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MATERIAL ANEXO (Video, audio, multimedia o produccién electronica):

Duracion del audiovisual: Minutos.
Numero de casetes de video: _ Formato: VHS _ BetaMax __ 3% _
BetaCam __ MiniDv___ DVCam _____ DVCPro___ Video 8 Hi 8
Otro. Cual?
Sistema: Americano NTSC Europeo PAL _ SECAM

Numero de casetes de audio:

NUumero de archivos dentro del CD (En caso de incluirse un CD-ROM diferente al

trabajo de grado:

DESCRIPTORES O PALABRAS CLAVES.

Sindrome de Usher, Sordo-ceguera, Modelo de Estudio, Heterogeneidad Clinica, Heterogeneidad
Genética, Evaluacion Clinica, Andlisis Moleculares, Correlacion Fenotipo-Genotipo.

RESUMEN DEL CONTENIDO

El Sindrome de Usher comprende un grupo de desdrdenes autosdmicos recesivos
caracterizados por sordera congénita neurosensorial, disfuncion vestibular y Retinitis Pigmentosa
progresiva (RP). El Sindrome es clinicay genéticamente heterogéneo.

Con este trabgjo se propuso establecer y evaluar un modelo de abordaje para el estudio del
Sindrome de Usher, anivel clinico y molecular. Este modelo o estrategia abarca el diagnéstico clinico
de los pacientes, establecimiento y confirmacion del subtipo mediante estudios moleculares y posterior
correlacién genotipo- fenotipo. De esta forma, se determind en 6 personas afectadas de Sindrome de
Usher y pertenecientes a 2 familias colombianas informativas, a qué tipo clinico pertenece cada una de
dlasy se definié a nivel molecular, mediante andlisis de ligamiento génico, el subtipo a que esta
asociado cadaindividuo. Posteriormente se establecid una correlacién fenotipo-genotipo.

Con todo esto, se pudo confirmar la sospecha clinicay clasificar a cada afectado (en tipos y
subtipos), asi como también definir € estatus de portador en los familiares del afectado. Se encontro
una correspondencia entre los datos clinicos y moleculares para cada familia. Con Sindrome de Usher.
Los datos clinicos muestran que la familia 1 pertenece a tipo | y los resultados moleculares muestran
ligamiento al subtipo USH1B. En cuanto a la Familia |l , € tipo clinico es Il y e subtipo molecular
USHZ2B.

Se propone esta estrategia como el modelo ideal de estudio en enfermedades con una ata

heterogeneidad clinicay genética como el Sindrome de Usher.
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RESUMEN

El Sindrome de Usher comprende un grupo de desérdenes autosdmicos
recesivos caracterizados por sordera congénita neurosensorial, disfuncion vestibular y
Retinitis Pigmentosa progresiva (RP); afecta a un amplio segmento de la poblacion
global y eslaprincipal causa de sordo-ceguera en el mundo. El Sindrome es clinicay
genéticamente heterogéneo.

Con este trabajo se propuso establecer y evaluar un modelo de abordaje para
el estudio del Sindrome de Usher, a nivel clinico y molecular. Este modelo o
estrategia abarca el diagndstico clinico de los pacientes, establecimiento y
confirmacion del subtipo mediante estudios moleculares y posterior correlacion
genotipo- fenotipo. De esta forma, se determiné en 6 personas afectadas de Sindrome
de Usher y pertenecientes a 2 familias colombianas informativas, a qué tipo clinico
pertenece cada una de €ellas y se definidé a nivel molecular, mediante andlisis de
ligamiento génico, el subtipo a que esta asociado cada individuo. Posteriormente se
establ ecié una correlacion fenoti po-genotipo.

Con todo esto, se pudo confirmar la sospecha clinica y clasificar a cada
afectado (en tipos y subtipos), asi como también definir e estatus de portador en los
familiares del afectado. Se encontrd una correspondencia entre los datos clinicos y
moleculares para cada familia. Con Sindrome de Usher. Los datos clinicos muestran
gue lafamilia 1 pertenece al tipo | y los resultados moleculares muestran ligamiento
a subtipo USH1B. En cuanto a la Familia Il , €l tipo clinico es Il y el subtipo
molecular USH2B.

Se propone esta estrategia como € modelo ideal de estudio en enfermedades
con una alta heterogeneidad clinicay genética como & Sindrome de Usher.

Palabras Clave: Sindrome de Usher, Sordo-ceguera, Modelo de Estudio,
Heterogeneidad Clinica, Heterogeneidad Genética, Evaluacion Clinica, Andlisis
Moleculares, Correlacion Fenotipo-Genotipo.



ABSTRACT

Usher syndrome (USH) is comprised of a group of autosomal recessive disorders
characterized by congenital sensorineural hearing loss, vestibular dysfunction, and
progressive retinitis pigmentosa (RP). Usher syndrome affects a large segment of the
global population and it is the foremost cause of combined blind/deafness in the
world. The syndromeisclinically and genetically heterogeneous.

The purpose of this research is to establish and evaluate a model for the study
of Usher Syndrome at a clinical and molecular level. This model or strategy includes
the clinical diagnosis of patients, determination of subtype by means of molecular
studies and posterior phenotype-genotype correlation. In this way, the clinical type
was determined in 6 affected USH individuals, belonging to 2 informative Colombian
families and the subtype to which was associated each individual was defined at a
molecular level, using genetic linkage. Finally, a phenotype-genotype correlation
was established.

With all this, it was possible to confirm the clinical diagnosis and to classify
each affected individual (in types and subtypes); also to define the carrier statusin the
affected relatives. A relation between the clinical and molecular information for each
family with Usher Syndrome was found.

Clinical findings show that Family 1 belongs to USH Type | and the
molecular results show genetic linkage to subtype USH1B. For Family 2, the clinical
typeis |l and the molecular subtype is USH2B.

This strategy is proposed as the ideal model for studying diseases with a high

clinical and genetic heterogeneity as Usher Syndrome.

Key Words: Usher Syndrome, Model of Study, Clinical and Genetic Heterogeneity,
Clinical Evaluation, Molecular Analysis, Phenotype-Genotype Correlation



1. INTRODUCCION

El Sindrome de Usher comprende un grupo de desérdenes autosdmicos
recesivos caracterizados por sordera congénita neurosensorial, disfuncion vestibular y
Retinitis Pigmentosa progresiva (RP) (Kimberling, 1995). Von Graefe (1858) fue el
primero en reconocer la ocurrencia simultanea de sorderay Retinitis Pigmentosa, sin
embargo, € sindrome recibié su nombre por €l oftalmdlogo inglés Usher, quien fue el
primero en reconocer su naturaleza hereditaria.

El Sindrome de Usher afecta a un amplio segmento de la poblacion global y es
la principal causa de sordo-ceguera en e mundo. La frecuencia del Sindrome de
Usher ha sido estimada en 3,2/100.000 habitantes en Colombia (Tamayo et al., 1991),
constituyendo € 9,6% de la poblacién sorday el 10% de la poblacién ciega (Tamayo
et al., 1992).

El Sindrome es clinica y genéticamente heterogéneo. Clinicamente ha sido
dividido en tres tipos, los cuales se diferencian uno de otro por la severidad y la
progresion de la pérdida auditiva'y por el grado del compromiso vestibular. Mientras
gue todos los pacientes con Sindrome de Usher desarrollan Retinitis Pigmentosa
progresiva, el grado del deterioro auditivo y la presencia o ausencia de anormalidades
vestibulares difieren entre los tipos de Sindrome de Usher (Moller et a., 1989, Smith
et a., 1992; Smith et. a, 1994; Tamayo et a., 1991; Tamayo et al., 1996). El
Sindrome de Usher tipo | (USH1) se caracteriza por sordera profunda congénita,
ausencia de respuesta vestibular y aparicién prepuberal de RP progresiva. El tipo 1l
(USH2) por sordera congénita de moderada a severa, respuesta vestibular normal, con
inicio de Retinitis Pigmentosa progresiva en la adolescencia. El tipo I11 (USH3) esta
caracterizado por pérdida auditiva progresiva, respuesta vestibular variable y
aparicion de Retinitis Pigmentosa durante |a adolescencia.

En cuanto a la heterogeneidad genética, a cada uno de los tres tipos clinicos de
Sindrome de Usher le corresponde uno o més subtipos genéticos, asi: Al menos seis
loci han sido identificados hasta el momento para los fenotipos correspondientes a
USH1, dos loci para los fenotipos correspondientes a USH2 y un locus ha sido



identificado para el fenotipo correspondiente a USH3 (Kimberling et al., 1995; Eudy
and Sumegi, 1999).

El Programa de Estudios Genéticos en Enfermedades Visuales y Auditivas del
Instituto de Genética Humana, ha venido trabajando desde 1984, en varios aspectos
de esta enfermedad en la poblacion colombiana con limitaciones visuales y auditivas,
que van desde los estudios epidemiolégicos y clinicos hasta los sociales, logrando
consolidar una solida linea de investigacion y obteniendo resultados notables para el
conocimiento de esta entidad genética en nuestro pais, aunque ain falta mucho
camino por recorrer en cuanto a los estudios moleculares. A pesar de que los tres
tipos clinicos en que se ha dividido € Sindrome de Usher son claramente
diferenciables fenotipicamente, 1os subtipos que han sido reportados en la literatura
mundial en los Ultimos afios no han sido caracterizados desde e punto de vista
auditivo, vestibular u oftalmolégico y mas alin, hace falta definir una exacta
correlacion con los hallazgos molecul ares.

Con este trabajo se propuso establecer y evaluar un modelo de abordaje para
el estudio del Sindrome de Usher, a nivel clinico y molecular. Este modelo o
estrategia abarca el diagnostico clinico de los pacientes, establecimiento y
confirmacion del subtipo mediante estudios moleculares y posterior correlacion
genotipo- fenotipo. De esta forma, se determind en 6 personas afectadas de Sindrome
de Usher y pertenecientes a 2 familias colombianas informativas, a qué tipo clinico
pertenece cada una de €ellas y se definidé a nivel molecular, mediante andlisis de
ligamiento génico, el subtipo a que esta asociado cada individuo. Posteriormente se
establecié una correlacion fenotipo-genotipo. Con todo esto, se pudo confirmar la
sospecha clinicay clasificar a cada afectado (en tipos y subtipos), asi como también
definir el estatus de portador en los familiares del afectado. Se busca proponer esta
estrategia como € modelo ideal de estudio en enfermedades con una alta
heterogeneidad clinicay genética.

La propuesta de redizar un completo estudio genético y molecular en
Sindrome de Usher, constituye un trabgjo de gran relevancia en la genética de

enfermedades visuales y auditivas. Todo esto no sblo ayudaria a entender los



mecanismos fisiopatolégicos de la enfermedad y ofreceria una importante
informacion clinica, genéticay molecular a lainvestigacion actual sobre el tema, sino
gue brindaria informacién necesaria para €l paciente y para desarrollar una consgjeria
genética mas efectiva, ya que la pérdida de los sentidos de la vision y la audicién es
especialmente comprometedora para €l individuo afectado, para su familiay para la
sociedad.



2. MARCO TEORICO
2.1. AUDICIONY FUNCION VESTIBULAR
2.1.1. Estructuradel Oido

El oido esta dividido en tres regiones: €l oido externo, € oido medio y el oido
interno (Figura 1). El oido externo consiste de la orgja o pinna'y del canal auditivo,
los cuales colectan las ondas del sonido y las canalizan hacia la membrana timpanica
en e oido medio. Alli las vibraciones son conducidas a través de tres pequefios
huesecillos llamados martillo, yunque y estribo, hacia € oido interno, pasando a
través de la membrana oval, que se encuentra debajo del estribo. El oido interno esta
formado por un laberinto de canales dentro del hueso temporal. Estos canales estan
forrados por una membranay contienen fluido que se mueve en respuesta al sonido o

a movimiento de la cabeza (Campbell, 1993).
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Figura 1. Estructuradel Oido (Tomado de Campbell, 1993).



La parte del oido interno comprometida con la audicion esla coclea o caracol,
gue ocupa parte de la cavidad laberintica dentro del hueso temporal. La coclea esta
formada por 3 canales, uno superior llamado el canal vestibular, uno inferior que es el
canal timpanico, y entre los dos se encuentra un canal méas pequefio conocido como €l
ducto coclear (Figura 2). Los canales vestibular y timpanico contienen un fluido
[lamado perilinfa'y e canal coclear liquido endolinfatico. El canal central o ducto
coclear contiene el érgano de Corti, € cual descansa sobre la membrana basilar y
dentro de é se encuentran las células receptoras sensoriales del oido o células
ciliadas, con sus cilios proyectandose hacia el canal coclear. El érgano de Corti esta
compuesto por las células ciliadas internas y externas, las células de soporte y la
membrana tectoria. Los extremos de algunos de los cilios, se encuentran adheridos a
la membrana tectoria, la cual se encuentra en la parte superior del érgano de Corti a
manera de techo (Campbell 1993, Haines 1997).
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Figura 2. Estructurade la Céclea. (a) Coclea. (b) Vistatransversal, que muestra 3
canales: Vestibular, timpanico y ducto coclear. (c) Organo de Corti (Tomado de
Campbell, 1993)



En e proceso de la audicién, € oido convierte la energia mecanica de las
ondas sonoras, que vigjan a través del aire, en impulsos nerviosos que €l cerebro
percibe como sonido. Estas ondas causan una vibracion en la membrana timpanica
de la misma frecuencia que el sonido. La frecuencia es e numero de vibraciones por
segundo y se mide en Hertz (Hz). Los tres huesecillos del oido medio amplifican y
transmiten los movimientos mecéanicos a la ventana oval, una membrana en la
superficie de la coclea. Las vibraciones de la ventana oval, producen ondas de presion
en el fluido de la coclea.

La coclea transforma la energia del fluido vibrante en potenciales de accion. El
estribo vibrando contra la ventana oval crea una onda de presion en € fluido de la
cdclea que pasaa canal vestibular. Esta onda continua hasta el extremo de lacécleay
a través del canal timpénico, disipandose a medida que choca contra la ventana
redonda. Las ondas de presion en el cana vestibular gercen una presion sobre €l
canal central o ducto coclear y sobre la membrana basilar. A medida que la
membrana basilar vibra en respuesta a las ondas de presion, alternadamente presiona
y algja a las células ciliadas contra la membrana tectoria. Este movimiento de los
cilios distorsona la membrana plasmatica de las células ciliadas o células
mecanorreceptoras, haciéndolas mas permeables a sodio. La despolarizacion
resultante incrementa la liberacién de neurotransmisores desde las células ciliadas y
la frecuencia de | os potenciales de accidn en la neurona sensorial, con lacual lacélula
ciliada hace sinapsis. Esta neurona conduce las sensaciones a cerebro a través del

nervio auditivo.

2.1.2. Funcién Vestibular

La funcién vestibular consta de un sistema de controles neurosensoriales que
actla de manera reflgja para estabilizar la vision y coordinar los movimientos y
balancear cabeza, cuerpo y miembros (West, 1986). El sistema vestibular se
encuentra también dentro del oido interno.



Detras de la venta oval se encuentra un vestibulo que contiene dos camaras. El
utriculo y el saculo. El utriculo se abre en tres canales semicirculares que completan
el sistema vestibular. Las céulas ciliadas de los tres conductos semicirculares, cada
uno de los cuales se encuentra orientado en angulo recto con respecto a los otros, se
concentran en la ampolla, donde se encuentran embebidas en una masa gelatinosa
denominada cupula (Figura 3).

Las sensaciones relacionadas con la posicion del cuerpo son generadas de
forma muy similar a las sensaciones del sonido. Las células ciliadas del utriculo y €l
saculo responden a cambios en la posicién de la cabeza con respecto ala gravedad y
al movimiento en una direccion. Las células ciliadas estdn ordenadas en racimos y
todos sus cilios se proyectan dentro de un material gelatinoso que contiene muchas

particulas pequefias de carbonato de calcio Ilamadas otolitos. Debido a que €l
material gelatinoso es més pesado que la endolinfa dentro del utriculo y €l saculo, la
gravedad esta siempre halando hacia abgo los cilios de las células receptoras,
enviando un flujo constante de potenciales de accién a lo largo de las neuronas
sensoriales de larama vestibular del nervio auditivo.

Cuando la posicion de la cabeza cambia con respecto a la gravedad, la fuerza
sobre las células ciliadas cambia, e incrementa su liberacion de neurotransmisores. El
cerebro interpreta los cambios resultantes en produccion de impulsos por parte de las
neuronas sensoriales para determinar la posicién de la cabeza. Mediante un
mecanismo similar, los canales semicirculares, que se encuentran dispuestos en 10s
tres planos del espacio, detectan la rotacion de la cabeza (Campbell 1993, Haines
1997) ( Figura 3).



Figura 3. Sistema Vestibular: Canales semicirculares, Utriculo y Saculo (Tomado de
Campbell, 1993).



2.2. LAVISION

2.2.1. Estructura del Ojo

El globo ocular estd formado por una capa exterior blanca y dura de tegjido
conectivo llamada la esclerétiday de una capa interna, delgaday pigmentada llamada
coroides. En la parte frontal del 0jo, la esclerétida se transforma en la transparente
cornea, la cual permite el paso dela luz. La coroides anterior forma € iris, €l cua le
da al ojo su color. Al cambiar de tamario, € iris regulala cantidad de luz que entra a
través de la pupila, que es el agujero en el centro del iris. Justo adentro de la coroides,
la retina forma la capa mas interna del globo ocular. La retina contiene las células
fotorreceptoras. La informacion de las células fotorreceptoras abandona €l ojo por €l
disco optico, lugar donde se encuentra el nervio optico (Figura4).
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Figura 4. Estructuradel Ojo (Tomado de Campbell, 1993).
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El cristalino y e cuerpo ciliar dividen a ojo en dos cavidades o cAmaras. Una
entre el cristalino y la cérnea y otra mucho mas grande detras del cristalino y que
abarca précticamente todo el globo ocular.

e LaRetina:

La superficie interna de la parte posterior del 0jo est4 cubierta por lareting, la
cual estd compuesta de laretinaneural y del epitelio pigmentario de laretina (EPR).

El EPR es una hoja continua de células cuboidales pigmentadas unidas
mediante uniones celulares tipo tight junctions que bloquean e flujo de plasma o
iones. El EPR suple la nutricion de la retina neural en forma de iones esenciales y
glucosa, protege a los fotorreceptores retinianos de nivel es potencia mente dafinos de
luz y juega un papel fundamental en € mantenimiento de la anatomia de los

fotorreceptores (Figura5), (Haines 1997).

Figura 5. Organizacion Estructural de la Retina. Se observan |os principal es tipos
celularesretinianos. Las células fotorreceptoras bastones y conos, envian la sefia a
las células horizontales y alas células bipolares. Las células bipolares a su vez hacen
sinapsis con las células amacrinas y con las células ganglionares (Tomado de
Fundamental Neuroscience, Haines 1997)
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La retina neural contiene los fotorreceptores y las neuronas asociadas del ojo
y esta especializado para percibir la luz y procesar la informacion resultante. Los
fotorreceptores absorben los quanta de luz (fotones) y convierten esta entrada de
energia en una sefial eléctrica. La sefial es entonces procesada por las neuronas
retinianas.

Existen dos tipos basicos de fotorreceptores: Los conos y los bastones. Los
conos 'y los bastones de la retina son |os responsabl es de la fotorrecepcion, €l proceso
por e cua los fotones de luz son detectados y la informacion es transformada en
sefiales electroquimicas. La luz es detectada y transformada en €l segmento externo
que apunta hacia el EPR. Un cilio, conecta el segmento externo con e segmento
interno del fotorreceptor (Figura 6). El cilio contiene nueve pares de microtdbulos
gue emanan del cuerpo basal localizado en el segmento interno.

Existen arededor de 125 millones de bastones y 6 millones de conos en la retina
humana. Los conos y los bastones tienen diferentes funciones en la vision, los
bastones son méas sensibles a la luz pero no distinguen los colores, con lo cual
posibilitan lavision nocturna o con luz tenue, pero solo en blanco y negro. Los conos
son estimulados cuando hay una mayor cantidad de luz, y por ende estos
fotorreceptores no son funcionales para la vision nocturna, pero pueden distinguir los

colores durante €l dia 0 en presencia de luz brillante.
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2.3. BASESTEORICASDEL SINDROME DE USHER

El Sindrome de Usher comprende un grupo de desordenes, de herencia
autosdémica recesiva, caracterizados por sordera congénita neurosensorial, disfuncién
vestibular y Retinitis Pigmentosa progresiva (RP) (Kimberling, 1995).

2.3.1. AspectosBasicosdela Sorderay la Retinitis Pigmentosa

Se denomina sordera a cualquier pérdida de la capacidad auditiva de un
individuo. La clasificacion de la sordera varia de acuerdo a enfoque dado. Segun la
via dafada la sordera se clasifica en:

e Sordera Conductiva: Es consecuencia de anormalidades en los oidos externo o
medio, que puede ocasionar una insuficiencia en la conduccion de las ondas
sonoras.

e Sordera Neurosensorial: Es debidaaalgunadisfuncion en el oido interno o en el
nervio auditivo. Este tipo de sordera es la que se presenta en |os casos de sordera
genéticamente determinada y por lo general es debida a una aplasia de las cdlulas
ciliadas o un deterioro de ellas. Puede estar presente en e momento del
naci miento(congeénita) o aparecer durante la vida adulta.

e Sordera Mixta: Este tipo de sordera presenta componentes de sordera
neurosensorial y de sordera conductiva.

En e Sindrome de Usher la sordera es de tipo neurosensorial y varia entre los

pacientes: Puede ir desde moderada hasta profunda, afectando principamente la

percepcion de tonos agudos (frecuencias més dtas). Esta pérdida auditiva es
congeénitay puede ser estable o progresiva. En muchos de |os casos esta asociada con

disfuncion vestibular y alteracion del equilibrio (Kimberling y Moller 1995).

La Retinitis Pigmentosa es una degeneracion progresiva, bilateral y simétrica de
la retina, que se inicia en la periferia; los bastones (fotorreceptores activos en el
estado de adaptacion a la oscuridad) son principalmente afectados en las primeras
etapas, causando ceguera nocturna (nictalopia) y constriccién de los campos visuales

(vision en tunel). La mayoria de los pacientes muestran acimulos de pigmento en la
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retina en cumulos o0 en las paredes de |os vasos retinianos en un patréon pigmentario
caracteristico de “espiculas de hueso”. Otros hallazgos clinicos incluyen palidez del
nervio optico, adelgazamiento y esclerosis de |os vasos retinianos e hipopigmentacion

del epitelio pigmentario de laretina (EPR).
2.3.2. Incidenciade Sindrome de Usher

El primer reporte de la enfermedad fue realizado en Berlin en 1858 por €
oftalmélogo aleman von Graefe, quien describio sordera y alteraciones pigmentarias
de la retina en tres de cinco hermanos afectados. Pocos afios después en 1861,
Liebreich describid la asociacion en 14 de 241 individuos sordos en Berlin. Sin
embargo, fue el oftalmélogo britéanico Charles Usher, quien en 1914 hizo énfasis
sobre |a naturaleza hereditaria de esta asociacion, razén por la cual € sindrome lleva
Su nombre.

El Sindrome de Usher (USH) afecta a un amplio segmento de la poblacion
global y es la principal causa de sordo-ceguera en e mundo. La frecuencia del
Sindrome de Usher ha sido estimada en 3,2/100.000 habitantes en Colombia,
congtituyendo aproximadamente el 9,6% de la poblacién sorda y € 10% de la
poblacion ciega (Tamayo et al.,1991, Tamayo et a., 1992). En Escandinavia la
frecuencia de USH es de 3,0/100.000 (Hallgren, 1959; Nuutila, 1970) y de
4,4/100.000 en los Estados Unidos (Boughman, 1983). A nivel mundia, se ha
estimado que entre el 8% y el 33% de losindividuos con Retinitis Pigmentosa tienen
algun grado de pérdida auditiva'y muchos de estos individuos pueden, de hecho, estar
presentado Sindrome de Usher. La mayoria de los individuos afectados de Sindrome
de Usher pertenecen a los subtipos USH1B o USH2A. Se estima gque € Sindrome de
Usher tipo | es responsable del 3-6% de todas las sorderas infantiles y del 50% de
todas |las sordo-cegueras (Boughman et al., 1983).
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2.3.3. Heterogeneidad Clinicay Genetica del Sindrome de Usher

Clinicamente, € Sindrome de Usher ha sido dividido en tres tipos, los cuaes
se diferencian entre si por la severidad y la progresion de la pérdida auditivay por €l
grado del compromiso vestibular (Tabla 1). Mientras que todos los pacientes con
Sindrome de Usher desarrollan RP progresiva, el grado del deterioro auditivo y la
presencia 0 ausencia de anormalidades vestibulares difieren entre los tipos de
Sindrome de Usher. (Moller et a., 1989, Smith et a., 1992; Smith et. al, 1994;
Tamayo et a., 1991; Tamayo et al., 1996).

Lostres tipos clinicos de Sindrome de Usher son:

e TIPO I: El Sindrome de Usher tipo | (USH1) se caracteriza por sordera profunda
neurosensorial congénita, bilateral, no progresiva y simétrica, ausencia de
respuesta vestibular y aparicion prepubera de Retinitis Pigmentosa progresiva.

e TIPO II: El tipo Il (USH2) se caracteriza por sordera congénita de moderada a
severa, no progresiva, bilateral, respuesta vestibular normal, con inicio de
Retinitis Pigmentosa en la adol escencia.

e TIPO III: El tipo Il (USH3) estda caracterizado por pérdida auditiva
neurosensorial congeénita, progresiva, respuesta vestibular variable y aparicion de

Retinitis Pigmentosa durante la adolescencia.

Como se conocia que la enfermedad era clinicamente heterogénea, se pensd que
podria también presentar heterogeneidad genética. Los primeros datos experimental es
gue sustentan esta suposicion fueron publicados a comienzos de la década de 1990,
en una serie de revistas cientificas especializadas en genética humana. Por
consiguiente, a cada uno de los tres tipos clinicos de Sindrome de Usher le
corresponde uno 0 més subtipos genéticos asi: Al menos seis loci (sitios en €
genoma) independientes han sido identificados hasta el momento para los fenotipos
del tipo | (USH1af), dos loci han sido identificados para los fenotipos del tipo Il
(USH2a-b) y un locus para e fenotipo del tipo 11 (USH3) (Kimberling et al., 1995;
Eudy and Sumegi, 1999) ( Tabla 1).
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Los seis loci para €l Sindrome de Usher tipo | (USH1a-f) estan localizados en los
sitios cromosomicos 14932, 11g13, 11p15, 10q, 21921 y 10q (Bonne-Tamir €t al.,
1994; Chaib et al., 1997; Gerber et a., 1996; Kaplan et al., 1992; Kaplan et al.,
1990; Keats et a., 1994; Kimberling et al., 1992; Larget-Piet et al., 1994; Smith et
al., 1992; Wayne et al., 1996). Los loci para € Sindrome de Usher tipo Il estan
asociados con € cromosoma 1941 (USH2A) y con e cromosoma 5q11(USH2B),
respectivamente (Kimberling et al., 1990, Kimberling et al., 1992; Kimberling et
al., 1995; Moller et al., 1989; Pieke-Dahl et a., 1993; Sumegi et al., 1996). El
locus para el tipo |11 estalocalizado en € sitio 3q (Gasparini et al., 1998; Sankila et
al., 1995; Pakarinen et al., 1995).

Entre los genes que se han identificado y caracterizado para los 9 loci del
Sindrome de Usher, se encuentran los de los subtipos USH1B Y USH2A (Weil et dl.,
1995; Eudy et al., 1998). Recientemente han sido identificados los genes para los
subtipos de Sindrome de Usher USH1C (Verpy et a., 2000; Zwaenepoel et a.,
2001), USH1D (Bolz et al., 2001; Bork et al., 2001) y USH1F (Zubair et a., 2001);

Tabla 1. Heterogeneidad Clinica y Genética del Sindrome de Usher. Se puede
observar la complegjidad del estudio del Sindrome de Usher, dado que cada tipo presenta
variantes de subtipo, con genes localizados en diferentes cromosomeas.

Tipo Pérdida Funcion Alteracion Sub Locg”zadé” Gen
clineo - Auditiva | Vestibular Retiniana conbo o
la 14932 Desconocido
Sordera Disfuncion Ib 11913.5 MYOVIIA
| Congénita 'y Congénita y Ic 11p15.1 USH1C
Profunda, severa Prepuberal Id 10g21-g22 | CDH23
No progresiva le 21q Desconacido
If 10q PCDH15
11 Congeénita, de Adolescencia lla 1941 USH2A
moderada a temprana
severa, Normal
No Progresiva Adolescencia tardia
lIb 5011 Desconocido
11 Congeénita, Variable Adolescencia 1] 3021-g25 USH3
Progresiva
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24. ASPECTOSCLINICOSDEL SINDROME DE USHER

2.4.1. Descripcion Clinicay Alteraciones Presentesen el Sindrome de Usher

e AlteracionesVisuales

Una alta frecuencia de cataratas después de |os 40 afios de edad fue observada
por Hallgren en 1959 y Grondahl en 1986; sin embargo, segun Heckenlively, éstas no
difieren en frecuencia de las observadas en cualquier caso de Retinitis Pigmentosa.
Por otra parte, |os pacientes colombianos parecen presentar cataratas a edades mucho
més tempranas que otras poblaciones. Los reportes de Grondhal difieren de manera
importante de los presentados en Colombia por Tamayo y colaboradores. Similar
condicion parece observarse en |o referente a la edad de inicio de la nictalopia o
ceguera nocturna (Grondahl et al., 1996, Tamayo et a., 1991, Tamayo €t a., 1992).
Ahora bien, s las cataratas corresponden a una manifestacion directa del gen o son
secundarias a un proceso degenerativo retiniano, es otro punto de discusion en la
actualidad.

Finalmente, en cuanto a la alteracion retiniana, se ha encontrado la Retinitis
Pigmentosa tipicay la atipica o sin pigmento (Hallgren 1959, Vernon 1969, Fishman
et a., 1983, Tamayo et a., 1991, Tamayo et a., 1992). Ya que la ateracion retiniana
es progresiva, es frecuente observar en una misma familia diversos estadios de la
lesion. Es por esto, que se viene enfatizando sobre la conveniencia del diagndstico

temprano electrofisiol6gico de lalimitacion visual. (Abraham 1977).

e Alteraciones Audiolégicasy Vestibulares
La mayoria de los estudios sugieren una lesion coclear, asi como una

hipoacusia neurosensorial congénita, simétrica y bilateral en e Sindrome de Usher.
De igual manera existe un consenso generalizado sobre €l concepto de similaridad
intrafamiliar y variabilidad interfamiliar, en especia en lo referente a patrén de la
sordera.

Los estudios histopatol 6gicos son escasos, pero los resultados que corroboran las

sospechas clinicas son muy interesantes. En 1907 Siebemann y Bing demostraron por
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primera vez, similares cambios histopatoldgicos en laretinay en el 6rgano de Corti,
de un paciente sordo que ademés presentaba Retinitis Pigmentosa. Hallazgos muy
similares fueron presentados por Buch en 1963, Belal en 1975, Nadol y Cremers en
1988.

Con respecto a las ateraciones vestibulares, ha sido evidente que |os pacientes
con € tipo | de la enfermedad, presentan serias anormalidades en el examen
vestibular y en el electronistagmograma; estos pacientes suelen presentar alteraciones
clinicas evidentes de dafio vestibular, como retardo psicomotor, marcha ataxica,
torpeza y anormalidades en la coordinacion a la marcha. Por su parte, 1os pacientes

con Sindrome de Usher tipo |1 no presentan anormalidades vestibulares.

e Alteraciones Neuroldgicasy Psiquiatricas
En cuanto a hallazgo de alteraciones neuroldgicas, es llamativo encontrar

varios reportes que demuestran anomalias del sistema nervioso central (SNC). Piazza
y Fishman encontraron, por medio de Resonancia Nuclear Magnética (RNM),
anomalias cerebelares y de la parte central del cerebro en siete pacientes. Kimberling
y Moller encontraron anomalias del CNS solo en unos pacientes. Tamayo y
colaboradores, en Colombia, practicaron Resonancia Nuclear Magnética a 30
pacientes con diagnostico confirmado de Sindrome de Usher, encontrando
anormalidades cerebelares en 11 de ellos (Tamayo et a., 1996). En dicho estudio se
evaluaron neuro-radiol 6gicamente 30 pacientes colombianos con Sindrome de Usher,
tipo | y tipo Il. La Resonancia Magnética Cerebral (RMC) mostré anormalidades
cerebelares, principalmente atrofia, en 50% de los pacientes Usher tipo | y en 75%
del tipo Il. Estas anormalidades no se correlacionan con la edad o € sexo de los
afectados.

Hallgren en 1959 fue quien primero noto la asociacion de Sindrome de Usher
con ateraciones mentales. EI 25% de sus pacientes presentaba severos disturbios
emocionales, como esguizofrenia y otros cambios similares a alteraciones maniaco-
depresivas. Aunque existen varios reportes de anormalidades mentales, otros autores

cuestionan la presencia de estas como parte del Sindrome, sosteniendo que bien
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pudieran ser expresion y resultado del aislamiento que produce la doble limitacion
visua y auditiva.

L as investigaciones realizadas, sobre estos aspectos por Tamayo y colaboradores, han
arrojado resultados interesantes (Tamayo et al., 1995, 1997). Se practicO una
evaluacion psicosocia a 19 familias colombianas con 40 pacientes afectados de
Sindrome de Usher, a fin de conocer las necesidades del individuo afectado, la clase
de relacion que éste lleva al interior de su grupo familiar o social y de establecer las
implicaciones intrafamiliares de la doble limitacion de sordo-ceguera. Sorprendié
encontrar retardo mental limitrofe, enfermedad psicoafectiva bipolar o0 severa
depresion en €l 16.7% de los casos estudiados de Sindrome de Usher Tipo | y en €l
33.3% delostipo .

Algunos autores creen que estas ateraciones mentales y neuroldgicas
observadas en agunos pacientes pueden ser manifestacion de los efectos
pleiotropicos del gen (diversos efectos fenotipicos de un solo gen 0 un par génico)
(Tamayo et al., 1996). La otrateoria en discusion propone que tal relacion se trata de
un efecto secundario de la enfermedad e, inclusive, de un error de apreciacion.
Repetidamente se hainsistido en la dificultad obvia de redlizar pruebas psicométricas
y evaluaciones psicol 6gicas a pacientes con severas limitaciones visuales y auditivas,
con lo que probablemente se dé pie a interpretaciones erroneas sobre la existencia de

un retardo mental, cuando en realidad no lo hay.

2.4.2. Diagnéstico del Sindrome de Usher

Para lograr un diagnostico acertado del Sindrome de Usher, es necesario
realizar evaluaciones tanto a nivel genético como oftalmaologico y audiologico. Para
establecer € tipo clinico o clasificacion fenotipica de cada afectado, es de vital

importancia tener muy claros los criterios diagndsticos que los diferencian.

2.4.2.1. Evaluacion Genética

La realizacion de una completa valoracion especializada es indispensable en

una persona con enfermedad genética en quien se sospecha alguna alteracién ocular o
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auditiva. Como primera medida se debe realizar una detallada historia clinica

especialmente encaminada a detectar enfermedades genéticas. Se debe indagar si

existe consanguinidad entre los padresy € grado de ésta. Es indispensable determinar

cuales familiares estan afectados por la enfermedad, elaborando un &rbol geneal 6gico

del nicleo familiar y de estaformadefinir € tipo de herencia presente en cada familia

2.4.2.2. Evaluacion Oftalmoldgica

Se debe redizar un examen oftamolégico completo e cua incluya las

siguiente evaluaciones:

Examen Externo con medicién de la agudeza visua y evaluacion de
desviaciones, estado de las pupilas y exdmenes de biomicroscopia (exploracion
del segmento anterior, se usa lampara de hendidura) y tonometria (determinacion

de la presion intraocular — PIO-).

Examen de Fondo de Ojo o Fundoscopia: Este examen es muy importante, ya
que muestra el estado de laretinay la presencia de los hallazgos clinicos clasicos
de la Retinitis Pigmentosa como son: Deposicion de pigmento en laretina en una
patron caracteristico de “espiculas de hueso”; palidez del nervio Optico,
adelgazamiento de los vasos retinianos e hipopigmentacion del epitelio
pigmentario de laretina (EPR). Para su realizacion se dilata la pupila.

Seguin los hallazgos iniciales, se recurrird 0 no a examenes especiales que evallan la

funcioén retiniana:

Electroretinograma (ERG): Evalta la funcién de los conos y los bastones. El
ERG es un registro del potencial de accion producido por la retina cuando se
estimula con una fuente de luz de intensidad adecuada. En la practica clinica se
detecta en € exterior del 0jo, usualmente sobre la cdrnea con un electrodo de
lente de contacto (Figura 7). Cuando un haz de luz incide sobre la retina, ocasiona
una estimulaciéon de los fotorreceptores, generando una corriente eléctrica, que



21

escapa al vitreo y a los espacios extracelulares y puede ser medida a nivel de la

cornea.

Figura 7. Electrorretinograma. (Tomado de Kanski ,1992. Oftalmologia Clinica)

El ERG tiene dos componentes principales. La “Onda @’ es la deflexion negativa
inicial o potencial receptor tardio, que proviene de los fotorreceptores. La “Onda b”
corresponde a potencial combinado de las células bipolaresy de Muller, comienza a
final delaondaay es positivo (Figura 7).

Segun las condiciones en que se tome la prueba se evallan diferentes células

fotorreceptoras. Asi por eemplo, las condiciones fotopicas (con luz) valoran los



22

conos, mientras que las escotopicas (oscuridad) valoran los bastones. El valorar
separadamente estos dos tipos de células, permite evaluar enfermedades como la
Retinitis Pigmentosa, en la cual se afectan primero los bastones, |o cual explica que

estos pacientes se quejen inicialmente de mala vision en la oscuridad (nictal opia).

e Electrooculograma (EOG): Valora especificamente €l epitelio pigmentario de la
retina (EPR).

e Campimetria o medicion del campo visual: Es un examen que mide la vision
central y periférica de un individuo. En las enfermedades retinianas suele haber
pérdida progresiva del campo visual, € cua se va estrechando y reduciéndose
cada vez més. La realizacion de este examen es muy importante en los pacientes
con Retinitis Pigmentosa ya que la constriccion de los campos visuales es una de

las primeras manifestaciones de la enfermedad.

e Las Fotos a color y la Angiografia Fluoresceinica:  Proporcionan una
documentacién importante de las valoraciones de fondo de ojo en las diferentes
etapas de la enfermedad. Las fotos del fondo de ojo son la prueba gréfica del
estado de laretina. La angiografia es un examen que utiliza un medio de contraste
radiol 6gico, que permite ver |os vasos de laretinay detectar minimas alteraciones

retinianas.

2.4.2.3. Evaluacion Audiolégicay Vestibular

La pérdida auditiva es cuantificada mediante |la realizacién de exdmenes como
la Audiometria Tonal, la logoaudiometriay e timpanograma. Todos estos examenes
permiten evaluar la capacidad auditiva del individuo.

. Audiometria Tonal: Es un examen que evalla la audicion del pacientey su
realizacion es necesaria para determinar el grado de pérdida auditiva en e Sindrome
de Usher. Se redliza colocando ala persona en una camara que lo aisle de los ruidos,
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con unos audifonos colocados en ambos oidos. El examinador procede a pasarle
diferentes tipos de sonidos, calculando diferentes frecuencias, segun la calibracion en
Hz. que € aparato permite probar. Es importante evaluar la audicion a frecuencias
bajas, medias y altas: 250, 500, 1000, 2000, 4000 y 8000 Hz. Asi mismo, la prueba
mide la intensidad que debe tener el sonido para ser percibido por un individuo, lo
cual es cuantificado de acuerdo alos decibeles (dB) alos que se comienzan a percibir

sonidos. Laaudicion normal esta siempre por debajo de 20dB.

Valoracion del Sistema Vestibular: El sistema vestibular no puede ser
examinado directamente, pero, debido a sus intimas relaciones con los nucleos
oculomotores, puede ser evaluado a través de la observacion de los efectos de la
estimulacion vestibular sobre los movimientos oculares (reflejos vestibuloocul ares).
Las pruebas vestibulares incluyen pruebas posicionaes (giros répidos de la cabeza-
reflejo oculocefdico-) y pruebas de estimulacion calérica con e ectronistagmografia
(evaluacion cuantitativa precisa que requiere e registro eléctrico de los movimientos
oculares con los 0jos cerrados). Las pruebas preliminares de funcién vestibular se
realizan utilizando las gafas de Frenzel y el test de Romberg.

2.4.2.4. Criterios parala Clasificacion Fenotipica

Como se ha mencionado con anterioridad, clinicamente, los tres tipos de
Sindrome de Usher son distinguibles uno de otro teniendo como base la edad de
aparicion, la severidad y la progresion de la pérdida auditiva y, € grado de
compromiso vestibular. Los pacientes con Sindrome de Usher tipo | presentan
sordera profunda, mientras que los pacientes del tipo 11 muestran sordera moderaday
tienen un audiograma en forma de declive, con patrones de sordera leve en las
frecuencias bajas y patrones de sordera méas severa en las frecuencias mas altas. Los
audiogramas son muy caracteristicosy lamayoria de las veces no hay una desviacion
significativa de los patrones esperados. La funcién vestibular es otro discriminador
importante entre los tipos | y 11 de Sindrome de Usher, ya que los pacientes ddl tipo |
carecen de funcién vestibular (Nuutila,1970; Kumar, 1984; Moller y Kimberling,
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1989) y los del tipo Il tienen respuestas vestibulares normales. El diagnostico de la
disfuncion vestibular es un componente critico en la diferenciacion entre los tipos de
sindrome de Usher | y II.

Los pacientes con Sindrome de Usher tipo |1l muestran una pérdida auditiva
progresiva, la cual es de leve a moderada en el paciente joven y puede ser profunda
en el adulto (Karjalainen, 1985). Consecuentemente, |os pacientes del Tipo 111 pueden
tener un fenotipo audiolégico que es similar a del tipo Il cuando son muy jovenes,
pero que es més parecido a fenotipo audioldgico del tipo | cuando € paciente es
adulto. Asi también agunos pacientes del tipo IIl muestran un compromiso
progresivo de la funcion vestibular. Las evaluaciones audioldgicas son ademéas
importantes para confirmar el nivel del compromiso coclear.

Los estudios eectrofisiolégicos proveen e diagnéstico més temprano y
confiable de Retinitis Pigmentosa. Varios estudios han mostrado que €
electroretinograma (ERG) es subnormal a una edad tan temprana como 2 %> 3 afios,
antes de esa edad las anormalidades pueden ser vistas funcionalmente o con un
examen fundoscdpico (Fondo de Ojo) La respuesta se extingue totalmente a medida
que la degeneracion progresa. Una respuesta a ERG ausente o disminuida en a
menos un individuo afectado es una condicion necesaria para €l diagnéstico de
Sindrome de Usher en una familia. Una historia de ceguera nocturna y de

disminucion de los campos visuales se requiere para que el diagndstico sea seguro.

2.5. ASPECTOS GENOTIPICOSDEL SINDROME DE USHER

2.5.1. Sindromede Usher tipo |
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La localizacion para e Sindrome de Usher tipo |, ha sido a varios loci.
Originalmente fue a marcadores en el cromosoma 14q, en un estudio de 10 familias
con ancestro en € Occidente de Francia. De las 10 familias, 8 son originarias de una
peguefia area de la regiéon de Poitou- Charentes, sugiriendo gue un efecto fundador
podria estar involucrado (Kaplan et al 1992). La confirmacién de este ligamiento no
fue obtenida ni en la muestra general de los Estados Unidos, ni tampoco en la
poblacion Acadiana de Luisiana (Keats et al., 1992). Por € contrario, dos ligamientos
separados fueron encontrados a los brazos largo y corto del cromosoma 11
(Kimberling et al., 1992; Smith et al., 1992). Subsecuentemente, se encontr6 que la
muestra francesa era significativamente  heterogénea, con sélo una fraccion
mostrando el ligamiento a 14q y € resto mostrando ligamiento a 1113
(Kaplan,1992). Luego, tres nuevas localizaciones para el Sindrome de Usher tipo |
fueron reportadas: dos a 10q y una a 21q (Wayne et a. 1996: Wayne er a., 1997;
Chaib et al., 1997).

El simbolo para USH1A y su adiciona designacion como la “variedad
francesa” del Sindrome de Usher, ha sido asignado a la forma que fue mapeada al
cromosoma 14. El simbolo USH1C ha sido asignado a la “variedad Acadiana’ de la
enfermedad localizada en 11p y €l simbolo USH1B para la “variedad no- Acadiana”
en 11q.

Entre los genes que se han identificado y caracterizado para los 6 loci del
Sindrome de Usher tipo I, se encuentra el del subtipo USH1B, que fue € primer gen
del Sindrome de Usher en ser identificado (Weil et al., 1995; Eudy et al., 1998).
Recientemente han sido identificados los genes para los subtipos de Sindrome de
Usher USHI1C ( Verpy et al., 2000; Zwaenepoel et a., 2001), USH1D (Bolz et al.,
2001; Bork et a., 2001) y USH1F (Zubair et a., 2001).

e TipolIB (UHS1B): Identificacién del Gen parae Tipo B
El primer gen del Sindrome de Usher en ser identificado fue el gen USH1B,

en 1995. El gen que codifica paralamiosina VIIA, una miosina no convencional, fue

identificado como e responsable para € fenotipo USH1B, el cua cuenta para
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aproximadamente el 75% de los casos del Sindrome de Usher tipo I, ya que se
observaron 2 mutaciones missense, una delecion de 6 bp y 2 codones de parada
prematuros, en cinco familias no relacionadas que segregaban para Sindrome de
Usher tipo | y mostraba ligamiento a 11913.5 (Weil et a., 1995; Weston, Kimberling
et a., 1995). Deigual forma, se demostré que, las mutaciones en el gen murino de
la miosina Vlla, eran responsables para el fenotipo shaker-1, que causa disfuncion
vestibular, asi como anormalidades neuroepiteliales y degeneracion del 6rgano de
Corti enratones (Gibson et al., 1995).

El gen MYO7A consta de 49 exones y tiene una longitud de 120 kb (Kelley,
Kimberling et al., 1997). La secuencia deducida de aminoécidos predice una cadena
polipeptidica de 2215 aminoacidos con la estructura tipica de una miosina no
convencional: un dominio de cabeza motora, que incluye los altamente conservados
sitios de unién a ATPy ala actina; un dominio del cuello de la miosina, con cinco
motivos 1Q (sitios putativos de union a la caimodulina) y una largo dominio de cola
de 1359 aminoé&cidos ( Figura 8).

El gen MY OTA codifica para la miosina-VIIA, gque pertenece a una clase de

motores moleculares 0 proteinas motoras, evolutivamente conservadas, actino-
dependientes, conocida como la superfamilia de la miosina. Las miosinas interactlan
con la actina y a través de la hidrélisis de ATP, se mueven a lo largo de los
filamentos de actina debido a la generacién de fuerza mecanica. Hay a menos 15
diferentes clases de miosinas. Las 15 clases fueron derivadas por una comparacion
filogenética de sus dominios motores conservados y enumeradas de acuerdo a su
orden de descubrimiento.
Mediante estudios de inmunolocalizacion, se demostro que la proteinamiosina VIIA,
es expresada en los tejidos involucrados en la patologia del Sindrome de Usher:
células ciliadas internas y externas del organo de Corti y epitelio pigmentario
retiniano (EPR).
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Figura 8. Estructuradel gen MY O7A.

Representacion gréfica de la estructura del gen de MYO7A, con sus dominios
principales. Dominio Motor o cabeza motora, dominio de cuello con cinco motivos
IQ y dominio de cola, con sus motivos principaes. También se muestra la
localizacion de las mutaciones encontradas hasta la fecha, con relacion a los motivos
especificos dentro del gen. Las mutaciones estén distribuidas de forma uniforme alo
largo del gen, sin mostrar un hot spot especifico. (Tomado de Kimberling, et al., 1997)

e Expresion de MYOT7A en la Cocleay la Retina:
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Los efectos retinianos de USH1B, parecen ser debidos a la falta MY O7A en €
epitelio pigmentario retiniano (EPR) y las capas de células fororreceptoras de la
retina (Weil te a, 1996). Un estudio de la expresion del gen MYO7A durante €l
desarrollo de la retina en humanos revel§, la expresion de MYO7A en €l EPR alas
cinco, siete y ocho semanas de desarrollo. Durante este temprano estado de desarrollo
de la retina, no se detectaron transcritos en la retina neural. A las 19 semanas, la
expresion de MY O7A se hace evidente en la retina neural y esta confinada a la capa
de fotorreceptores. En la edad adulta, la expresion de MYOT7A, se detecta
especificamente dentro de las células fotorreceptoras: 1os conos y los bastones (el-
Amraoui et a., 1996). Es interesante observar que la mas alta concentracion de la
proteina Miosina VIIA est4 localizada en los cilios conectores tanto de los conos
como de los bastones y rodeando |as dupletas de microtibulos, cerca de la membrana
plasmatica (Liu et a.,1997).

Por otro lado, mediante inmunohistoquimica, la proteina Miosina VIIA ha sido
localizada en los estereocilios apicales y el citoplasma de las células ciliadas de la
cocleay el sistema vestibular, en € oido interno (Hasson et al., 1997). El dominio de
cola de la proteina MYQVIIA, puede interactuar con una proteina de anclgje, para
estabilizar los estereocilios de las células de la coclea y los cilios conectores de los
fotorreceptores retinianos (Goodyear and Richardson, 1998)

Aungue los tipos celulares especificos en la retina 'y la cdclea con respecto a la
expresion del gen MY O7A, son conocidos, en la actualidad, la funcion particular de
la proteina MY OVIIA en estos tipos celulares particulares permanece sin esclarecer.
Varios fendmenos diferentes, basados en la actina, que ocurren en las células ciliadas
y en los fotorreceptores, incluyendo la fagocitosis de los segmentos de los discos
exteriores por las células del EPR, e transporte de organelos, y la liberacion de
neurotransmisores, han sido postulados como vias potenciales que podrian afectarse

con una proteinamiosina VIIA ausente o defectuosa.
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2.5.2. SindromedeUsher Tipoll

El primer locus del Sindrome de Usher tipo I, fue localizado por Kimberling
y colaboradores (co-investigadores en USA), a redlizar un estudio de 8 familias,
encontrando un ligamiento a 3 marcadores en la region distal del brazo largo del
cromosoma 1 (Kimberling et al., 1990). La heterogeneidad genética del Sindrome de
Usher tipo 1, fue reconocida en un familia que no mostré ligamiento a marcadores en
1941 (Pieke- Dahl et al., 1991). Este locus, fue luego localizado en e cromosoma 5q.
De esta forma se designé como USH2A al subtipo del Sindrome de Usher tipo I, que
muestra ligamiento a marcadores en e cromosoma 194l y USHB a subtipo

localizado en el cromosoma 5¢.

e TipollA (UHS2A): Identificacion del Gen parael Tipo 1A

El segundo gen del Sindrome de Usher en ser identificado, fue el gen USH2A. Este
gen fue identificado en 1998, por € grupo del Boys Town National Research
Hospital, que dirige e Dr. William Kimberling. (Eudy et a., 1998). Aunque, en un
comienzo se creia que e fenotipo del Sindrome de Usher tipo | era e més comun,
estudios recientes sugieren que el fenotipo del tipo |1 es tan prevalente o aln més que
el del tipo |. Las mutaciones en e gen USH2A, pueden contar para cerca de la mitad
de todos los tipos en general, de Sindrome de Usher.

El gen, que parece ser un gen nuevo, contiene 10 motivos de factor de
crecimiento epidérmico tipo laminina (LE), seguidos por 4 motivos de fibronectina
tipo 111 (F3). Estos tipos de motivos proteicos han sido observados en proteinas que
conforman la matriz extracelular y en las moléculas de adhesion celular y de hecho,
miembros de la superfamilia de las lamininas, son unos de los componentes méas
comunes de las membranas o laminas basales en todos los tejidos y el motivo LE es
comun en proteinas de la matriz extracelular.

El grupo de Kimberling y colaboradores propusieron llamar Usherina a la
proteina producida. Usherina parece tener una sefial para el transporte a través de la
membrana celular. Kimberling y colaboradores, han lanzado la hipétesis de que la

proteina podria ser, debido a la homologia que presenta con motivos de otras
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proteinas, un componente de la lamina basal 0 una molécula de adhesion celular que
anclaria la célula a la lamina basal. El patrén de expresion del gen USH2A, esta
virtualmente confinado alaretinay la coclea.

El mismo grupo, después de descubrir e gen USH2A, realizd un screening
para mutaciones de 96 casos de Sindrome de Usher tipo I, en una regién limitada del
gen y se encontraron 3 mutaciones non-sense diferentes. Una de las mutaciones
2299del G, fue encontrada en cerca de 31/192 de los cromosomas USH2 y representa
la mutacién més comun. La figura 9 muestra la estructura del gen USH2A. El gen
tiene 21 exones y una longitud aproximada de 110 a 140kb.
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Figura 9. Estructuradel Gen USH2A.

L as repeticiones de motivos LE y F3 (Fibronectinatipo 111), son mostrados junto con
la region putativa identificada como un componente transmembranal. La mayoria de
las mutaci ones missense han sido identificadas en laregién 5’ y fuere de regiones con
funcién reconocida hasta el momento (Tomado de Eudy et al., 1998)
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e Expresion de US2A en la Retinay la Coclea:

Andlisis de Northern Blot de una variedad de tgjidos humanos, detectaron
transcritos de USH2A en la retina y la coclea. Es posible que Usherina sea un
componente critico bien sea del 1aberinto membranoso de la coclea o de la membrana
tectoria. En la retina, es factible que Usherina sea un componente de la matriz

extracelular especializada que rodea |los fotorreceptores y las células de Muller.

2.5.3. Sindromede Usher Tipolll

Usando marcadores microsatélite atamente polimérficos para una busqueda
sistematica del locus para USH3, Sankila y colaboradores (1994, 1995), mediante
andlisis de ligamiento génico asignaron €l locus a 3g21-g25. Joensuu y colaboradores
(2001), identificaron € gen candidato USH3. El gen USH3 presenta dos dominios
transmembranales y no muestra homologia a genes conocidos. Mediante RT-PCR, se

encontrd gque se expresa en varios tejidos humanos, incluyendo laretina.
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2.6. BASESTEORICASDE LOSESTUDIOSMOLECULARES

Cuando un trastorno genético que parecer ser una entidad Unica, se analiza
meticulosamente como en el caso del Sindrome de Usher, es frecuente hallar que
resulta ser genéticamente heterogéneo. Esto es, € trastorno incluye varios fenotipos
que son similares, pero en realidad estan determinados por genotipos diferentes. En
estos casos, € andlisis molecular entra a jugar un papel muy importante en el
reconocimiento de la heterogeneidad genética y por ende en el diagnéstico de la
enfermedad. Ademés, € analisis molecular y particularmente €l andlisis de ligamiento
y la conformacion de haplotipos resultante, brindan la posibilidad, en el caso de las
enfermedades autosdmicas recesivas, de identificar a los heterocigotos o portadores
sanos, lo cual constituye una herramienta valiosisima en la consgjeria genética de los

afectados y sus familias.

2.6.1. AnalisisdeLigamiento Génico

Muchas veces se quiere obtener informacion acerca de una enfermedad donde
no se conoce la localizacion exacta del gen causante dentro del cromosoma; o bien
cuando una enfermedad presenta heterogeneidad genética y se necesita conocer cual
de todos los posibles loci es € implicado; para todos estos casos se utiliza el Andlisis
de Ligamiento Génico. El principal valor del andlisis de ligamiento génico en
genética humana y médica es ayudar a laidentificacion, e mapeo y €l diagndstico de
los genes que provocan enfermedad hereditaria.

El ligamiento génico puede ser explicado como la violacion a la primera ley
de Mendel: “ Segregacién independiente”. Esta ley dice que los aelos en dos lugares
cromosomicos diferentes (loci) se segregan independientemente y son transmitidos al
azar a la progenie. Segregacion no-independiente ocurre cuando dos loci estan
localizados bastante cerca uno de otro, en un mismo cromosoma. A medida que la
distancia entre dos loci aumenta, la fraccion de recombinacion (RF) también aumenta.
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Entre menor sea la fraccion de recombinacion quiere decir que dos loci estan mas
cerca, es decir, mayor la probabilidad de que hereden juntos.

En conclusion, € ligamiento génico puede definirse como, la medicion de la
tendencia de alelos muy cercanos en el mismo cromosoma a segregarse o transmitirse
juntos (es decir “ligados’), como una unidad intacta a través de la meiosis, en
estudios familiares. Entonces, en ciertas familias, es posible identificar genéticamente
la herencia de un determinado gen, siguiendo la transmisién de otros loci
estrechamente ligados, que se denominan “loci marcadores’ (Thompson &
Thompson, 1996).

Algunas regiones del genoma se caracterizan por tener secuencias de DNA
gue pueden ser distintas entre diversos individuos, siendo estas diferencias de tipo
neutral (no tienen una repercusion fenotipica y no aumentan ni disminuyen la
viabilidad del individuo). Cuando estas diferencias se pueden detectar, y estas
secuencias estan localizadas en regiones especificas del genoma, se les denomina
“marcadores’. Para que estos marcadores sean informativos, deben corresponder a
secuencias polimoérficas, que a ser analizadas en la poblacion presenten dos o mas
aelos, con unafrecuenciade 1% o0 mas.

Los marcadores mas polimérficos son del tipo microsatélite, que consisten en
repeticiones en tandem de di, tri y tetranucledtidos, repetidos entre 15 y 60 veces.
Para un estudio en particular, se seleccionan 1os marcadores cuya posicion dentro del
cromosoma a estudiar sea conocida y estén bastante cerca a gen de interés (Ott,
1992; Terwillinger, 1994). Estos microsatélites pueden ser analizados por PCR,
amplificando los alelos que difieren en tamafio por la cantidad de unidades repetidas.
L os productos amplificados por PCR pueden ser tipificados manua mente, mediante
electroforesis en gel de poliacrilamiday visualizados mediante tincién de plata o bien
se puede redlizar la genotipificacion usando un secuenciador automatico. En este
caso, € secuenciador automatico analiza las moléculas de DNA, que han sido
marcadas fluorescentemente con varios colores. Después de que las muestras se
cargan en €l gel del sistema, durante la electroforesis, un detector laser detecta y

graba la sefial fluorescente. La sefial de salida resultante, es en forma de perfiles de



intensidad para cada uno de |os diferentes fluoroforos coloreados, pero lainformacion
resultante es simultaneamente guardada de manera electronica. Esto disminuye
posibles fuentes de errores, con respecto a la alternativa manual.

Por regla general, después de haber tipificado una determinada familia con
marcadores informativos, para saber si hay o no ligamiento, se usalaférmula del lod
score (Z), que segun se ha demostrado es el estadistico mas eficiente para evaluar el
ligamiento. Esta formula fue introducida por Morton en 1955 y se fundamenta en la
comparacion del logaritmo de las probabilidades de observar ligamiento (6) sobre el
logaritmo de la probabilidad de no-ligamiento (0.5), Z = log (6)/ log 0.5. Cuando Z >
3, la probabilidad de ligamiento/no-ligamiento es > 1000 :1, es decir existe evidencia
de ligamiento. Valores de Z menores a -2, excluyen ligamiento en esa region. Estos
analisis son generamente realizados por programas de computador como LINKAGE
(Lathrop et a. 1992). Este programa analiza la informacion y da una serie de
resultados los cuales son interpretados por €l investigador, para poder determinar s

existe ligamiento o no entre el gen de laenfermedad y los marcadores utilizados.

2.6.2. Secuenciacion
Cuando se conoce la secuencia (orden de los nucledtidos en un gen), ésta se

puede comparar con la secuencia del gen de la familia en estudio para determinar €l
cambio(s) o mutaciones en los nucledtidos que dieron lugar a gen anormal. En esta
técnica se amplifica el DNA por PCR utilizando DNA de cadena sencilla, el cual
sirve como templete o molde para sintetizar una nueva cadena de DNA
complementaria utilizando la enzima taq polimerasa. Ademas de los dNTPs
precursores, se agregan ddNTPs (dideoxynucledtidos), los cuales son andlogos a los
dNTPs pero no poseen grupo hidroxilo en las regiones 3 C y 2'C. Estos ddNTPs son
incorporados en la cadena causando una terminacion abrupta de la sintesis.

Se realizan cuatro reacciones paralelas utilizando en cada una de ellas un
ddNTP diferente. Utilizando concentraciones bajas del ddNTP en relacion con los
dNTPs, ocurren terminaciones azarosas en las posiciones que poseen el nucledtido en

cuestion. Como resultado se genera una coleccion de fragmentos de DNA de
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diferentes tamafos. Estos fragmentos que difieren en tamafo hasta por un nucleétido
pueden ser separados en geles de poliacrilamida en medio denaturante. La secuencia
es leida de abajo hacia arriba, en la direccion 3'-5' de la cadena complementaria al
templete original (Dracopoli, 1995).

Anteriormente, los métodos de secuenciacion enzimatica (dideoxi), empleaban
radioisdtopos marcados. En dicha técnica, la mezcla o mix de dNTPs contiene una
proporcion de nucledtidos marcados radioactivamente, los cuales son incorporados
dentro de las cadenas crecientes de DNA. Después de la electroforésis, € ge es
secado y se coloca un papel autoradiogréfico sobre el gel. Luego de una exposicion
de tiempo suficiente, el papel autoradiografico es revelado, dando como resultado un
patrén caracteristico de bandas oscuras.

Los esfuerzos recientes de secuenciacion a escalas mayores, dependen del
mejoramiento de la eficiencia del proceso, mediante la automatizacion parcia de las
técnicas involucradas. Un progreso importante, en afios recientes ha sido el desarrollo
de procedimientos automatizados, mediante la secuenciacion por fluorescencia del
DNA. Estos procedimientos generamente usan dideoxinuclettidos a los cuales se
pegan fluoroforos (grupos quimicos que tienen la propiedad de fluorescencia).
Durante la electroféresis, un monitor detecta y graba la sefial fluorescente a medida
que €l DNA pasa a través de un punto determinado en el gel. El uso de diferentes
fluoroforos en las cuatro reacciones base- especificas, significa que, adiferenciade la
secuenciacion convencional de DNA, todas las cuatro reacciones pueden ser
montadas en una sola linea. La sefial de salida resultante, es en laforma de perfiles de
intensidad para cada uno de los diferentes fluoroforos coloreados, pero lainformacion
resultante, es simultaneamente guardada de manera electrénica. Esto evitay excluye
los errores de trascripcion de datos, cuando una secuencia interpretada es digitada a
mano dentro de una archivo de computador. Estos avances recientes en la tecnologia
significan que la exactitud y la eficiencia en la secuenciacion de DNA, usando
métodos automatizados, es bastante ata. (Strachan, 1999).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Establecer y evaluar un modelo de abordaje para € estudio del Sindrome de Usher,
que abarca €l diagndstico clinico de los pacientes, establecimiento y confirmacion del
subtipo mediante estudios moleculares y posterior correlacion genotipo-fenotipo; en

dos familias colombianas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cladsificar alosindividuos afectados, dentro de los tipos clinicos del Sindrome de
Usher I, Il o lll; mediante la realizacion de una evaluacion clinica completa que
incluya valoraciones oftalmologica, audiologica, vestibular y genética en cada

paciente de las dos familias estudiadas.

2. Determinar € subtipo a que pertenece cada afectado, mediante la realizacion de
estudios de ligamiento génico, utilizando marcadores altamente polimorficos para

los 9 loci responsables del Sindrome de Usher, descritos hasta el momento.

3. ldentificar e tipo de mutacion presente en cadafamilia.

4. Establecer una correlacién fenotipo-genotipo en los individuos afectados de las
dos familias incluidas en este estudio.

5. Resdltar laimportancia de la asesoria genéticar alos individuos afectados y a sus

familias.
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4. METODOLOGIA

4.1. TIPO DE ESTUDIO

Este es un estudio de tipo descriptivo y analitico. La metodologia propuesta
consto de 3 fases principales que fueron:

. Valoracion Clinica y genética: En la cual se redlizaron los exdmenes
oftalmologicos, audiolégicos y vestibulares, asi como también se redizd la
evaluacion genética y la elaboracion de los arboles geneal 6gicos de cada familia, 1os
cuales son indispensabl es para | os estudios molecul ares.

. Estudios Moleculares. Para cuya realizacion se tomaron muestras de sangre
a los individuos afectados y a sus familiares, para la extraccion de DNA, € cua se
utiliz paralos andlisisde ligamiento y la deteccion de mutaciones.

. Correlacién Fenotipo- Genotipo y andlisis del resultados obtenidos, para
comprobar la eficacia del modelo de estudio propuesto.

4.2. POBLACION OBJETO DE ESTUDIO

Se evaluaron 6 personas afectadas de Sindrome de Usher y pertenecientes a
dos informativas familias colombianas. Paralarealizacion del andlisis de ligamiento
se evaluaron ademés alos padres y hermanos sanos de | os af ectados.

L os casos estudiados hacen parte de familias detectadas por € Programa de Estudios
Genéticos en Enfermedades Visuales y Auditivas del Ingtituto de Genética Humanay
la Fundacién Oftalmol 6gica Nacional mediante larealizacion de estudios de tamizaje
en 1715 individuos sordos institucionalizados en Colombia. Se escogieron los
individuos afectados pertenecientes a grupos familiares grandes, informativos 'y con 2
0 3 generaciones, pues estos grupos son de mayor valor para la deteccion del

ligamiento genético.



38

4.3. VALORACION FENOTIPICA

La valoracion clinico-genética de los pacientes se llevo a cabo en la ciudad de
Bogota

4.3.1. Evaluacion Oftalmologica

La evaluacion oftalmol dgica comprendié un examen externo del globo ocular
y sus anexos. También se aplicaron examenes de biomicroscopiay tonometria.
Una vez hecha esta valoracion, se dilatd la pupila para realizar el examen de Fondo
de Ojo. Alos individuos afectados se les realizaron examenes especiales como el
Electroretinograma (ERG), Campimetria de Goldman, Fotos a color de fondo de ojo
y Angiografia fluoresceinica.
Los datos del examen ocular quedaron debidamente registrados en la hoja de historia
oftalmolgica de cada paciente. EI examen oftalmologico completo se realizo en las

instalaciones de la Fundacion Oftalmol dgica Nacional .

4.3.2. Evaluacion Audiolégica y Vestibular

La pérdida auditiva de cada individuo afectado fue cuantificada mediante la
realizacion de una Audiometria tonal completa. Este examen se llevd a cabo en €
Departamento de Otorrinolaringologiay Fonoaudiologia del Hospital San Ignacio.

La sordera se clasifico como: Leve (20dB- 40dB), moderada (40dB- 70dB), severa
(70dB- 90dB) o profunda (més de 90dB), segun los rangos en que se encontrara la
audicion de cada uno de los afectados.

Para evaluar la funcion vestibular se redlizaron vestibulares como

Electronistagmogramay Test de Romberg.
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4.3.3. Evaluacion Clinico-Genética

El medico genetistarealizd una evaluacion clinico-genética general atodos los
individuos involucrados. Se les aplicé un formato de historia clinica'y un completo
interrogatorio donde se tomaron los datos correspondientes a la historia familiar y
personal. Se realizé un examen fisico haciendo énfasis en los aspectos que pudieran
tener relevancia genética. Estas evaluaciones fueron realizadas en el consultorio de
genética de la Fundacion Oftaimolégica Nacional. En esa consulta, € genetista
organizd la informacion obtenida para elaborar e arbol genealdgico de cada grupo
familiar particular, ubicando a o a los individuos afectados dentro de cada grupo,
haciendo énfasis en |las relaciones de parentesco e indagando si existe consanguinidad
entre los padresy el grado de ésta.

Cada paciente fue debidamente informado acerca de |os objetivos del trabgjo,
y recibio junto a su familia una asesoria genética inicia sin costo aguno. Cada
individuo participante firmoé un consentimiento, donde constata su participacion

voluntariaen € estudio.

4.4, VALORACION GENOTIPICA
441 TomadeMuestras

A todos los individuos afectados y a algunos de sus familiares (padres y
hermanos sanos), se les tomd muestra de sangre para los estudios moleculares. Todas
las personas a quienes se les tomd muestra de sangre firmaron previamente el informe
de consentimiento (Anexo 1), en donde se explica €l propdsito del estudio y el
manejo adecuado de la muestra. A ningun individuo se le tomé muestra de sangre sin
previa autorizacion. Se tomaron aproximadamente 14 ml de sangre mediante puncion

en lavena.
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4.4.2. Extraccion de DNA

A partir de 14cc de sangre periférica. Se centrifuga para separar la capa de
leucocitos; se lisan las células y se hace extraccion de DNA utilizando el protocolo
estdndar de extraccion con Fenol-Cloroformo, precipitacion con etanol vy
resuspension con TrissEDTA (Sambrook, 1989). Se realizd chequeo en geles de
agarosa (0,8%), se gjusto la concentracion y se almacenaron los DNASs extraidos a —
20°C hasta su andlisis.

Laextraccion de DNA serealizé en los laboratorios del Instituto de Genética Humana
de laUniversidad Javeriana.

4.4.3. Estudiosde Ligamiento Génico

Se redlizaron estudios de ligamiento génico con marcadores microsatélite
altamente polimorficos cercanos alos 9 loci conocidos para el Sindrome de Usher, en
el laboratorio del Dr. William Kimberling (Boys Town National Research Hospital.
Omaha, Nebraka). Dichos marcadores son los universalmente aceptados por €l
Consorcio del Sindrome de Usher y representan aquellos que més probablemente
flanquean los genes Usher (Tabla 2).

De acuerdo a la clasificacion fenotipica obtenida para cada familia en la fase
anterior, se comenzd la genotipificacion con los marcadores para los loci respectivos
del tipo clinico previamente determinado. Tomando en consideracién, que los
subtipos més comunes de Sindrome de Usher y que cuentan para un ato porcentaje
de todos los casos son: El subtipo USH1B vy el subtipo USH2A; |a genatipificacion
parael Tipo |y € Tipo Il comenzo6 con los marcadores para estos dosloci (11913.5y
1941 respectivamente). La informacién concerniente a estos marcadores y la
secuencia de primers usados se muestran en lastablas 3y 4.

Los marcadores atamente informativos fueron amplificados por PCR
utilizando pares de primers especificos para cada marcador microsatélite. La

amplificacion se llevd a cabo de acuerdo a las temperaturas y ciclos requeridos para
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cada marcador. Una vez amplificados estos marcadores, los productos fueron
denaturados y corridos en geles de poliacrilamida a 4.25% en € secuenciador
automatico ABI PRISM 377. El andlisis de los fragmentos se llevd a cabo usando €l
software que provee € equipo, GENESCAN 2.1. Los datos de la genotipificacion
fueron colectados y analizados con el uso de GENOTY PER 2.0.

Se llevo a cabo un andlisis de ligamiento multipunto, que analiza mas de dos
marcadores simultdneamente. Los LOD score multipunto fueron generados mediante
la opcion LINKMAP de programa LINKAGE para cada una de las familias. El
andlisis de ligamiento multipunto requiere hacer supuestos acerca de las distancias
entre los loci marcadores y su orden relativo dentro del cromosoma. Esta informacion
fue obtenida en Genome Data Base (GDB- Johns Hopkins y Whitehead Data Base
http://gdb.weizmann.ac.il/ )

Para todos los andlisis se asumié € patron de herencia recesivo para €l
Sindrome de Usher, con penetrancia completa para los homocigotos. Y se utilizd una
frecuencia génica para el alelo mutante de 0.001.

La genotipificacion fue realizada por el grupo del Dr. William Kimberling en
los laboratorios del Boys Town National Research Hospital (Omaha, Nebraska),

como parte de una asesoriay colaboracion internacional .


http://gdb.weizmann.ac.il/
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Tabla 2. Marcadores utilizados para € andlisis de Ligamiento en Sindrome de
Usher
Locus Crom | Marcador Longitud Referencia
(Tamario)

USH1A | 14q D14S78 211-233 (Kaplan, 1992)
D14S250 157-179
D14S51 131-149
D14S292 110-118
D14S260

USH1B | 11q D11S527 142-166 (Kimberling, 1992)
D11S4186
D11S911 159-203
D11906 291-303

USH1C | 11p D11S902 145-163 (Smith, 1992)
D11S921 243-303
D11S4160
D11S899 87-111

USH1D | 10q D10S529 144-160 (Wayne, 1996)
D10S195 170-184
D10S202 83-93
D10S573 169-175

USHI1E | 21q D21S1905 177-199 (Chaib, 1997)
D21S1913 105-121
D21S1914 203-221
D21S265 244-258

USH1F | 10q D10S199 173-200 (Wayne, 1997)
D10S225 262-278
D10S539 96-114
D10D596 262-274

USH2A | 1q D1S245 (Kimberling, 1990)
D1S556
D1S237
D1S229
D1S227
TGFB2
PPOL

USH2b | 5q D5S426 183-209 (Pieke-Dahl, 1998)
D5S424 116-146
D5S433 192-220
D4S436 234-254

USH3 3q D3S1299 218-228 (Sankila, 1995)
D3S1555 221-237
D3S1279 264-282
D3S1308 104-112
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Tabla 3. Marcadores para Andlisis de Ligamiento aUSH1B (MY O7A)

MARCADOR | LOCUS | HETEROG. | NUMER | LONGITUD PRIMERS
GENETICA | ODE | (TAMANO)
MAXIMA | ALELOS
D11S527 11q 13.5 [0.8830 12 142-166 GCCCCTCTACTTGTCTGGAG
(Dinucleotido) ATGCGGCTCCAAGACAAGTTC
D114186 1ipter- [0.7929 13 154-175 |ATTCTCCCAATCTATCGCTC
(Dinucleotido) | 11qter GGGCAGTAATGATGATGTG
D11S911 11g13- |0.8621 13 159- 203 CTTCTCATGCTTGACCATTT
(Dinucleotido) | 11923 CTTCTGAACAATTGCCACAT
D11S906 11g14.3- |0.7462 7 291-303 AGCTGGGCACCGATAGTAGT
(Dinucleotido) | 11921 GCACAGGCAAAGANGAGGTA
Tabla4. Marcadores para Andlisis de Ligamiento a USH2A
MARCADOR | LOCUS | HETEROG. | NUMER | LONGITUD PRIMERS
GENETICA | ODE | (TAMANO)
MAXIMA | ALELOS

D1S245 1g41 0.83 10 235-253 GACCCCTTTACCTGAGGC
(Dinucleotido) CGCTTTGATAGATTTAGCACTG
D1S556 1pter- 0.83 12 198 CTGTACCTTGTTGGCTTATGAT
(Dinucleotido) | 1qter TATACAGTATTTCCCTTTGAAGC
D1S237 1g32- 0.7668 10 109-139 AGGTCCAGGTTTGAATCTTGGC
(Dinucleotido) | 1041 TACACCGAGGTAAGTGGTTGCG
D1S229 1g38- 0.78 8 191-207 TTAGAAATGCAGGANCTATTC
(Dinuclectido) | 1g44 GCCATTCTGATGAGGTCNTAG
D1S227 1g41 0.68 7 111-125 GCTTCTGGCCTCTGTCA
(Dinucleotido) AATTTTGCGTGTGTGTGC
TGFB2 1g41- 0.52 5 156-168 ACCCGACCGAGTACCGAGCG

1g41 TGAGAGCAGGAGCAGCAGCA
PPOL 1g41- 0.63 6 85-99 TGTCCAACAGCAGATAAGTG

142 CAATTCCATTCATGTTACTGTCA



http://www.gdb.org/gdb-bin/genera/genera/hgd/ObjectName/3051656?!sub=0
http://www.gdb.org/gdb-bin/genera/genera/hgd/ObjectName/3534772?!sub=0
http://www.gdb.org/gdb-bin/genera/genera/hgd/MapElement?!key=GDB:1162486&!sub=0&!sub=0
http://www.gdb.org/gdb-bin/genera/genera/hgd/MapElement?!key=GDB:1162486&!sub=0&!sub=0
http://www.gdb.org/gdb-bin/genera/genera/hgd/ObjectName/3053380?!sub=0
http://www.gdb.org/gdb-bin/genera/genera/hgd/ObjectName/3053279?!sub=0
http://www.gdb.org/gdb-bin/genera/genera/hgd/MapElement?!key=GDB:1010511&!sub=0&!sub=0
http://www.gdb.org/gdb-bin/genera/genera/hgd/MapElement?!key=GDB:1010511&!sub=0&!sub=0
http://www.gdb.org/gdb-bin/genera/genera/hgd/ObjectName/3283075?!sub=0

4.4.3. Deteccion de M utaciones

La deteccion de mutaciones presentes en los afectados de estas dos familias se
realizo en el laboratorio del Dr. William Kimberling (Boys Town National Research
Hospital. Omaha, Nebraka).

El abordaje para detectar |as mutaciones fue diferente dependiendo del subtipo de
Sindrome de Usher establecido previamente mediante el andlisis de ligamiento.

En e caso de mutaciones en e gen MYO7A (USH1B), se realizd secuenciacion
automatica de cada uno de los exones para identificar los posibles cambios o
mutaciones presentes. El grupo del Dr. Kimberling, ha encontrado que es més
eficiente e no recurrir a uso de heteroduplex o SSCP y en cambio si, pasar
directamente a la secuenciacion como una aternativa efectiva para la deteccion de
mutaciones.

La secuenciacion se realizo en e secuenciador automético ABI PRISM 310, usando
el kit de secuenciacion ABI PRISM disefiado para secuenciacion con fluorescencia,
queincluye la Ampli TAQ DNA Polymerasa, los dNTPsy los ddNTPs terminadores.
Los datos obtenidos fueron analizados mediante el software de secuenciacion ABI
PRISM Sequence Module. Las secuencias de los primers usados para secuenciacion,
han sido previamente determinadas por e grupo colaborador en el Boys Town
National Reasearch Hospital en Omaha.

En cuanto a la deteccidn de mutaciones en el gen USH2A, se procedio en primer
lugar arealizar un tamizaje con enzimas de restriccion parala mutacion 2299del G, ya
que es la mutacion més comun y cuenta para la mayoria de los casos del Sindrome de
Usher USH2A.
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5. RESULTADOS

5.1. ESTUDIOSFAMILIARES

El interrogatorio detallado y los estudios clinicos en los miembros de las dos
familias permitieron la elaboracién de los arboles geneal 6gicos que se muestran en
las figuras 10 y 11. En ellos se evidencia € patrén de herencia Autosdmica recesiva
que caracterizaa Sindrome de Usher.

En lafamilia 1, se encontré una mujer y dos hombres afectados, con edades entre los
31y 41 afios, cuyos padres no son consanguineos.

En lafamilia 2, se encontraron 3 mujeres afectadas cuyas edades oscilan entre |os 31
y 46 afos. Se ve claramente gque existe consanguinidad entre los padres de las
afectadas.

Las dos familias son numerosas y cuentan también con hermanos sanos de los
afectados.

5.2. HALLAZGOSFENOTIPICOS- EVALUACION CLINICA

5.2.1. FAMILIA1

5.2.1.1. Antecedentes Personales
AFECTADO 1 (Mujer de 41 afos): Hipoacusia neurosensorial severa bilateral

congénita. Trastorno visual progresivoy Nictalopia desde |os 20 afios.
AFECTADO 2 (Hombre de 37 afios): Hipoacusia neurosensorial severa bilateral
congeénita. Alteracion visual progresivay Nictalopia desde |os 18 afios.
AFECTADO 3 ( Hombre de 3lafios): Hipoacusia neurosensorial severa bilateral

congénita. Trastorno visual progresivo desde los 17 afios.
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5.2.1.2. Examen Oftalmoldgico

FONDO DE OJO:

Los 3 afectados presentaron un patron de Retinitis Pigmentosa Tipica. Los hallazgos

de fondo de ojo fueron bastante homogéneos en los afectados, encontrando como
nicas diferencias una menor a mayor atenuacion de |os vasos acorde con la edad del
afectado y una mayor acumulacion de pigmento en forma de espiculas de hueso
también directamente proporcional a la edad. Estas diferencias se deben al caracter
progresivo de la Retinitis Pigmentosa.

En los 3 afectados se encontrd: Palidez del nervio éptico, atenuacion de vasos (de
leve a marcada de acuerdo con la edad), trastorno del Epitelio Pigmentario de la

Retina (EPR) en espiculas de hueso. Coloracion normal de la mécula. (Figura 12).

ELECTRORETINOGRAMA (ERG):

El estudio electrorretinogréfico de los 3 afectados mostré amplitudes para las ondas

A y B disminuidas tanto en la porcién fotdpica como escotOpica. Estos resultados
representan una alteracién generalizada y avanzada de fotorreceptores en ambos ojos

gue es compatible con Retinitis Pigmentosa.

CAMPOSVISUALES

En los 3 afectados se encontré una constricciéon marcada del campo visua. La

constriccién se hace mas severa dependiendo de la edad, debido a carécter
progresivo de la RP. Esta constriccion es menor a 10, 50 y 60 grados centrales

respectivamente en cada uno de | os afectados.

ANGIOGRAFIA:
El estudio angiogréfico de los 3 afectados muestra la presencia de palidez del nervio

optico en ambos 0jos, con atenuacion de los vasos sanguineos en espiculas de hueso
en periferia media. No se observa presencia de espiculas de hueso a nivel del polo

posterior. Estos hallazgos son compatibles con RP.
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Figura 12. Fondo de Ojo de un afectado de la Familia 1.
Se observa e patron de Retinitis Pigmentosa Tipica, con acimulos de pigmento en
forma de espiculas de hueso, atenuacion de vasos y palidez del nervio optico.
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5.2.1.3. Evaluacion Audiolégicay Vestibular

AUDIOMETRIA

Los datos de las audiometrias muestran una Hipoacusia Neurosensorial Severa

bilateral en los 3 afectados. La pérdida es mayor en las frecuencias altas que en las
frecuencias bajas, mostrando un patron tipico en declive. (Figura 13)

PRUEBAS VESTIBULARES (ELECTRONISTAGMOGRAMA)

L os resultados de los electronistagmogramas presentan una adecuada respuesta a la

estimulacion caldrica, 1o cua representa un adecuado funcionamiento del sistema

vestibular.

5.2.1.4. Evaluacion Neurologica:

AFECTADO 1

Examen Neur ol égico:

e Marcha: Anormal. Ataxica. Alteracion del equilibrio.

e Coordinacién: Anormal .

e Romberg negativo

e Estado Mental: Desorden depresivo

Resonancia Magnética Cerebral (RMQC):

Ligeros cambios atréficos en el vermis superior del cerebelo, con prominencia de las

folias.

AFECTADO 2

Examen Neur ol 6gico:

e Marcha: Normal sin aumento del poligono de sustentacién, ni lateropulsiones.
Balanceo de brazos simétrico.
e Coordinacién: Prueba dedo- nariz normal. No dismetria.

e Romberg negativo con ojos abiertosy cerrados.
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Figura 13. Audiometria de dos afectados de la Familia 1, con Hipoacusia
Neurosensorial SeveraBilateral y mayor pérdida en las frecuencias altas
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e Movimientos Oculares. Movimientos completos. Pupilas reactivas
e Estado Mental: Normal

Resonancia Magnética Cerebral (RMC):

NORMAL

AFECTADO 3

Examen Neur ol égico:

e Marcha: Normal

e Movimientos Oculares: Normal

e Tonoy Trofismo Muscular: Normal
Resonancia Magnética Cerebral (RMC):

Leves signos de atrofia del cerebelo, con aumento en la amplitud de las folias del

vermis superior. Ligero aumento en la amplitud del espacio subaracnoideo de la

cisternamagnay en lavallécula. Ligera prominenciadel |V ventriculo.

5.2.1.5. Clasificacion Fenotipica dela Familia 1

De acuerdo con los resultados de |as anteriores evaluaciones, la Familia 1 muestra un
fenotipo concordante con el reportado como Sindrome de Usher Tipo |l tipico. La
sordera es Neurosensorial, bilateral, severa (puede estar entre moderada a severa) y
congénita. La funcion vestibular es normal. La Retinitis Pigmentosa se manifestd a

finales de la segunda década de vida.
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5.2.2. FAMILIA 2

5.2.2.1. Antecedentes Personales
Tres mujeres afectadas de 46, 41 y 31 afios respectivamente.

En las 3 afectadas se presenta Hipoacusia neurosensorial Profunda bilateral simétrica
congénita. Disminucion de la agudeza visual en la primera década de vida, pero la
Retinitis Pigmentosa tipica se diagnostica en la segunda década. Nictalopia franca a

partir de los 15 afios.

5.2.2.2. Examen Oftalmolégico

FONDO DE OJO:

Tal como se muestra en la figura 14, las tres afectadas mostraron un patron

caracteristico de Retinitis Pigmentosa, presentando:

e Palidez del nervio Optico

e Atenuacion marcada de vasos.

e Lesiones hipopigmentadas en Méacula.

e Gran cantidad de cimulos de pigmento en el patron caracteristico de espiculas de
hueso, con hiperpigmentacion alrededor del disco en el cuadrante nasal, en las 3

hermanas.

El cuadro encontrado en cuanto a fondo de ojo de las tres hermanas es basicamente
igual. En las 3 hermanas se encontré ademas desprendimiento del vitreo y presencia
de catarata subcapsular posterior en ambos ojos. Estos hallazgos coinciden con los

encontrados en pacientes que presentan un grado avanzado de RP.



Figura 14. Fondo de Ojo. Retinitis Pigmentosa Tipica de una mujer afectada de la
familia 2.
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ELECTRORETINOGRAMA:

Se redlizaron electrorretinogramas en las 3 mujeres afectadas. Los resultados

muestran que en general la porcion de laonda A correspondiente a ERG Escotépico
y Fotépico no fue registrable. S0lo se registraron respuestas para la porcion de la
onda B correspondiente a ERG escotdpico. Esto demuestra un compromiso
generalizado de fotorreceptores donde su funcion esta casi totalmente abolida. Los

resultados del ERG se presentan en lafigura 15
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Figura 15. ERG. Mujer afectada, familia 2.
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CAMPOSVISUALES
Marcada constriccién en los campos visuales de las tres afectadas, de 30° o menos,

conislasdevision.

5.2.2.3. Evaluacion Audioldgicay Vestibular

AUDIOMETRIAS
Los datos de las audiometrias muestran una sordera profunda neurosensorial, siendo

mayor la pérdida en las frecuencias altas, con restos de audicién en las frecuencias

bajas (Figura 16).
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Figura 16. Audiometria de dos mujeres afectadas de la Familia 2, que presentan
Hipoacusia neurosensorial profunda Bilateral.
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PRUEBAS VESTIBULARES
No hay franca respuesta vestibular a realizar €l electronistagmograma en las 3

afectadas, |0 que concuerda con un diagndstico de alteracion vestibular.

5.2.2.4. Evaluacion Neurologica

AFECTADA 1

Examen Neur ol 6gico:

e Marcha: Anormal, atéxica. Marcha en tandem dificil de valorar, lamarcha
espontanea es inestable.

e Coordinacion: Normal

e Movimientos oculares. Pares craneanos2°,3° y6°, normales. Pupilaisocorica.
Nistagmus rotatorio espontaneo bilateral.

e Estado mental: Desorden afectivo bipolar. Retardo mental moderado.

e Tonoy trofismo muscular: Normal

Resonancia Magnética Cerebral (RMC):

Atrofia del vermis del cerebelo en su mitad superior, con prominencia del espacio

subaracnoideo en las folias y aumento en la amplitud de la cisterna cerebelosa

superior, delavalléculay de la cisterna magna

AFECTADA 2
Examen Neurol égico:

e Marcha: Anormal. Marcha en tandem inestable con lateropulsion indiferente.

e Coordinacion: Normal. Prueba Dedo —nariz normal.

e Movimientos oculares. Pares 2°.3° y 6° normales. Pupilas isocoricas reactivas ala
luz. No nistagmus espontaneo ni provocado.

e Estado menta: Normal

e Tonoy trofismo muscular: Normales

Resonancia Magneética Cerebral (RMC):

Normal.
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AFECTADA 3

Examen Neur ol égico:

e Marcha: Anormal. Marcha en tandem inestable con lateropulsion indiferente.

e Coordinacion: Normal.

e Movimientos oculares. Normales. No nistagmus.

e Estado mental: Elaboracion patol6gica de duelo de pérdida visua y auditiva.
Depresion.

e Tonoy trofismo muscular: Normales

Resonancia Magnética Cerebral (RMC):

Pérdida del parénquima nervioso en el vermis superior y hemisferios cerebel 0sos, con

prominencia del espacio subaracnoideo en las folias, en la cisterna cerebelosa
superior y en el espacio subaracnoideo que circunda €l cerebelo. Minimo aumento de

tamano del |V ventriculo

5.2.2.5. Cladficacion Fenotipica de la Familia 2

De acuerdo con los resultados de |as anteriores evaluaciones, la Familia 2 se clasifica
fenotipicamente con Sindrome de Usher Tipo |. La sordera es Neurosensoridl,
bilateral, congénitay profunda. No hay oralidad. La repuesta vestibular es ausente o
aterada.

Labajavision inicia en la primera década, pero se hace mucho més evidente haciala
mitad de la segunda década.

En latabla 5, se muestra un resumen de los hallazgos clinicos de las 2 familias con su

correspondiente clasificacién fenotipica



Tabla 5. Caracterizacion Fenotipicay Diagnostico Clinico de las dos Familias
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Depresion

EVALUACION OFTALMOLOGICA EVALUACION EVALUACION NEUROLOGICA | DIAGNOSTIC
FAMILIA AUDIOLOGICA Y O CLINICO
4 | ED | SEX . .VESTIBULAR _
# IND | AD| O Fondo de ERG Campo | Angiografia | Audiometria | Electronis Examen Resonancia
Ojo Visual tagmogra Neuroldgico Magnética
ma Cerebral
1 41| F Marcha: Anormal. Ligeros
Atéxica.. cambios
_ RP Tipica Alteracion | Constriccio | Atenuacion de | Hipoacusia NS | Normal en | Coordinacion: Anormal | atréficos en el ]
IV:1 Palidezdel | generalizada | n menor de | vasos de moderadaa |los 3 é?zi?)eﬁe(r;zal- ‘ézrgfr:t‘)flg”or Sindrome de
nervio ptico. | de 50 grados | Trastorno EPR | severa, con afectados | pocden depresivo con ' U_Sher
. Atenuacion de | Fotorreceptor | AO mayor pérdida en inencia d Tipo Il
Fam”'a X prominencia ae
1 vasos. es frecuencias altas las folias.
2 37 M Trastorno EPR Compatible Marcha: Normal Normal
en espiculas | con RP Coordinacién: normal..
de hueso Romberg (-)
V4 Movimientos Oculares:
Normal
Estado Mental: Normal
3 |31 M Marcha: Normal Leves signos
Movimientos Oculares: | de atrofia del
Normal cerebelo,
IV:8 Tono y Trofismo
Muscular: Normal
Romberg:
Estado Mental:
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muscular: Normales

EVALUACION OFTALMOLOGICA EVALUACION EVALUACION NEUROLOGICA | DIAGNOSTIC
FAMILIA AUDIOLOGICA Y O CLINICO
+ | b | sex | VESTIBULAR |
# IND | AD| O Fondo de ERG Campo | Angiografia | Audiometria | Electronis Examen Resonancia
Ojo Visual tagmogra Neuroldgico Magnética
ma Cerebral
1 146 | F Marcha: Anormal, Ligeros
ataxica. cambios
_ RP Tipica: | No Constricci | Atenuacion de | Hipoacusia NS | Respuesta | Coordinacion: Normal | atroficosenel |-
IV:8 Palidez del  |registrable | n menor de | vasos Profunda vestibular m‘; '{;"?:L‘;Srgfa”t?rrigs' ‘ézrgfr:t‘)flg”or Smdrom_e de
nervio ptico. | Compatible | 30 grados | Trastorno EPR | Bilateral con ausente | o or?tén o con ’ Usher Tipo |
Atenuacién de | con RP AO mayor pgrdlda en Estado mental: prominencia de
vasos. frecuencias altas Desorden afectivo las folias.
Trastorno EPR y restos de bipolar
en espiculas audicion en Tono y trofismo
de hueso . frecuencias bajas muscular: Normal
2 141 F Marcha: Anormal. NORMAL
Familia Coordinacion: Normal.
2 Movimientos oculares:
V:12 Normales
Estado mental: Normal
Tono y trofismo
muscular: Normales
3 |31 F Marcha: Anormal. Pérdida del
Coordinacion: Normal. parénquima
Movimientos oculares: nervioso en el
V:24 Normales vermis superior
Estado mental: y hemisferios
Depresion. cerebelosos
Tono y trofismo

RP: Retinitis Pigmentosa ; AO: Ambos Ojos; EPR: Epitelio Pigmentario de la Retina; NS: Neurosensorial
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5.3. HALLAZGOS GENOTIPICOS- ESTUDIOSMOLECULARES
53.1. FAMILIA1

En € estudio de ligamiento para la familia 1, se analizaron un total de 8
individuos, incluyendo 1 mujer y 2 hombres afectados, 1 mujer no afectada y 4
hombres no afectados. La segregacion de los aeos identificados para los 7
marcadores microsatélite se muestra en cada uno de los individuos en la figura 18.

Se realiz6 un andlisis de ligamiento multipunto, dando como resultado un
ligamiento a los marcadores dinucledtidicos D1S245, D1S556, D1S237, D1S229,
D1S227, TGFB2 y PPOL para e cromosoma 1941, que corresponde a subtipo de
Sindrome de Usher USH2A. Se obtuvo un LOD score multipunto positivo de
Zméax=1.329 (Tabla6).

Tabla 6. Caracterizacion Genotipicay Determinacion del Subtipo en la Familial

SUBTIPO
FAMILI | #de | DJAGNOSTICO | LIGAMIENTO |LOD SCORE | GENETICO | MUTACION
ANo | Afectados CLINICO (2)
1 3 Sindrome de Andlisis Zméx=1.329 | USH2A | 2299delG
Usher Tipo Il multipunto con (Usherina)
ligamiento a
marcadores para el
locus 1041

El andlisis de ligamiento multipunto requiere hacer supuestos acerca de las

distancias entre los loci marcadores y su orden relativo dentro del cromosoma. Esta

informacion se presenta de manera gréficaen lafigura 17. El gen USH2A, selocaliza

aproximadamente entre |os marcadores D1S237 y D1S229.

El estatus de afectado, portadores y no portadores se muestra en la figura 18

junto con los resultados de |os hapl otipos
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La mutacion detectada fue la 2299del G, en e exdn 12 del gen USH2A (que codifica
para la proteina Usherina). La mutacion 2299delG (delecion de una guanina en la
posicion 2299), es una mutacion frameshift que ocasiona un cambio en el marco de
lectura (ORF) en e coddén 772 y un coddn de parada prematuro TAG, situado 20
codones después de la delecion

Crotosoma |
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Figura 17. Localizacién de los marcadores para € cromosoma 1g. Los marcadores
usados en este estudio se muestran dentro de un recuadro rojo. Se observa también la
localizacion del gen USH2A
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FAMILIA 1
SINDROME DE USHER TIPO II- SUBTIPO USH2A
Cromosoma 1
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Figura 18. Resultados de Haplotipos Familia 1. Se observa la segregaciéon de los
alelos para los marcadores microsatélite en cada individuo, asi como € estatus de
afectado, portador y no portador.



53.2. FAMILIA 2

En e estudio de ligamiento para la familia 2, se analizaron un total de 14
individuos, incluyendo 3 mujeres afectadas, 5 mujeres no afectadas y 6 hombre no
afectados. La segregacion de los aelos identificados para los 4 marcadores
microsatélite se muestra en cada uno de los individuos en lafigura 19.

Se rediz6 un andisis de ligamiento multipunto dando como resultado un
ligamiento a los marcadores D11S527, D11S911, D11S906, D1154186 para €
cromosoma 11g13.5, que corresponde al subtipo de Sindrome de Usher USH1B.

Se obtuvo un LOD Score multipunto de Zmax= 3.782, que nos indica que existe una
evidencia de ligamiento /no ligamiento mayor de 1000:1 (Tabla 7).

Las fracciones de recombinacion para los cuatro marcadores del cromosoma

119 fueron:

0.5 cM entre el primeroy el segundo marcador (D11S527 y D11S911)

0.1 cM entre el segundo y el tercer marcador (D11S911y D11S906)

0.5 cM entre el tercero y el cuarto marcador (D11S906 y D1154186)

1.0cM entre el primeroy el cuarto marcador. (D11S527 y D11S4186)

El gen MY O7A, selocaliza aproximadamente entre el segundo y el tercer marcador.

El estatus de afectado, portadores y no portadores se muestra en la figura 20
junto con los resultados de | os hapl otipos.

La mutacién detectada fue R634X, que ocasiona un cambio del codén CGA
por TGA, y estalocalizada en €l exdn 16 del gen MY O7A.

Tabla 7. Caracterizacion Genotipicay Determinacion del Subtipo en laFamilia 2

FAMILIA | , % « | DIAGNOSTICO LIGAMIENTO LOD SCORE| SUBTIPO | MUTACION

No CLINICO (Z) | GENETICO
Anélisis multipunto con
2 3 Sindrome de ligamiento a Zmax=3.782| USHI1B R634X
Usher Tipo | marcadores para el (CGA-TGA)

locus 11g13.5
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FAMILIA 2
SINDROME DE USHER TIPO I- SUBTIPO USH1B
Cromosoma 11
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Figura 19. Resultados de Haplotipos Familia 2. Se observa la segregacion de los alelos para los marcadores microsatélite en cada
individuo, asi como el estatus de afectado, portador y no portador.
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54. CORRELACION FENOTIPO- GENOTIPO

La correlacion de los hallazgos clinicos con los resultados de los andlisis
moleculares, de las dos familias estudiadas, se muestran en la Tabla 8. En el caso de
la Familia 1, cuyo fenotipo nos permitio clasificarla dentro del tipo I, losandlisis de
ligamiento génico mostraron que corresponde a subtipo genético USH2A,
excluyendo €l ligamiento alos demés loci conocidos para el Sindrome de Usher.

La Familia 2 mostré un fenotipo caracteristico del Sindrome de Usher tipo |,
gue es mas severo y un ligamiento a los marcadores para € cromosoma 11q, que
corresponden al subtipo genético USH1B. También se excluyd en este caso €l

ligamiento a los demas loci reportados hasta el momento.



Tabla8. CORRELACION FENOTIPO —GENOTIPO
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FAMILIA |#
YTIPO | IND. |EDA | SEXO PERDIDA FUNCION ALT. EVALUCION LIGAMIENTO | SUBTIPO MUTACION
CLINICO D AUDITIVA VESTIBULAR RETINIANA NEUROLOGICA GENICO GENETICO
1 39 F | Hipoacusia Normal Compatible con | Marcha: Anormal Ligamiento a
1 Neurosensorial RP Tipica. RMC: Atrofia cerebelosa | marcadores 2299delG
2 32 M | severa bilateral Deteccion: 17-21 | Marcha:Normal para USH2A Exén 12
TIPOII Inicio: Congénita afos de edad RMC: Normal 1941 (Usherina)
3 35 M Marcha: Normal
RMC: Atrofia cerebelosa
1 46 F | Hipoacusia Ausencia de Compatible con | Marcha:Anormal Ligamiento a
Neurosensorial | respuesta RP Tipica RMC: Atrofia cerebelosa | marcadores R634X (CGA-
2 2 41 F | Profunda bilateral | vestibular Deteccion: 15 Marcha: Anormal para USH1B TGA)
Inicio: Congénita afios de edad RMC: Normal 119135 (Miosina) Exdn 16
TIPO I 3 31 F Marcha: Anormal

RMC: Atrofia cerebelosa

RP: Retinitis Pigmentosa ; AO: Ambos Ojos; EPR: Epitelio Pigmentario de la Retina; NS: Neurosensorial
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6. DISCUSION

L os arboles geneal 6gicos de las dos familias estudiadas (Figuras 10 y 11) muestran
claramente que se trata de una entidad genética y se evidencia el patrén de herencia
autosdmica recesiva que caracteriza a Sindrome de Usher.

6.1. HALLAZGOSFENOTIPICOS

El primer paso a establecer y evaluar un modelo de abordaje para el estudio del
Sindrome de Usher, es realizar una completa y cuidadosa evaluacion clinica que permita
una acertado diagnostico.

La evaluacion oftalmol 6gica muestra un patrén tipico de Retinitis Pigmentosa en las
dos familias (Figuras 12, 14y 15). La edad de aparicion de la alteracion retiniana es la
principal diferencia entre los tipos clinicos de Sindrome de Usher, que ha sido reportada en
cuanto a los hallazgos oftalmol 6gicos. La aparicion de la alteracion retiniana es prepuberal
(primera década de vida) en e Tipo | y durante la adolescencia en € tipo IlI.
Recientemente, otros estudios, han tratado de establecer rangos de diferencias para los
tiempos de respuesta 'y en los patrones de amplitud de las ondas A y B del ERG, asi como
en los grados de constriccién o presencia de escotomas (puntos de no visién) en el campo
Visual, que pudieran servir como parametros para establecer limites e identificar lostipos e
incluso los subtipos del Sindrome de Usher, pero no se han logrado resultados conclusivos
(Tsilou et a, 2002; Seeliger et al, 2001; Niemeyer, 1999; Grover y Fishman 1998).

El trastorno visual progresivo empieza a manifestarse mas temprano en la familia 2
(Usher Tipo I), queenlafamilial (Usher Tipo Il).

En la familia 2, la pérdida de la agudeza visual ocurre en la primera década de vida,
evoluciona hasta una nictalopia franca alos 15 afios y €l diagndstico de RP seredlizaen la
segunda década de vida. Vale la pena anotar que muchas veces el diagnéstico de RP, se
hace de manera tardia, cuando ya el deterioro de la retina es muy avanzado yse hace
evidente que lleva un largo tiempo de evolucion. Esto ocurre porque los afectados no
reportan la nictalopia hasta que ya esta muy avanzada y les dificulta en gran medida €l
desplazamiento en la oscuridad. Lo mismo ocurre con la constriccion del campo visual que
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es reportado cuando la vision en tdnel ya esta muy manifiesta. En estos casos es importante
retomar la historia familiar, que en el caso de la familia 2, muestra que las 3 hermanas
afectadas se aidlaron, no salian de la casa y manifestaban dificultad y torpeza en €
desplazamiento desde muy corta edad. El diagnostico de RPy € reporte de la nictalopia es
tardio, precisamente por su gran dificultad de comunicacion con personas oyentes como sus
padres y hermanos, adicional a una deprivacion socio-afectiva. Asi también, los signos
clasicos presentes en el fondo de 0jo tales como las espiculas de hueso y el adelgazamiento
de vasos, no siempre son evidenciables a corta edad, debido al caracter progresivo de la
enfermedad que hace que la acumulacion de pigmento en el Epitelio Pigmentario de la
Retina (EPR) y demas signos vayan haciéndose mas claros mientras mayor sea la edad del
afectado. Por e contrario, en la familia 1, con un Tipo |l de Sindrome de Usher, la
nictalopia fue reportada desde los 17 a 20 afios, con constriccion del campo visual
aproximadamente a los 25 afios. Esta diferencia de edades a las cudles se reporta el
trastorno visual es clara entre las dos familias, aungque no es tan notoria si no se realiza un
adecuado analisis retrospectivo de los signos presentes.

Larealizacion del Electrorretinograma es muy importante para el diagnostico de la
RP, especialmente en personas jovenes, quienes aln no presentan alteraciones notorias en
el Fondo de Ojo. Los resultados del ERG en la familia 1(Tipo Il), muestran una
disminucion de la amplitud de las ondas Ay B, mientras que en la familia 2 (Tipo I), la
onda A (que corresponde a la respuesta de |os fotorreceptores) no es registrable, lo que nos
muestra que e funcionamiento de los fotorreceptores retinianos y especialmente de los
bastones (porcién escotopica del ERG), se encuentra mas aterado en los afectados de la
familia 2; bien sea porque la RP comienza méas temprano y al ser es un proceso progresivo-
degenerativo, es 16gico que es mas severa en pacientes de mayor edad; o bien porgue €l
proceso degenerativo ocurre de forma mas rapida en estos pacientes Usher Tipo I.

Los resultados del Fondo de Ojo y del ERG son bastante similares entre los
miembros de cada familia, pero no ocurre lo mismo con los campos visuales en los cuales
las diferencias intrafamiliares son notorias especialmente en la familia 1. Esto es
entendible, por el carécter progresivo de la enfermedad, |0 que ocasiona que se presente una

mayor constriccion en los campos visual es de | os afectados de mayor edad.



70

Estos hallazgos son imprescindibles para confirmar que efectivamente se trata de
Sindrome de Usher, pero no son suficientes para discernir a cua tipo clinico pertenece cada
familia. Por € contrario, las evaluaciones audioldgicas y vestibulares si muestran
diferencias conclusivas que permiten determinar € tipo clinico. Los afectados de la familia
2 (Usher Tipo 1), presentan Sordera Profunda Neurosensorial congénita razon por la cual no
poseen lenguaje oral. Mientras que los de la familia 1 (Usher Tipo Il) presentan Sordera
Neurosensorial de Moderada a Severa, poseen lenguaje oral y pueden mantener una
conversacion s se les habla fuerte. En las figuras 13 y 16 se observa la clara diferencia de
la severidad de la sordera y las claras similaridades intrafamiliares.. En la familia 1 se
observa €l patron de audiometria en declive clasico del Sindrome de Usher Tipo Il, con
sordera moderada en las frecuencias bajas ( 250, 500 y 1000 dB) y sordera més severa en
las frecuencias atas. En el caso de lafamilia 2, a pesar de presentar una sordera profunda,
también se observa una mayor pérdida en las frecuencias atas, que en este caso es total,
como suele ocurrir en el Sindrome de Usher Tipo I. Esta diferencia puede deberse a que las
células ciliadas internas del coclea que son las que captan estan frecuencias parecen ser las
primeras afectadas. Ninguno de los casos de sordera en las dos familias fue progresiva, 1o
que descarta de plano un posible Sindrome de Usher Tipo |11 en |os af ectados.

A su vez € electronistagmograma muestra la diferencia en la respuesta vestibular que
es normal en lafamilia 1 (Usher Tipo Il) y ausente en la familia 2, como era de esperarse
dado que e Tipo | del Sindrome carece de respuesta del sistema vestibular.

Luego, el diagnostico clinico es Sindrome de Usher Tipo Il en el caso delafamilialy
Sindrome de Usher Tipo | paralafamilia 2 (Tabla5). Este diagnostico se convierte en una
guia para los estudios moleculares, dado que muestra por donde debe comenzar la

busqueda, del locusinvolucrado, mediante andlisis de ligamiento.

6.2. HALLAZGOS GENOTIPICOS

Algunas enfermedades pueden tener manifestaciones clinicas muy similares pero ser
ocasionadas por distintos genes, |o cual originala denominada heterogeneidad genética. En
general en estos casos, distintos genes participan en una cascada de eventos secuenciales
necesarios para que un proceso determinado se lleve a cabo, o bien participan en la

conformacion estructural de tipos celulares en regiones especificas, como ocurre con los
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estereocilios de las células ciliadas en la coclea y los fotorreceptores en la retina. El
mantenimiento de dicha estructura es imprescindible para asegurar un funcionamiento
adecuado.

Diferentes mutaciones en los distintos genes que intervienen en la conformacion de estas
estructuras pueden tener como resultado el mismo cuadro clinico. Para determinar laregion
del genoma responsable del fenotipo en estas dos familias y contribuir a la localizacion de
los genes de la enfermedad, se [levaron a cabo estudios de ligamiento alos 9 loci conocidos
hasta el momento que pueden ocasionar un cuadro clinico compatible con el Sindrome de
Usher.

En estos casos, € andlisis molecular entra a jugar un papel muy importante en el
reconocimiento de la heterogeneidad genéticay por ende, de la correcta determinacion del
subtipo al que esta asociado cada afectado. Ademés, el andlisis molecular y particularmente
el andlisis de ligamiento y la conformacién de haplotipos resultante, brindan la posibilidad,
en el caso de las enfermedades autosdmicas recesivas, de identificar a los heterocigotos o
portadores sanos, 1o cual constituye una herramienta valiosisima en |la asesoria genética de
los afectados y sus familias.

Los resultados de los haplotipos ( figuras 19 y 20) muestran la segregacion de los
alelos para cada marcador analizado, asi como € estatus de afectado (homocigotos),
portadores (heterocigotos) y no portadores. En la familia 1 (Usher Tipo I1), del total de 8
individuos estudiados, 3 son afectados, 4 son portadoresy un individuo es no portador. En
lafamilia2 (Usher Tipo I), del total de 14 individuos estudiados, 3 mujeres son afectadas, 8
son potadores (4 mujeres y 4 hombres) y 3 son no portadores.

Los andlisis moleculares permitieron establecer que € locus causante de la
enfermedad se encontraba en laregion 1941, en €l caso delafamilialy enlaregion 11q14
en el caso de la familia 2. Estas regiones son las mismas en las cuales estudios de
ligamiento realizados con otras familias a nivel, mundial habian localizado los loci
causantes de los subtipos USH2A Y USH1B respectivamente.

En el caso delafamilial (USH2A), € lod Score obtenido fue de 1.329, que podria
ser considerado como un lod Score que se encuentra en la zona no-conclusiva (valores que
se encuentra en el intervalo comprendido entre —2 y +3), en la cual no podemos confirmar

con total certeza el ligamiento, pero tampoco podemos descartar que de hecho exista
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ligamiento. A pesar de que € resultado del lod Score no es muy alto, s es un valor que
puede considerarse positivo, por lo tanto, no permite excluir €l ligamiento a esaregion. Por
otra parte, el ligamiento a los marcadores para los restantes 8 loci fue negativo y menor a—
2, con lo que se excluye definitivamente el ligamiento a esas otras regiones.

Ademas, se debe tener en cuenta que se realizo un ligamiento multipunto, en el cual
se analizaron en conjunto todos los marcadores microsatélite utilizados (7 en total), siendo
el valor del Lod Score un promedio de todos los marcadores utilizados, ya sean
informativos o no. El andlisis de ligamiento multipunto tiene una ventajay es que ayuda a
salvar los problemas causados por la limitada informatividad de algunos de |os marcadores.
Algunas meiosis en una familia pueden ser informativas con un marcador A y otras no
informativas con un marcador cercano B. Solamente un andlisis de ligamiento simultaneo
de la enfermedad con los marcadores A y B aporta la informacion completa. Los
marcadores usados fueron los que en e momento de la realizacion del ligamiento se
conocian. En la figura 18, se muestran los 7 marcadores usados y la distancia genética
entre ellos. Recientemente se han definido nuevos marcadores que se encuentran a una
distancia genética menor (cM) e incluso se encuentran dentro del gen, haciendo que la
fraccion de recombinacién (RF) disminuya, estos marcadores seran usados en estudios
futuros en &l Sindrome de Usher.

También debe tenerse en cuenta que la heterogeneidad genética méxima y el nimero de
alelos posibles para cada marcador, han sido establecidos en otras poblaciones; luego
marcadores que parecieran ser muy informativos, pueden tener unainformatividad reducida
en nuestra poblacion.

En cuanto a los resultados del andlisis de ligamiento, la familia 1 mostré ligamiento a
los marcadores para el cromosoma 11q, que corresponde al subtipo USH1B y lafamilia2 a
los marcadores para el cromosoma 1qg gque corresponde a subtipo USH2A. Para la familia
2, € lod Score obtenido fue de 3.782, lo cual plenamente confirma el ligamiento a esa
region cromosdmica.

Lo interesante del trabajo en este punto, es &l hecho de que a partir de haber obtenido en
una de las familias (familia 1-USH2A), un lod Score dudoso, se confirmé el ligamiento
positivo, mediante la deteccion de una mutacion especifica, la 2299delG, en € exon 12 del

gen USH2A (que codifica para la proteina Usherina). La mutacion 2299delG (delecion de
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una guanina en la posicion 2299), es una mutacion frameshift que ocasiona un cambio en €l
marco de lectura (ORF) en el coddn 772 y un codon de parada prematuro TAG, situado 20
codones después de la delecion (Eudy et al., 1998). Weston y colaboradores en 1998,
determinaron que la mutacién més frecuente en e gen USH2A era precisamente la
mutacion 2299del G, encontrando que estaba presente en 31/192 alelos estudiados (16%).
Otros estudios han confirmado estos hallazgos mostrando que la frecuencia de la mutacion
en la poblacion escandinava es de 15% (Dreyer et a., 2000) y de 25% en poblacion
espaiiola (Ngeraet a., 2002).

Consecuentemente en la familia 2 (USH1B), se detecté una mutacién en el gen que
codificaparalamiosina VIIA. Este estudio confirmo el diagndstico de subtipo que se habia
inferido através del andlisis de ligamiento génico. La mutacion detectada fue R634X, que
causa la sustitucion de la arginina 634 por un codon de parada (TGA), en € exon 16 del
gen MYO7A. Como es evidente la proteina producida no es funcional, pues esta siendo
codificada solo por 16 de los 49 exones del gen MY O7A. Esto hace que la miosina VIIA
producida conste Unicamente del dominio de cabeza motora y carezca del resto de sus
dominios funcionales (Figura 8).

De esta forma, se cierra el circulo del plan de estudio propuesto, en el que se confirma
el diagnostico clinico y se clasifica cada familia en tipos y subtipos, Con estos datos

precisos, si es posible pasar a una adecuada correl acion fenotipo-genotipo.

6.3. CORRELACION FENOTIPO- GENOTIPO

Al redlizar esta correlacion se encontré una correspondencia entre los resultados
clinicos y los moleculares. En la fase inicial del estudio se clasificaron las dos familias
como Sindrome de Usher Tipo Il en el caso de la Familia 1y Sindrome de Usher Tipo | en
el caso de la Familia 2. Al redizar el andlisis de ligamiento se presentd una exacta
correlacién con los resultados clinicos correspondiendo las familias a los subtipos USH2A
Y USH1B respectivamente y que confirmo con la deteccion de la mutacion especifica en
cada caso. (Tabla6).

Como ya se ha mencionado, € Tipo clinico | del Sindrome de Usher es méas severo.
Este es el caso de la Familia 2, que ademas a ser clasificada como subtipo USH1B, nos

permite determinar que las manifestaciones fenotipicas en su caso se deben a mutaciones en
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el gen MYOTA. Este gen codifica para la proteina Miosina VIIA, que se se localizaen la
retina, coclea y sistema vestibular. Especificamente en €l oido interno, el gen MYO7A se
expresa en los esterocilios de las células ciliadas de la coclea y del sistema vestibular
(Figuras 1,2 'y 3). Su funcion es estructural y ayuda a estabilizar |os racimos de esterocilios.
Por esta razon la sordera en esta familia es profunda y congénita ya que no hay un
funcionamiento adecuado de las células ciliadas que son los mecanorreceptores que hacen
la transduccion de las ondas del sonido en impulsos nerviosos. Por otra parte su expresion
en la retina esta confinada a cilio que conecta los segmentos internos y externos de las
células fotorreceptoras (figuras 4, 5y 6). Se cree que la miosina VIIA participa en €l
transporte de la proteina fototransductora Opsina a través del cilio conector, desde el
segmento interno donde es producida hasta el segmento externo donde realiza su funcion.
De esta forma la tasa de renovacion de opsina en los discos del segmento exterior se ve
disminuida lo cual explica los efectos deletéreos progresivos de la RP (Liu et al, 1999;
Wolfrum et a 2000).

Entre los genes que se han identificado y caracterizado para los restantes 5 loci del
Sindrome de Usher tipo I, se encuentran los genes USH1C, CDH23 Y PCDH15 (Tabla 1),
todos estos se expresan también en la retina y oido interno, y se ha comprobado que su
funcion en la cocleay sistema vestibular se encuentra confinada también a darle estructura
y organizacion a los estereocilios de las células ciliadas. Por esta razén y debido a las
propiedades estructural es, estas proteinas que son codificadas por 10s genes que ocasionan
el fenotipo del Sindrome de Usher Tipo I, la sordera es profunday congénita.

Por su parte, la Familia 2 se ha clasificado como Tipo Clinico Il y subtipo USH2A. Por lo
tanto, las manifestaciones clinicas en esta familia se deben a mutaciones en el gen USH2A,
gue codifica para la proteina Usherina. Como ya se ha mencionado con anterioridad, en €l
tipo |1 la sordera es de moderada a severa 'y no presenta alteraciones del sistema vestibular.
Usherina esta presente en la retina y en la coclea y por la homologia que presentan sus
dominios, con proteinas de lamatriz extracelular y de la membrana basal, se cree que puede
estar haciendo parte de este tipo de estructuras; en particular, en el laberinto membranoso o
la membranatectoriaen la cocleay en la matriz extracelular que rodea alos fotorreceptores

y las células de Muller en laretina.
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El Sindrome de Usher es un desorden clinicay genéticamente heterogéneo. A pesar
de que los tres tipos clinicos en que se ha dividido € Sindrome de Usher son claramente
diferenciables fenotipicamente, los subtipos que han sido reportados no han sido
caracterizados desde €l punto de vista auditivo, vestibular u oftalmolégico y alin hace falta
definir una correlacion con los hallazgos moleculares, para determinar s es posible
establ ecer patrones clinicos especificos para cada subtipo.

Este modelo de estudio es un acercamiento a este tipo de correlacion 'y quedan
abiertas multitud de posibilidades para estudios futuros a este respecto. En ese aspecto, para
establecer una completa correlacion fenotipo- genotipo, entre los diferentes subtipos seria
necesario determinar todas las posibles diferencias en la presentacion clinica, comparando
entre los subtipos del tipo | y los subtipos del tipo I1. Es decir, comparar los subtipos
USH1A, USH1B, USH1C, USH1D, USH1E y USH1F, y los subtipos USH2A y USH2B.
Este andlisis, requiere un tamafio de muestra considerable.

En definitiva, los patrones clinicos que clasifican € tipo de Sindrome de Usher son
muy claros, pero no podemos determinar si esigual paralos subtipos. La literatura mundial
lleva a pensar que seria factible establecer patrones clinicos definidos, no necesariamente
para cada subtipo molecular, pero si para el tipo de mutacion presente dentro de un mismo
locus. Pues diversos estudios mutacionales realizados en los genes que han sido
identificados hasta el momento, muestran que hay gran cantidad de mutaciones en cada gen
y se ha podido establecer en el caso del gen MY O7A (codifica para el subtipo USH1B),
que dependiendo del lugar de localizacion de la mutacién y del tipo de ésta, el fenotipo es
diferente. De hecho, hay mutaciones en este gen que incluso pueden ocasionar Unicamente
sordera sin ningun tipo de falla visua (sordera no sindrémica). Estas mutaciones se han
localizado en partes del gen que a parecer no afectan de manera tan notable la
funcionalidad de la proteina codificada (Liu et al., 1997, Liutead., 1998, Weil et a., 1997).

6.4. DETEMINACION DE UN MODELO DE ESTUDIO

Como previamente se ha mencionado, e objetivo principal de este trabgo era
determinar una estrategia 0 modelo de estudio para el abordaje de enfermedades clinicay
genéticamente heterogéneas, como es el caso del Sindrome de Usher. Todo esto con €l fin

de buscar una forma de abordaje correcta y eficiente para la realizacion de estudios
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posteriores més detallados en e Sindrome de Usher. Esto nos llevd a proponer la

realizacion de una secuencia de 3 fases 0 pasos.

e Fasel: Evaluacion Clinica
Realizacion de una detallada evaluacion clinica que comprenda todos |os criterios
diagnosticos claves para la clasificacion fenotipica del Tipo clinico de Sindrome de Usher
al que pertenece cada afectado. Esto se constituye en €l primer paso para dar una adecuada
orientacion a los estudios moleculares que determinan la clasificacion genotipica en

subtipos de cada af ectado.

e Fasell:Andlisisde Ligamiento Génico y deteccion de Mutaciones

Andlisis de ligamiento génico para identificar cuél de los loci es €l involucrado y
poder determinar el subtipo. Para estos estudios es necesario tener en cuenta el tipo clinico
en el cua se ha clasificado previamente cada familia, para de esta forma comenzar €l
andlisis con los marcadores correspondientes a cada tipo clinico. También, teniendo en
cuenta que los subtipos mas comunes gque se han reportado en la literatura son el USH1B
parael tipo clinico I, el USH2A paraé tipo clinico Il y el USH3 para€l tipo clinico 11, la
genotipificacion se comienza con los marcadores correspondientes a cada uno de estos
subtipos, segun fuera el tipo clinico ya determinado (previamente establecido).

Valelapenaaclarar que a pesar de ser |os subtipos mas comunes, no son |os Unicos,
pero es importante descartar primero los méas comunes con €l fin de optimizar los estudios
mol eculares, tanto en tiempo como en gasto de reactivos.

Consideramos ademas que € andlisis de ligamiento es la forma mas idonea de
comenzar con los estudios moleculares porque identifica € locus involucrado en una
enfermedad genéticamente heterogénea como el Sindrome de Usher.

Hasta este punto del modelo de estudio, todos los afectados y sus familias ya han sido
clasificados clinicamente en un tipo especifico y, con e andlisis de ligamiento ya se ha
definido el subtipo de Sindrome de Usher a cual pertenece cada uno. Y ateniendo definido
el locus involucrado se entra arealizar la deteccion de las mutaciones presentes.

Una de las formas de hacerlo es mediante |a secuenciacion automética. Recordemos que

ésta técnica es utilizada como un estudio mutacional completo y exacto para detectar
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cambios de hasta solo una base en la secuencia de nucledtidos. En e caso del Sindrome de
Usher se hace necesario € uso de la secuenciacion para determinar el tipo de mutacion
presente en cada familia, ya que hay una gran cantidad de mutaciones detectadas. Tal es el
caso del Sindrome de Usher 1B, en € cual han sido identificadas hasta el momento 56
mutaciones diferentes, sin un hot spot especifico; ademas se ha comprobado que en
estudios mutacionales en Sindrome de Usher otros métodos usados como heteroduplex y
SSCP no han detectado todas las mutaciones posibles. De tal forma que un ato porcentaje
de las mutaciones queda sin detectar, teniendo que recurrir de todas maneras a la
secuenciacion para verificar y definir los cambios especificos en la secuencia de
nucledtidos (Kimberling et al., 2001. Comunicacion personal).

Es @ caso particular de los estudios realizados por €l grupo colaborador del  Boys
Town National Research Hospital, dirigido por e Dr. Kimberling; los resultados obtenidos
han mostrado que los heteroduplex y los SSCP no tienen la sensibilidad suficiente para
detectar todas las mutaciones en USH. De hecho en e caso de |la deteccion de mutaciones
en el gen MY O7A, la tasa de deteccidon de mutaciones de los heteroduplex esigual alade
los SSCP y solo del 80% a 90% cuando se compara con la deteccién realizada por
secuenciacion. En cuanto a deteccion de mutaciones en USH2A, los heteroduplex sdlo
tuvieron cerca de 85% de efectividad cuando se compararon con la secuenciacion.
Por otro lado si se conoce la existencia de una mutacion especifica 'y que cuente para un
alto porcentgje de los casos como ocurre con la mutacion 2299delG que se presenta en el
gen de la Usherina, se buscan otras aternativas més eficientes como es el caso de las
enzimas de restriccion, que actlian sobre una secuencia especifica o diana.

El enfoque elegido, depende de los recursos disponibles, tanto en dinero como en
tecnologia, del nimero de pacientes a evaluar, de que la mutacién sea una mutacion
especifica con una alta frecuencia poblacional o si por €l contrario se han reportado un

numero elevado de mutaciones localizadas alo largo de todo el gen.

e Faselll: Correlacion Fenotipo- Genotipo:
La correlacion Fenotipo- Genotipo, mostré que el modelo de estudio propuesto, es una

estrategia acertada para € abordaje del Sindrome de Usher. Y como ya se ha discutido



78

anteriormente, €l estudio de una correlacion genotipo- genotipo para cada subtipo, abre
multiples posibilidades de investigacion futura.

El disefio este modelo de estudio para € abordaje de esta enfermedad clinica y
genéticamente heterogénea, representd un aporte valioso tanto desde el punto vista de
diagnostico eficiente y por ende de asesoria genética, como desde el punto de vista de la

orientacion de los estudios molecul ares.
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7. CONCLUSIONES

El primer paso a establecer y evaluar un modelo de abordgje para € estudio del
Sindrome de Usher, es redlizar una completa y cuidadosa evaluacion clinica que
permita una acertado diagnostico. Si no se tiene bien caracterizado el fenotipo, no es
posible tener éxito en los estudios moleculares o en una adecuada correlacion Fenotipo-

Genotipo posterior.

El diagnéstico clinico es Sindrome de Usher Tipo Il en el caso de la familia 1 y
Sindrome de Usher Tipo | paralafamilia2 . Este diagnostico se convierte en una guia
paralos estudios moleculares, dado que muestra por donde debe comenzar la busgueda,
mediante andlisis de ligamiento, del locus involucrado.

La familia 1 mostré ligamiento a los marcadores para € cromosoma 11g13.5, que
corresponde a subtipo USH1B y la familia 2 alos marcadores para el cromosoma 1941

gue corresponde al subtipo USH2A.

La mutacion detectada en el caso de lafamilial fue la2299delG, en e exdn 12 del gen
USH2A (que codifica para la proteina Usherind). Y para la familia 2 la mutacién
detectada fue R634X en el gen que codifica para la miosina VIIA. El andlisis
mutacional confirmé el diagnéstico de subtipo que se habia inferido a través del

ligamiento génico.

El andlisis de haplotipos, es una herramienta Gtil en e caso de enfermedades
autosdémicas recesivas para definir e estatus de portador o no portador, informacion

gue es de vital importancia parala asesoria genética.

L a seleccion de los marcadores es muy importante y definitiva para el éxito del andlisis
de ligamiento génico; lo ideal es escoger |0s que se encuentren a una distancia genética

menor o incluso que estén dentro del gen.
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e Los patrones clinicos que permiten clasificar e tipo de Sindrome de Usher son muy
claros, pero no podemos determinar si es igual para los subtipos. Aunque €l andlisis de
ligamiento génico, es una herramienta muy Util en el abordaje de una enfermedad con
alta heterogeneidad genética como & Sindrome de Usher, pues permite identificar €l
locus involucrado (determinacién del subtipo); es evidente que no ofrece toda la
informacion necesaria para una completa correlacion fenotipo-genotipo, dado que lo

ideal esllegar adeterminar € tipo de mutacion presente en cada individuo.

e El enfoque elegido para la deteccién de mutaciones, depende de los recursos
disponibles, tanto en dinero como en tecnologia, del nimero de pacientes a evaluar, de
que la mutacién sea una mutacion especifica con una alta frecuencia poblacional o si
por el contrario se han reportado un nimero elevado de mutaciones localizadas a lo

largo de todo €l gen.

e El modelo de estudio propuesto y evaluado consta de 3 fases:

Fase |: Detallada evaluacion clinica y clasificacion fenotipica del Tipo clinico a que
pertenezca el afectado.

Fasell: Andlisis de ligamiento génico y deteccion de mutaciones.

Fase I11: Correlacién Fenotipo-Genotipo.

e Lacorrelacion Fenotipo- Genotipo, mostré que € modelo de estudio propuesto, es una
estrategia acertada para el abordaje del Sindrome de Usher.
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8. RECOMENDACIONES

Recientemente se han definido nuevos marcadores, para los andlisis de ligamiento alos
loci involucrados en €l Sindrome de Usher, que se encuentran a una distancia genética
menor (cM) e incluso se encuentran dentro del gen, haciendo que la fraccion de
recombinacion (RF) disminuya. Estos marcadores son més recomendados para utilizar

en el andlisis de ligamiento en estudios futuros del Sindrome de Usher.

La literatura mundial lleva a pensar que seria factible establecer patrones clinicos
definidos, no necesariamente para cada subtipo molecular, pero si para € tipo de
mutacion presente dentro de un mismo locus. De hecho hay mutaciones en el gen
MY O7A que incluso pueden ocasionar unicamente sordera sin ningun tipo de falla
visual (sordera no sindromica). Esto ha llevado a plantear la importancia de la
determinacién de la mutaci én especifica en cada caso. De hecho, después de localizar €l
locus involucrado mediante andlisis de ligamiento, y teniendo determinado el subtipo es
muy importante determinar las posibles mutaciones presentes. De manera que es
importante la realizacion de un proyecto que busque la identificacion de las mutaciones
causales en cada caso y en cada familia para un tamafio de muestra mayor a estudiado
en este trabgjo. Este paso ya se dio y e Instituto de Genética Humana ya esta
adelantando un nuevo proyecto de andlisis de ligamiento y estudios mutacionales en 10
familias colombianas, con la financiacion de Colciencias, para el cua éste modelo de

estudio sirvié como base.
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10. ANEXO 1

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN
INVESTIGACION

Estudio:

ESTUDIOS CLINICOS Y MOLECULARESEN EL SINDROME DE USHER

Quisiéramos invitarlos a usted y a su familia a participar en un estudio
investigativo propuesto por el Instituto de Genética Humana de la
Universidad Javeriana, con la colaboracion de la Fundacion Oftalmologica
Nacional Bogota, Colombia.

Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria. Esta
investigacion nos permite clarificar muchos conceptos sobre la enfermedad
y su mecanismo de herencia, de manera que los beneficios posteriores sean
para usted, su familia u otros. Tanto Ud. como su familia tendran la
satisfaccion de haber colaborado para un mejor entendimiento de esta
entidad genética, con lo cual se dara un paso en la busqueda de una posible
cura para beneficio de futuras generaciones. Usted puede retirarse del
estudio cuando lo desee. Si tiene alguna pregunta por favor no dude en
hacerla a alguno de los investigadores, quienes con mucho gusto le
aclararan sus inquietudes.




EXPLICACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION AL INDIVIDUO
OBJETIVO:

El objetivo principal de este estudio investigativo es el de clarificar conceptos y
mejorar el entendimiento de esta enfermedad hereditaria que produce limitacion
visual, sabiendo que las causas de estos problemas en su mayoria son alteraciones
en los genes. Estos genes son heredados de padres a hijos. Nuestra meta es
encontrar el gen que causa esta enfermedad de entre los aproximadamente 30.000
genes que posee cada persona. Esto se hace obteniendo muestras de las familias
gue poseen la enfermedad para asi buscar el gen en la familia utilizando marcadores
especificos.

PROCEDIMIENTO:

Se tomara una muestra de aproximadamente 7ml de sangre mediante puncion en la
vena, o0 mediante una pequefia puncion en el dedo. En caso de que sea necesario
repetir los exadmenes, usted serd notificado para tomar las muestras nuevamente.
Estas muestras seran manejadas Unicamente por personas involucradas
directamente en este proyecto y almacenadas en nuestro laboratorio en el Instituto de
Genética Humana. Si usted decide retirarse del estudio, sus muestras dejaran de ser
utilizadas de inmediato.

BENEFICIOS:

Este estudio nos ayudara a entender las causas de su enfermedad genética. Tanto
Ud. como su familia tendran la satisfaccion de haber colaborado para un mejor
entendimiento de esta entidad genética, con lo cual se dara un paso en la busqueda
de una posible cura para beneficio de futuras generaciones. Puede darse el caso en
el cual usted no se beneficie directamente del estudio, pero tanto su familia como
otros individuos afectados si pueden beneficiarse. En el caso donde se logre conocer
el gen alterado, se le informara inmediatamente.

Es importante aclarar que ninguna persona involucrada en este estudio recibira
beneficios econdémicos como pago por su participacion. Este estudio no tiene ningun
interés econdmico por parte nuestra o de las instituciones colaboradoras.

OTRA INFORMACION PERTINENTE:

Confidencialidad:

Cuando los resultados de este estudio sean reportados en revistas medicas
cientificas o en congresos cientificos, los nombres de todos aquellos que tomaron
parte en el estudio seran omitidos. Los registros médicos de cada individuo
permaneceran archivados en el Instituto de Genética Humana. Las historias medicas,
resultados de examenes y la informacién que usted nos ha dado es absolutamente
confidencial. De manera que solamente usted y el investigador tendran acceso a
estos datos. Por ninglin motivo se divulgara esta informacion sin su consentimiento.




Cualquier informacién adicional usted puede obtenerla de los investigadores, o
directamente con:

Dra. Martalucia Tamayo MD, MSc

Unidad de Genética Clinica

Programa de Estudios Genéticos en Enfermedades Visuales y Auditivas
Instituto de Genética Humana Javeriana

Tel (91) 3-20-83-20 ext. 2823, 2788.




AUTORIZACION:

Lautilizacion de la muestra en estudios posteriores nos podria ayudar en € futuro a entender las causas y/o €l
comportamiento de la(s) entidad(es) anteriormente mencionada(s). Se puede dar €l caso en donde usted y su
familia no se beneficien directamente de estos estudios, pero tanto su familia como otros individuos afectados
podrian beneficiarse. Por lo tanto, por favor marque su decision con respecto al almacenamiento de la muestra
y su utilizacion en estudios de investigacion posteriores:

[l Deseo que la muestra que me fue extraida sea DESECHADA una vez
completado el estudio de investigacion.

[l Autorizo conservar la muestra que me fue extraida con la posibilidad de
emplearla en las situaciones sefialadas a continuacion:
o En estudios de investigacibn colaborativos con otras
instituciones nacionales y/o internacionales, enviando la
muestra al exterior a el(los) laboratorio(s) de el(los) instituto(s) OSi ONo
antes mencionado(s).

o0 En estudios complementarios de diagndstico para mi o algun
miembro de mi familia :

o En estudios de investigacion especificos para la(s) entidad(es),
objeto de esta toma de muestra, siempre y cuando se conserve 0OSi [ONo
en anonimato mis datos de identificacion:

o En estudios de investigacion de entidades distintas a la(s)
entidad(es) objeto de esta toma de muestra, siempre y cuando OSi ONo
se conserve en anonimato mis datos de identificacion:

o En estudios de investigacion colaborativos con otras
instituciones nacionales y/o internacionales, siempre y cuando
exista acuerdo interinstitucional previo, aprobacion del comité
de ética y se conserve en anonimato mis datos de identificacion:

OSi 0ONo

OSi 0ONo




AUTORIZACION PARA LA TOMA DE MUESTRASE INCLUSION
VOLUNTARIA EN EL ESTUDIO:

ESTUDIOSCLINICOSY MOLECULARESEN EL SINDROME DE
USHER

Yo, identificado con documento de
identificacion: No. de , acepto
voluntariamente que se me tome una muestra de sangre, o al menor
, del que soy responsable, con el fin de realizar
analisis de laboratorio. Asi mismo, declaro que se me ha explicado la presencia
de los riesgos y el manejo que se le dara al material de muestra.

Fecha:

Paciente o Acudiente o Representante legal Testigo

Huella Digital dedo indice derecho

Investigador




	CLAUDIA PATRICIA GONZALEZ CARREÑO
	CLAUDIA PATRICIA GONZALEZ CARREÑO
	BIOLOGA
	NOTA   DE  ADVERTENCIA
	CLAUDIA PATRICIA GONZALEZ CARREÑO

	APROBADO
	
	CLAUDIA PATRICIA GONZALEZ CARREÑO


	Bogotá, Julio de 2003
	
	FORMATO DESCRIPCIÓN TRABAJO DE GRADO
	
	
	GONZALEZ CARREÑO
	CLAUDIA PATRICIA
	DIANA






	TABLA DE CONTENIDOS
	LISTA DE FIGURAS
	1.  INTRODUCCIÓN
	2.   MARCO  TEORICO
	2.1.  AUDICION Y FUNCION VESTIBULAR
	2.1.1.  Estructura del Oído
	2.1.2.  Función Vestibular

	2.2.   LA VISION
	2.2.1. Estructura  del Ojo

	2.3.   BASES TEORICAS DEL SINDROME DE USHER
	2.3.1.  Aspectos Básicos de la Sordera y la Reti�
	2.3.2.   Incidencia del Síndrome de Usher
	2.3.3.   Heterogeneidad Clínica y Genetica del S�

	2.4.   ASPECTOS CLINICOS DEL SINDROME DE USHER
	Descripción Clínica y Alteraciones Presentes en 
	Alteraciones Visuales
	Alteraciones Audiológicas y Vestibulares
	Alteraciones Neurológicas y Psiquiátricas

	2.4.2.   Diagnóstico del Síndrome de Usher
	Evaluación Genética
	Evaluación Oftalmológica
	Evaluación Audiológica y Vestibular
	2.4.2.4.  Criterios para la Clasificación Fenotí


	2.5.    ASPECTOS  GENOTÍPICOS DEL SÍNDROME DE US
	2.5.1.   Síndrome de Usher tipo I
	Tipo IB \(UHS1B\): Identificación del Gen para

	2.5.2.   Síndrome de Usher Tipo II
	2.5.3.  Síndrome de Usher Tipo III

	2.6.    BASES TEORICAS DE LOS ESTUDIOS MOLECULARES
	2.6.1.     Análisis de Ligamiento Génico
	2.6.2.   Secuenciación


	3.  OBJETIVOS
	3.1.   OBJETIVO  GENERAL
	3.2.   OBJETIVOS  ESPECIFICOS

	4.   METODOLOGIA
	4.1.    TIPO DE ESTUDIO
	4.2.   POBLACION OBJETO DE ESTUDIO
	4.3.   VALORACION  FENOTIPICA
	4.3.1.  Evaluación Oftalmológica
	4.3.2.  Evaluación Audiológica  y Vestibular
	4.3.3.  Evaluación Clínico-Genética

	4.4.  VALORACIÓN GENOTIPICA
	4.4.1.   Toma de Muestras
	4.4.2.    Extracción de DNA
	4.4.3.   Estudios de Ligamiento Génico
	4.4.3.   Detección de Mutaciones


	5.   RESULTADOS
	5.1.  ESTUDIOS FAMILIARES
	5.2.  HALLAZGOS FENOTIPICOS- EVALUACION CLINICA
	5.2.1.  FAMILIA 1
	5.2.1.1.  Antecedentes Personales
	5.2.1.2.  Examen Oftalmológico
	5.2.1.3.  Evaluación Audiológica y Vestibular
	5.2.1.4.  Evaluación  Neurológica:
	a)
	b)
	5.2.1.5.  Clasificación Fenotípica de la Familia

	5.2.2.  FAMILIA 2
	5.2.2.1.  Antecedentes Personales
	5.2.2.2.   Examen Oftalmológico
	5.2.2.3.  Evaluación Audiológica y Vestibular
	5.2.2.4.  Evaluación  Neurológica
	5.2.2.5.   Clasificación Fenotípica de la Famili


	5.3.  HALLAZGOS GENOTIPICOS- ESTUDIOS MOLECULARES
	FAMILIA 1
	5.3.2.    FAMILIA 2

	5.4.   CORRELACION FENOTIPO- GENOTIPO

	#
	EDAD
	
	USH1B


	6.   DISCUSIÓN
	6.1.   HALLAZGOS FENOTIPICOS
	HALLAZGOS GENOTÍPICOS
	CORRELACION FENOTIPO- GENOTIPO
	6.4.  DETEMINACION DE UN MODELO DE ESTUDIO

	7.   CONCLUSIONES
	8.   RECOMENDACIONES
	9.  BIBLIOGRAFIA
	EXPLICACIÓN DEL PROYECTO DE INVESTIGACIÓN AL IND
	
	
	ESTUDIOS CLINICOS Y MOLECULARES EN EL SÍNDROME D�




