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DISTROFIA CORNEAL GRANULAR AUTOSOMICA
DOMINANTE CAUSADA POR MUTACION DEL GEN TGFBI
EN UNA FAMILIA MEXICANA

AUTOSOMAL DOMINANT GRANULAR CORNEAL DYSTROPHY
CAUSED BY A TGFBI GENE MUTATION IN A MEXICAN FAMILY

ZENTENO JG, SANTACRUZ-VALDES &, RAMIREZ-MIRANDA A1

RESUMEN ABSTRACT

Objetivo: Las distrofias corneales son un grupo deObijective: To describe the clinical data and the
alteraciones hereditarias en las que una acumuliresults of molecular analyses of (h&FBI gene in
cion progresiva de material amiloide, hialino o mix- a patient with classic granular stromal corneal dy:
to en las distintas capas corneales produce disminitrophy (type I).

cion de la transparencia corneal. Se describen léMethods: A female patient aged 60-years complai
caracteristicas clinicas y los estudios molecularening of a long-standing decrease of visual acuil
del genTGFBI en una paciente Mexicana con unabilaterally associated with photophobia and foreig
distrofia corneal estromal de tipo granular. body sensation, underwent a complete ophthalm
Métodos: Examen oftalmolégico completo, carac- logic examination. Molecular analyses of DNA
terizacion fenotipica de la distrofia corneal, y anali-from the patient and from an affected brother inclt
sis del genTGFBI por reaccién en cadena de la ded PCR amplification of exons 4, 11, 12, and 14 «
polimerasa (PCR) y por secuenciacién nucleotidicathe TGFBI gene and direct automated sequencin
en DNA de la proposita y de un hermano afectadoof the PCR products.

Resultados:Las lesiones corneales observadas en IResults: The affected patient showed a pattern ¢
paciente fueron compatibles con el diagnéstico dicorneal stromal lesions that was compatible with
distrofia corneal estromal de tipo granular (clasica)diagnosis of classic granular dystrophy. No involve
No se observaron lesiones en las otras capas cornement of other corneal layers was evident. Molecul:
les. El andlisis del geRGFBlen DNA de la pacien- analysis disclosed a point mutation in exon 14 ¢
te y de un hermano afectado revel6 una mutaciothe TGFBI gene which consisted of an adenine t
puntual, de adenina a guanina, en el exén I43de¢  guanine change at nucleotide position 1924, predi
Bl que origina un cambio de histidina a arginina erting a substitution of arginine instead of histidine &
el aminoacido 626 (H626R) de la proteirarFBl. residue 626 of the TGFBI protein (H626R). An
Conclusiones:Este es el primer caso en el que seidentical mutation was detected in DNA from he
demuestra que una distrofia corneal granular eaffected brother.
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causada por la mutacién H626R €GFBI. Esta  Conclusions: This is the first time that a case of
mutacién ha sido reportada consistentemente en stromal granular dystrophy has been demonstrat
distrofia estromal de tipo empalizada, clinicamenteto be caused by the H626R mutation, a molecul:
diferente a la granular. Nuestros datos indican qudefect classically detected in the phenotypicall
existen excepciones en la aparente correlaciodistinct lattice corneal dystrophy. Our data indicat:
genotipo-fenoitipo establecida en el grupo de disthat the same molecular defects in T&FBI gene
trofias corneales asociadas a mutacion en el gelead to different phenotypes in stromal dystrophie:
TGFBI. thus expanding the genotypic-phenotypic spectrui
in this group of corneal diseaséarch Soc Esp
Palabras clave:Distrofia corneal, distrofia estro- Oftalmol 2006; 81: 369-374).
mal, enfermedad corneal hereditaria, mutacién de
genTGFBI. Key words: Corneal dystrophy; stromal dystrophy;
corneal genetic diseaseGGFBI mutation.

INTRODUCCION cas dominantes: distrofia corneal granular tipo | (€
8), distrofia corneal granular tipo Il o tipo Avellino
Las distrofias corneales son un grupo de enfer6,8,9), distrofia corneal granular tipo Il o tipo
medades hereditarias caracterizadas por pérdida @Reis-Bucklers (8,10,11) y distrofia corneal er
la transparencia corneal causada por acumulaciéempalizada (lattice) de tipos I, 1A, I/IIIA, IlIB y
progresiva de depdsitos anormales en las diferentd¥ (12-14). Todas las distrofias corneales causad.
capas de la cornea. Estas alteraciones tienen upar mutaciones e GFBI se caracterizan por un
gran heterogeneidad clinica y genética, inician emepoésito extracelular anormal de proteil&Bl
las primeras décadas de la vida, afectan principaimutantes en el estroma corneal (15).
mente la parte central de la cérnea y no se asocian La distrofia corneal granular tipo |, también cono
a procesos inflamatorios (1). Con el tiempo, loscida como distrofia corneal granular clasica, s
depdsitos llevan a alteracion visual y frecuentemenearacteriza por opacidades multiples discretas en
te se requieren procedimientos quirdrgicos comaodrnea que semejan migajas y es el tipo mas com
queratoplastias penetrantes para restablecer la agie distrofia estromal (16). La alteracion se hace e\
deza visual. La clasificacion actual de las distrofiagdente generalmente en la primera o segunda déc:
corneales se basa en la capa de la cérnea que ed&la vida o en la pubertad con la aparicion de op
afectada y en las caracteristicas biomicroscoépicasidades blanco-grisiceas que afectan a la capa es
de los depoésitos, que pueden ser de tipo amiloidanal superficial de la cornea (17). Con el tiempo, le
hialino o mixto (2). La mayoria de las distrofias lesiones tienden a aumentar de tamarfio, se agrege
corneales se heredan como rasgos autosomicse extienden mas profundamente y hacia la perifer
dominantes con variabilidad en la expresién clinicalipicamente se conserva una zona clara alredec
y alto grado de penetrancia (3). En afos recienteslel limbo corneoescleral y durante la cuarta déca
el estudio de las bases moleculares de diferentee la vida pueden aparecer opacidades centrales
tipos de distrofias corneales ha permitido el reconoforma de disco. Los sujetos afectados pueden me
cimiento de un grupo de distrofias estromales quéener vision normal por largo tiempo ya que la agt
tienen como origen comun mutaciones en el gemeza visual disminuye gradualmente (18).
TGFBI (Transforming Growth Factor, Beta-Indu- Se ha observado una correlacion fenotipo-geno
ced) (también conocido con®IGH3), localizado  po uniforme en la distrofia corneal granular tipo
en la regiéon cromosémica 5931 (2, 4-6). Mutacio-ya que la gran mayoria de los sujetos con esta d
nes definidas en este gen se correlacionan unifotrofia tienen una mutacion de citosina (C) a timin:
memente con tipos especificos de distrofias quéT) en la base 1710 del exén 12 del §&+BI,que
afectan selectivamente el estroma corneal. A larigina un cambio de arginina a triptofano en €
fecha, se han demostrado mutacione$@EBlen  aminoacido 555 de la proteina TGFBI (2,6).
pacientes de diversos grupos étnicos con cuatro En este trabajo se describe el analisis molecul
diferentes distrofias corneales estromales autosoméel genTGFBI en una familia mexicana con distro-
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fia corneal granular tipo I, de transmision autosofs
mica dominante y causada por una mutacion en ¢

gen TGFBI. Este es la primera descripcion de una
mutacién enT GFBI en sujetos mexicanos con dis-
trofia corneal granular hereditaria y nuestros resul
tados permiten expandir el espectro mutacional asq
ciado a las distrofias granulares estromales.

T ™ .

SUJETOS, MATERIAL Y METODOS

El caso indice es una paciente de 60 afos (BSA
de edad quien acudié a consulta por disminucio
progresiva de la agudeza visual en ambos ojos de
de la edad de 38 afios. La exploracion oftalmologi
ca reveld una agudeza visual de 20/200 en ambq
ojos con refraccion diferida por la presencia de opa
cidades cornéales importantes de predominio ce
tral, que afectaban estroma anterior y medio, co
espacios claros entre ellas y que respetaban el li
bo corneoescleral (fig. 1); las capas epitelial y endg
telial de la cornea exhibieron caracteristicas norma
les. La PIO fue de 14 mmHg en ambos 0jos, 10s
movimientos oculares no presentaron alteraciones
no se observaron anomalias a la exploracion de fo
d? de 0J0. La smtoma'ltologla ocular asoi:lada IrlCIu'Fig. 1: Fenotipo de la distrofia corneal en la paciente.
yo fotofobia, sensacion de cuerpo extraio y PErCeLyor iluminacion directa (A) y por retroiluminacion (B).
cion de halos alrededor de las luces. No se observse opservan opacidades granulares finas en estroma ¢
ron dismorfias faciales ni malformaciones Somé.ti-afectan principalmente la parte central de la cérnea '
cas asociadas. La historia familiar y el analisisrespetan el limbo corneoescleral.
genealdgico revelaron que el padre (fallecido), ur
hermano y una tia paterna habian sido evaluados
oftalmolégicamente con anterioridad y diagnostica-
dos con «degeneracion corneal», y que la transm
sion hereditaria de la enfermedad en la familis —
seguia un patron autosomico dominante (fig. 2) W
Aungue los familiares afectados no fueron evalua

dos directamente por nosotros, se obtuvo muesti L
de DNA de uno de ellos (hermano) para el estudic L |
Ome

genético y confirmacion del status de enfermo.

Estudios moleculares del gen TGFBI: Después dt
obtener la aprobacion de los pacientes y del comit
institucional de ética, se extrajo DNA genomico a I | .
partir de leucocitos de una muestra de sangre perif & :l _]
rica de la propésita y de un hermano, utilizando téc g

nicas estandar. Se realizo la amplificacion por reacgig 2. Arhol genealdgico simplificado de la familia con
cién en cadena de la polimerasa (PCR) de los eX(jjstrofia corneal granular. Se advierte una transmisior
nes 4,11, 12'y 14 del g@iGFBlempleando 4 pares autosémica dominante de la enfermedad. La flecha sef
de oligonucledtidos especificos descritos previala el caso indice. Los cuadros y circulos indican varone
mente (6). Los productos amplificados por PCRy mujeres, respectivamente; los simbolos negros indic.
fueron analizados en geles de agarosa al 1,5% (sujetos con la distrofia corneal.

[ L

I| |
S T |
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donde las bandas con los productos amplificado
fueron cortadas y purificadas utilizando el kit Qia-
ex Il (Qiagen, Charlesworth, USA). Se realiz6
secuenciacion nucleotidica automatizada de lo
productos de PCR purificados por el método de ter
minadores ddNTPs marcados con fluorescenci
(Applied Biosystems, Foster City, USA). Todas las
muestras fueron analizadas en un secuenciador ( 4

DNA Genetic Analyzer 310 (Applied Biosystems). |

Las variaciones de secuencia fueron verificadas e
ambas cadenas del DNA. Como DNA control se
analizaron 60 alelos del gen TGFBI de sujetos .
mexicanos sanos (n=30). Las secuencias nucleotic; J . 3
cas fueron comparadas con la secuencia normal dE
gen TGFBI publicada en la base de datos Ensemi
(ENST00000305126).

w4 Al

,g. 3: Secuencia nucleotidica parcial del exén 14 de
gen TGFBI en DNA de la paciente en la que se demue
tra una mutacion puntual (flecha) de adenina (pico ver
de) a guanina (pico negro). Debido a que la mutacion €
heterocigota, se observa la sefial de los dos alelos en €
RESULTADOS posicién. La mutacién cambia un codén CAT a un cod¢

CGT, lo que ocasiona que el aminoacido 626 de la prc

Después de realizar la secuenciacion de basdeina TGFBI cambie de histidina a arginina (H626R).

nucleétidicas correspondientes a los exones 4, 1.,
12 y 14 del geTGFBI en DNA de la paciente, se
identificd6 una mutacion puntual en el exon 14 enTGFBI. En la paciente analizada en este trabajo,
heterozigosis, que consistié en el cambio de uné&notipo corneal es compatible con una distrofia gr:
adenina hacia una guanina en el nucleétido 1924ular tipo | o clasica. El diagnostico de distrofia gra
Esta mutacién origina una sustitucién del codémular tipo Il o de Avellino, entidad que tiene alguna
normal CAT, que codifica el aminoacido histidina semejanzas clinicas con la distrofia granular tipo
en la posicion 626 de la proteina, por un codoérfue descartado debido a que en aquella se obser
CGT, que codifica una arginina (fig. 3). El analisis opacidades mas gruesas, con morfologia de anillc
en DNA del hermano afectado demostré un cambialiscos o copos de nieve, que no fueron evidentes
idéntico al de la propésita confirmando el caractemuestra paciente. Los familiares afectados no es!
familiar de la mutacion y de la distrofia corneal. vieron disponibles para la valoracion de las lesiont
Esta mutacion no fue detectada en ninguno de losorneales y asi poder establecer si existia variaci
60 alelos de sujetos mexicanos normales. clinica intrafamiliar. Sin embargo, en un hermano d
la paciente que fue referido como afectado, el ana
} sis molecular demostré que porta la misma mut:
DISCUSION cion, confirmando asi su estatus de afectado y
caracter familiar de la distrofia corneal.

Las distrofias corneales son un grupo de alteracio- La mutacion identificada en la propoésita y su hel
nes hereditarias caracterizadas por depdsitos angmano origina un cambio de histidina a arginina en
males de material amiloide, hialino o mixto en la cér-aminoacido 626 (H626R) de la proteina TGFBI
nea gue ocasionan disminucién importante del indiEste es un hallazgo inesperado e interesante ya (
ce refractivo y pérdida de la transparencia cornealegsta mutacion habia sido identificada hasta ahc
En este estudio se realizd el andlisis molecular dedolamente en sujetos con la variante I/IIIA de dis
gen TGFBI en una familia mexicana afectada portrofia corneal estromal en empalizada, una distrof
distrofia corneal estromal granular tipo | (clasica).corneal fenotipicamente distinta a la de tipo grani
Estudios previos en sujetos de diversos origenes étrar (3,6,14). La biomicroscopia de la paciente n
cos han demostrado que este tipo de distrofia es cademostré lesiones lineales ramificadas tipicas de |
sada casi exclusivamente por la sustitucién de argindistrofias estromales de tipo empalizada. Esta es
na a triptofano en el aminoacido 555 (R555W) deprimera demostracion de que una distrofia granul
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resulta de la mutacion H626R @GFBI, dato que 3.
permite expandir el espectro de correlaciones feno-
tipo-molecular en este grupo de enfermedades cor-"
neales y hace evidente la variabilidad clinica asocia-
da a una misma mutacion €6FBI. Previamente se
han descrito ejemplos de excepciones a la aparenté-
correlacion genotipo-fenotipo estricta en la distrofia
granular clasica, ya que en al menos dos sujetos ng
relacionados afectados con este tipo de distrofia se
detecté una mutacion de C a A en el nucleétido 417
de TGFBI, que lleva a la sustitucion de arginina a /-
serina en la posicién 124 (Argl24Ser) (6,19).
Aungue en la mayoria de los casos de distrofiasg.
corneales asociadasT&FBI existe un correlacion
estricta entre el genotipo y el fenotipo, se esta
haciendo evidente que en algunos casos, es posible
que factores genéticos adicionales y/o ambientales,
sean capaces de modular la expresion fenotipica de
mutaciones idénticas en este gen. La participacion
de tales genes «modificadores» ha sido sugerida
para otras enfermedades monogénicas (20,21).
La caracterizacion de defectos moleculares especi-
ficos causantes de distrofias corneales en casos espo-
radicos o familiares permite identificar tempranamen-
te a otros sujetos de la familia que porten el gedl-
mutante y quienes desarrollaran la enfermedad. Esta
informacion es de gran importancia no sélo en el ase-
soramiento genético familiar sino también en el posi42.
ble disefio y aplicacion de tratamientos futuros enca-
minados a retrasar o a inhibir el depdsito del material
gue lleva finalmente al desarrollo de la distrofia cor-
neal. El andlisis de casos adicionales de distrofias cor-
neales de distintas poblaciones permitira establecer el
espectro de mutaciones @&FBI asociadas a este
grupo de distrofias estromales y definir los fenotipos“-
corneales que resultan de mutaciones especificas.
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