Genénca clinica

Israel i 1970 Faber 1:&50(} s

EUA S 1980 wéﬁijghman et al 1:3700 Cuest:onano miembros RPF

EUA. i 1984 Bunkef et a! 1:4756 Todas !as fuentes en Mame

Reino Un;do 1984 Bundey & Crews 1:4869 T adas ias fuentas en B:rm:ngham*

China ; 1987 Hu 1:3784 Busqueda masiva

Slovenia | 1992 Peteriin ef . 1:6023 Todasiasfuertesenundrea

Dmamarca 1892 Hasm ef al 1:3843 Todas las fuentes en un area
1:4082 Atenc;é-n clinica U hospitalaria

Cuba 1994 Peldez etal

2) Se observa el fondo del gcjo, en el que se puede detectar una retinopatia

pigmentaria.

3) Se analiza el comportamiento eiéctrico de los fotorreceptores, cuya

respuesta es inferior en el caso de la RP.

4) Conforme degerera 'a retina, par supuesto distinuye \a agudeza visual, En

NUMeEercsos casos se asocia la RP con catarata, nistagmo y estrabismo.



Ademas, se utiliza el criterio del patrén de herencia para diagnosticar el
tipc de RP, aunque la clasificacion clinica sera completa solo cuando se

incluya el diagnostico molecular,

CUADRGO Il. Algunos tipos de Retinosis Pigmentaria (RP) que
pueden ser identificados clinicamente, segun el patrdn de
herencia.

Amaumsis wngénlla wn coiobemata macular
RP juvenit

Retinosis punciate albescens
Goldmann-Favre
RP-2

Coroideremia

Usher (dist| mios tipos)

Basado en Farber ef af. 1991.



2. Transduccion de la Serial Visual

A) Estructura del sisterna visual

El sistema visual detecta e interpreta estimulos luminosos. Los
vertebrados perciben ondas electromagnéticas que oscilan entre los 400 y loz
750 nm de longitud ("luz visible"). El ojo puede distinguir dos propiedades de |a
luz: su luminiscencia o brillo, y su longitud de onda o coler. La luz ingresa al ojo
y llega a los fotorreceptores de fa retina, que es un epitelioc sensorial
especializado, donde hay dos tipes de fotoreceptor: los conos vy los bastones.

Los bastones funcionan mejor bajo condiciones de baja luminosidad (vision
escotopica); sin embargo, son deficientes en la definicion de imagenes visuales
y no participan en |a vision con color. Tienen mas fotopigmento que los congs,
asi como un mejor sistema de amplificacion de |la sefal, pera muchos
bastones convergen en una sola céula bipolar, por [0 que no dan una visién de
alta resolucién. Por su parte, los conos trabajan mejor con bastante
luminosidad y permiten la agudeza visual y la visién con colores. Dan vision de
alta resoluciéon porque cada cono converge con una célula bipolar (Willis,
1982). La informacion percibida por la retina es procesada gracias a
intemeurcnas, que envian sefiales al cerebro a través de células ganglionares.

Existen aproximadamente 6 millones de conos y 120 millones de bastones en



cada gjo humano, pero solamente 1.2 millones de fibras nerviosss =~ caasz
nervio optico, por lo que la convergencia global de los receptores scoxe as
células gangtionares a través de las céiulas bipoiares es en promedic de 125 °
(Fig.1) (Ganong, 1988).

Los axones constituyen los nervios oplicos; algunos cruzan al lado
opuestc del cerebro, al quiasma Optico, y otros continuan en el mismo adao.
Luego de los quiasmas opticos, los axones de las celulas ganglionares forman
sinapsis en el nicleo cerebral. La principal via de Ia sefal visual en humanos
es a traves del nucleo geniculado lateral dorsal del tdlamo. Este nucleo se

comunica con las areas receptoras de (a corteza cerebral (Willis, 1892).

B) La retina. estructura y funcién

La retina es una estructura laminada, tiene diez capas y empieza por &l
epitelio pigmentado, situado en la parte mas intema. Las celulas gue |0
conforman se extienden hasta la capa de fotorreceptores (que es la siguiente
lamina de ia retind) y rodean los segmentos extenos de [os fotoreceptores
(Fig.2). Las celulas del epitelic cumplen importantes funciones como la
fagocitosis en los extremos de los bastones, y reducir el refineno
trans-completo tomado de los bastones y transformario en 11-cis-retineno {ia
forma que se une a la opsind en los bastones), para que sea de nueve

transportado a los folormeceplores. Cada fotorreceptor incluye un cuerpo



Epitclio pigmentade

Segmeniot exLernos
de los conas ¥ las baslanes

=
=
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Segrmentos internos
de las canos v los battones

Capa nuclear sxterna

Capa plexiforme externa

Caps nuciear intarna

Capa plexiforme interna

Capa de célulat gangllonarss

Fibras del orvio 4ptico

Fig. 1. Componentes neurales de la retina. C, cono; B, bastén; BE, BB y BR, células
bipolares enanas en bastdn y planas; GD y GE, células ganglicnares difusas y
enanas; H, células horizontales; A, células amacrinas. Tomado de Ganong, 1988,



Mambrana limitents bterma
Capa ds fibras nerviosas

Capa de células ganglionares

:r'-v b ,
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Fotorraceptores 4 "!ﬂ 1 ‘f{} } Segmanto mtarior
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Corlocapittans

Fig. 2. El ojo humano. Corte del ojo (izquierda) que muestra ia retina neural (R), el
epitelio pigmentarlo de la retina (RPE), la corioides (C) y la esclerdtica (S). Corte a
nivel de la fovea (arriba a la derecha), que muestra el espacio sub-retineal entre la
retina naural y el RPE, ¥ la coricides. Corte de la refina (abajo a la derecha) gue
muestra la membrana limitante interna, ta capa de fibras nerviosas, la de calulas
ganglionares, la de fotorreceptores, el RPE y otras capas. Tomado de D'Amico,

1994,



celular, un segmento intemo y uno extemo y una termiral sinapuca. Ei
segmento extemoe de los bastones €s mas iarge que el de los conos. contiena
discos que fiotan libremente dentro del baston, que son reemplazades y qus
son ricos en moléculas de la proteina rodopsina (108 por segmento externo cé&
bastones). El segmento extemo de los conos también contiene discos de
membrana con fotopigmentos, pero consisten en invaginaciones de la
superficie de la membrana y no se mueven ni reemplazan (Fig.3). Ademas,
tienen menos pigmento 108 conos que los bastones: solo es necesario un fotdon
para producir una respuesta de un bastén, mientras que se necesitan varios
cientos de fotones para provocar una respuesta de los conos.

Los segmentos intemos de los fotorreceptores estan conectados a los
segmentos externos por un cilio modificado que contiene nueve pares de
microtubulos pero carece de los dos pares centrales que se encuentran en la
mayoria de los cilics. Los segmentes intemos contienen varias organelas,
incluye numerosas mitocondrias. El fotopigmento es sintetizado en el
segmento interno e incorporado a las membranas del segmento extemo. En
los bastones, el pigmento es insertado en nuevos discos (se forman tres
nuevos discos por hora) gue se van comiendo hacia el extremo del segmento

externo hasta ser fagocitados por una célula del epitelio pigmentado. En los
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Fig. 3. Bastones y conos. Abajo se muestran las caracteristicas generales del
baston y el cono. Arriba se muestran fos segmentos extemnos ¢on mas detaile.
Tomado de Willis, 1992,



conos, €l fotopigmento es insertado azarosamente en o

in
T
e

membrana.

C) Bioquimica de la transmisidn de la senal

El fotopigmento de los bastones es |a rodopsina, mientras gue tres
variantes de pigmento visual son encontradas en |os tres tipos de conos, se
trata de apoproteinas Integrales de membrana unidas al croméforo
11-cis-retineno. La rodogpsina es miembro de la familia de proteinas G, que sen
receptores que median su efecto a través de la union con GTP. Ella absorbe
preferenciaimente la luz de 500 nm, mientras que los pigmentos de los conos
absorben preferenciaimente a (0s 420 nm {azul), 531 nm {verde) y 558 nm
(rojo). Sin embargo, el espectro de absorcion de estos pigmentos se traslapa
considerablemente (Fig. 4). La rodopsina esta parcialmente constituida por un
aldehido del retinol {vitamina A). llamado retineno. Como otras vitaminas, el
retinel no puede ser sintetizado por el organismo humanc, por 1o que debe ser
recibido a través de alimentos. individuos con deficiencia severa e vitamina A
sufren de ceguera noctuma, que consiste en una vision insuficiente en
condiciones de baja iluminacion. Un isdmero del retinenc conocido como
11-cis-retineno, se combina con una apoproteina llamada escotopsina (opsina)

para dar origen a la rodopsina (RHOQ). Cuardo Ia
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Fig. 4. Espectros de fotorrecepcion de los cuatro pigmentos visuales humanqs,
siguiéndose reconstitucién in vitro de las apoprotelnas recombinantes con el 11-Cis-
relinal. A, pigmento azul; Rho, rodopsina; V, pigmento verde; R, pigmento rojo;
mOD, unidades de densidad éptica x 0.001. Tomado de Nathans, 1994,
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rodopsina absorbe luz, la recepcion de energia causa una s
guimicos que provocan la isomenzacion gde 11-cis-retineng = —=reed
trans-completo de opsina, que causa que el pigmento visual se feccuors
(pierda su color purpura). La rodopsing es una proteina de 348 za y 3=
entrelaza con fa membrana del segmento extemo del bastdn atravesandoia 7
veces, por lo que gquedan 4 lazos en contacto con el citoplasma y 3 en &l
espacio intradiscal (Fig.5) (Berson, 1983). Cuando (a rodopsina entra en
contacto con |a luz se une a |a arestina (o antigenc-3). que se encuentra de
modo abundante en los bastones. Ella se encarga de inactivar a la rodopsina
luego de ser activada por la luz, asi como a la redopsina quinasa gue fosforila a
fa rodopsina (Robinson et al. 1994). Asl, la arreslina bloguea la interacciéon de
la rodopsina con la transducina (Murakami et af. 1993).

La reduccion en ia cantidad de rodopsina esta asociada a un proceso
denominado adaptacion a la luz, que conduce a la reduccion de la sensitividad
visual. Cuandc se forma el retineno trans-completo, éste es ransporiado a3 1as
celulas del epitelio pigmentado, donde es reducido, isomerizado y esterficado,
y da origen al 11-cis-retineno nuevamente, |isto para ser transportado a los
fotorreceptores para gue se ligue a la opsina, regeneranscsa asi la rodopsina.

En la oscuridad los bastones mantienen abiencs sus canales de sodio,

por la que jones de sodio (Na+) fluyen libremente en io gue se llama corriente
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Fig. 5. Modelo de la rodopsina normal. Arriba: Rho en la membrana del disco del
Cada letra significa un aminoacido, usando el

Representacion de la Rho en tres
dimensiones, unida al cromoforo (11-Cis-retinal), que esta unido covalentemente al
residuo lisina (K) en el sétimo segmento transmembranal.

segmento extermno de un baston.

codigo convencional de una letra. Abajo:

1993.

Tomado de Berson,



oscura. Esto causa una despolarizacion de {os bastones, y como consacuencia
de ésta se libera neurotransmisor en |a sinapsis de los bastones con ias celulas
bipolares y horizontales. La concentracion intracelular de Na+ se estabiliza per
medio de la bomba sodio-potasio.

En la oscuridad el retineno de la rodopsina esta en la conFiguracion
11-cis, la luz lo convierte en trans-completo, o que activa la conversion de
rodopsina en una serie de Iintermediarios, uno de los cuales es [a
metarrodopsina |1, y el paso final es |a separacion dei retineno de la opsina
{Fig. 6) (Ganong, 1988).

La absorcion de luz activa a la rodopsina, que activa a la transducina
(proteina G), que a su vez activa a la fosfodiesterasa-GMPc, que hidroliza el
GMPc a GMP-5" y hace disminuir la concentracion de GMPc en el citoplasma
dei baston. El GMPc normaimente mantiene los canales de sodio abiertos, por
lo que al estar disminuida su concentracién, se cieman los canales y se
hiperpolariza la membrana (Fig.7).

Los canales cationicos dependientes de GMPc estan compuestos por
230 aa. Una sola rodopsina activa cientos de transducinas, y cada una activa
cientos de fosfodiesterasas que a su vez hidrolizan cientos de moléculas de

GMPc por segundo (Fig.8).
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Fig. 7. Ciclo de la rodopsina. Arriba: Estructura del retineno, que muestra la
configuracidn 11-cis (inea continua) y la configuracion trans-completa, producida
por la luz (linea a trazos). Abajo: Efectos de la iluminacion sobre la rodopsina.
Tomado de Ganong, 1988.
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La transducina es miembro de la familia heterotrimétrica de proteinas G
y s& compone de Ias subunidades alfa, beta y gamma. En presenca ce i@
metarrodopsina |l (que sigue a los cambios estructurales en el retineno de iz
rodopsina), la subunidad alfa cambia el GDP por el GTP (Fukada et al. 198C)
para liberarse de Jas unidades beta y gamma, vy activar la
fosfodiesterasa-GMPc, y remueve las dos subunidades gamma de esta ultima
(Magovcevic ef al. 1985). La fosfodiesterasa tiene, ademas, subunidades alfa y
beta. (Fig. 9).

La periferina/RDS y la ROM-1 son proteinas de membrana de los
fotorreceptores, e integran un complejo (unido no-covalentemente} que
posiblemente funciona en la formacién y mantenimiento de las membranas de
los discos de los segmentos extermos (Fig. 10} (Molday, 1994). La periferina
tiene una
subunidad y esta formada por 346 aa, mientras que la ROM-1 estd compuesta

por 351 aa y tiene un 35% de similitud con !a periferina (Bascom et a/. 1992).

3. Genética de los Pigmentos Visuales
Hay diferencias entre lo que percibe un ser humano de otro, a través del
sentido de la vista. Variaciones en |a secuencia de los genes que codifican por

los fotopigmentos son una de las fuentes de esta diversidad. La variacion
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Fig. 10. Diagrama de la membrana de los discos del segmento externo de un
baston. Se muestran la rodopsina y el complejo periferina/rds-rom1. Se muestran
las subunidades de la periferina/rds y de la rom-1 separadas por simplicidad,
aungque estudios bioguimices sugieren la unién entre subunidades por enlaces
disulfuro. Parecen interactuar para mantener la regidon curvada del disco. Tomado
de Molday, 1994.



mas comun en la visian en color humana se da por el pelmorfisme
serina/alanina en la posicién 180 en el gen del pigmento rojo, que ai igual que
el pigmento verde esta en el cromosoma X, El especiro de absorcion con &i
alelo Ser-180 es 4-5 nm diferente del Ala-180 (Merbs y Nathans, 1892).
Hombres con el alelo Ser-180 tienen mayor sensiblidad a la luz de larga
longitug de onda que los de Ala-1B0 (Winderickx et al. 1992). En poblaciones
caucasoides, el Ser-180 tiene una frecuencia del 62%, mientras que el Ala-180
esta en el resto de 1a peblacién.

Les genes de los pigmentos rojo y verde estan crganizados en “tandem”
{uno seguido det otro), y las unidades de ftranscripcion tienen 98% de
homglegia, lo cual predispone & recombinaciones homdlogas pero desiguales
que generan genes hibridos. que tienen nuevas propiedades de absorcion.
ademas se dan recombinaciones intergénicas desiguaies que generan ameglos
con genes repetidos o perdidos. Por sU parie, el gen del pigmento azul esta en
el cromosoma 7G31.3-32 (Fitzgibbon ef al. 1994), y defectos en la funcion de
conos azules se heredan con patrén autosomico dominante, y las mutaciones
de este gen tienen frecuencia entre 1:500 y 1:10000. El gen de la rodopsina
estd en el cromosoma 3g21, es de 7 kb (Souied ef al. 1994) y se han

encontrado mas de 60 mutaciones (en alguno de sus 5 excnes) que causan RP



autosomica dominante, autosomica recesiva y ceguera noctuma congénita

estacionaria (CSNB) {(Nathans, 1594).

4. Genética y Fisiopatologia de la Retinosis Pigmentaria
L.a gran heterogeneidad clinica de la RP se comprende si Se toma en cuenta

la cantidad de proteinas que participan en vias metabdlicas de} desarrolio y
funcidén normales del epitelio pigmentado de la retina y de los fotorreceptores.
Si alguna proteina es defectucsa, |los fotorreceptores -como es el caso en
Retinosis Pigmentaria- sufren degeneracion por mecanismos aun no muy
claros, y mueren por apoptosis (Chang et al. 1993).

£n la Figura 11 se muestran |as vias que se podrian relacionar con esta
degeneracidon. El problema se podria deber a un transporte transepitelial
defectuoso, receptores anormales de membrana, sitios ancmales en
receptores de la célula fotosensible, defecios en el mecanismo intracelular,
defecto en la fagocitosis, alteraciones en €l equilibrio idnico y transporte aclivo,
e hipoxia y anoxia, entre otros.

Los mecanismos por medio de |os cuales los aleios mutantes llevan a la
degeneracion de hastones y conos no estan claros. Por ejemplo, en el caso de
fas mutaciones en el gen que codifica para |a rodopsina, una de la hipotesis es

gue fa opsina activa continuamente a la transducina, y resuita una



1. Dsfecto &a TCansportas
natla »l Eplielic Pigwaniosg

2. Recweptorss de mambrana 2l
EF dafados

3. Datfactow metabidlicos den=re
da laa cdlulas del EP

1. Dafacto dea traneporte trans-
zpitalial

5. Dafecto wh la doneacién al
fotorracaptor

6. A otrasd rélyles de ls raTinas

7. 2itlos anormalse en el foso-
rreceptor 2

8. Ppafectos en el wmetaboliswo

¥, 7sllo #n la mambranogdnasia

10, Incapacidad paras astabllizar
m4mbranas da loe dlacce

11. Dafacto en la Fagocitosle

12, Dufucto an la liata

13. Cowunicacidn ¥y tranesports
lateral ceractucec

1k, Incapacidad de macsr producs
toa da la 1isiwe.
(Neckenlively. 198B).

=a. 11. Posibles mecanismos involucrados en la degeneracion de la refina.
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sobrestimulacion patogénica de los fotorreceptores {Robinson et a/. 1992). Se
trataria de un activacion continua de [a fototransduccion. anélega a una
constante expasicion a fa luz, lo cual se sabe que provoca la mueite dz ia
célula (William & Barker, 1980). Esto ha sido demostrado en aigunos casos.
como cuando ocure una mutacion correspondiente al sitio de unién de la
opsina con el croméforo, ocasicnan que la rodopsina active constitutivamente a
la transducing, y no sea fosforilada por la rodopsina quinasa (Robinson ef al
1994). Sin embargo, recientemente se& encontrd una mutacion en la rodopsina
gque no provoca una continua activacion de la fototransduccion, aunque si
causa la degeneracion retiniana (Li ef af. 19935).

Algo interesante es que independientemente del origen molecular de Ia
RP, la muerte de [os fotorreceptores se da por apoptosts, también conocida
como muerte celular programada. lLas caracteristicas citopatologicas de la
apopiosis comprenden la fragmeniacion del ADN entre los nuciecsomas,
condensacion de la cromatina, deformacién de ia membrana celular, aparicion
de los llamados cuerpos apoptdticos y la llegada de macrofagos para fagocitar
{(Chang et al 1993). El| proto-oncogen Myc ha sido encontrado como
participante en el proceso apotdtice. al igual que la p53, 1a Ape 1, la Bel-2, etc.

{Collins y Lopez, 1593).



Los hallazgos en genética molecular confirman y hacen mas svidente |z
heterogeneidad que se observa a un nivel fenotipico. Por medio del analisis =
ligamienio genético se han mapeado diverses genes relacionados con 12
degeneracidn retiniana (Cuadro Ill}. Estes mapeos se han realizado per
genética reversa, debido a la gran cantidad de vias implicadas y al
desconocimiento de la region del genoma que codifica para muchas de |as
proteinas que participan en estas vias; y como era predecible, el mapeo de
genes causantes de enfermedades retinianas ha llevado a relacionarios con
proteinas fundamentales en fa transduccion de |a sefial visuai, como |a
rodopsing, |la penfering, la ROM-1 y la subunidad B de |a fosfodiesterasa. En el
caso de la rodopsina, inicialmente una mutacion en el gen que codifica para
eila se er~ ntrd como respensable de un tipo de RPAD. El gen se localizo en
1989 gracias a la busqueda en una familia grande de Irlanda; después de una
cobertura de muchos sectores del genoma, se localizo en el cromosoma 3q,
muy cerca del marcador ADN C17 (D3547). sto dio ta clave sobre la posible
proteina respansable, debide 3 que 2! gen gque codifica para la rodopsing habia

sido mapeado recientermente en esa region (Humphnes &t af 1992).



CUADRO lll. Genes humanos mapeados o clonados gue causan
degeneracion de la retina

|  Localizacidén  :Proteina

3D 1p21-p13  Ligamiento ar Stargardt

RP12  11g31-32.1" : Ligamiento RPARI

USHz 19* : Ligamiento Usher-2

BBS 3p ..iLigamiento ar Bardet Biedl

RHO, RP4 [3q21-q24 * : Rodopsina : 35% RPAD, 1% RPAR (I
RP5, CSNB .adCSNB

RP- e 29.10cM RHO) ¥ :Ligamiento RPAR Il

RP- 4p14-cen : Canal idnico RPAR IV

'PDEE 4p16.3 * GMPe¢- 8% RPAR V

CSNB fosfodiesterasaB =~ adCSNB

JDUA ... 4R16.3 :IDUA, .....adCsne
RP7 6p21.2-cen™ Periferina-RDS :5% RPAD

RP- 1Bp(20cMRDS) * :Ligamiento  RPARWVI —
RPLS 6q1* %Ligamientu “ar comao Stareardt

CRD- 6q27-ter iLigaments  ad distrofia cono-baston |
'RP8 7p13—15 = : Ligamiento RPAD |
RPS . Ligamiento (RPAD
:RP1 Bq1 1-g21 * ngamenm N RPAD

USH1C 11p15-p13 *  'Ligamienta  iUsheri

‘ROM1 11913 * 5RDM1  RPAD

BD 11913 Ligamiento(ROM1?) :ad-Best

‘USH1B 11q14 * Ligamiento Usher-1

RP- t4gi1  Ligamiento IRPAR VI

USH1A 14q32 . Ligamiento  Usher-1

RP-  417p131  Ligamento {RPAD
: CRD- 118g21.1 Ligamiento ad distrofia cono-baston
RP- 199 Ligamiento  RPAD
RPE XAp21.3-p21.2 Ligamento RPLX

RP3  IXp211  iligamiento LRPLX
RP2 | Xp11 4—p1‘| 2% inggg':mnto RPLX

Basado en Daiger et af. 1983; ampliado.
* Regiones estudiadas en este trabajo



Ahora bien, se encontrd que una mutacion nula en el gen de |a rodopsina
(RHQ) es responsable de un tipo de RPAR; ésta fue encontrada en un paciente
con uUna mutacion "sin sentido” (nonsense), en el codén 248 de ambos alelos
(Rosenfeld ef af. 1992). Posteriormente, se han encontrado mas familias con
RPAR, cuyo gen incompetente es el que codifica la RHO, como |a encentrada
en el sur de la India que tiene una mutacién por "pérdida del sentido” de la
proteina {missense) en el coddn 150 (Kumaramanickavel ef al. 1984), Este tipo
de mutacién en la RHO, al igual que fas mutaciones que truncan la formacion
de |la proteina {nonsense), ha sido implicado -como se apuntd anteriormente-
en fres tipos de enfermedad visual: RPAD, RPAR y ceguera noctuma
estacionaria congénita (CSNB). Seguin sea el sitio de la mutacién, asi serd la
patologia originada; se ha sugerido la hipdtesis de que si la rodopsina sufre una
mutacion gque provoca su activacion constitutiva, entonces se originaria RP.
Mientras que si el resultado de |la mutacion es |a activacion de |a transducina
cuando se pierde espontaneamente el croméforo, o que no ocume éen
condiciones nomnales, se provocaria la CSNB (Cryja et al 1983} (Fig.12).
Ahgera bien, el por qué una mutacion en RHO causa RPAD y ofra causa RPAR
no esta clare adn; se han encontrado diferentes mutaciones “sin sentido” que

provocan RPAD y upa mutacion “sin  sentido” que  provoca



DECLEIDRD . )
| momsdmy 7 kY ] LLL v __-:”\
(O1010/0[0]0.8/010 010010 8 0.0 1000'\@[5)0@5@@ @oe

Alo2920CIu

|

csHe L l"a £ =
HOFOHE JOTE - OHORE | HOIGLS O IO

I '| :T) @ D
g Y S
ECHO O O O PO SO

FOFCFCEOHOF O SRORTY g
: *éé@:ﬂé@ .@é«éé}‘-@@@@é

@
~.  Rodopsia 15-., Q. -
G [opaina + cramofocn} (2] = Hooopmkat ; LL-‘_. Tl= Rho muteda (inscih)
!,' _ <% 3w R Raloactivans roteds
S = Opsee (1) = Concads de folotranacucnién E‘_:=Opﬂwmmmumw
petivadia

¢ 12. Mecanismo hipotéfico que explica la disfuncion de los bastones en la
uera nocluma estacionaria (CSNB) debido a la mutacion en la posicion 292 de la

*"cﬂpsma Tomado de Dryja et a/. 1993.



30
RPAR (al perder el sexto y sétimo dominio transmembranal. incluido &l sitio de
unién at cromofora), pero el mecanismo con que esta mutacion lieva a la
degeneracion se desconoce. La mutacion del aminoacido 150 {que provoca
RPAR}, se da en un sitic que interactia con la transducina, por [0 que se
especula que la muiacion resulta en la incapacidad de activarla
{Kumaramanickavel et al. 1994).

También |2 subunidad B de Ia fesfodiesterasa (PDE) es responsable de
un tipo de RPAR (Mclaughlin et af. 1993); esta subunidad se encuentra en la
region 4p16.3 y se han encontrado siete mutaciones en algunos de sus 22
exones (MclLaughlin et al 19385). Recientemente se encontré que una
duplicacion en tandem de 71 bp del exén 1 es la causa de una RPAR en una
familia espafiola, que camhbia el marco de lectura y origina un codon de
terminacién prematuro (Bayés ef al 1895). Ademas, una mutacion en la
subunidad B de ia fosfodiesterasa es causante de ceguera congenita
estacionaria (CSNB) (Gal et af 1894). al igual que la RHO. El mecanismo
hipotético para explicar el crigen de |la CSNB dasbido a una mutacién en la
FDEB consiste en que la subunidad B no pemite el contacto con una
subunidad vy, por {0 que no se inactiva 1a PDE en la oscuridad (Fig.13), por lo
qgque los fotorreceplores permanecen siempre hiperpolarizados, y coma

resultado final se obtiene la incapacidad de transmitir niveles bajos de luz y
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=g. 13. Mecanismo hipotético que explica la permanente activacion de la
Tsiodiesterasa {PDE), que originga CSNB. A la izquierda, la via normal de
acvacion de la PDE, que al sufrir cambio por la transduccion de [a senal visual
=mueve las sub-unidades v, lo que lleva a que se hidrolice el GMPc y se
noerpolarice el fotorreceptor. A la derecha, el desplazamiento de una sub-unidad ¥
&n la PDEp lleva a la inhabilidad de inactivar la PDE en la oscuridad, por 1o que los
enales cationicos permanecen cerrados y los fotorreceptores hiperpolarizados.
Tamado de Gal et al. 1994,
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ceguera noctuma. Mientras que, ia RP o¢casionada por una mutacion en la
PDEB se explica por &l incremento en niveles de GMPc igue se ha propuesto
como deletereo para los fotorreceptores). debido al decrecimientc de la
actividad de ia PDEB por las mutaciones. Sin embargo. el mecanismo preciso
que lleva a la muerte celular no esia claro todavia (Mclaughlin et a/. 1995).

Por su parte, no se ha encontrado relacién entre ningun tipo de RP ni
Usher con el gen de la subunidad y de la fosfodiesterasa-GMPc, que se
encuentra en el cromosoma 17g21.1,{Cotran et al. 1991).

Cabe anadir que de acuerdo con los datos hasta ahora encontrados, el
gen de la PDEB no es el principal responsable de la RPAR. En la familia
espanocla se encontré solo una familia afectada por una mutaciéon en ese gen
de un total de 19, mientras que Mc Laughlin y colaboradores (1993)
encontraron una mutacion en el gen PDEB en tres de 938 pacientes no
relacionados (3%), aunque solo estudiaron 7 de los 22 exones. Riess vy
colaboradores (1892) no encontraron ninguna mutaciéon responsable en ese
gen al analizar 13 pacientes no emparentados. Mienfras tanto, el gen de Ia
RHO ha side involucrado en séio un case de la enfermedad (de 126 pacientes
estudiados) (Rosenfeld ef a/. 1982). Esto indica que |a causa de la RPAR es

desconocida en méas del 90% de las familias {Bayés et a/. 1985).
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No obstante, hay loci que se han relacionado por ligamiento con la
RPAR: tal es el caso del canal catidnico dependiente de GMPc (Bruford et al.
1994), cuyo gen esta en la region 4p14-cen (Pittler et al. 1992). Ademas, s& hz
encontrado ligamiento de la RPAR con la regién 14q11 (marcador D14s80). por
lo que puede tratarse del gen para un zipper de leucina especifico de retina
(NRL}, candidato muy probable (x2=3.64; p=0.028) {Bruford et al. 1994).

La arrestina (antigenc-S), situada en el cromosoma 2p nc se ha
encontrade como responsable de ninguna RP, como tampoco la X-arrestina (cr.
Xcen-Xg21), que tiene 50% de homoiogia con la primera, y se encuentra en los
segmentos intermo y extemo de os fotoreceptores (Murakami ef af. 1993).

La periferina/RDS y la ROM-1 son proteinas estructurales de [os discos
del segmento extemno de los bastones y cones. La perifering esta impiicada en
RP autosomica dominante, y su gen se encuentra en el cromosoma &p (Farrar
et al 1891). La ROM-1 esta en el cromosoma 1113, y sola no ha sido
encontrada como responsable de RP. Su region codificante es de 1 kb
interrumpida por dos intrones (Bascom et &l 1893; Molday, 1994).

Ademas, se han mapeado otros genes responsables de RPAR, vy
aungue todavia no se han aislado, se ha encontrado figamiento en la regién 8p
y en la region 1q31-q32.1. El gen situado en 6p, cerca del marcador D6s291,

no es el misme que el de la periferina/RDS, proteina implicada en la RP
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autosomica dominante, sino que esta a unos 20 cM ziomérico de ese gen. Se
encontré ligado en una famiiia de Republica Dominicana obteniendo un Zmax =
5.34 con un 5% de recombinacion (Knowles ef ai 1554). En el cromosoma 19
se encontrd un gen implicado con la RPAR, igaac 2! marcador F13B, gracias
al analisis en una familia holandesa (Zmax=4 8¢ con 8% ge recombinacion)
{van Soest ef al 1894).

Es notoria la gran heterogeneidad de i3 =F oo & compigjidad del
estudio de la RP no sélo se debe a heterogeneidad garetca snc wambién al
hallazge de una RP provocada por heterogeneidad compussiz Kajiwara y
colaboradores (1994) encontraron que una familia con == on o 2von de
herencia aparentemente autosémico recesivo, los sfaczcos reseni=ban una
mutacién en uno de los genes RDS y otra en uno de ws gernes ROM-1,
mientras que [os otros dos genes corespondiertes = IS COMOSOMas
homologos eran normales. Por otra parte, van Soest y costarsoorss (1594)
encontraron una familia de RPAR que aungue sus meembros tsnsn ancestros
camunes, el origen de la RP se debe aparertermenie 3 dos genes distintos en
la misma familia: los afectados de una pane de |a famitia tienen el gen ligado a
1931-32.1, mientras que los afectados de otra parie ce la famiiia no. Estos

hallazgos indican que el estudio de |a RPAR es particularmente dificil.
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5. Tratamientos para la Retinosis Pigmentaria

Con base éen los sintomas de la RP se han aplicado diversos
tratamientos para intentar -al menos- disminuir el ritmo de la degeneracion
retiniana. Se han utilizado vasodilataderes, tejide de placenta, terapia con
vitamina A por varios meses (hasta tres afos), vitamina E por un afo,
hidroiisato de ARN de levadura, y otros tratamientos, y ¢on ninguno se ha
obtenido efecto beneficioso. Ademas, se han implementado tratamientos para
curar esta enfermedad, pero sin un protocolo que incluya distribucion al azar,
con controles adecuados y no se han medido los resuitados mediante una
prueba objetiva, como el electrometinegrama (ERG) (Berson ef af. 1983). Para
numerosos oftalmélogos ial es el caso del tratamiento propuesto y ejecutado
en Cuba, que tiene tres componentes: ozonoterapia, tratamiento con
electricidad y procedimiento guirdrgico, denominado “Cirugia Revitalizadora”.
Este Ultimo consiste en realizar microincisiones en el polo posterior del ojo, ¥
unir ese sitio con &l tejido graso orbdano para levar vias vasculares y aumentar
la irrigacién en la retina. A los especiaiistas no !gs queda claro como el
procedimiento garantiza el detenimiento de fa degeneracion, puesto que el

problema original es una proteina deficiente. Ademas no se han comprobado
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los resultados con el ERG. No obstante, los meédicocs que aplican el
rratamiente afirman que el mismo detiene la degeneracion en el 47% de los
casos, mientras que obtiene mejoria en el 44% y empeoramiento en el 9%, al
vaicrar el campo visual {Peldez ef al 1984), Por su parte, numercscs
nacientes expresan mejoria a través def estudio del campo visual {método que
requiere de |a participacidn subjetiva del paciente). El hospital "Camilo
Clenfuegos” en La Habana, es el unico lugar en el que se esta efectuando este
tratamiento.

Por otra parte, Berson y colaboradores (1983) encontrarcn que la
ingestion de 15 000 Ul diarias de vitamina A en su forma paimitato hace mas
lenta la declinacién de la funcién retineno, la cual se mide con el ERG.
También encontraron que la ingestion de 400 Ul diarias de vitamina E era
perjudicial para el paciente; por esta razdn, se recomienda ia vitamina A en
esas dosis y se desaconsgjalaE.

Silverman y colaboradores (1994) afimman -por sus trabajos en ratones-
que el transplante de fotorreceptores es un recurso potencial para recuperar |a
visidn, y presentan evidencia de una adecuada conectividad sinaptica directa
entre los fotorreceptores transplantados vy las celulas del huesped, y de que los
fotorreceptores transplantados pueden rescatar células distroficas y revierie

cambios degeneratives en tejidos oculares, 1o cual constituye una esperanza



cara |os afectados. Otra es |a terapia genética; el hecho de que la muene ce

s fotorreceptores siempre sea por apopitosis, pemite hipotetizar cue s g2

zn diverses tipos de RP (Gregory & Bird, 1995). Por otra parte. Li vy
colaboradores (1894) inyectaron un vector adenoviral en ratones con
degeneracion retiniana (rds), y lograron la transferencia y expresion génica en
célutas del epitelio pigmentado, fotorreceptores (tanto conas como bastones) y
zélulas de la capa intema de |a retina, por un periodo maximo de un mes,

Este ultimo experimento hace evidente |a importancia de que los genes
gue provocan la RP sean conocidos, para que un dia, eventuaimente, puedan
ser insertados en la retina en degeneracion para disminuir la pérdida de la

vision en pacientes con RP.

6. El problema y la situacion de Costa Rica

En Costa Rica, no existen datos epidemiclogicos confiables en relacion
a Ila Retinosis Pigmentaria, aunque se sabe que es una de !as primeras causas
de ceguera en el pais (Dr. V. Carazo. Com. Pers., 1933}, hasta ahora ninguna
entidad de salud ni ascciacion de personas ciegas ha financiado un estudio

formai sobre |a prevalencia o |a incidencia de |a RP en Costa Rica. Tampoco
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:¢ ha tomado en cuenta al diagnostico molecular de Ia RP en la clasificacion,
orognosis y consejo genético en el pais, por lo que son deficientes.

Por medio de las instituciones que diagnostican y ayudan a {as personas
con problemas de ceguera es posible encontrar muchas familias con Retinosis
Pigmentaria en nuestrc pais (Apéndice I), las que en su mayoria tienen
aparentemente una herencia autoscmica recesiva, Aungue en otros paises se
han encontrado varias regiones relacicnadas con la RPAR, se desconocen Ias
mutaciones responsables de la enfermedad en la mayoria de las familias; a
diferencia de la RPAD, en cuyo caso se han mapeado por ligamiento o se ha
encontrado el gen responsable en la mayor parte de las familias, o sea que se
conocen las causas de |os principales subtipos.

Si se considera la importancia de la RPAR en Costa Rica, y o poco que
se sabe a nivel mundial sobre la genética de esta patologia. es prioritario el
estudio de este tipo de RP. Cabe preguntarse si algunas familias
costarricenses presentan RPAR debido a un defecto en los genes gue codifican
para la rodopsina o para la subunidad B de la fosfodiesterasa, la
periferina/RDS, la ROM-1, o si el problema estd ligado a loci que se han
encontrado implicados por el mapeo por ligamiente en otros estudios.

Descartar loci candidatos s el pnmer paso para que en un futuro se

determine cudl o cuales son los genes que han provocado la RPAR en las



familias de afectados. Este conccimiento podria emplearse para diagnosticar
portaderes, apeyar €! diagnostico clinico, dar fuces sobre 1a fisiopatologia del

problema, y contribuir en fa busqueda de la prevencién y el tratamiento.

7. Objetivos

A) Generales

1. Determinar si dos grandes familias costarricenses presentan Retinosis
Rigmentaria Autosomica Recesiva por tener una mutacion en ios genes de la
rodopsina o subunidad B de la fosfodiesterasa y en otros genes candidatos.

2. Establecer las bases para estudios geneticos futuros sobre la RP y otras

enfermedades hereditarias en Costa Rica.

B} Especificos

1. Establecer el patrén de herencia de @ RP en algunas familias de [a
poblacion costarricense,

2. Ratificar clinicamente la Retinosis Pgmentana en familias con RPAR.

3. Estudiar la genealegia, consangumdad y factibilidad para el analisis de

ligamiento en esas familias.



4. Determinar la presencia de ligamiento entre el fenctipo de las familias cen
afectados y algunc de los loci candidatos para la RPAR, o bien, descanar 3
estos loci como responsables de la enfermedad.

5. Determinar los pasos subsiguientes para la investigacion genética de la RP
en Costa Rica.

6. Establecer sugerencias para estudios similares que requieran técnicas de

genética molecular en el pais.



MATERIAL Y METODOS

1. Localizacidn, clasificaciéon y escogencia de las familias con RP

Se localizaron familias con miembros diagnosticados con RP (aungue el
diagnodstico no fuera preciso), por medio de los archivos del Ministerio de Salud
y de la Asociaciéon de Servicios Médicos para et Bien Social. Ademds, se
solicitd informacién a todos los oftaimdlogos del pais sobre familias que
conocieran con mas de un miembro afectado. Asi se hizo un registro de
familias con al menos un miembro afectado por RP. Se entrevistaron miembros
de las familias, y en el caso de familias con varios afectades se llend un
registro de informacion, se construyd e! arbol genealdgico, y se determing el
namero de afectados y el patrén de herencia de la RP. Seguidamente se
escogieron algunas familias con RPAR, con base en el numero de afectados y
controles mas adecuado para hacer el analisis de ligamiento. Se escogieron
familias que tuvieran RP con patrdn autosomico recesivo, que presentaran
homogeneidad clinica y expresion temprana. Para determinar cuales familias
padecen de RP autosémica recesiva, se utilizé la CLAVE de Haim (1993):
1. Se excluye el patrén autosémico dominante, si al menos ocure uno de los

siguientes eventos:



1.1 Transmisidn de RP de padre o madre a hijo (8), no sxpiicaza por
consanguinidad,
1.2 Al menos la transmision de un afectado, a fravés de una perscna no
afectada, afectando a una tercera persona en linea descendiente, no
explicada por consanguinidad,
1.3 Medios-hermancs afectados, y i0s dos comparieros (as) de su
progenitor {a) comuan, no relacicnados (as) y sin historia familiar de RP.
2. Se excluye la herencia ligada al cromosoma X. Si se tratara de RPLX no
presentaria transmision de padre a hijo, ni a través de hombres afectados, y
presentaria al menos uno de los siguientes eventos:
2.1 En dos generaciones en linea descendiente al menes un hijo
afectado de una madre no afectada.
2.2 Medios-hemanos afectados de una madre no afectada. y sus
companeros no relacionados y no afectados.
2.3 Fondo ocular tipico de portadora de RP ligada al X en la madre,
hermmana o hija.
2.4 Diagnéstico de corcideremia,
3. Cumple con alguno de estos requisitos:

3.1 Al menos dos hemmanos (de padre y madre sanos) afectados



3.2 Todos los hijos que estén afectados tienen padres sanos
consanguineos,  Incluso si se trata de casos aislades.

Seguidamente se ampli¢ el estudio genealdogico de las familias
escogidas (C1, Fig.14 y P1, Fig.15), por medio de los registros eclesiasticos ds
la Curia Metropolitana y de la Parroquia de San Ignacioc de Acosta, Ademas,
se obtuvo el coeficiente de endocruzamiento (F) (probabilidad de que un
individuo reciba en un locus dado dos genes idénticos por descendencia) coma
medida de la consanguinidad de las uniones que dieron origen a los afectados
(Wright, 1822),

Posteriormente se determinaron los miembros de cada familia mas
adecuados para hacer pruebas con su ADN. Se escogieron todos los
afectados que no fueran nifos muy pequefos (para evitar molestias por la
exiraccion de sangre}, y como nc afectados se escogieron a todos los
portadores obligatorios.

Los individuos seleccionados para las pruebas de ligamiente, que
estuvieron en disposicién de participar en el estudio, y que donaron una

muestra de sangre, fueron los siguientes:

Familia C1: 36, 39, 40, 44, 45 46_47, 41, 42, 43. 13, 30, 16, 35, 27, 21, 20,

24, 32, 33, 28 (Fig. 16).
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pruebas: electrorretinograma (ERG), angiografia y estudio del campe vis_z
Estos analisis también se efectuaron a portadores sanos (controles) Las
personas seleccionadas para el diagnostico completo fueron: de la familia C+
los individuos 24, 32, 41 y 42; y de |la familia P1, los individuos 3, 9 y 25. Por
razones economicas no se pudieron hacer examenes a todos los participantes
en la investigacion.

En el caso de la RP, el ERG es el examen principal debido a que mide la
actividad eléctrica de los fotorreceptores. Se realizé el analisis en ambos ojos
de los pacientes, bajo sedacciéon con hidrato de cloral, con un equipo Tomey
(PE-400). Se hizo un ERG flash con midriasis y adaptade a la oscuridad por 45

minutos, y se midio la amplitud y tiempo implicito para las ondas A y B (E=C

escotopico). Luego se hizo un ERG con luz intermitente de 30 Hz (rcjiz + s&
midio la latencia y la amplitud. Después, para evaluar la vision foicoss s=
efectud un ERG flash adaptado a la luz por 5 minutos, y se voive = ~ezir |a
amplitud y el tiempo implicito para las ondas A y B, y finaimert= s ~udieron
los potenciales visuales evocados, con flash intermitente co- *=c_encia de 2
Hz/s., y se anotaron la amplitud (P100) y la latencia (P10 ¢ =72

La angicgrafia en ambos ojos se realizé con u- =auzc Top-Con (FD-32

y TRC-50 FT) afadiendo fluoresceina intravencsz « & sstudio del campo

visual se realizé con la presentacion automatcz == sefales en todo el



perimetro, y con la indicacién subjetiva del paciente en el momento en que
observaba la sefal. Se utilizé un equipo Tomey automatico. que realizé la

prueba central 30-2 (30 grados a partir del centro en ambas direcciones)

3. Analisis molecular de la RP en familias costarricenses

A) Tecnicas moleculares

A las personas escogidas y disponibles se les extrajeron 10 mbL de
sangre, se separaron 2 mb, y se extrajo e ADN por el método de
fenol-cloroformo. Se centrifugaron a 2500 rp.m. los restantes 8 mL y se
separaron |0s linfocitos y se almacenaron a -20 "C, por si se necesitara mas
ADN en el future. Ei ADN se cuantificé y se guardd a 4 "C. Seguidamente se
prepararon soluciones de ADN en agua a 0.008 ugful, para ser utilizas =n
PCR. Las concentraciones fueron cuantificadas con un espectrofoldmers
Shimadzu 204-04550 (1892).

Para observar si habia ligamiento entre una de |as regones —=roa==s
la RP se utilizaron marcadores polimorficos con impnmaccrss ssoec™cos dé
una region conocida, que amplifican producios de et waraces cebdo a la
existencia de repeticiones CA (short tande™ =oes aon—ooriams, STRP).
Estos marcadores son intemos o cermancs 2 & =oees Tumosémicas en ias

que se encuentran los gerss S0 ¢ P0EE ZzIt-cls v 4p16.3), asicomo 2
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las regiones senaladas ("} en el Cuadro /Il Los imprimadores fueron
seleccionados de entre los sugendos por Weissenbach y coiaboradores (19982)
para el mapeo genético humano, come marcadores de segunda generacion, y
de entre olros que distribuye la empresa Research Genetics. La lista de
marcadores utilizados esta en el Cuadro V1. y sus concentraciones ornginales
fueron de 20 uM. Se probaron diferentes técnicas para observar [os
polimorfismos, y fueron las pruebas de PCR con marcaje radiactivo de
imprimadores {con fosfero-32) las que dieron resuitados mas clares y rapidos.

Para marcar el ADN con fasforo se realizd la reaccion quinasa en las siguientes

condiciones:

Buffer quinasa 10X 4uL
Agua bidestilada estéril 20 ul
Imprimador 1 (F) 14 uL
Fosforo-32 y-GTP (10 uCiful) 2 ul,
T4 quinasa (1 U/ul) 0.4 ul

La mezcla de reaccion se incubd g 37 “C durame 30 minuics para
favorecer la reaccion, y luego a 70 *C por otros 30 minutos para desactivar |a

enzima.



La mezcla maestra (MM) para 80 PCRs se prepard

manerd.

Agua bidestilada estéril 400 ulL
dNTPs (2mM) 80 uL

Buffer polimerasa 10X 80 uL

MgCI2 (25 mM) 32uL
imprimador .2 (R) 14 ul
Imprimador .1 Marcade 384 uL
Taq ADN Polimerasa 5.28 uL

Se agregaron 7.5 uL del MM a cada muestra ce 2.5 ulL de ADN (8

ng/ul), para un volumen final de 11 ulL. Las condiciones de amplificacion

fueron:



i

Paso Temperatura (94 °C)  Tiempo {min:seg)

1 94 3:00
2 94 0:45
3 55 1:20
4 72 0:45
5 Sveces al 2
6 a0 0:45
7 55 1:20
8 72 0:45
9 16 veces al 6
10 72 3:00
11 4 Hasta afcanzar la temp.
12 Final
El producto de las PCRs s& comoé en geles o= polizoriamida al 6% de
0.5 mm de espesor y de 3¢ x 31 om  Fars Drsoasncs 32 siguid el siguiente
protocolo:

Poliacrilamida 20% 18 mL

Urea 7M 42 mL



Temed 30 ul

Persulfato de amonio 120 uL

Para preparar 500 mL de poliacrilamida 20% se agregaron S5 g o=
acrilamida, 5 g de bisacrilamida y 210 g de urea a 50 mL de TBE 10X y 450 mi
de agua destilada. Para preparar 1 L de urea 7M se agregaron 420 g. de urea
en 100 mL de TBE 10X y 800 mL de agua destilada,

Para camrer el gel se usd buffer TBE 0.5X, a 55 walts con Poder
Constante, entre 2 y 5 horas, segun €l rango de peso molecular de los
marcadores, especificado en el catalogo de imprmadores de la empresa
Research Genetics. Antes de colocar los 6 uL de muestra por carmil, se hizo
una pre-carrera de 20 minutos con buffer de muestra {con azul de bromofenol y
xilene cyanol), y se desnaturalizaron las muestras a 894 "C durante 5 mingos e
inmediatamente se pasaron a hielo para luego ser cargadas. Despues de =
carrera, se cubrid el gel con una lamina de plastico y se expusc una paca 32
radiografia {Agfa Curix, 100 NIF, 35 x 43 cm) al gel durante 24 ha=s - —=28

tiempo si se notd una sehnal débil.
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B) Analisis de los resultados

Se colocaron [0s palimomsmes en arooies genealogicos que contenian
todos los probandos y se verificd k& herencia mendeliana de |os polimorfismaos,
con el programa LINKAGE INTERFASE (Nichols, 1994). Seguidamente se
utilizé el programa LINKAGE (_=tvmp ef al 1984) y se anaiizd si habia
ligamiento entre 2 puntos (Mtwo oorz analysis™) con MLINK, y se obtuvo el
puntaje Lod como medida ce ‘garserto {Morton, 1955), ademas, si hubo un
puntaje Lod positivo en 8 = 0. se obluvo un puntaje Lod maxime con el
subprograma ILINK. Ademas, con & ©n de determinar el poder de las familias.
en cuanto a la capacidad de gue se encuentre ligamiento en ellas, se caiculd
un puntaje Lod en condicones xeakes asumiendo una correspondencia en la
segregacion de un alele d& —amacor y el gen mutado. Para esto se
establecid uUna segregacdn <& custe alelos del gen ligado a RP en las
familias.

Por desconocerse 23 =~zizs alélicas en Costa Rica de los loc
marcadores utilizadcs, s& zsamec Su€ todas eran iguales para los diferentes
alelos, como se suele rea o3 2n 2508 casos (Terwilliger & Oft, 1984). Para
evaluar la trascencencz o9 s 2 iguaidad en las frecuencias, se varié 12

proporcion en las frecuercas & ©s marcadores MYC y RHO y se efectud el



56
analisis de ligamiento (MLINK) con la familia C1. Por Gitimo, la frecuencia del
alelo mutado det gen causante de la RP en cada familia se calculé asumiendo
una incidencia de 1:.3500 de RP debido a ese gen (incidencia de RP en
Estados Unidos segun Boughman et al. 1882), en cuyo caso la frecuencia de
afectados seria de q2 = 0.0002857, y la frecuencia génica g = 0.016903, por lo

que la frecuencia de un aleloc normal utilizada fue p = 0.983097.



RESULTADOS

1. Familias estudiadas.

Se localizaron 70 familias con algun miembro afectado por la RP
{Apéndice |}, de las cuales se escogieron para el estudio las familias C1 y P1
La famiiia C1 (Fig. 14) tiene 10 afectados vivos, 14 portadores obligatorios
vivas y actualmente la mayoria habita en el Area Metropolitana, al sur de San
José. Cuatro de los afectados (hijos de C1-35 y C1-36) proceden de un
matrimonia consanguineo (primos hemanos), mientras que los otros 6 son
hijos de parejas que no se pueden considerar genealdgicamente come
consanguineas. Se excluyt tanio la RP autosomica dominante como la ligada
al X, y se ciasificd como de herencia autosémica recesiva porgue curmplen ics
numeros de la clave de Haim 3.1y 3.2.

l.a familia P1 (Fig.13) tiene 13 afectados y 23 portadores cbhgatonos, ¥
todos los miembros provienen de Ceba Saa ce Acosta T =si3 familia, fa
totalidad de los afectados son nijes ce UwoNes CONSanmgu "eas Come sucede
con frecuencia en numerosas enferTecades heregianas  Se excluyeron Jos
patrones dominate y ligado al sexo, y se clasificd como RPAR porque cumple

en todos {os nucleos famiiiares el requisito 3.2 de la clave, asi como el 3.1,
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Come indicador de 1a consanguinidad ¢e amoas famiias se obtuvo el

coeficiente de endocruzamiento (F). para s s e aones entre panentes

(Cuadro {V). Cabe recordar, que ia familia =*
comunidades con mayor coeficiente medic

(Zumbado, 1989} Estos coeficientes de

comparados con los valores de F para un cruce &= orcs ©

SITIEDe T2 ANI¥E urade las

J& =N IITeeris el pais
SMCOS TETEETRD Dusien sel

PRm——— g

St (T =

£l
il

0.0625) o entre primos segundos (F = 0.015625;

Cuadro V. Coeficiente de Endocruzamiento (F) ce ios ~os

de uniones consanquineas de [gs famiias 0 v =
g _

E
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2. Diagndstico clinico de pacientes y controies.
A} Familia C1

Esta familia tiene miembros gque pacsses 22 e =5 0= zoancion
temprana; antes de que |0s nifios aprendan a Naoar v2 5= osenvar DuScEdo
la luz. La pérdida de la vision es rapida, lleganoc = s&r ceges tarz =feCios
legales, antes de los 10 arfos de edad.

A los siguientes miembros de la familia. v2 s e comocz = ssdado
del ERG y se les encontrd una respuesta parz ¢ e =owoenca que i0s
fotorreceptores se encuentran en un estade avars=oc o= asgerer=cor. 014
20, 21, 24, 33 y 112, Los otros pacientes exgmwraoos oesataro 0 ZRG
normal.

A continuacién se presentan 10s resuiacss 25 o Z:Feres 20 oS

individuos seleccionados para un diagnésticc mas a==ian:

Paciente C1-32

De sexo femenino y 6 afios de edad. hig 2= @ =ceri= Z4 y portadora
obligatoria del gen RPAR. Las respuestas fuersy ~or—aies =ac para el ERG
escotépico (Fig. 18a) como fotdpico. D= s —ao: = sansito angiografico
(Fig. 19a) y el campimetro se pressntaror normases. Este Ultimo presento

algunos puntos ciegos, pero sin dudz e Jecst al cansancio de la prueba y Ia
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Fig. 18. Electrorretinograma escoldpico normal y afectado. A: ERG del individuo
C1-32 (6 afios), con las ondas A y B normales. B: ERG del individuo C1-42 (10

afios). con ondas anormales.
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“ig. 19. Angiografia fluorescente de persona norma y afectada. Al Individuo C1-
32, irrigacion normal. B: Individuo C1-24 (34 angs;. wnigacion atenuada, se puede
notar ausencia de fluoresceina en el sistema vascusar retiniano. Macula atrofiada.



edad de la nina {Fig. 20a8). Se trata de una co~=xo=z =rs = = dicio

de RP.

Paciente C1-42

De sexo masculino y 10 anos de edad. =resers zaepe aficd=ocs £arg
ver de dia y de noche. Se encontraron respussizs —=r—mareries I SCE5
en los ERG fotopicos y escotdnicos que demuesTar s W= =t=r=cior o2
sistema de fotorreceptores, tanto de bastones (2 "=t e 22 —res

La angiografia fluoresceinica se realizo ¢on Sfict=e oar ms=37 s =7
las fotos libres de rojo se evidencia alenuacicn 0 sm=—g w=scuy =ra
marcada palidez. Se observa un moteado dfusd —=cugr ¢ & =2 Tels
periferia sin evidenciarse proliferacion de Digmermz o0 = rescoor S8
fluoresceina se da un lienado coroideg lerte, cor —F—=cs === —orc-=ao1lar.
y se logran ver vasos de mediane calitrr oo Smchcac Existe
hiperfluorescencia en parches en Ia media pervere aox =2f= Tuie c=l epitelio
pigmentario. El transito por ! sistema vascss =ra === —uy retardado y

disminuido.
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=¢. 20. Campo Visual de persona normal y afectada. A:  individuo C1-32; por
r=arse de un examen de larga duracion, el cansancio en la nifia provocd [a
wrmacién de sombras en algunas pares del perimetro. B: individuo C1-24 {34
Fcs), campimetro visual tipico de RP. can un remanente visual en ia macula.



El campimetro en ambos cics svicentc rCECalsd o2 Shservar la
presentacton visual comespondiente. 2n wac = permatc El CiEgnCStco

clinico del paciente es. Retinosis Pigmenmnana & e8ala & 2200

Paciente C1-41

A
E-3

Es de sexo femenino y tiene 45 ancs o= =2a¢ 30 o= ace
Se encuenira un marcado aplanamiento o o= poEcEes & & ZRG
escotdpico, con alguna funcion residual en & fedocs = ¢ =t orEsenta
alteracidn predominantemente de 108 bastiones perc —or g@=c=eorn S80S
cones.

También ella presenta nistagmus. =0 o £ & ooy s™s &0 88
fotos libres de rojo se evidencia palidez de ias casass <o = S IEOELL
del sisterma vascular retiniano. Presenta un maEzdr Sfosc o Mok el
polo posterior y la media periferia, con desapanoor e =lec Tvea Con la
inyeccion de la fluoresceina se observa ef lenadc —oooes e e parches
con areas de hipofluorescencia por bloques Zeowac 2 & ~rot=raaon de
pigmento y a la atrofia del epitelio pigmentanc i'2 arerarce ooouce un patron
moteado). A nivel de macula existe un area geogace 2 dooes definidos e

imegulares de marcada hipoflucrescencia por = Dfe coroQes  —ay ausencia

de lienado de vasos relinales en & o0 deree y Zar HEASBCON en el
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izquierde, El diagndstico es: Retinosis Pigmentaria avanzada con marcada

alteracion macular.

Paciente C1-24

De sexo femenino y 34 anos. prima hermana 22 15 caceme 41 En el
ERG se encuentra un marcado aplanamiento de la respuesta escotopica y
fotdpica, asociado a ura severa aferacion de los fotorreceptores, tanto
bastones como conos en ambos 0jos.

Presenta nistagmus. En las fotos libres de rojo se evidencia atenuacion
del sistema vascular retinal, marcada palidez de la papila, y un area de atrofia
macular {Fig. 19b). Existe un moteado difuso macular y de la media periferia
sin evidenciarse proliferacion de pigmento. Con la inyeccion de fluoresceina se
evidencia lienado coroideo lento, con marcada atrofia corio-capilar, logrando
evidenciar vasos de mediano calibre con facilidad. Tiene un area de
Ripofluorescencia macular en ambos ojos por una marcada atrofia coroidea. El
transito por el sistema vascular retinal esta muy retardado y disminuido, y
existe hiperfluorescencia en parches en la media periferia por atrofia focai del
epitelio pigmentario. Por su parte, el campimetro presenta un reducido sector
con capacidad de vision (Fig. 20b). El diagnostico es: Retinosis Pigmerzaria

Foha coreidea geografica macular, atrofia || par,



En ef Cuadro V pueden observarse, en resumen, las caracteristicas de la
RP en la familia C1, que comrespenden a una RPAR tipo 1 {(baston-cono), de

aparicion temprana.

Cuadro V. Caracteristicas fenctipicas de la RP en los individuos estudiados
de las familias C1 y P1.

B) Familia P1

En esta familia se observatan ongraiments 508 tocs oe RP. 1o que
daba la impresion de RP de expres:on vanabie. Un tipo. & ¢e ia mayoria de
afectados, es una RP de temprana ceguerz nociuma. pero de progresion lenta,

y se llega a padecerse una ceguera diuma a kos 25 afos aproximadamente.
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El otro tipo, manifestado por los individuos 8, 9 y 10, consiste en una ceguera
noctuma y diuma de aparicion muy temprana, asi como catarata congénita.
Cabe notar que, el diagndstico clinico reveld |a ausencia de RP en este tltimo

Caso.

Paciente P1-9

De sexo masculino y 8 afios de edad. Aunque este individuo presentd
un campimetro que demostrd ceguera en todo e perimetro, se encontraron
respuestas normales en los ERG escotdpico (Fig. 21a) y fotdpico, por lo que se
descartd el diagnéstico de RP. Los potenciales visuales evocados con flash
demuestran una disminucién de los potenciales en ambos ojos, y se pudo
relacionar el cuadro a una profunda ambliopia por antecedentes de cataratas
congénitas. Al descartarse alteracion en los fotorreceptores, fue necesario
excluir a este paciente y a sus hemmanos (que presentan caracteristicas
similares), de la condicién de afectados por RP. A este individuo no fue

posible realizarle |a angiografia.

Paciente P1-3
En este paciente, de sexo masculino y 44 anos de edad, y padre dei
individuo 9, si se encontrd una respuesta aplanada tanto en el ERG escotépico

(Fig. 21b) como en el fotépico, por atrofia del sistema fotorreceptor (bastones y
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Fig. 21. Electrorretinogramas escotdpicos de la familia P1. A: Individuo P1-9 (8
afios), ciego por haber tenido catarata congénita, pero con ERG normal. B:
Individuo P1-3 (44 afios), afectado con RP. C: Individuo P1-25 (40 afios), con leves
potenciales en la onda B, posible sintoma clinico de un estade portador.



Ve

o

CoNes). Los potenciales evocados también demuestran un marcado
aplanamiento por atrofia del [l par.

Por su parte, la angiografia demostrd, en las fotos libres de rojo la
evidencia de espiculas pigmentarias hacla la media periferia (Fig. 22a);
marcado adelgazamiento del sistema vascular, y palidez del |l par por atrefia.
Con la inyeccion de fluorescencia se observa un retardo en e! llenado arterial
en ambos 0jas, con marcado adelgazamiento del sistema vascular retinal
También se presentan areas de hipofluorescencia (disminucion de la
flucrescencia de base} por atrofia coriccapilar marcada. asi como
hipofluorescencia hacia la media periferia por blogueo de |a fluorescencia de
base por espiculas pigmentarias. Se muestran areas geograficas de atrofia del
epitelio pigmentario macular en ambos 0j0s.

Ei campo visual en &l individuo 3 muestra un remanente de vision en ei
area de mayor concentracidn de congs, por lo gue se evidencia un
degeneracién bastén-conoe (Fig. 22b).

El diagnéstico es: Retinosis Pigmentaria en estadio avanzado, atrofia en
el Il par, y atrofia macular. En el Cuadro V se sintetizan las caracteristicas
patolégicas de esta RP, que se trata de una RPAR tipo 1 (baston-cono), de

aparicion temprana.
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Fig. 22. Angicgrafia y campo visual del Individuo P1-3, afectado por RP. A: Se
muestra la marcada reduccion del sistema vascular, asi como [a pigmentacion
caracteristica de RP. 8: E! campimetro reducido, dejando un remanente en la
macula, indica degeneracion bastén-cono.



Paciente P1-25

De sexo femenine y 40 afos de edad, madre del individuo 9 y esposa de
su primo tercero (individuo 3). Nunca ha presentado problemas en la visién,
Las amplitudes de |a onda A en el ERG escotdpico fueron normales, por lo gue
se descartd alguna alteracidn de RP. Existe una leve disminucion de |os
potenciales de la onda B en e ERG escotdpico, que no se relaciona con |a
clinica de |a paciente (Fig. 21c). El resto del estudio electrofisioldgico es
nomal.

La angiografia fluoresceinica en ambos ¢jos, asi como el estudio del
campo visual fueron normales. No obstante el campimetro mostré dificultades
para percibir la senal en |la periferia. El diagnéstico es: paciente sana, con
disminucion en la onda B del ERG escotopico.  Se ighora st se trata de una
portadora de RP o no, debide a que ningunc de sus hijos se le ha
diagnosticado RP, aungue si catarata congénita. Habria que realizar ERG a
portadares obligatorios de RP en esta familia, para observar si Ja disminucion

en |a onda B del ERG escotapico es il para el diagnéstico de portadores.

Aunque las caracteristicas fenotipicas de la RP son similares en ambas
familias, la degeneracién retiniana es mas rapida en [a familia C1, que se

muestra ademas del individuo 42, en una nifia con la misma severidad, y en &l



historial clinico de los demas afectados. En |la familia P1 1a degeneracion es
mas lenta y la funcion de los conos dura mucho mas tiempo, como es el caso

de todos ios afectados de esta familia, con excepcion de los afectados por

catarata congénita (individuos 8, 9y 10).

3. Lectura de los marcadores polimorfices.

A} Marcaderes empleados

Los marcadores Wtilizados en el estudio, asi como la region que
amplifican y su efectividad a |la hora de ser utilizados en PCR con P-32, se

muestran en el Cuadro V..



CUADRO VI. Imprimadores probados en [a busqueda de ligamiento con

Imprimador

'F13B

RPAR, region cromosomica y calidad de la lectura con P-32,
segun la familia.

Regi6n

Loci-probando

Calidad de Lectura
C1 P4
i Buena Buena

11931-32.1 ' Cercano a RPAR |

|i C4BPA/B “i 1932

[Cercano a RPAR | y USH2 ‘ Buena Buena

!

e

Rodopsina (RPAR II) ‘Buena Buena

3921924 |

| D3s1308

D3s1268

\

J

CercancaRHO | Buena Buena

i 3q23 | Cercano a RHO TBuena Mala

|
i

'D3s1279

laqzs ‘Cercano a RHO i‘Maia  Mala

|
'D3s1306

Maia Mala

i 3q23 Cercano a RHO |

'D3s621

'PDEB

" | Cercano a RPARII "|Buena  Buena

b
e
|

,45'16.3 'PDEB (RPAR V) Buena Buena

'D4s412

'4p16 Cercano a PDEB Buena Mala

| .
| D4s431
D4s432

D6s105

|4p16 Cercano a PDEB Buena Mala

'Buena Buena

|

~ |CercanoaRPARVI

'D6s291

|
—
N

[Cercano a RPAR VI ?Maia ~ Mala

'RDS

'D6s251

i

l __
g Buena Buena

_\' Periferina/RDS

6q14-g15 "'CercanoaRPLs T | Buena Mala
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CUADRO VI. Imprimaderes probados en la busqueda de ligamiento con
RPAR, region cromosémica y calidad de ia lectura con P-32,
segun la familia. (Continuacién)

Imprimader - Region Loci-probando -Calidad de Lectura

et P1

'IGF2R

6425-q27

Cercano a CRD Buena Mala
| D7s460 7p ‘Cercano a RP8 Mala Mala
B7e4%8 7p15.1 Cercano a RP8 Viaia " Buens
D8s87 8p12 Cercano a RPAD Buena Buena
PLAT 8p12-q11.2 Cercano a RP1 ‘Mala Mala
E"ﬁ,i:"'v"'t: 8424 MYC (Proto-oncogen) Buena  Buena
D10s169 10q26-gter Cercano a RBP Mala Mala
' D11s875 11p15 Cercano a USH1C Buena  Buena
PYGM (CA) |11q13 Cercano a ROM-1 Mala Mala
'D11s876 11q14-g21 iCercanoa USH1B Buena Mala
‘Di4sa3 149243 Maia ~ Maia
P1 | 14¢q32.1 Cercano a USH1A Buena  Buena
1 D18s41 18g21.1-g21.3 |Cercano a RPAD Mala Mala

B) Analisis de ligamiento

En los Cuadros VIl y VIl se observan los resultados del puntaje Lod

{entre dos puntos del genoma: el gen de 1a RPAR y el locus del marcador),
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para las familias C1 y P1. De las Figuras 23 a 28 se pueden ver ejemplos de

los alelos polimorficos en las familias C1 y P1. En el caso de los marcadores

que no incluyen informacion en los Cuadros VIl y VI, no fue posibie hacer

lectura de los alelos en |as radiografias.

Cuadro VII. Puntajes Lod (2) obtenidos entre marcadores polimorficos y el
gen de la Retinosis Pigmentaria Autosomica Recesiva en |a famiiia
C1, segun |a distancia entre los loci.

Marcador/@ -

| F138 o= -04899  |-0.1611 -0.0456 | -0.0064 |

C4BPAB  i-= -10426  -04216 |-01562 |-0.0395 |
RHO " 00000 00000 | 00000 | 00000 | 0.0000
D3s1309 | -= -0.8968  -0.2460 (-0.0375 | 0.0013
D3s1268 |-= -06685  -02787 | -0.1033  -0.0227

' D3s1306 - - 0.5247 - 0.18%4 - 0.0601 - 0.0038

'D3s621 -= '-0.7053 -0.3118  |-0.1236  [-0.0310
PDEB i -02183 00092 00329 0.0271

D4s412 e | 03845 | 04341 | 02754 0.0965

D4sd31 .= -10882 -03627 [-0.1015  [-0.0113

| D6s105 - -0.7161 -0.1399 0.0118 0.0124

RDS - 0.0083 0.2063 0.2239 0.1408 0.0414

' D6s251 e -1.1975  -04637 | -0.1647 | -0.0388

| 16F2R - -08401  1-03383 ~ 1-01303  ]-00875

| D8s87 iy -0.7260  {-0.1496 0.0002 0.0065

| MYC - e 00233 = 0.3050 0.2479 0.1028

'D11s875 |-« -05789 | -01503  |-0.0220 0.0042

| P1 0.0000 00000 | 0.0000 0.0000 0.0000
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Cuadro VIII. Puntajes Lod (Z) obtenidos entre marcadores polimérficos y el
gen de |a Retinosis Pigmentaria Autosémica Recesiva en la

familia P1, segun la distancia entre los loci.

Marcador/@ : 00 0.1 025 03 04
F13B -1 '-1.1001 _ .
'C4BPAB__ -1.0716  -D2211 -00752  |-00242 | -00045 |
RHO -0.3485  0.3991 0.3154 0.1833 00763
'D3s1308 .= 13915 -0.5357 -0.1904  1-0.0455
D362 - 0.4256 - 0.0832 -0.0501 -0.0337 -0.01817
PDEB e -1.1956 -0.3996 -0.1046 - 0.0040
‘D6s105 = -2.2524 -0.9870 -0.3974 “0.1670
RDS . -0.1009 0.3390 0.2919 0.1121
IGF2R 0.0000 00000  : 00000 | 0.0000 "0.0000 |
D7s435 4 -1.6914 -0.6926 -0.2598 - 0.0633
D8s87 - o 1-1.0023 - 0.4046 -0.1357 -0.0271
MYC e - 0.9240 - 0.3007 -0.0784 -0.0005
D11s875 -« -1.3461 1 -05778 -0.2288 ~0.0605
P1 04845 07632 | 0.6385 0.4050 0.13%0

Como puede observarse en el Cuadro IX, ambas familias tienen poder

suficiente para que un marcador ligado a !la RPAR que las afecta, demuestre Ia

existencia de ligamiento. En la familia C1 es posible un puntaje Lod de Z (0.0}

= 4,58 y en |la familia P1 se puede alcanzar un puntaje de Z (0.0) = 5.25. Por

esta razon, si un marcador no iguala o supera un puntaje Lod de Z {(0.0) = 3.3

(o sea 1995:1 a favor de existencia de [igmiento, y no Z = 3 porque se podrian

praducir $% de falsos pesitivos) (Lander y Schork, 1994}, no existe seguridad

de gque corresponda al locus ligado a la RPAR en la familia probada.
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Fig. 23. Marcador F13B en la familia C1.  Con este marcador se descarta
al gen de la RPAR | en esta familia (Z(0.0) = - w).
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Fig. 24. Marcador MYC en la familia C1. Con esie marcador se descarta al
gen Myc, participante en la apoptosis (2(C.0) = - =), aunque se
obtuvo un puntaje de Z (0.2) = 0.3050.
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F1a. 25. Marcador PDEB en fa familia C1. Con este marcador se descarta al
gen de la RPAR V en esta familia (Z{0.0) = - «}.
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Fig. 26. Marcador F13B en la familia P1. Con este marcador se obtuvo un
puntaje de Z(0.0) = - 1.0099 en esta familia.
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Fig. 27. Marcador D3s621 en la familia P1. Con este marcador se obtuvo
un puntaje de Z(0.0) = - 0.4256 en esta familia.
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Fig. 28. Marcador P1 en parte de |a familia P1. Con este marcador se
obtuvo un puntaje de Z(0.1) = 0.7632 en esta familia.
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Cuadro IX. Puntajes Lod de un marcador ideal de 4 alelos gue segrega con la
RP, e indica el poder de las familias C1 y P1 para que en ellas se
encuentre ligamiento con el gen que provoca su tipo de RPAR.

Familialo : 00 T __ ,_
| C1 _:..45850 :@ 35936 _ 25616 . 15154 | 05428
P1 {52460 : 39549 = 26848 : 15234 05615

Los programas MLINK e ILINK (analisis de dos puntos) encontraron
resuitados que dan luces sobre la genética moiecular de [a RPAR en las
familias estudiadas. El analisis de los marcadores polimoérficos ha permitido
descartar varios genes de interés, come responsables de la RPAR en las
familias C1 y P1. Al no encontrarse ligados con la enfermedad distintos
marcadores cercanos, no tuvo sentido realizar el analisis de muchos loci
(Multipoint analysis} (Terwilliger y Ott, 1994), por lo que no se utilizd el CILINK.

Por tratarse de marcadores ligados a los genes candidatos, un
puntaje Lod de menos infinito en cero unidades de recombinacion (Z (0.0) =
- =), permite considerar muy improbable gque sea el causante de la
patologia. En la familia C1, tal es el caso de los genes de la RPAR |
(F13B, Z (0.0) = - =), RPAR Il (D3s621, Z {0.0) = - =), fosfodiesterasa B
(PDEB, Z (0.0) = - «; D4s412, Z (0.0) = - «; D4s431, Z (0.0) = - »), RPAR VI

(D6s105, Z (0.0) = - =), de la RP con fenotipe de Stargardt (D6s251, Z (0.0)



84
= - o), de |la RPAD del cromosoma 8 (D8s87, Z (0.0} = - «) y del proto-
oncogen Myc (MYC, Z (0.0) = - «0). Ademas, marcadores cercanos sugieren
que el problema en esta familia no se debe a una mutacion en los genes de
Usher tipo 2 (C4BPA/B, Z (0.0) = - ), Usher tipo 1C (D11s875, £ {0.0) = -
o), distrofia cono-baston (IGF2R, Z {(0.0) = - w) 0 rodopsina (D3s1309, £
(0.0) =- =; D3s1268, Z (0.0) = - w; D3581306, Z (0.0) = - »), aunque en este
ultimo caso, el marcador mas importante (RHO) no fue informativo. Debe
observarse, sin embargo, que ninguno de los marcadores Wilizados alcanzé
un puntaje Lod de -2, cuando las unidades de recombinacion fueron
mayores ¢ iguales a 0.1. Por su parte, el puntaje Lod con el marcador RDS,
no permite descartar con certeza al gen RDS (Z (0.0) = - 0.0083).
Finalmente, se puede observar la existencia de puntajes Lod positivas con
los marcadores PDEB (Z (0.3) = 0.0328) y Dd4s412 {Z(0.3) = 0.4341), lo que
indica una leve posibilidad de que el gen responsable se encuentre cercano
al gen de la fosfodiesterasa-B. De igual modo, se obtuvieron valores
positivos a 0.2 unidades de recombinacion del gen Myc (Z (8) = 0.3050), y a
6 = 0.1 del gen RDS (Z (8) = 2062) por lo que es necesario descartar estos
loct con marcadores cercanos.

En cuanto a |la familia P1, se descaran los siguientes genes como

causantes de |la RPAR: fosfodiesterasa B (PDEB, Z (0.0} = - =), RPAR VI
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DISCUSION

La RP censtituye un grupo de enfermedades particularmente dificil de
analizar desde la perspectiva de ia genética malecular, pues el diagndsico
clinico preciso, necesario para definir su fenotipo, es costoso.  Ademas,
tecnicamente se pueden presentar falsos negativos en los primeros estadios de
desarrollo de la enfermedad, asi como resultados falsos positivos (como se
demostré en este trabajo); sumado a esto, la RP muestra heterogeneidad
genetica. Inctusive, como es el caso de la rodopsina, proteina cadificada por un
solo locus, puede originar RP con distinto patrén de herencia dependiendo de
la mutacion que sufra (Rosenfeld et al 1992, Dryja et al 1993). La RP
autosomica recesiva presenta aun mas complicaciones debido 2
heterogeneidad compuesta, mientras que también se ha reportado un casc de
diferentes genes de herencia autosoOmica recesiva que actua en la misma
famiha {van Soest et a/ 1984). Un problema adicional para el estudio, lo
constituyen los pocos casos de afectados que se dan en familias con herencia

autosdmica recesiva.



1. Caiidad de las familias estudiadas

Aun en medio de estas dificultades, las familias C1 y P1 aqui estudiadas
presentan ciertas caracteristicas que permiten el andlisis genético moelecular,
como o sen el numero de afectados y de portadores obligatorios. De hecho, ei
andlisis de ligamiento con un marcador inventade, que incluye un alelo que
segrega con el gen mutado, pemmitid constatar que las famiilias C1 (Z (0.0) =
4558) y P1 (2(0.0) = 5.25) tienen suficiente poder de ligamiento, por lo que
ambas familias son adecuadas para que en ellas se encuentre al locus
responsable de su tipo de RPAR.

Ademas, la reconsiruccion genealogica de la familia P1 que permitio el
establecimiento de nexos consanguineos, hace pensar que en esta familia un
solo gen es el causante de la RP. Ademas, se evidencid un alio grado de
consanguinidad al obtenerse los coeficientes de endocruzamiente (F) para los
descendientes en nucieos familiares con afectados y portadores, gue era dos
VECES Mayor gue un cruce entre primos segundos (Cuadro 1V). Esto podria
facilitar el analisis, pues la participacion de mas de un locus podria dificuitar
enormemente ef hallazgo de un gen por gené&tica reversa. AUn asi no es
posible descartar totalmente que el problema se deba a |a interaccién de dos
loci en las familias, que solo en condicion de heterocigosidad compuesta

expresen el problema por cedificar proteinas gue forrmen complejos proteicos
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(alelos nomal y mutado) y 1as frecuencias alélicas del marcador polimaérfico.
La veracidad en estas frecuencias es importanie porgue mientras menos
comun sea el gen mutado en la poblacién, es menos probable gue el individuo
lo tenga por azar, proveniente de un ancestro no tomado en cuenta en la
genealogia. El problema &3 que no se cuenta con datos de frecuencia del gen
mutado en la poblacidon estudiada porque no hay datos de incidencia de RRPAR
en la poblacién estudiada, y menos de cada subtipo de RPAR. Para hacer
una estimacion de la frecuencia del alelo mutado se pedria considerar el
promedio de incidencia de la RP en los paises gue cuentan con datos
epidemnioldgicas (Cuadro |}, que seria de 1/4500, por lo gue la frecuencia de
todos los genes que producen RP seria q (RP) = 0.0148. Perc como gl
porcentaje de genes que podrian provocar RPAR es del 77% (uniendo RPAR v
casos aislados) (Heckenlively, 1888}, entonces la frecuencia de los alelos
mutados que provocan RPAR seria aproximadamente de g (RPAR) = 0.0115.
Ademas habria que considerar gque existen varics o muchos genes que
provocan RPAR, ¥ que de los conocidos hasta ahora el mayor responsable es
la PDEB caon un 5% de ios casos de RPAR (Cuadro i), no es poco probable

C.00115.

que |a frecuencia de un gen gue provoca RPAR sea cercana a g

0.018803

No obstante, para ser conservador con los célculos se wlilizo g

como frecuencia del alelo mutade, que es la frecuencia de algun alelo causante
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de la RP en los Estados Unidos, asumiendo gue la incidencia sea de 1:3500
{Boughman et al. 1982).

Por su parte. |a frecuencia de los alelos en |a poblacion del Valle Central
de Costa Rica, para los marcadores utilizados en este estudio, no esta
disponible, por lo que se optd por igualar las frecuencias, como suele
realizarse: "con frecuencia los investigadores gque trabajan con marcadores
multialélicos con repeticiones CA. asumen para propositos de ligamiento, gue
todos los alelos tienen iguales frecuencias. Esto se hace tipicamente porque
estos marcadores no estan suficientemente caracterizados, y una frecuencia
génica precisa no esta disponible. Ademas, es frecuente que sea dificil
caracterizar los alelos en una poblacion. Por ejemplo, el alelo 1 en la familia 1
puede no corresponder al alelo 1 de la familia 2" {porque los productos pueden
ser de peso molecular semejante) {Terwilliger y Oft, 1984). Al tratarse de
alelocs que se siguen a través de las generaciones de familias grandes, el
problema al asumir frecuencias iguales no es tan serio Como en casos en que
se urnen nucleos familiares no relacionados, pues se puede seguir la relacion
entre el gen mutado con un alelo dado en diversas generaciones. Ademas, de
este mado es posible tener arboles genealdgicos con varios nucleos en "fase
conocida”, y por tanto mas informativos (Thompson et al 1991). No obstante,

al hacerse variaciones en las frecuencias del gen Myc se observé como los






24
rodopsina- una proteina implicada en |a RP con diferentes patrones de
herencia. Existe evidencia, ademas, de que el gen responsable es distinto de
los genes de la RPAR |, RPAR I, RPAR Ill y Usher tipos 1C y 2. Se obtuvieron
resuitados positivos para el marcador P1, cercano al gen de Usher 1A {Z (maXx)
= (0.7647, 6 =0.090), por lo que es conveniente continuar los anaiisis cerca de
este locus, a pesar de que el puntaje Lod sea poco relevante. Deben
descartarse ademas, genes cercanos a RHO y RDS, que no seria extrano que
se tratara de genes que participan en la transduccién de la sefal visual, y gue
tuvieran un origen comun con ios genes que codifican por estas proteinas de
ios fotorreceptores, por ejemple, por recombinaciéon desigual.

Por su parte, los datos obtenidos con el analisis de ligamiento,
pemnitieron excluir como causantes de la RP en ja familia C1 a los genes de |3
fosfodiesterasa-B (RPAR V) y RPAR |, il y VI, asi como a los genes de Myc,
RPLS y RP1. Ademas marcadores cercanos sugieren que !a rodopsina (RPAR
Il) no es el gen mutado, aunque es preciso, al no ser informative para esta
familia el marcador RHO, confirmar el resultade con algun método mas directo.
También hay evidencia de que los genes respcensables no son el de la CRD v
Usher tipos 1C y 2. Finalmente, se obtuvieron algunos valores positivos en el
puntaje Lod a 6 distinto de 0, en los casas de la fosfodiesterasa-B, periferina y

del gen MYC, cuya proteina participa en el proceso de apoptosis.






4. Alternativas para continuar el andlisis

Los andlisis moleculares en la bdsqueda del gen causante de la RPAR
en estas familias deben continuar descartando los genes que se han
relacionado con algan tipo de RP, y gque no han sido esiudiados en este
trabajo. El orden de estudio debera ser el siguiente:
1. Descantar los genes coarrespondientes a los marcadores con ieve puntaje
Lod positivo, aumentando al maximo el niumerc de probandos, y estudiando
marcadores vecinos.
2. Descariar al gen que produce la RPAR IV, sifuade en 4p14-cen, el del canal
catidnico dependiente de GMPc. También el locus que esta ligado a la RPAR
VI, que posiblemente comespende al gen de un "zipper” de leucina especifico
de retina (NRL}; para esta se puede utiiizar el marcador D14s80Q.
3. Obtener un puntaje Lod inferior a -2, para los genes que no obtuvieron
puntajes iguales o inferiores a €se numero convencional,
4. Descartar los genes que se han relacionado con algun sindrome de herencia
autosdmica recesiva, pues es posible que se den algunas mutaciones que sélo
perjudiquen la reting, o que estén cerca de ofros genes implicados, ligados por
haberse originado por el fendmene de duplicacion génica. Tal es el caso de

gen que provoca [a RP con sintomas de Stargardt (6q1), los distintos tipos de
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de diversas mutaciones para originar un fenotipo de RP (heterogeneidad
compuesta), penetrancia incompleta en las formas dominantes, expresion
tardia y variable en algunos casos, y de dificil y costoso diagnéstico clinico
preciso. Pasaran todavia algunos afios antes de que se encuentren los genes
participantes en enfermedades no tan complicadas, para luego dar paso a los
casos como el de 1a RP, especialmente enfermedades de herencia autosémica
recesiva.

Es por esta razon que el avance en la obtencién rapida de los resultados
de laboratorio debe ir acompafado de la utilizacion de programas que
contemplen una posible heterogeneidad compuesta (sistemas capaces de
encontrar correlacion entre dos alelos de distinto gen), que contemplen ademas
una posible participacion de diversos genes en familias con el mismo fenotipo,
y aun en nucleos familiares relacionados. Por ejemplo, el programa HOMOG
(Oft, 1985) ha sido utilizado para encontrar heterogeneidad genética en
retinosis pigmentaria: van Soest y colaboradores (1994) determinaron que la
probabilidad de heterogeneidad era de 122:1 al hacer el andlisis con un locus
en una gran familia de afectados.

En este tipo de enfermedades, con heterogeneidad genética, es
necesario implementar un diagndstico preciso, por lo que los sistemas de salud

deberan estar en capacidad de ofrecer un diagndstico temprano. La
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moleculamente a cada famiha por separado, para evitar al maximo la
heterogeneidad genética en el analisis de ligamiento. Sin duda, esta medida

habréd gue tomarla en ofras enfermedades complejas.

7. Necesidad de conocer la epidemiologia de la RP en Costa Rica

Tambien este estudio hace evidente la enorme necesidad de conocer
datos epidemiolégicos de las distintas enfermedades hereditarias en Costa
Rica. Solamente contando con informacion veraz sobre la situacion de las
distintas enfermedades, es posible clasificarlas adecuadamente en el orden de
prioridades para ser estudiadas. Solo asi se contara, ademas, con datos de
prevalencia e incidencia que permitan una mayor confianza en los resultados
de ios andlisis. y es de esa forma como se pueden localizar las mejores
familias para efectuar los estudios.

A continuacidon sugierc un modelo para realizar un  estudio
epidemiolégico de |a RP en Costa Rica Este modelo se podria integrar a otro
modelo mayor, destinade a hacer un estudio de prevalencia de distintas

enfermedades hereditarias en nuestro pais
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CONCLUSIONES

1. A las familias con RP, C1 y P1, se les determiné un patron de herencia
autosdmico recesivo, Ademas se encontré un altc coeficiente de
endocruzamiento (F) en los nucleos familiares con afectados,
especialmente en €l casc de la familia P1; 1o cual sugiere gue solo hay un
locus involucrado en la RP de esta familia.

2. En ambas famiiias se presenta una RPAR tipo 1 (baston-cono) de
expresion temprana, pero en la familia C1 1a degeneracion es mas rapida
que en la P1. Esto sugiere que la RP de estas familias se origina por
mutaciones distintas.

3. La familia C1 presenta un poder de ligamiento (LINKAGE) de Z (0.0) =
458 y la familia P1 presenta uno de Z (0.0) = 525 como puntaje Lod
maximo, cbtenido con datos de un marcador inventado de cuatro alelos, uno
de lcs cuales segrega con el gen responsable de la RPAR en la familia.
Esto indica que ambas familias son apropiadas para encontrar el gen
responsable de su tipo de RPAR.

4. El analisis de ligamiento basado en marcadores polimérficos (STRPs)
determind que los genes causantes de fa RP en {a familia C1 no son fos
siguientes: fosfodiesterasa-B, el causante de la RPAR |, RPARIIIl, RPARVI,

RPLS y RP1 (RPAD del cromosoma 8). Ademas se sugiere |a exclusion del
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gen de la rodopsina, asi como de [0S genes que provocan el Sindrome de
Usher 1C, Usher 2 y el de la distrofia cono-bastédn (6q).

5. El analisis de ligamiento indicé que [a RPAR en la familia P1 no es
originada por los siguientes genes: fosfodiesterasa-B, periferina, el de la
RPAR VI, RP8 (RPAD del cromosoma 7p), RP1 (RPAD del cromosoma 8) y
Myc. También se sugiere la exclusion de los genes que provocan la RPAR
I, RPAR Il {rodopsina), RPAR Ill y Usher 1C y 2.

8. Para continuar el andlisis es necesario aumentar los estudios en |os loci
cercanos a los marcadores con ligero puntaje Lod positivo, particularmente
en el caso de la familia C1 cerca de los loci PDEB y MYC; y en la familia P1
cerca de RHQ, RDS y P1 (Usher 1A). Luego se deberan descartar los
restantes genes que provocan RPAR y RPAD hasta ahora identificados, asi
como genes responsables de sindromes. Luego se deben investigar
regiones cercanas a los genes hasta ahora implicados en la RP, y por
altimo iniciar et analisis en el resto del genoma. Debe tomarse en cuenta la
posibilidad de heterogeneidad compuesta, asi como la posibilidad de que
existan dos genes distintos que orginan la RP en las familias.

7. El estudic recalca la importancia de contar con datos de prevalencia, y
de tener un registro nacional de enfermedades hereditarias que permitan

establecer prioridades e identificar familias con afectados.



8. Queda clara ia necesidad de tener los marcadores polimoérficos,
programas de computacion, planes de cooperacidon, Yy equipos
multidisciplinarios para encontrar genes responsables de enfermedades, y
asi ofrecer diagnostico molecular, identificar portadores, dar pronédsticos,

conocer mejor la fisicpatologia y considerar |a terapia genética,
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Madriz Mgjias (Alajuelita)

Molina Araya (Turrialba)

Murilio Muritlo (San Pedro, Poas)
Pererira Morales (Paso Ancho)
Petersen Gutiemrez (Turmialba)
Pérez Granados (Rio Frio)
Piedra Miranda (San Carlos)®
Finade Campos {Coto Brus)
Portuguez Sandoval {Poas, Heredia, Cartago, elc.)
Portuguez Vargas {Faso Ancho)
Prado Quesada (Guadalupe)
Quesada Aguiiar (Grecia)
Quesada Betta (San Pedro)
Quesada Campos (Pavas)®
Quesada Ortiz {(Juan Vinas)
Quesada Rodriguez (Grecia)
Ramirez Cordero (Cartago)
Rodriguez Chavarria (Pavas)
Rodriguez Murillo {Belen}

Solera Valverde (-.)

Thames M. (Desamparados)
Troyo Quesada (Pavas)

Valerio Ramirez (Guayabo de Mora)
Valverde Fallas {Desamparados)
Valverde Hemandez (Puriscal)
Vaiverde Quesada (-.)

Vargas - {Alfaro Ruiz)

Vargas Lara (La Guacima)
Vindas Prado (Acosta)®

Notas:

1. Las famiiias que se han emparentado con otras, aparecen unidas en una sola.

2. Cuando no se especifica el lugar de residencia, gs porque no se ha logrado aun |
contacto con esas familias.

3. Sefnaladas con un ° estan las familias que por su patron de herencia & numero de
afectados, fueron escogidas para ia primera fase del estudio.



APENDICE Il

FORMULA DE CONSENTIMIENTO DE PARTICIPACION

UNIVERSIDAD BE COSTA RICA
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN SALUD (INISA)
SECCION DE GENETICA HUMANA

PROYECTO "DIAGNOSTICO MOLECULAR DE LA RETINOSIS
PIGMENTARIA AUTOSCOMICA RECESIVA"

CONSENTIMIENTO DE PARTICIPACION EN INVESTIGACION

Este proyecto tiene como objetive encontrar las causas genéticas de la

Retinosis Pigmentaria en algunas familias costarricenses. El ¢conocimiento de
estas causas aumentara la comprensién de esta enfermedad, lo que podria
dar luces para una futura terapia efectiva.

En esta investigacién participan el Dr. Ramiro Barrantes Mesén, el
M.Sc. Gustavo Gutiémrez Espeleta, el Br. Alejandro Leal Esquivel & el Dr.
Vladimir Carazo, & estad aprobada por la Vicemrecioria de Investigacion de ia
Universidad de Costa Rica.

Para encontrar e! gen que esta alterado en los afectados con Retinosis
Pigmentaria, es necesario hacer pruebas con ADN, que es extraido de una
pequefia cantidad de sangre de personas afectadas & no afectadas. Con 10

mL de sangre, extraida con ia mayor higiene, es posible contribuir con &l
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avance en el conocimiento de esta enfermedad. Ademas, deben hacerse
unas preguntas personales, clinicas & familiares, & se anotaran las respuestas
en un documento estrictamente confidencial.

Ciertamente, no se puede ofrecer un beneficio directo a las familias que
colaboren con esta investigacién, pero el avance en este campo podria
prevenir la aparicion de este tipo de Retinosis & ayudar a afectados en el
futuro.

Si usted firna esta hoja de consentimiento, estard contribuyendo con el
esclarecimiento de las causas de unc de ios problemas hereditarios que mas
afectan a los costamicenses.

Podra preguntar a los cientificos encargados de esta investigacion en

relacion con el progreso de los estudios, & resolver con ellos cualquier duda,

Nombre de persona que colabora:

Cédula:

Fimma de la persona que cotabora;

Firma de un familiar responsable:
{Si la persona no puede firmar ¢ es menor de edad)

Parentesco; Ceadula;

Firma del investigador:

Fecha: Sello del INISA
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APENDICE Ill

DATOS QUE CONFORMAN EL EXPEDIENTE DE LOS PACIENTES

UNIVERSIDAD DE COSTA RICA EXP. No.
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN SALUD (INISA)
SECCION DE GENETICA HUMANA

PROYECTO "DIAGNOSTICO MOLECULAR DE LA RETINOSIS
PIGMENTARIA"

REGISTRO DE DATOS PERSONALES CLINICOS & FAMILIARES

(INFORMACICN CONFIDENCIAL)
FAMILIA: CODIGD: FECHA:
l. DATOS PERSONALES
Nombre: 1 Apellido:
2 Apellido: Cédula:
Conocido como: No. asegurado:
Sexo: ___ Rasgos: Cc A N Q, Otro:
Fecha/nacimiento: Hospital/nacim:
Direccién:
Distrito: Canton: Provincia:
Teléfono: Apartado postal:

Trabajo: Telefono:
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Estado civil: Fecha de unidn con conyuge actual:

Anteriores uniones: No__ No sabe__ Si__ Fechas:

S| ES OTRA PERSONA LA QUE BRINDA LA INFORMACION:

Nombre & apellidos:

Relacion: Teléfono:

Direccion:

il. HISTORIAL CLINICO
¢ Tiene degeneracion de laretina? No___ Nosabe_ Si_

Fuentes:

Tipo de degeneracion de la refina:

__ Retinosis Pigmentaria __ Coroideremia

___ Retinitis Punctata ___Ceguera noctumna
Albescens congénita estacionaria

__Enfermedad de Goldmann-  __ Sindrome de Usher Tipo |
Favre

___Enfermedad de Stargardt ___Sindrome de Usher Tipo li

___Amaurosis de Leber __ Sindrome de Laurence-Moon

___Degeneraciébn macular __ Sindrome de Senior-Loken



___RP Atipica __Sindrome de Bardet-Bied|
__ Distrofia de conos ___Bassen-Komzweig
__Distrofia viteliforme __Refsum

___Distrofia de Sorsby __ Oftro:

___Atrofia giratoria __ Desconocida

Motivo del diagnéstico:

iZ3

Numero de expediente:

Edad a la que se le diagnosticd:

Centro medico:

Nombre de quién diagndstico.

__ Oftalmétogo (M.D.) __ Optometrista (0.D.}

Otro:

Direccién;

Teléfono:
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Frueba realizada Fecha Médico Resultado Copia/Dx
o Técnico

Estado refractivo
Electrorretinograma
Fondo de ojo
Campo visual
Motilidad ocular

Otra:

HISTORIA OCULAR

Padecimiento izquierdo Derecho Afo/inicio Progresion

Ceguera noctuma

Pérdida de visidn
periferica

Perdida de visién
de lectura

Dificuitad en
vision de cerca
Dificultad en

vision de largo

Catarata



Glaucoma

Desprendimiento
de la retina

Alteraciones en
el humor vitreo

Otro:

=

~1

Cirugiaocular: ___No ___ Si Motivo:

Agudeza visual actual

Sin lentes: Ojo izquierdo / Qjo derecho /
Con lentes: Ojo izquierdo / Ojo derecho /
Fuente:

Pérdida auditiva

___No ___Nosabe ___ Si: Edad de inicio:
____Profunda __Moderada ___ Progresiva
____Bilateral ___ Unilateral: Oido

Fuente:




Otros problemas médicos Si No No sabe Especificar Atencion

Médica

Otra enfermedad hereditaria
Retarde mental

Sistema nervioso

Sistema digestivo

Sistermna cardiovascular

Piel

Sangre

Musculos

Enfermedades venéreas
Resfrios frecuentes

Oftro:

SUSTANCIAS INGERIDAS & TRATAMIENTOS DE LA PERSONA:

Tratamiento Nombre Recetd Fuente Tomado
o sustancia Desde Hasta

Para la presion
Cloroquina

Melaril



Para la tiroides
Anliconceptivos
Esterilizacion
Tranguilizantes
Retincide
Vitaminas
Homeopatia
Hierbas naturaies

Ofro:
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TRATAMIENTO  SI No Fuente Tomado Comentanios

PARA LA RETINA

Desde Hasta

DMSC
Deprivacién-luz
Ruso - ENCAD
Extracto-placenta
Inmunoterapia
Cubano
Homeopatia
Medicina natural

Otro:
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IIl. GENEALOGIA & HERENCIA

ARBOL GENEALOGICO Cédigo:

Considerar. fechas de nacimiento (aprox.), procedencias, hijos de ofras
uniones, hijos fallecidos, abortos espontaneos, pseudonombres, preguntar si
son padres bioldgicos, aiio & tipo de unidén, ocupacién, padecimientos.

PATRON DE HERENCIA Evidente Candidato Descartado

Autosdmica Recesiva
Autosomica Dominante
Ligada al X Recesiva
Ligada al X Dominante
Mitocondnal

Hombres de una generacién
sin antecedentes

Caso aislado




EN CASO DE SER RP AUTOSOMICA RECESIVA:

Tipo de ARRP Evidente Candidato Descartado

DISTROFIA BASTON-CONO:
Aparicién temprana, forma severa
Aparicion tardia, forma moderada
DISTROFIA CONQ-BASTON

OTRO:

Comentarios:

Préximos contactos:



