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Resumen

Titulo: Analisis mutacional del gen MIR-184 en pacientes con ectasias corneales
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Introduccion

Las ectasias corneales representan un grupo de deformaciones corneales que
cursan con adelgazamiento progresivo que no se relaciona con un proceso
inflamatorio o infeccioso. Dentro de estas se encuentran por orden de mayor a
menor frecuencia el queratocono, la degeneracidn marginal pelucida y el
queratoglobo. El queratocono ha sido la entidad mas estudiada, numerosos
estudios han apoyado causas multifactoriales estableciendo un componente
genético. La forma de transmision mas frecuentemente reportada es de tipo
autosdmico dominante.

La degeneracién marginal pelucida tiene un posible componente genético con
poca evidencia a través de los estudios. Los factores a favor son los reportes de
pacientes que presentan dos entidades de manera conjunta (tanto queratocono
como degeneracion marginal pelucida), reportes de pacientes con diagnostico de
degeneracion marginal pelucida y familiares de primer grado con la misma
enfermedad (alteraciones topograficas compatibles) y la gran similitud con el

queratocono, éste ultimo con un componente genético mas sélido.



Hay estudios que han intentado identificar diferentes genes causales. Los
resultados no han sido muy concluyentes y los estudios de ligamiento no han
podido llegar a una conclusion especifica.

Recientemente, se ha determinado un posible agente causal en estas
afectaciones. Una mutacién localizada en el gen mIR-184 se ha establecido
responsable del queratocono y catarata en una familia del norte de Irlanda, vy
responsable de sdlo queratocono en un individuo caucasico de origen australiano
y en otro individuo caucasico del Reino Unido. El gen mIR-184 es un microRNA
abundantemente expresado en la cérnea y en el epitelio cristaliniano, que funciona
como un regulador de los niveles de proteinas de dichos tejidos, asi como de la
apoptosis corneal en dichas estructuras. Se ha propuesto una mutacion en este
gen como potencialmente responsable del desarrollo de queratocono. Numerosos
autores engloban a las ectasias como diferentes grados de manifestacion clinica

de una misma identidad, haciendo plausible un origen comun en todas ellas.

Pregunta de investigacion

Existen mutaciones del gen mIR-184 en un grupo de pacientes con ectasias

corneales primarias?

Justificacion

El desarrollo de las ectasias corneales representa una importante disminucion en
la calidad de vida de los pacientes, la posibilidad de clasificar a las mismas dentro
de una misma entidad a través de un mismo origen genético en comun cambiaria
significativamente el planteamiento respecto a la fisiopatologia de dichas
entidades. Este es el primer estudio que aborda las ectasias corneales desde un
punto de vista genético como parte de una misma entidad.



Hipétesis de la Investigaciéon

Mutaciones en el gen MIR 184 se asocian con la presencia de ectasias corneales
primarias.

Objetivo general

Identificar mutaciones del gen mIR-184 en pacientes con diagnostico de ectasia

corneal primaria.

Objetivos especificos

Identificar variantes del gen mIR-184 en pacientes con ectasias corneales

primarias.

Objetivos secundarios

Realizar una busqueda exhaustiva a modo de revision sistematica respecto a lo
publicado en la literatura de las -caracteristicas clinicas, demograficas,
fisiopatoldgicas y genéticas de las ectasias corneales primarias.

Diseno del estudio

Estudio descriptivo observacional en el que se busco la presencia o ausencia de la

mutacion en el gen miR-184 en pacientes con ectasias corneales primarias.

Material y métodos

El analisis de genotipificacion incluyé 200 muestras de casos esporadicos o

familiares de queratocono, degeneracion marginal pelucid o queratoglobo, tanto
unilaterales como bilaterales, familiares o esporadicos diagnosticados por criterios
clinicos y topograficos. La institucion que participé en dicho estudio fue el Instituto



de Oftalmologia Conde de Valenciana en la ciudad de Meéxico. Previo
consentimiento informado, se tomd una muestra de 2 mL de sangre a cada
paciente y se extrajo el DNA gendmico. El analisis del gen mIR184 se realizard
mediante amplificacion por PCR y secuenciacion nucleotidica

directa. Las secuencias obtenidas de cada paciente se compararon con la
secuencia silvestre de mIR-184 en Ensembl (www.ensembl.org). Al principio del
estudio se establecid que en caso de encontrar mutaciones, se excluiria la
posibilidad de que correspondiera a polimorfismos benignos mediante el analisis
de 200 alelos control y estudios in silico de patogenicidad de la mutacién.

Para la revision sistematica del presente trabajo, la busqueda de estudios se
realiz6 a través de las revisiones Cochrane, y posteriormente se buscaron las
publicaciones, con el objeto de identificar la mayoria de los estudios disponibles.
Se busco en el Registro Central de Cochrane de Ensayos Controlados y Medline.
De igual manera, para la busqueda se utilizé el descriptor MeSH utilizando las
palabras clave queratocono, degeneracion marginal pelucida, queratoglobo,
ectasias corneales primarias, genética del queratocono, genética de Ila
degeneracion marginal pelucida, genética del queratoglobo y fisiopatologia de las
ectasias corneales primarias . Los criterios de seleccidon fueron aquellos reportes
que tuvieran una buena puntuacién de acuerdo a la escala QUOROM para
revisiones sistematicas, y de igual manera estudios observacionales de cohorte,
transversales y reportes de meta analisis con buena puntuaciones en la escala de
STROBE y MOOSE respectivamente.

Tamano de la muestra

De acuerdo a los distintos reportes en la literatura respecto al numero de
pacientes estudiados, se calculd6 una muestra total de 200 pacientes con
diagndstico de ectasia corneal primaria.



Variables del estudio

Se midié una variable cualitativa nominal dicotdmica de acuerdo a la presencia o

la ausencia de la mutacion en el gen miR-184.

Analisis estadistico

Se determind realizar el andlisis estadistico mediante la prueba de xi*> de acuerdo
a la variable predictora dictotomica respecto a la presencia o ausencia de la
mutacion en el gen miR-184 en pacientes con el diagnostico de ectasia corneal

primaria tanto esporadicas como familiares.

Resultados y Conclusiones

Posterior a la amplificacion y secuenciacion de ADN de un total de 200 muestras
de ADN de pacientes de los cuales 169 presentaron el diagnodstico de
queratocono, 30 de degeneraciéon marginal pelucida y uno de queratogobo, se
procedié a buscar la presencia o ausencia de mutacion en el gen miR-184. No se
encontré dicha mutacion en ninguno de los casos.

Hay fuerte evidencia cientifica que orienta a las ectasias corneales primarias como
diferentes grados de manifestacion de un mismo origen fisiopatolégico en comun,
y que orienta de manera predominante al queratocono como una enfermedad con
un componente genético significativo el cual se expresa posterior a la exposicion a
un factor ambiental desencadenante, de manera principal, el rascado ocular.

El gen miR-184 al ser el micro RNA mas abundantemente expresado tanto en el
epitelio corneal como el cristaliniano, y al ser un importante regulador de la
apoptosis, mecanismo cuya mala regulacion se ha asociado de manera
significativa al desarrollo principalmente de queratocono, su mutacion representa
un fuerte candidato para explicar el desarrollo de ectasias corneales primarias. Se
ha observado que aproximadamente el 60% de los genes codificantes de proteina



son regulados por micro RNAs. El no haber podido demostrar en este estudio una
asociacion causa-efecto de manera significativa entre una mutacion en el gen
miR-184 y el desarrollo de ectasias corneales primarias, orienta a que la
heterogeneidad genética juega un papel importante para el desarrollo de las
mismas, asi como también la exposicion a factores ambientales
desencadenantes, lo cual a su vez orienta a que dichas entidades presentan un
origen multifactorial. Son numerosos los estudios que han sido elaborados con la
finalidad de encontrar un gen causal principalmente del queratocono, y que han
intentado explicar la fisiopatologia de las ectasias corneales primarias. A pesar de
que varios estudios establecen a las ectasias corneales primarias como entidades
qgue se encuentran dentro del espectro clinico de una misma entidad, es decir, con
un mismo origen fisiopatoléogico en comun y que orientan principalmente al
queratocono como una entidad con un componente genético significativo, éste es
el primer estudio que intenta explicar en las mismas un mismo origen desde el
punto de vista genético. El desarrollo de nuevas tecnologias de estudios genéticos
permitira entender y tratar diversas patologias desde su origen fisiopatolégico con
la posibilidad de brindar consejo genético, tratamientos orientados y asi mejorar el
pronostico de diferentes enfermedades hereditarias o multifactoriales cuya origen
hasta la fecha permanece desconocido, y a los cuales se han dedicado diversos

estudios, entre ellas las ectasias corneales primarias.



Abstract

Primary corneal ecstasies represent a group of corneal deformations that are
characterized by progressive corneal thinning that is not related to inflammatory or
infectious processes. Keratoconus, pellucid marginal degeneration and
keratoglobus are included under the definition of primary corneal ecstasies, while
keratoconus being the most frequent among them. Due to the fact that keratoconus
is the most frequent primary corneal ectasy, it has been more studied than the
others, and there have been several studies that have established its origin in
multifactorial components with an important genetic role in its pathogenesis. The
most frequent form of genetic transmission reported has been the autosomic
dominant.

Pellucid marginal corneal degeneration might have a genetic component in its
physiopathology, but there is less evidence compared to keratoconus. Reports of
patients that present both keratoconus and pellucid marginal degeneration in the
same eye or both eyes, or patients diagnosed with pellucid marginal degeneration
who have relatives with the same diseases or irregular forms of astigmatism, as
well as its similarity in some stages of its presentation with keratoconus, orient to a

possible genetic component in its physiopathology.

There are different studies that have tried to identify different causative genes. The
results have not been very consistent, and have not led to solid conclusions.

Recently, a mutation localized in the gene miR-184, has been established as
responsible of keratoconus as well as cataract in a family living in the north of
Ireland, and as well as two cases of caucasian origin, one from Australia, and the

other one from the United Kingdom.



The gene miR-184 is a microRNA that is abundantly expressed in the corneal and
lens epithelium, and works as a regulator of the levels of proteins and apoptosis
that takes place in those tissues. A mutation in miR-184 has been proposed as
potentially responsible of keratoconus. There are several studies that establish
primary corneal ecstasies as different grades of clinical manifestation of a same
pathological entity, making it plausible to establish a same origin as its main cause.

Question of Interest

Can mutations in the miR-184 gene cause the presence of primary corneal
ectasies?

Justification

Due to the fact that the development of primary corneal ectasies significantly
compromises the quality of life of patients, the possibility of classifying them as part
of the spectrum of a same entity that has a same etiological origin would
significantly change the perspective about their physiopathology. This is the first
study that establishes primary corneal ectasies from a genetic point of view as part
of the spectrum of a same entity.

Hypothesis

Mutations in the gene miR-184 are associated with the presence of primary corneal

ecstasies.

General Objectives

To identify mutations in the miR-184 gene in patients with the diagnosis of primary

corneal ectasy.



Specific Objectives

To perform an exhaustive review of the literature about the clinical and
demographic characteristics of primary corneal ecstasies, as well as their
physiopathology and genetic origin.

Design of the study

This is an observational descriptive study where the presence or absence of a
mutation in the gene miR-184 was determined in patients with the diagnosis of

primary corneal ecstasies.

Material and Methods

The genotypification analysis included 200 samples of sporadic or familiar cases of
keratoconus, pellucid marginal degeneration or keratoglobus, either unilateral or
bilateral that were clinically and topographically diagnosed. After signed informed
consent, a 2mL blood sample was taken from the patients and genomic DNA was
extracted. The analysis of the gene miR-184 was made by amplification with PCR
and direct DNA sequencing.

The sequences obtained of each patient were compared to the wild type sequence
of miR-184 in Ensembl (www.ensembl.org). At the beginning of the study, it was

established that in case of a positive mutation, the possibility of it being a benign
polymorphism would be excluded through the analysis of 200 control alleles with in
silico studies oriented on the pathogenicity of the mutation.

In order to perform the systematic review of this study, the searching of literature
was through investigation in Cochrane and further research of papers, with the
intention of identifying the highest possible amount of published literature. The



research was made in the Cochrane Controlles Registry of Trials and Medline. To
perform the research the Mesh terms that were used included keratoconus,
pellucid marginal corneal degeneration, keratoglobus, primary corneal ecstasies,
genetics of keratoconus, genetics of pellucid corneal marginal degeneration,
genetics of keratoglobus,and physiopathology of primary corneal ectasies.

The criteria of selection of the valid reports were according to the QUOROM scale
for systematic reviews, and according to the STROBE and MOOSE scales for the
observational and transversal cohort studies, and the reports of meta analysis

respectively.
Sample Size

According to the different reports in the literature, the sample calculated for this
study was of 200 cases of patients with the diagnosis of primary corneal ectasies.

Research Variables
A qualitative nominal dicotomic variable was measure in each case according to

the presence or absence of a mutation in the gene miR-184.

Statistical Analysis

The statistical analysis was determined with the Xi? test according to the dicotomic
predictable variable of the presence or absence of the mutation in the miR-184
gene in patients with the diagnosis of either familiar or sporadic primary corneal
ectasies.

Results and Conclusions

After the DNA amplification and sequencing of a total of 200 samples of patients
with primary corneal ectasies that included 169 with keratoconus, 30 with pellucid



marginal corneal degeneration and one with keratoglobus, the presence or
absence of mutation in the miR-184 gene was searched. No mutation was found in
any of the samples.

There is strong scientific evidence that orients primary corneal ectasies as a
manifestation of different grades of a same common physiopathologic origin and
that predominantly orients keratoconus as a disease with a significant genetic
component that is expressed after the exposition to an environmental factor that
favors its presentation and development, predominantly corneal scratching.

The fact that the gene miR-184 is the most abundantly expressed RNA in the
corneal and lens epithelium and the fact that is it is involved in the apoptosis
regulation, the latter's disregulation previously established as a cause of
keratoconus, this gene’s mutation represents a strong candidate to explain the
development of primary corneal ectasies. Around 60% of the protein codifying
genes, are controlled by micro RNAs. No mutation in miR-184 was demonstrated
in any of the cases of primary corneal ectasies in this study. The latter orients to
the fact that genetic heterogeinity (mainly observed in keratoconus) plays an
important role in the development of these entities, as well as a multifactorial
component mainly explained by the environmental factors that favor its evolution.
Even the fact that there are several studies that establish primary corneal ectasies
as part of the spectrum of the same disease, and that mainly orient keratoconus as
an entity with a significant genetic component, this is the first study that tries to
explain a common genetic component in them.

The development of new technologies in genetic studies will lead to a better
understanding and oriented treatment in order to bring a better prognosis of
different hereditary or even multifactorial diseases that its origin and
physiopathology has not been yet explained and for what numerous studies have

been performed.
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1. Introduccion

1.1 Planteamiento del Problema

El desarrollo de las ectasias corneales primarias representa una importante
disminucién en la calidad de vida de los pacientes y es una de las tres causas
principales de trasplante de cornea en paises desarrollados. La posibilidad de
clasificar a las mismas dentro de una misma entidad a través de un mismo origen
genético en comun cambiaria significativamente la forma de abordar a estos

pacientes asi como también a sus familiares.jkljkjkl

Se trata de un estudio relacionado con la determinacion de una mutacion genética
que lleva al padecimiento de ectasias corneales en el micro RNA mas
abundantemente expresado en tejido corneal y cristaliniano el cual tiene un papel
regulador importante de la apoptosis y por ende de los niveles de proteinas en

estos tejidos que es el miR-184.

1.2 Pregunta de investigacion

Existen mutaciones en el gen mIR-184 en un grupo de pacientes con ectasias corneales

primarias?



1.3 Justificacion

El desarrollo de las ectasias corneales representa una importante disminucion en la
calidad de vida de los pacientes, la posibilidad de clasificar a las mismas dentro de una
misma entidad a través de un mismo origen genético en comun cambiaria
significativamente el planteamiento respecto a la fisiopatologia de estas entidades. Este
seria el primer estudio que abordaria las ectasias corneales desde un punto de vista

genético como parte de una misma entidad.

1.4 Trascendencia

Las ectasias corneales primarias representan una de las causas mas frecuentes
de baja visual en pacientes entre la segunda y quinta década de la vida, con una
consecuente disminucion significativa en la calidad de vida de los pacientes y se
encuentran dentro de las tres principales causas de trasplante corneal en paises
desarrollados. Hay numerosos estudios que las ha establecido como diferentes
formas de presentacién de una misma etiologia en comun. A su vez, en las tres se
ha podido establecer un componente genético dentro de la causa de su
presentacion, aunque no de forma sélida debido a la complejidad de la
fisiopatologia de dichas entidades.

La posibilidad de poder plantear el diagndstico de un origen genético en comun,
podria facilitar el entendimiento de su fisiopatologia con lo cual cambiaria la
orientacion de su abordaje y abriria la puerta a una conducta terapéutica distinta,
con la posibilidad de tratar dichas entidades desde etapas tempranas y asi poder
mejorar el pronostico visual de los pacientes. A su vez, en las formas sub clinicas,
un estudio genético ayudaria evitar los factores de riesgo ambientales que se han
asociado a su presentacion en individuos genéticamente susceptibles. De igual
manera, la posibilidad de poder determinar una clara asociacion causa-efecto con



un gen en especifico, brinda la opcidon de poder tratar a dichas entidades desde su

origen fisiopatoldgico a través de la terapia génica.

1.5 Conveniencia

A pesar de que hay numerosos estudios que plantean a las ectasias corneales
primarias como diferentes formas de presentacion clinica de una misma entidad,
no hay estudios previos consistentes respecto a un posible origen genético en

comun de las Este es el primer estudio.

1.6 Implicaciones practicas

Este estudio abre la posibilidad de obtener un mayor fundamento para abordaje y
tratamiento de las ectasias corneales primarias asi como la facilidad de poder
brindar mayor informacidn respecto a su padecimiento tanto al paciente como a

sus familiares.

1.7 Valor tedrico

Este estudio seria el primero en demostrar un posible origen de las ectasias
corneales primarias estableciéndolas como distintas manifestaciones clinicas en
diferentes grados dentro de una misma entidad en comun sin embargo desde un
punto de vista fisiopatoldgico ya que han sido numerosos los estudios que han
sugerido la plausibilidad de este argumento. De igual manera, brindaria la
posibilidad de poder determinar que las formas sub clinicas de las ectasias
corneales primarias se encuentran dentro de la misma clasificacion, con la
posibilidad de brindar un tratamiento orientado desde etapas tempranas, asi como
el evitar factores de riesgo ambientales.



1.8 Utilidad metodolégica

La posibilidad de demostrar una mutacion como parte de la fisiopatologia de las
ectasias corneales primarias, abre la posibilidad de cambiar el abordaje de los
pacientes tanto en las formas clinicas como en sub clinicas mejorando de forma
significativa el pronostico visual y la calidad de vida tanto de los pacientes como

de sus familiares.

1.9 Hipétesis nula

No existe una asociacidn entre mutaciones en el gen miR-184 y la presencia de
ectasias corneales primarias tanto esporadicas como familires.

1.10 Hipodtesis alternativa

Existe una asociacion entre mutaciones en el gen MIR-184 y la presencia de
ectasias corneales primarias tanto esporadicas como familiares.

1.11 Objetivo general

Identificar mutaciones del gen miR-184 en muestras de pacientes con ectasias
corneales primarias tanto esporadicas como familiares.

1.12 Objetivos especificos

- ldentificar variantes del gen mIR-184 en pacientes con ectasias corneales

primarias.

- Determinar las caracteristicas demograficas de los pacientes con ectasias
corneales primarias especificamente:

-Distribucién por edad

-Distribucién por género



-Presencia o ausencia de antecedentes familiares
-Capacidad visual

-Refraccion y equivalente esférico

-Signos clinicos

-Localizacion del adelgazamiento corneal

-Realizar una revision exhaustiva de la literatura a modo de revisién sistematica
respecto a los diferentes estudios reportados en la literatura de las ectasias
corneales primarias en cuanto a distribucion demografica, caracteristicas clinicas,
fisiopatologia y genética.

-Correlacionar las caracteristicas demograficas, clinicas de los casos del presente

estudio con los diferentes reportes publicado en la literatura.

1.13 Diseno del estudio

Estudio descriptivo observacional en el que se busca la presencia o ausencia de la
mutacion en el gen miR-184 en pacientes con diagnostico de ectasias corneales

primarias esporadicas o familiares.

1.14 Materiales y métodos

El analisis de genotipificacion incluyé 200 muestras de sangre previo
consentimiento informado de casos esporadicos o familiares con diagndstico
clinico y topografico de ectasia corneal primaria. La institucion que participd en
dicho estudio fue el Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana en la ciudad de

México. Previo consentimiento informado se tomd una muestra de 2 mL de



sangre a cada paciente de la cual se extrajo el DNA genomico. El analisis del gen
mIR-184 se realizé mediante amplificacion por PCR y secuenciacion nucleotidica
directa. Las secuencias obtenidas de cada paciente se compararon con la

secuencia silvestre de miR-184 en Ensembl (www.ensembl.org).

Se planted la posibilidad de que en caso de detectar la presencia de mutaciones
en el gen miR-184, se excluiria que correspondieran a polimorfismos

benignos mediante el analisis de 200 alelos control y estudios in silico de
patogenicidad de la mutacién.

Para la realizacion de la revision sistematica respecto a lo reportado en la
literatura se revisaron las distintas publicaciones de ensayos clinicos controlados,

también se escogieron estudios de cohortes historicas y series de casos.

Para la identificacion y seleccion de estudios, se buscé tanto en los registros
publicos de ensayos asi como en los registros de los resultados de los ensayos.
Se realizd la busqueda en el Registro Central Cochrane de Ensayos Controlados
(CENTRAL) asi como también en MEDLINE, PubMed, EMBASE, LILACS,
ARTEMISA, Scielo, comunicaciones de expertos y literatura gris. Se buscaron los
diferentes estudios de los ultimos 15 afios.

No se hizo distincion respecto a los diferentes tipos de poblaciones asi como
tampoco se hizo distincion en cuanto al género. Se buscaron los estudios
publicados en inglés. El grupo de edad a estudiar fueron pacientes con
diagnostico de ectasia corneal primaria de los 12 a los 50 afios.

Las palabras clave segun los términos MESH fueron “ectasias corneales
primarias, queratocono, degeneracion marginal pelucida queratoblogo, genética
de las ectasias corneales primarias, genética del queratocono, genética de la
degeneracion marginal pelucida, genética del queratoglobo”.



1.15 Tamano de la muestra

De acuerdo a los distintos reportes de numero de pacientes usados en la

literatura se calculé una muestra total de 200 pacientes con diagndstico de ectasia

corneal primaria tanto familiar como esporadica (Tabla 1).

Tabla 1 . Numero de casos con ECP de acuerdo a los diferentes reportes de

ECP 63, 67, 81, 175, 176

Autor y aio

Kranitz 2014
Chen 2016

Coskunseven 2009

Khattak 2015
Seyedian 2015
Lamy 2013
Tellouck 2016
Smiddy 1988
Suzuki 2017

Kim and Joo 2008

Asgari 2017
Choi 2012
Ramdas 2014
Fujimoto 2016
Yazar 2013
Kang 2010
Gokul 2017
Hamilton 2016
Ahn 2012
Naderan 2017
Salman 2013
Sahin 2008
Pinero 2011
Akmaz 2016
Kranitz 2012
Rechichi 2013
Sray 2002

Vinciguerra 2009
Viswanathan 2013

Ojos

25
16
38
50
52
68

109

165
57
56
40
94
42

189

267

129
43
36

211
44
22
79

114
80
40
28

218
28
25

Tipo de ECP

Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
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O’ Brart 2011 24 Queratocono

Tuft 1994 5242 Queratocono
Wagner 2007 2418 Queratocono
Kymes 2008 2418 Queratocono
Wittig Silva 2014 48 Queratocono
Bilgin 2009 1004 Queratocono
Bubnova 104 Queratocono
Renesto 21 Queratocono
Lang 29 Queratocono
Wonneberger 80 Queratocono
Gupta 51 Queratocono
Or 40 Queratocono
Lee, 2015 40 Degeneracion marginal
pelucida
Sridhar 2004 116 Degeneracion marginal
pelucida
Shimazaki 2006 579 Degeneracion marginal
pelucida
Kubaloglu 2010 16 Degeneracion marginal
pelucida
Varsha 2015 50 Queratoglobo

1.16 Variables del estudio

Se midié una variable cualitativa nominal dicotdmica de acuerdo a la presencia o

ausencia de la mutacion en el gen miR -184.

1.17 Analisis estadistico

De acuerdo a la variable predictora dictotomica respecto a la presencia o ausencia
de la mutacion en el gen miR-184 en pacientes con ectasias corneales primarias
tanto esporadicas como familiares, la prueba estadistica para hacer su analisis

estadistico fue la xi°.
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2. Marco Teorico

2.1 Objetivo

Describir las ectasias corneales primarias de tanto de manera conjunta como
individual, es decir al queratocono, degeneracion marginal pelucida y queratoglobo
en cuanto a sus caracteristicas demograficas, presentacién clinica, fisiopatologia,

y genética.
2.2 Revision Bibliografica

Para la realizacidon de la revisidn sistematica respecto a lo reportado en la
literatura se revisaron las distintas publicaciones de ensayos clinicos controlados,
también se escogieron estudios de cohortes histéricas y series de casos.

Para la identificacion y seleccidn de estudios, se buscd tanto en los registros
publicos de ensayos asi como en los registros de los resultados de los ensayos.
Se realizd la busqueda en el Registro Central Cochrane de Ensayos Controlados
(CENTRAL) asi como también en MEDLINE, PubMed, Scielo, comunicaciones de
expertos y literatura gris. Se buscaron los diferentes estudios de los ultimos 15
afnos. No se hizo distincion respecto a los diferentes tipos de poblaciones asi como
tampoco se hizo distincion en cuanto al género, ni si las ectasias corneales
primarias (ECP) se presentaban de manera familiar, o esporadica. Se buscaron
los estudios publicados en inglés. El grupo de edad a estudiar fueron pacientes
con diagnostico de ECP de los 12 a los 55 afios. Las palabras clave segun los
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términos MESH fueron “ectasias corneales primarias, queratocono, degeneracion
marginal pelucida queratoblogo, genética de las ectasias corneales primarias,
genética del queratocono, genética de la degeneracion marginal pelucida, genética
del queratoglobo”.
Para la seleccion de los estudios se procurd evitar al maximo la subjetividad y se
procurd realizar la seleccion de ensayos clinicos aleatorizados y revisiones
sistematicas ya que estos presentan la mejor evidencia cientifica, aunque no se
encuentran exentos de sesgos. Se utilizaron diferentes escalas de calidad,
principalmente QUOROM y COSORT para valorar la literatura cientifica obtenida.

2.3 Conclusiones

Las ectasias corneales primarias representan un grupo de entidades
caracterizadas por adelgazamiento corneal progresivo de origen multifactorial, que
se han establecido como parte del espectro fenotipico de una misma entidad en
comun. Se ha establecido un componente genético como parte del origen de las
mismas, sin embargo debido a la complejidad de las vias bioquimicas que llevan a
su presentacion, a la heterogeneidad genética y a la variabilidad en la expresion
genética de las mismas, hasta la fecha a pesar de los extensos estudios
realizados, no se ha podido determinar una clara asociacién causa-efecto como
causa de su presentacion. Hacen falta estudios genéticos de ultima generacion
para poder determinar el origen de su componente genético y asi poder cambiar la
orientacion de su diagndstico y tratamiento, con lo cual mejorara la calidad de vida
de los pacientes se encuentran dentro de los grupos mas frecuentes sometidos a
trasplante de cornea con una limitacion en la capacidad visual significativa en

paises desarrollados.
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3. Declaracion de Conflicto de

Intereses

Los investigadores del presente estudio no presentamos conflictos de intereses
relacionados con compromisos personales de los mismos, asi como tampoco

relacionados con la financiacion del proyecto o de cualquier otra indole.
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3. Antecedentes

Las ectasias corneales primarias (ECP) se han reconocido y estudiado

ampliamente desde hace mas de 150 afios.

Dentro de éstas se encuentran el queratocono, la degeneracién marginal pelucida
(DMP) y el queratoglobo. El queratocono (Online Mendelian Inheritance in Man
OMIM 148300) es la ECP mas frecuente? y la causa principal de trasplante

corneal en paises desarrollados®.

A pesar del impacto visual y social que las ECP presentan*®, los mecanismos
bioquimicos y fisiopatoldgicos que las originan ain son muy poco comprendidos® y
aun no esta claro si éstas son variantes del queratocono o diferentes condiciones

dentro del espectro de las ECP "2 o incluso diferentes entidades no relacionadas.

La presentacion mas frecuente de estas entidades es la forma esporadica. Sin
embargo hay evidencia significativa para el queratocono, y menor para la DMP y el
queratoglobo que sostiene que dichas entidades podrian tener un origen tanto
genético como ambiental; a la fecha son muy pocos los genes que se han podido
identificar®.

Aun no es bien sabida la proporcion de contribucién de cada uno de estos factores
(genético y ambiental) para su presentacion, muy probablemente es variable.

De igual manera, no esta claro si un adelgazamiento corneal generalizado sin

ectasia o un astigmatismo irregular, son factores de riesgo para su desarrollo o si

15



esto corresponde a una expresion parcial de las mismas o0 a otros fenbmenos que

no se encuentran relacionados con los procesos de una ectasia corneal primaria.

Diferentes estrategias han sido encaminadas con el fin de entender el origen,
fisiopatologia y diagnostico de estas complejas enfermedades con la esperanza de
desarrollar terapias sofisticadas para su tratamiento.

4.1 Definicion y Epidemiologia

Las ectasias corneales primarias (ECP) se definen como una patologia de
adelgazamiento corneal progresivo en ausencia de inflamacién con presentaciéon

bilateral y asimétrica.™

Dentro de éstas se encuentran el queratocono, la degeneracién marginal pelucida

y el queratoglobo, siendo la mas frecuente de éstas el queratocono.

La incidencia aproximada del queratocono es de 1 en 2000 habitantes en la
poblacion general’’"® Estudios recientes han reportado que la prevalencia del
queratocono es altamente variable, en Israel se ha reportado de 2340 por 100 000
habitantes'*, en Rusia de 0.2 a 0.4 por 100 000 habitantes' , y se ha visto que
en el Reino Unido la prevalencia del queratocono es 4.4-7.5 veces mayor en
pacientes de origen asiatico que en aquellos de origen caucasico'®.

Dicha variabilidad en la prevalencia reportada muy probablemente se debe a las
diferencias en los criterios de diagndstico, a la edad de los grupos estudiados pero
también puede ser un reflejo de las diferencias en la variabilidad genética en
dichas poblaciones (Tabla 2).

La prevalencia global del queratocono se ha estimado entre 50 y 230 por 100,000

habitantes en la poblacion general, con ambos géneros afectados por igual’’.
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Es importante mencionar que hay estudios en donde se ha observado que la

prevalencia del queratocono en familiares de primer grado de casos indice se ha

estimado que es de 33.4%, es decir, notablemente mas alta que en la poblacion

en genera

"8,

Las nuevas herramientas para el diagnostico del queratocono cada vez presentan

mayor sensibilidad por lo que esto muy probablemente llevara a un aumento tanto

de su incidencia como de su prevalencia.

Tabla 2. Incidencias reportadas en diferentes poblaciones

Autor

Hof Stetter

Tanabe

Jonas

Millodot

Ljubic

Ziaei et. al.

Hashemi

Localizacion

Indianapolis,
USA
Muroran,
Japon
Maharashtra,
India
Jerusalem,
Israel

Macedonia

Yazd, Iran

Mashed, Iran

Edad
1-79
10 — 60
>29
18-54
16 — 35
22 -29

Tamano de la

Muestra

13395

2601

4667

981

2254

536

1079

Prevalencia
en 100 000
500

2300

2340

22.33

2.4%
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Santiago Francia 18 — 22 670 1190

Xu et al. Beijng, China 50 — 93 3166 27
Hashemi et al. K Tehran 20-34 1073 26
Godefrooij DA Holanda 10 -40 4 millones 13.3
Mohammed Egipto 21-36 2116 170
Othman

Es importante tomar en cuenta que el queratocono es una enfermedad que se
presenta a nivel mundial y la prevalencia es diferente entre diferentes grupos
étnicos dentro de una misma area geografica. Esto se ha visto fundamentado por
numerosos estudios por numerosos estudios epidemiologicos que muestran que la
etnicidad y los factores ambientales muy probablemente tienen un papel en la
etiologia de dicha enfermedad.

Hasta hace unos afos se asumia que el queratocono afectada poblaciones de
diferente raza por igual, sin embargo en diferentes estudios se ha visto que hay
diferente incidencia de acuerdo a la etnicidad.

Por ejemplo, en Libano se ha observado un alta prevalencia de 3.3%, en zonas
rurales de la India de 2.3%, con una menor prevalencia en el norte de Dinamarca,

Finlandia y Rusia.

La degeneracion marginal pelucida (DMP) es una entidad muy poco frecuente y
Su exacta incidencia y prevalencia no son conocidas. Sin embargo, se piensa que
es posible que su incidencia se encuentre infraestimada, ya que dicha enfermedad

frecuentemente se diagnostica como queratocono'®.
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De igual forma, al ser el queratoglobo una entidad mucho menos frecuente que la

DMP, no hay reportes de su incidencia asi como tampoco de su prevalencia.

4.2 Fisiopatologia

Las estrategias de investigacion para determinar la patogénesis de estas
entidades incluyen la histoquimica, biomecanica, enzimologia, protedmica y la
genética molecular. Estos estudios han aumentado nuestro conocimiento de
dichas patologias sin embargo el entendimiento exacto de su origen y progresion
aun sigue siendo limitado. Al ser la DMP y el queratoglobo mucho menos
frecuentes de manera comparativa con el queratocono, dichas entidades se han
estudiado en menor grado, por lo que en este apartado se describe principalmente

la fisiopatologia del queratocono.

Las alteraciones en la biomecanica corneal se han considerado como el primer
evento que desencadena su desarrollo, con posterior adelgazamiento corneal,
protrusién, aberraciones oculares y pérdida de agudeza visual de alto contraste°.

Diferentes mecanismos de inflamacion corneal podrian estar asociados con su
fisiopatologia, especificamente aquellos relacionados con las metaloproteinasas y

otras enzimas reguladoras de la apoptosis corneal.

Se ha establecido que una predisposicidon genética en coexistencia con un
segundo insulto ambiental podria llevar su desarrollo®’. Los factores ambientales
actualmente reconocidos tanto para el queratocono como para la DMP y el
queratoglobo son el uso de lentes de contacto, el rascado ocular cronico, la
queratoconjuntivitis vernal® y la exposicion a la radiacion ultravioleta. Las
interacciones mas comunmente reportadas entre factores ambientales y genéticos
en diferentes estudios han sido la exposicién a la luz ultravioleta y el rascado

ocular.

19



Muy probablemente es variable el grado de contribucion tanto genética como

ambiental®.

Se ha observado que la exposicion a la luz ultravioleta como una de las principales
causas del desarrollo de queratocono debido al dafo oxidativo, y esto puede
explicar la alta prevalencia en sitios geograficos de clima calido y con gran

exposicion solar.

Después del inicio de la enfermedad, se presentan varios efectos del medio
ambiente que posteriormente llevan a inflamacioén, degeneracion y erosion, los
cuales iran modificando el tejido corneal. Se ha estudiado cada paso de este
proceso referente a la patogénesis, pero tal y como sucede con muchas
enfermedades complejas es muy dificil distinguir entre asociacion y causa-—
efecto?”.

Aunado a lo anterior, se ha observado que un mecanismo lo suficientemente
traumatico a nivel corneal, o un insulto lo suficientemente fuerte que de igual
manera lleve a una descompensacion biomecanica corneal, también podria llevar
a su presentacion®. Es importante puntualizar que esto Ultimo se ha observado en
comun para el desarrollo tanto del queratocono, como de la DMP vy el
queratoglobo. Esto podria explicar el desarrollo de ectasias corneales post cirugia

refractiva®>?°.

Un factor de sesgo importante ha sido que en la mayoria de los estudios se han
estudiado pacientes con enfermedad relativamente avanzada donde es dificil
distinguir entre mecanismos primarios de la enfermedad y efectos degenerativos.
Existe la posibilidad de que la apariencia clinica de las ECP incluyan fenocopias
que deriven de efectos ambientales o genéticos. Puede ser que las ECP sean la
via comun final de muchos procesos patologicos diferentes.
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4.3 Biomecanica

Tal como se ha mencionado previamente, numerosos estudios han establecido
que el primer cambio para el desarrollo de una ECP, es un cambio en la

biomecanica corneal’®.

El estroma corneal se encuentra predominantemente formado por agua y
colageno tipo I. En condiciones normales, las fibras de colagena se encuentran
paralelas la una con la otra en la lamina las cuales se encuentran a su vez
paralelas a la superficie de la cornea®.

El tejido corneal en el queratocono es menos rigido que el tejido normal?’.

De forma adicional, las fibras de colageno en la cornea normalmente se alinean en
direccion ortogonal, es decir superior-inferior y nasal-temporal®®*. Este arreglo se
ha encontrado marcadamente alterado en la regidn apical de corneas con
queratocono avanzado. También se ha observado evidencia de la redistribucion
de la laminas de colageno lejos del apice del cono con una remarcada variabilidad

en los patrones de distribucion de la colagena entre casos individuales®'*2.

El adelgazamiento estromal es un hallazgo caracteristico del queratocono y se ha
visto que se encuentra ocasionado por una reduccion en el numero de laminas de
colagena dentro de la region afectada® y no por compactacién de las fibras de
colagena dentro de cada lamina individual®.

Es incierto el mecanismo exacto que lleva a dicho adelgazamiento estromal, hay

35,36

quienes lo han atribuido a la degradacién por las enzimas proteoliticas™ ", 0 a una

disminucién en los niveles de inhibidores de la proteasa *’.
De igual manera se ha propuesto que la colagena no se pierde sino que

simplemente se redistribuye dentro de la cornea mediante separacion entre las

laminas>e.
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Este mecanismo se encuentra basado en la observacion de una reduccién en la
adhesion /entrelazamiento interlaminar®, el entrelazamiento laminar en el apice de
las corneas con queratocono y una reduccion en el numero de las inserciones
lamelares a la membrana de Bowmann*®*. Estudios de difraccion de rayos X

proveen una de las evidencias mas contundentes que apoyan esta teoria.

Sin embargo, en las capas profundas del estroma corneal suele haber un arreglo
normal de las fibras de colagena.

Basados en estos hallazgos, Meek y coautores propusieron que la pérdida de la
integridad estructural en el queratocono es ocasionada por la presencia de
queratocitos y proteinas de matriz anormales asi como por un aumento en la
protedlisis, lo cual lleva a un desarreglo de las laminas de colagena en su longitud,
y un desarreglo de su fijacion en el limbo con una apertura de sus bifurcaciones
laminares'®*?. Esta teoria esta basada en los resultados observados en la cornea
posterior a ser sometida a cross linking en donde se evidencié un aumento en la
unién de las fibras de colageno y un aumento en la resistencia del estroma a la
lisis enzimatica con una mayor cohesion entre las fibras de colageno y la matriz no

colagenosa®’.

Aun esta por determinar la base molecular de la anormalidad en la interaccion en

la matriz de colagena.

4.4 Estructuray Proteémica

Una de las primeras teorias que se ha establecido para explicar la liberacion de
enzimas proteoliticas y la consecuente degradacion de colagena y adelgazamiento
estromal, ha sido que éstas son liberadas como consecuencia de un insulto

primario que posteriormente lleva a una anormalidad epitelial44.
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La afeccion de las células epiteliales en el proceso de la enfermedad esta
evidenciada por la observacion de irregularidades estructurales y degeneracion en
el epitelio corneal que se ha visto progresan con la enfermedad®. Sin embargo,
hay evidencia de cambios estructurales mayores en otras capas corneales tales

como rupturas en la membrana de Bowmann**4®.

Los cambios menores en el pleomorfismo celular del endotelio corneal son
principalmente debido a la hipoxia inducida por el uso de lentes de contacto o el

estrés mecanico®’.

Hay evidencia conflictiva respecto a las anomalias bioquimicas en el queratocono

incluyendo un aumento, disminucién o niveles normales de proteoglicanos*®*°.

Se ha observado que el proteoglicano queratan sulfato se encuentra
estructuralmente alterado en corneas de pacientes con queratocono*. La mayoria
de los estudios coinciden que en el queratocono hay un menor contenido de
colagena estromal, sin embargo establecen que no hay cambios significativos en
la distribucion de los diferentes tipos de colagena, ni en el patron de cross linking
asi como tampoco en el arreglo molecular de ésta en el estroma corneal *'°°.

A excepcion de la colagena tipo lll, la cual se ha observado con una alteracién en

la distribucion de sus fibras en zonas erosionadas de tejido con queratocono®.

Hay varios estudios que han investigado el proteoma del tejido corneal con
queratocono y han examinado las rupturas corneales, con lo cual han podido
identificar la expresion diferencial de proteinas de manera comparativa con
controles. En estos estudios se ha confirmado que en comparacién con el tejido

de corneas normales, hay una sobreregulacion de decorina y queratocano®’ 8,

La expresion de un rango de proteinas incluyendo citocinas y enzimas se

encuentra alterada en el queratocono comparado con controles normales,

sugiriendo el involucro de la apoptosis y erosidén en el proceso de la enfermedad.
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Sin embargo, no se sabe si dichas vias se encuentran modificadas como un
fendmeno primario o secundario’®. Hay estudios que confirman una mala
regulacion de la apoptosis como el mecanismo patoldgico para la presentacion de

queratocono®>°.

La examinacion de la pelicula lagrimal ha indicado que hay mas de 1500 proteinas

|61

en la pelicula lagrimal®’ y que la inflamacién juega un papel importante en la

patogénesis del queratocono®?.

Estudios de protedbmica de las capas epiteliales y estromales corneales de
pacientes con queratocono han demostrado que el remodelamiento estructural y el
estrés metabolico ocurre tanto en el epitelio como en el estroma corneal®®.

Se ha evidenciado la supresion de varios proteoglicanos de matriz extracelular y
de proteinas involucradas en la proliferacion, crecimiento y migracion en el

epitelio y estroma corneales con un evidente estrés oxidativo®*®°.

Aun no se ha logrado llegar a una conclusién respecto al mecanismo de
presentacion fisiopatolégico de las ECP, sin embargo los estudios realizados al
respecto proporcionan informacion adicional de la patologia de éstas vy orientan
respecto a la identificacidn de blancos potenciales para su tratamiento.
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4.5 Histologia

La triada clasica histopatolégica del queratocono corresponde a depdsitos de
hierro en la membrana basal del epitelio corneal, rupturas en la membrana de

Bowmann, y un adelgazamiento del estroma corneal.

Tal como previamente se ha descrito, dependiendo del estadio de la enfermedad,
cada capa y tejido de la cornea se puede ver afectado en el proceso patologico.

El epitelio puede presentar degeneracion de sus células basales, rupturas
acompanadas de crecimiento epitelial hacia la membrana de Bowmann vy
acumulacion de particulas de ferritina dentro y entre las células epiteliales mas

prominentemente en la membrana basal epitelial.

En el estroma corneal, las fibras de colagena se hacen mas compactas y hay una
pérdida del arreglo de las fibras hacia el estroma anterior, disminucion en el
numero de las laminas de colagena, fibroblastos de caracteristicas normales vy
otros en vias de degeneracién y material fino granular y microfibrilar asociado con

los queratocitos®.
La membrana de Descemet rara vez se encuentra afectada a excepcion de los

casos en donde se presenta hydrops. El endotelio corneal generalmente es

normal®®.
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Imagen extraida del articulo de
revision “Keratoconus” de Yaron S.
Rabinowitz. Survey of
Ophthalmoloy.1998; 42: 297-320.

adelgazamiento estromal con
artefactos de adelgazamiento
comunmente observados en corneas
delgadas.

Rupturas en la membrana de
Bowman (flecha).

Imagen inferior: Depdsitos de hierro
en el epitelio basal (flecha).
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4.6 Presentacion Clinica

Las ECP son enfermedades corneales que se presentan de forma bilateral,
progresiva, asimétrica, que varian en severidad desde las clinicamente
indetectables o subclinicas, hasta las formas mas avanzadas. Antecedentes como
el fregamiento ocular, la historia familiar y una menor edad de presentacion

podrian resultar en una mayor progresion de las mismas'’.

De acuerdo a la etapa en la que se encuentren, es decir desde las formas
subclinicas hasta las mas severas, las ECP cursan con un astigmatismo regular
inicial y en etapas mas avanzadas pueden llegar a evolucionar hasta un
astigmatismo irregular que en casos severos puede llegar a ser muy

incapacitante’.

Las tres entidades tienen una edad de presentacion diferente. EI queratocono
generalmente comienza en la pubertad y progresa hasta la cuarta década de la
vida®. Sin embargo, las nuevas modalidades de diagnéstico han demostrado que
puede comenzar a edades mas tempranas (antes de la adolescencia) y progresar
hasta la quinta o incluso la sexta década de la vida’. La mayoria de los reportes
coinciden en que la DMP se diagnostica en la tercera o cuarta décadas sin
embargo en la serie de casos mas grande de esta entidad con 116 ojos de 58
pacientes de la India, Sridhar y coautores observaron en esta entidad un rango
de edad que iba desde los 8 hasta los 66 afios, con una media de 34+14.8 arfios®’.
En cuanto al queratoglobo, el estudio mas grande realizado por Rathi y coautores
establece que de un total de 48 pacientes (95 o0jos), la edad media de diagndstico
fue de 22 +15 afos con un rango de edad que fue desde los 4 hasta los 62 afios

con 21 pacientes (42 ojos) menores de los 16 afios de edad®®.
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Hay reportes en donde no se ha observado una predominancia de género ni en el
queratocono asi como tampoco en la DMP, sin embargo en uno de los estudios
mas grandes del United Kingdom National Health Service que es un centro de
referencia de pacientes con queratocono, se observd una relacion hombre:mujer
de 3:1%°. Hay otros estudios en donde se observa una mayor prevalencia en el
género femenino'. McGhee y coautores encontraron en su serie de casos de
pacientes con DMP que 45 fueron del género masculino (77.6%) y 13 del género
femenino (22.4%)%". Rathi y cautores observaron que de los 48 pacientes que
estudiaron con queratoglobo, los del género masculino doblaron a los del género

femenino®®.

Se ha observado una similitud en la asociacion con enfermedades sistémicas en
estas tres entidades, principalmente con enfermedades hereditarias del tejido
conectivo. Las asociaciones mas frecuentemente observadas son el sindrome de
Marfan, el sindrome de Ehlers-Danlos, la osteogenesis imperfecta, la amaurosis
congénita de Leber y el prolapso de la valvula mitral’""*. Hay autores que han
determinado que las asociaciones tanto con el sindrome de Down asi como con la
amaurosis congeénita de Leber se deben al trauma mecanico cronico secundario

al frecuente rascado ocular que ocurre en ambas entidades®®.

Es particularmente significativa la asociacion del queratocono con el prolapso de la

valvula mitral (PVM)”°. Se ha observado que hasta en un 44% de los pacientes
con queratocono puede haber algun grado de PVM, Ref56 y dicha asociacidon

puede aumentar hasta un 58% en los pacientes con queratocono severo’>.

Respecto a las asociaciones oftalmologicas de estas entidades, la mas
frecuentemente observada en las tres es la queratoconjuntivitis vernal, la cual se
ha observado mucho mas frecuente en el queratocono'. En un estudio de 530
casos de pacientes con queratoconjuntivitis vernal, Khan y coautores encontraron
una incidencia de un 7% de pacientes con queratocono’®. En una serie de 61

pacientes con queratoconjuntivitis vernal y ectasias corneales, Cameron vy
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coautores encontraron 53 pacientes con queratocono y 5 pacientes con DMP’’.
En la serie de casos mas grande de pacientes estudiados con queratoglobo, Rathi
y coautores encontraron que de los 48 que fueron incluidos en el estudio, hubo un

caso asociado con queratoconjuntivitis vernal®®.

4.7 Presentacion clinica del queratocono

De manera caracteristica, el queratocono esta descrito como una entidad que
cursa con un adelgazamiento corneal bilateral simétrico que puede ser central o
paracentral con un encurvamiento y protrusion corneal progresivos y miopia que
resultan en un aumento en el astigmatismo el cual en las etapas iniciales es
regular con sintomas leves tales como halos o glare y en estapas mas tardias
evoluciona hacia formas mas severas con un astigmatismo irregular y sintomas
mas evidentes tales como aberraciones y erosiones corneales, baja visual
incapacitante e incluso hydrops corneal o ceguera afectando de forma
significativa la vida laboral activa de los pacientes "'""%. Por lo tanto, los signos del
gueratocono dependen de la severidad de la enfermedad. De manera clasica en la
enfermedad moderada a avanzada se pueden encontrar cualquiera de los
siguientes signos de forma aislada o conjunta: adelgazamiento corneal estromal,
mas frecuentemente inferior o inferotemporal, protrusién cénica, conocida como
signo de Munson, una linea de hierro parcial o completamente rodeando al cono al
cual se le ha denominado anillo de Fleischer, lineas delgadas verticales en el
estroma profundo y en la membrana de Descemet que se encuentran de forma
paralela al eje del cono conocidas como estrias de Vogt, y erosiones epiteliales o
sub epiteliales. Otros signos acompafantes pueden ser nubulosidad epitelial,
erosiones estromales anteriores, nervios corneales prominentes, aumento en la

intensidad del reflejo corneal endotelial y lineas subepiteliales fibrilares®.
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4.8 Presentacion clinica de la degeneracién marginal peléucida

La DMP se ha descrito de manera caracteristica como una banda inferior de
adelgazamiento a una distancia de 1 a 2 mm del limbo que generalmente va del
meridiano de las V al meridiano de las VII. En la gran mayoria de los casos dicha
banda inferior de adelgazamiento se ha localizado en la cornea inferior, sin
embargo también se ha descrito en la cornea superior®®. La cornea que se
encuentra por encima de dicha banda de adelgazamiento es de grosor normal y
presenta una protrusiéon anterior mas marcada con un aplanamiento del meridiano
vertical resultando en un astigmatimo en contra de la regla y en casos mas
avanzados en un alto astigmatismo irregular . La cornea localizada por debajo de
la banda de adelgazamiento presenta un aumento en su curvatura, lo anterior
contrastando con el queratocono en el cual en los casos mas avanzados el sitio de
la protrusion corneal corresponde a la misma zona de maximo adelgazamiento

corneal’.

4.9 Presentacion clinica del queratoglobo

El tipo de adelgazamiento que se observa en el queratoglobo es generalizado, de
limbo a limbo resultando en una protrusién también global de la cornea®. El
queratoglobo se ha asociado al glaucoma congénito’®, megalocornea™ o a una
forma extrema del queratocono®. En el queratoglobo el didmetro corneal es
generalmente normal o discretamente aumentado. La cornea es generalmente
clara a excepcion de que exista el antecedente de un hydrops corneal. No existe ni
anillo de Fleischer ni estriaciones de Vogt tal como esta descrito en el
queratocono. La presion intraocular es normal. La protrusion corneal lleva al
desarrollo de una miopia significativa asi como de un astigmatismo irregular
significativo. La evolucion del queratoglobo no es regular, puede ser estacionario,

lentamente progresivo o evolucionar hasta el hydrops corneal®’.
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4.10 Diferencias y similitudes de las ectasias corneales primarias

Las tres ECP presentan como complicacion mas grave el hydrops corneal, entidad
caracterizada por una ruptura localizada en la membrana de Descemet la cual
evoluciona hasta un edema corneal agudo. Se ha observado que es mas
frecuente en el queratocono que en el queratoglobo o la DMP %% Cameron y
coautores reportaron que en 21 pacientes con queratocono, 19 presentaron
hydrops corneal®.

En contraste, en los pacientes con queratoglobo, es mucho mas frecuente la
perforacion ocular, especialmente en los pacientes con queratoglobo congénito en
donde existe la asociacion entre un adelgazamiento corneal difuso y un tejido
conectivo patologico. Cameron y Biglan observaron perforacién corneal en 7 de 11
pacientes y 7 de 10 pacientes respectivamente en el contexto de Ehlers-Danlos
tipo VI asociado a queratoglobo. Dichas perforaciones ocurrieron principalmente
en la infancia de manera espontanea o ante un minimo traumatismo ocular y
tienen un prondstico visual muy limitado 2>,

En el caso del queratoglobo adquirido, el riesgo de ruptura ocular es

practicamente nulo®.

A pesar de las diferencias previamente descritas, se ha visto que las tres
entidades pueden llegar a presentar caracteristicas clinicas que se pueden
traslapar. Por ejemplo, hay diferentes patrones de adelgazamiento corneal
descritos en el queratocono, es decir, diferentes tipos de fenotipo tales como el
adelgazamiento corneal predominantemente axial (cono en el apice), y el
adelgazamiento inferior que también se han descrito en la DMP, asi como el
adelgazamiento generalizado que también se observa en el queratoglobo™®.

En la mayoria de la literatura se establece que lo que principalmente distingue al

queratocono de la degeneracion marginal pelucida y el queratoglobo es el patron y

la localizacion del adelgazamiento corneal, sin embargo han habido numerosos
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estudios en donde se ha observado que hay ojos de pacientes en donde
coexisten tanto la DMP como el queratocono en un mismo ojo, o la DMP en un ojo
y el queratocono en el otro, u ojos con DMP que asemejan un queratocono o

incluso en donde es dificil distinguir si se trata de una entidad o la otra ''"%

Kayazawa y coautores realizaron la primer publicacion en donde se reporta la
concomitancia del queratocono y la DMP en el mismo ojo. En esta serie de casos
de 20 pacientes, 17 presentaron de manera concomitante queratocono y DMP en
el mismo 0jo®>. En otro estudio realizado por Kayazawa y coautores, el estudio
mas grande que se ha publicado al respecto, se examinaron 1625 pacientes
japoneses con queratocono y 20 pacientes con DMP. Tanto el diagndstico de
queratocono como el de DMP se realizaron de forma clinica. Se observo que de
los 20 pacientes con DMP, 17 (85%) también presentaron clinica compatible con
gueratocono en la porcion central de la cornea. Uno de los pacientes con DMP
bilateral tuvo un hijo con queratocono bilateral y otro paciente presenté DMP de
manera coexistente con queratocono en el ojo izquierdo y soélo queratocono en el
ojo derecho. Debido a que la mayoria de los pacientes que se estudiaron en esta
serie presentaban clinica compatible con queratocono en la porcion central de la
cornea, se podria asumir que la DMP con o sin queratocono es una variante del
queratocono o una manifestacion diferente de la misma entidad que tiene como

origen el mismo factor etiolégico®.

|.88 |.89

Zucchini®’ Frangois et. al.®® | y Pouliquen et. al.?® realizaron estudios corneales
histopatolégicos a partir de los cuales sugirieron que la DMP muy probablemente
es una variante del queratocono. Esto también fue establecido por Rodrigues et al

% quienes utilizaron la microscopia electrénica y ensayos con colagena.

De igual manera, tal como previamente se ha establecido, se ha descrito al
queratoglobo como un caso extremo del queratocono y existen reportes en donde
se ha asociado la DMP con el queraoglobo®®. De la serie mas grande de 116 ojos
estudiados de 58 pacientes con DMP por Sridhar y coautores, 12 pacientes
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(10.3%) presentaron asociacién con queratocono 'y 15 (12.9%) con
queratoglobo®’. Karabatsas y Cook reportaron la asociacién de queratoglobo en un
ojo con evidencia topografica de DMP en el ojo contralateral®’. La historia natural
de la DMP podria llevar al desarrollo de un queratoglobo por medio de una
extension circunferencial del canal corneal periférico que se forma entre la cornea
normal, la banda de adelgazamiento y la cornea superior a dicha banda de
adelgazamiento que es de grosor normal®’.

En contraposicion a lo anterior, Belini establecié que debido a que la expresidn
tanto fenotipica como genotipica de estas entidades tiende a ser muy variable, el
queratocono se deberia de considerar como una patologia diferente de las otras
ECP y que las diferentes modalidades disponibles hoy en dia para medir las
diferencias entre el queratocono y la DMP son inadecuadas y aun se debe
trabajar en la genética y bioquimica de éstas con el fin de facilitar la distincion
entre las mismas’ (Tabla 3).

A diferencia de la DMP en donde los pacientes en la mayoria de los casos no
cursa con baja visual, en los pacientes con queratocono dicha baja visual es
mucho mas acusada y generalmente empieza desde etapas tempranas de la vida.
En muchos casos los pacientes con DMP son diagnosticados de manera incidental
cuando acude a realizar estudios topograficos debido a que desean cirugia
refractiva. S6lo en casos mas avanzados los cuales generalmente son entre la
cuarta y quinta década de la vida es que la DMP puede ocasionar baja visual. A
través de la clinica se puede hacer distincion entre el queratocono y la DMP,
debido a que en muchos casos poder diferenciarlas de manera topografica sobre
todo en etapas mas avanzadas de ambas entidades puede llegar a ser mucho
mas complicado. De manera caracteristica, dentro de la clinica del queratocono se
presentan las estriaciones de Vogt, el anillo de Fleischer, el signo de Munson, y
las sombras en tijera o mirillas irregulares a través de la retinoscopia, lo anterior

reportado como ausente en los pacientes con DMP.
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En cuanto a la evolucién, generalmente hay un desarrollo mucho mas rapido de la
enfermedad en los pacientes con queratocono, siendo la evolucidn mucho mas

lenta en los pacientes con DMP.

Los sitios de adelgazamiento corneal mas frecuente en los pacientes con
queratocono son el adelgazamiento central y la protrusion paracentral con
adelgazamiento central. En la DMP, el sitio mas frecuente es inferior, sin embargo

hay reportes de casos en donde también se ha presentado de manera superior.

En cuanto a incidencia, tal como se encuentra reportado previamente, es mucho

mas frecuente el queratocono que la DMP.

Tabla 3. Principales caracteristicas entre el queratocono y la DMP

Caracteristica Queratocono DMP
Disminucién en la Auln en etapas tempranas Sélo en casos mas
capacidad visual avanzados

Estriaciones de Vogt Presente en casos Ausente

moderados y avanzados

Anillo de Fleischer Presente en casos Ausente

moderados y avanzados

Signo de Munson Presente en casos Ausente

moderados y avanzados
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Sombras en tijera mediante Presente desde etapas Ausente

retinoscopia iniciales

Evolucion Rapida Lenta

Central o protrusion

Forma mas frecuente de paracentral con En su mayoria inferior
presentacion adelgazamiento central
Incidencia Comun Poco habitual

En cuanto a las diferencias y similitudes entre la DMP y el queratoglobo, tal como
se describe previamente, el queratoglobo es una ectasia corneal bilateral que se
caracteriza por una protrusion corneal de manera globular y que se asocia a

adelgazamiento difuso de limbo a limbo.

El adelgazamiento en el caso del queratoglobo es en la mayoria de los casos
maximo en la periferia llegando a ser hasta de 1/5 del grosor corneal normal,
incluso llegando a afectar la esclera.

Al igual que en el queratocono y en la DMP, el queratoglobo es una condicion no
inflamatoria por lo cual los pacientes en etapas avanzadas se presentan con una
cornea clara, tal como sucede en la DMP. En las tres entidades hay ausencia de
vascularziacion, o depdsitos lipidicos y en etapas iniciales no hay opacificacion
corneal. En las tres entidades se puede observar hydrops corneal, sinendo mucho

mas comun en el queratocono y queratoglobo que en la DMP.
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Tanto el queratoglobo como la DMP progresan de una manera mucho mas lenta
que el queratocono. En el queratoglobo se ve afectada la cornea en toda su
superficie, a diferencia del queratocono y la degeneracién marginal pelucida, en
donde la cornea afectada puede ser inferior o paracentral o incluso superior. Tanto
la DMP como el queratoglobo son mucho menos frecuentes que el queratoglobo
(Tabla 4).

Dentro de los diagndsticos diferenciales de la DMP se encuentran la degeneracion
marginal de Terrien y la ulcera de Mooren. Sin embargo, en la degeneracid
marginal de Terrien, la cornea presenta depdsitos lipidicos y vascularizacion y se
puede llegar a presentar con cuadros agudos de inflamacion asociados con dolor.
A diferencia de la DMP, en la ulcera de Mooren hay cuadros inflamatorios con
dolor, y al igual que en la degeneracion marginal de Terrien, la cornea presenta

vascularizacion.

Tabla 4. Principales hallazgos clinicos entre DMP y el queratoglobo

Hallazgo Queratoglobo DMP
Reduccion en la Sdlo en casos moderados  Soélo en casos moderados
capacidad visual 0 avanzados 0 avanzados
Vascularizaciéon Ausente Ausente

Opacificacién Ausente Ausente
Depésitos lipidicos Ausente Ausente
Incidencia de hydrops Comun Raro
corneal
Evolucion Progresa de forma lenta | Progresa de forma lenta
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Presentacion mas Afecta la cornea en su Afecta cornea inferior
frecuente totalidad

Incidencia Poco habitual Poco habitual

En caso de que se trate de entidades diferentes, aun se deben mejorar sus
criterios de clasificacién. En la topografia corneal, en muchas ocasiones se hace
el diagnostico de DMP cuando en realidad los criterios topograficos caben mas

dentro de la definicién de un queratocono.

Tanto el queratocono, como la DMP y el queratoglobo son considerados como
entidades que forman parte de un espectro de alteraciones no inflamatorias que
cursan con ectasia y adelgazamiento, aun queda por definir si de trata de
entidades distintas o comunes como parte del espectro o variabilidad fenotipica de

una misma enfermedad.

4.11 Genética

Hay bastante evidencia que orienta hacia un origen hereditario de las ECP,
principalmente en el caso del queratocono. Sin embargo antes de llevar a cabo
estudios moleculares de alto costo con el fin de investigar la herencia y genética
de una enfermedad, en este caso de las ECP, primero hay diversas areas que se

deben clarificar a través de un analisis formal.
Primero se debe de establecer una definicion de la enfermedad, después se debe
determinar la influencia de enfermedades sistémicas asociadas, lo cual tendra

especial relevancia si éstas tienen un componente hereditario.

El componente genético como factor causal de las ECP ha sido estudiado con

mayor profundidad en el queratocono al ser éste la ECP mas frecuente. Sin
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embargo, aunque en la DMP y en el queratoglobo es menor la evidencia que
apoya hacia un origen genético, tanto éstas como el queratocono se han asociado
con enfermedades genéticas del tejido conectivo tales como el sindrome de

9293 ol sindrome de Marfan, o el pseudoxanthoma ellasticum'®®. De

Ehlers Danlos
igual forma, otro de los aspectos que apoya un probable origen hereditario es el
hecho de que se ha descrito que familiares de primer grado de pacientes con
ECP, presentan alteraciones topograficas, esto especialmente en el queratocono

y la DMP.

Se ha visto que en algunos casos el queratocono puede estar completamente
asociados con factores ambientales claramente reconocidos tales como el uso de
lentes de contacto, el fregamiento ocular, la atopia y aquellos relacionados con un

aumento en el dafio oxidativo tales como la exposicion a la luz ultravioleta®™™’.

Tiene especial interés investigar el grado de contribucién de dichos factores
ambientales en el desarrollo de la enfermedad asi como el efecto en la cornea que

el trauma mecanico produce como efecto de la exposicion a los mismos.

Por otro lado hay estudios que estan a favor del papel de la consanguinidad como
factor de riesgo para presentar queratocono y queratoglobo. Esto puede tener
especial relevancia para comunidades practicando matrimomios consanguineos
tales como Arabia Saudita®*°. Sin embargo se ha visto que la mayoria de los
pacientes con queratocono ocurren como resultado de una predisposicidon

genética expresada a raiz de la exposicién a factores ambientales'®.
Después de que los factores previos se hayan esclarecido, es necesario estudiar
la relacion de la expresividad de acuerdo con la edad vy la heterogeneidad

potencial.

Lo anterior ya se ha discutido mas a fondo en el apartado de la presentacion
clinica de las ECP, en la cual se ha establecido que hay reportes en donde no se
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observa una predominancia de género en las ECP asi como otros estudios que
reportan una significativa predominancia en pacientes del género masculino'".
Georgiou y Millodot y coautores encontraron que el queratocono es 2.6 y 5 veces
mas frecuente en hombres respectivamente, sin embargo existen estudios que

reportan mayor prevalencia en mujeres'®?,

En cuanto a la heterogeneidad genética potencial de las ECP, se ha observado
que no tienen un mismo origen genético en comun, por lo tanto no se ha podido

determinar una asociacion causa-efecto en especifico para un solo gen.

Tal como previamente se ha mencionado, primero se postula un patrén hereditario
en particular para la enfermedad, después se recolectan datos de acuerdo a la
presencia 0 ausencia de la enfermedad en las familias con miembros afectados.
Dichos datos son usados para evaluar si la expresion de la enfermedad es

consistente con el modo de herencia propuesto.

El patréon hereditario presentado con mayor frecuencia en el queratocono es el
autosomico dominante. La mayoria de los investigadores proponen una
penetrancia incompleta de los factores predisponentes tanto genéticos como
ambientales, con una variabilidad de la expresién fenotipica®. Sin embargo no se

sabe el porcentaje de aquellos que heredan una predisposicion a la enfermedad.

También  existe evidencia sustancial de un componente genético en el
queratocono en asociacion con la etnicidad, por ejemplo, en el Reino Unido se ha
visto que es 4 veces mas frecuente en asiaticos provenientes del subcontinente

indiano que en los caucasicos de esa misma region'®.

En el queratocono se han observado patrones de agregacion familiar'®. En
multiples reportes de gemelos con queratocono se ha visto que existe una gran
concordancia fenotipica entre gemelos monocigotos reafirmando que los factores

genéticos muy probablemente tienen un papel significativo en el fenotipo de la
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enfermedad’®. Se ha visto que tanto los familiares de primer grado de pacientes
con queratocono como aquellos de pacientes con DMP, tienen un aumento en el
riesgo de desarrollar una ECP, asi como un mayor riesgo de presentar
anormalidades en la topografia corneal'®"'%". En estos familiares, en la topografia
corneal se ha podido detectar una variabilidad en la expresion fenotipica y éstos
familiares tienen una mayor probabilidad de presentar astigmatismo u otras
anomalias corneales en comparaciéon con aquellos que tienen corneas no
afectadas'®'%. El Collaborative Longitudinal Evaluation of Keratoconus (CLEK)
Study mostré que de los 1209 pacientes estudiados con queratocono, hasta un
14% tenia un antecedente familiar de la enfermedad''®. Hay otros estudios en
donde se ha estimado que la prevalencia del queratocono en familiares de primer
grado de casos indice es de un 33.4%, es decir notablemente mas alta que en la
poblacién en general®’.

Santo y colaboradores realizaron un estudio de pacientes con DMP en donde
demostraron que en familiares asintomaticos de primer grado existe evidencia

topografica compatible con ECP.

Saeed y colaboradores plantearon la posibilidad de que tanto el queratocono como
la degeneracion marginal pelucida compartieran un origen patologico en comun, y
plantearon un posible componente hereditario en la DMP. A los familiares de
primer grado de los pacientes con DMP se les realizd topografia mediante
Pentacam con el posterior estudio de monitorizacion de Belin Ambrosio para
ectasias corneales. En este estudio se demostré que familiares de pacientes con
DMP tienen alteraciones topograficas sugerentes de ectasia y que plantea la
posibilidad de realizar estudios de secuenciacion de ADN en pacientes con
DMP'?2,

A excepcidn de algunos pocos reportes que describen una mayor incidencia de
errores refractivos y topograficos sugenrentes de formas subclinicas de ECP en
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familiares de pacientes con DMP, no se ha conseguido encontrar un indicador

especifico que establezca una asociacién familiar''2.

Respecto al queratoglobo, sobre todo el que se presenta de manera congénita, se
ha asociado a enfermedades hereditarias del tejido conectivo caracterizadas
principalmente por presentar consanguineidad, hiperlaxitud de los ligamentos,
anomalias del esqueleto, disgenesias dentales, hipoacusia, fragilidad ocular y un
modo de transmision autosomico recesivo, sobre todo en el contexto de
asociacion con el sindrome de Ehlers-Danlos tipo VI en el cual as su vez se

observan escleras azules®'.

Los estudios de analisis de segregacion corresponden a un método de estadistica
utilizado para evaluar el modo o patron de herencia de una enfermedad. Lo
anterior con el fin de abrir nuevas vias para investigar el origen molecular y
genético de las ECP mediante analisis de ligamiento, marcadores aleatorios
utilizando marcadores polimorficos de microsatélite o mediante estudios de genes
candidato en las familias correctas para asi poder identificar un locus genético o

mutiples loci.

Gracias a los analisis de segregacidon se pueden construir pedigrees familiares
acusados con patrones familiares de la enfermedad.

En caso de valorar varios genes involucrados en el fenotipo de la enfermedad, se
debe determinar la contribucion relativa de cada uno de los genes en el desarrollo
de la misma, el modo de herencia, la presencia o ausencia de heterogeneidad
genética (una o mas enfermedades con un fenotipo similar) y la localizacién
cromosomica del gen. Aun no se ha logrado establecer dicha informacién en el
caso de las ECP (Tablas 5y 6 ).

Los criterios cualitativos utilizados en el queratocono para establecer su
diagndstico en los analisis de segregacion son el adelgazamiento corneal, la
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presencia de estrias de Vogt, el anillo de Fleischer, y la presencia de sombras en
tjera a través de la retinoscopia. Aun no se han determinado los criterios
cuantitativos que se podrian utilizar como puntos de cohorte para determinar el
estado de afectacion corneal, por lo que se han recomendado programas digitales
mediante analisis de segregacion, ya que de estos se puede obtener mayor
informacion de los datos. Para poder desarrollar estos puntos de cohorte, es
necesaria una definicion clara, cuantificable y reproducible del queratocono o de
las ECP segun sea el caso, en sus estadios iniciales mediante estudios de imagen
tales como la videoqueratoscopia, sobre todo ante la ausencia de signos clinicos.
En el caso del queratocono, la videoqueratoscopia ha sido capaz de proveer
minimos criterios topograficos para determinar el estado de afeccion y asi brindar
la oportunidad de poder determinar verdaderos modos de herencia vy
posteriormente construir pedigrees de familias para posteriores analisis

moleculares genéticos®.

Los estudios de ligamiento representan una herramienta muy poderosa para
mapear en los genes loci susceptibles. Se han utilizado a nivel de estudios de
asociacion de genoma completo en los pacientes con queratocono, indicando que
existe un alto grado de heterogeneidad genética en esta enfermedad'’®. Hasta la
fecha, se han descrito 17 loci potenciales para el queratocono'™. Sin embargo,
s6lo 3 de estos loci se han replicado de manera independiente: 5q21'">'"6 5932 y
14911""5"7 A través de este abordaje en estudios extendidos mediante analisis
de segregacion de familias pedigree se identificaron dos genes potenciales
asociados con el queratocono: miR184 y DOCKO.

El gen miR-184 se encuentra abundantemente expresado tanto en la cornea como
en el epitelio del cristalino. La mutacidn en la region germinal de miR-184 es muy
probable que afecte la funcidn de este genm. Por otro lado la dentificacién de una
variante potencialmente patogénica en el gen DOCK9 se observé que segrego en

una familia grande de origen Ecuatoriano con un patron autosémico dominante.
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Aun asi, no se ha logrado determinar un gen causal mediante estudios de
ligamiento. Hay varias razones para explicar esta falta de identificacion, el uso de
estrategias convencionales de ligamiento para entender enfermedades complejas
se basa en asumir que la condicién esta causada por una variante con un gran
efecto y esto puede ocasionar una sobre interpretacion de la agregacion familiar
de la enfermedad en muchas instancias. La aplicacion del analisis de ligamiento
también se encuentra limitada debido a la posibilidad de fenocopias, lo cual puede
llevar a una reduccion de la penetrancia en cualquier familia pedigree.

La inclusion en estos estudios de individuos con astigmatismo simple, corneas
delgadas sin ectasia y queratocono frustro también es controversial. Aunado a lo
anterior, a pesar de que se ha establecido que la presentacion del queratocono es
en la segunda década de la vida, con menor frecuencia se ha observado que
dicha enfermedad puede iniciar mas alla de los 50 afnos de edad provocando que
sea dificil la clasificacion de los individuos como “no afectados”'. Las familias
grandes deberian de tener un ligamiento robusto y en muchos de los estudios
realizados a la fecha no se han identificado regiones de ligamiento significativas
con puntajes Lod significativos115. Finalmente, diferentes loci y genes podrian
estar implicados en familias de diferentes etnias sesgando la replicacion de los
loci.

Tabla 5. Algunos de los genes reportados en el queratocono utilizando

diferentes abordajes genémicos'’

Genes Método Poblaciéon

VSX1 Gen candidato Europea

TGFB1 Gen candidato Europea
COL4A3/COL4AF Gen candidato Europea
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FLG Gen candidato

Gen candidato

MIR184 Ligamiento

Ligamiento/Gen candidato

LOX Ligamiento / GWAS

Europea

Coreana / China

Europea / Australiana

Americana

Australiana / Americana

Americana
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MPDZ-NFIB GWAS / Gen candidato Europea/Asiatica/Australiana

BANP-ZNF469 GWAS / Gen candidato Europea/Asiatica/Australiana
COL5A1 Ligamiento /GWAS Americana
KRT72 Expresién génica Europea
TIMP1,TIMP3,CFL1y Expresion génica Coreana
BMP4

La complejidad de este abordaje orienta a que habra mayor progreso usando los
avances recientes en tecnologia de secuenciacion de nueva generacion. La
relacién tiempo-coste-efectividad para secuenciar todos los genes en un locus
definido o la region ligada completa para variantes genéticas es ahora una
posibilidad realista y sin lugar a dudas facilitara el progreso para identificar

variantes genéticas que segreguen con la enfermedad en familias extensas.

Mediante analisis de ligamiento en combinacién con secuenciacion de siguiente
generacion se identific6 una mutacion heterocigota en el gen mIR-184 en dos
familias con catarata congénita dominante asociada con el fenotipo corneal que en

algunos casos fue consistente con queratocono’ ™.

En los estudios de gen candidato, los genes propuestos se han considerado

predominantemente con base en su funcion biologica (Tabla 1).
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En el caso especifico del queratocono, entre otros, se han propuesto los genes de

colageno como genes candidato debido a los resultados obtenidos de estudios en

donde se ha investigado con gran escrutinio el rol del colageno y los mediadores

involucrados en su regulacién.

Tabla 6. Genes candidato con mutaciones identificadas en pacientes con

queratocono’

Genes

VSX1

SOD1

TGFB1

MIR184

COL4A3 / COL4A4

FLG

Fisiopatologia

Desarrollo craniofacial y ocular

Una de las mayores enzimas antioxidantes

citoplasmaticas.

Citocina que interactia con una proteina de
matriz extracelular que desempefia un papel

importante en el dafo y reparacién de tejidos.

Principal microRNA expresado en la cornea y el
cristalino y en la region 3’ no traducida de dos
genes blanco, el inositol polifosfato fosfastasa

tipo 1, y la integrina beta 4.

Colagena corneal de estructura, funcion y/o

desarrollo embrionario.

Relacionado con la apoptosis corneal. Factor

de riesgo genético para dermatitis atépica.
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Los diferentes tipos de colageno forman parte de una familia de multigenes con
mas de 28 miembros, y se sabe que dichos genes estan esparcidos en al menos
12 cromosomas. Como familia de proteinas, son los mas abundantes en el cuerpo
humano, siendo la colagena tipo | la mas abundante, la cual se encuentra
distribuida de forma oblicua y es la mayor proteina que se encuentra en hueso,
piel, ligamento, esclera, cornea, vasos sanguineos, y organos huecos. Las
mutaciones que afectan la estructura o el procesamiento de las cadenas de
colagena tipo | generalmente se expresan como enfermedades generalizadas del
tejido conectivo. Sin embargo el tejido especifico en donde se observa el mayor
efecto puede variar, y esto es lo que determina el fenotipo. Las fibras de colagena
tipo Ill, V, y VI se distribuyen en practicamente todos los tejidos, y con excepcion
de éstas, la mayoria de los otros tipos de colageno son especificos para un tejido
u organo. De esta forma, debido a diferencias en su estructura, expresion vy
distribucion, las fibras de colagena desempenan distintas funciones. Las fibras de
colagena tipo |, lll, IV, V, VI, VIl y VIll se encuentran distribuidas en diferentes
capas de la cornea.

Hay factores que orientan a que al menos algunas formas de queratocono tienen
origen en anormalidades en los genes relacionados con el tejido conectivo tales
como la alta asociacion del queratocono avanzado con el prolapso de la valvula

mitral y con la osteogenesis imperfecta.

Se ha encontrado la localizacién cromosomica de los genes que codifican estos
tipos de colagena lo cual ha convertido a estos genes en excelentes candidatos
como posible causa del queratocono. Su inclusion o exclusiéon nos puede aportar
informacion muy valiosa. Las corneas de los pacientes con queratocono contienen
una reduccién en la cantidad total de proteinas de colageno '®° asi como
alteraciones en la matriz extracelular y membrana basal caracterizadas

principalmente por una disminucién en las colagenas tipo | y 111'#'.

Al ser sugerido que el queratocono podria estar provocado por enzimas
degradativas, se postulé que la IL-1 podria tener un papel en el desarrollo de la
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enfermedad, por lo que se estudiaron como genes candidato, mediante estudios
de ligamiento familiar, DNAs complementarios de los inhibidores de las proteasas
y componentes del sistema de IL-1°. Se ha sugerido que la interleucina 1 beta
(IL1B), como promotor de polimorfismos y la interleucina 1 alpha (IL1A) como
polimorfismo intronico (rs2071376), juegan un papel en la susceptibilidad al
queratocono debido a diferencias significativas observadas en la frecuencia

alélica en poblacién china Han, coreana'® y japonesa'®® entre grupos de
pacientes con queratocono y controles. Sin embargo el mismo polimorfismo no

mostré evidencia de asociacion en poblacion turca'®.

Estudios preliminares mediante un aborde genético molecular descartaron varios
genes de colageno, la mayor evidencia apunto al gen COL5A1 que codifica para el
colageno tipo V. Sin embargo en un analisis mas profundo de las variantes en
familias con queratocono asi como en casos de queratocono esporadico se
observé que mientras unos pacientes son portadores de alelos menores con estas
variantes presentando un adelgazamiento corneal, hay otros pacientes que no los
presentan, mostrando la compleja relacion entre la variacion genética en COL5A1,
el adelgazamiento corneal y el desarrollo de queratocono'®.

Debido a que se ha observado que en los pacientes con sindrome de Down la
prevalencia de queratocono es extremadamente alta (0.5-15%, de 10 a 300 veces

mayor que la tasa observada en la poblacién normal) '?

, Se pensO en una
asociacion de éste con el cromosoma 21'¥. A pesar de esto, la investigacién
extensiva del cromosoma 21 sélo logré identificar un gen candidato, el gen de la
isoenzima superoxido dismutasa 1 (SOD1)'?®. Hay otros autores que han
establecido que la asociacion del sindrome de Down con el queratocono ha sido
meramente a causa de la asociacion con un insulto ambiental, especificamente el

fregamiento ocular crénico’?* 10,

Otra de las razones por las cuales se consider6 estudiar el gen SOD1 como un
gen candidato potencial, fue que los estudios demostraban que el estrés oxidativo
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tiene un papel importante en la patogénesis del queratocono. Sugiriendo que
mutaciones en SOD1, que codifica para una enzima citoplasmica antioxidante que
metaboliza radicales de superdxido, podria estar involucrada en el desarrollo de la
enfermedad®'. Al estudiar el gen SOD1, se identificd una delecién intronica que
segrego6 con el queratocono en dos pequenas familias de origen asiatico.™? Sin
embargo los hallazgos no han sido identificados en cohortes adicionales. Aun
queda por determinar si variantes de este gen se encuentran asociadas o no con
el queratocono. En el ultimo reporte de la literatura se ha observado que hasta la
fecha dichas mutaciones en este gen son responsables de menos del 1% de los

casos con queratocono’ ™.

Otro gen candidato que se ha estudiado en pacientes con queratocono es el
factor de transcripcion del sistema visual homeobox 1 codificado por VSX1. Se
propuso como gen candidato debido a que mutaciones en este gen se han
identificado en algunas pocas familias con distrofia corneal polimorfa posterior

asociada con queratocono'*®

. Ahunado a esto, se ha observado que los pacientes
con esta distrofia corneal tienen un encurvamiento localizado en la cornea anterior
similar al de los pacientes con queratocono'*. Mutaciones en el gen VSX1
también han sido descritas en anormalidades craneo faciales , en pacientes con
ausencia del techo de la silla turca, y con desarrollo andémalo del endotelio

corneal®.

En el 2005, Bisceglia et al evaluaron el papel del gen VSX1 en una serie de 80
pacientes de origen Italiano afectados por queratocono y encontraron tres
cambios sin sentido previamente descritos asi como una mutacién novel. En este
estudio los autores concluyeron que el gen VSX1 tiene un papel importante en una
proporcion significativa de pacientes afectados por queratocono heredado de
manera autosomico dominante con una expresividad variable y una penetrancia

incompleta’®®.

Sin embargo, estos resultados no han sido consistentes en otras poblaciones.
Tang et al, estudiaron otras tres alteraciones, L159M, R166W y H224R, en el gen
VSX1 en 77 casos pareados con 71 controles sin poder confirmar las
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asociaciones previamente establecidas'’. De igual manera, otra alteracién
previamente identificada como mutacién, D144E, fue excluida como causa
directa de la enfermedad por Liskova y coautores®. Posteriormente Saee-Rad,
Bisceglia, Aldave y Liskova estudiaron mas de 1500 pacientes con queratocono
buscando una mutacién en VSX1, e identificaron mutaciones potencialmente

patoldgicas en menos del 2% de los casos'.

La ausencia de mutaciones patogénicas en el gen VSX1 en un gran numero de
sujetos no relacionados orienta a la posibilidad de que posiblemente hay otros
factores genéticos involucrados en el desarrollo de esta enfermedad, que este gen
probablemente no tiene un papel significativo en la patologia del queratocono vy
que el involucro del gen VSX1 en el queratocono, si acaso es que existe, podria

estar confinado a un pequefio numero de pedigrees

En contraposicion a lo anterior, hay otros estudios que soportan el papel

patogénico de VSX1 en pacientes con queratocono %2,

En conclusion, respecto al gen VSX1, todos los estudios publicados a la fecha
indican que su papel en la patogénesis del queratocono aun no esta muy claro, y

si es que existe, sigue siendo controversial.

Otros genes candidato estudiados en cohortes de pacientes con queratocono han
sido el TIMP3'3 el TGFBI™*'° ZEB1'"® FLG'™ vy otros varios genes de
colagena. A pesar de estos esfuerzos, sélo se han podido identificar variantes
patogénicas de estos genes potenciales en s6lo un numero muy pequefio de
pacientes con queratocono, sin la posibilidad de obtener resultados potenciales.

En otro estudio realizado con el fin de investigar el papel de los 4 genes (VSX1,
SOD1, COL4A3 y COL4A4A) en 113 pacientes de Eslovenia con queratocono
familiar y esporadico, se realizd primero extraccion y después amplificacion de
ADN mediante reaccién en cadena de polimerasa (PCR) para posteriormente
proceder a la secuenciacion de estos genes. En dicho estudio no se encontraron

50



mutaciones causales. Sin embargo se identificaron dos polimorfimos de nucle6tido
simple (SNPs) que previamente se habian reportado en el gen VSX1 : A128A y
627+23G>A , asi como un SNP en el gen COL4A3: D326Y, y otros dos SNP en
el gen COL4A4: M1237V y F1644F. Dichos SNPs se habia reportado que tienen
una asociacién significativa con el queratocono®. Sin embargo la ausencia en
este mismo estudio de mutaciones patogénicas en los genes VSX1, SOD1,
COL4A3 y COL4A4 en los 76 pacientes con queratocono esporadico, indica que
existen otros factores genéticos que se encuentran involucrados en el desarrollo
de esta enfermedad. El hecho de que exista una correlacion significativa con unos
pocos polimorfismos orienta a la presencia de una posible asociacion entre

algunos polimorfismos en especifico y el queratocono®.

Una de las hipotesis para considerar a los genes COL4A3 y COL4A4 como
posibles causantes de queratocono, podria ser debido a cambios en la estructura,
funcién y/o desarrollo de la colagena durante el desarrollo embrionario. Sin
embargo al no existir estudios suficientes en donde se haya podido demostrar una
clara relacién causa-efecto, ha establecido su papel en el desarrollo del
gueratocono como debatible.

Se ha asumido que seis loci son responsables de la presentacion del queratocono,
los cuales se han encontrado en las localizaciones 2p, 3p, 59, 15q, 16q y -20q. Sin
embargo a la fecha no se han identificado mutaciones en ninguno de los genes

localizados en estos loci'®.

Otra de las hipotesis como causa del queratocono, establece un dafio en el DNA
mitocondrial (DNAmt). Para determinar si las corneas con queratocono tienen
mayor dafo en el DNAmt que las corneas normales, se estudiaron 33 corneas de
controles normales y 34 corneas de pacientes con queratocono. Se demostro que
las corneas con queratocono exhiben un mayor dafio en el DNAmt que las
normales, sugiriendo que tanto el estrés oxidativo como la alteracion en la
integridad del DNAmt podrian estar relacionados el uno con el otro y podrian tener
importancia en la patogénesis del queratocono'.
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Por ultimo, los estudios de asociacién de genoma completo (GWAS) representan
una herramienta poderosa para identificar variantes en comun de bajo efecto
relativo como factor de riesgo para enfermedades complejas. Se han realizado
varios GWAS en pacientes con queratocono pero con un numero relativamente
bajo de pacientes.

Se realizé un estudio que incluyé tres cohortes de pacientes de Australia, USA y el
Norte de Irlanda. En dicho estudio se implicé una variaciéon genética en el locus
del factor de crecimiento hepatocitico HGF con susceptibilidad al queratocono, sin

embargo no alcanzé un nivel de significancia de genoma completo'°.

Tomando en cuenta la variabilidad del grosor corneal central que existe en la
poblacidn general, se han estudiado otros genes basandose en la premisa de que
un menor grosor corneal central aumenta el riesgo de desarrollar o se asocia con
el queratocono. De acuerdo a lo anterior, mediante GWAS se identific6 una
variante exonica novel, WNT10A (rs121908120), la cual se observé que aumenta
el riesgo de presentar queratocono al disminuir el grosor corneal central’®'. Dicha
variante se encuentra localizada en el gen que se localiza a una distancia de 437
kilobases del gen USP37, éste ultimo previamente asociado con el grosor corneal
central y dicha variante es completamente responsable de emitir una sefal a
USP37. Se observo que dicha variante WNT10A, aumentd 2 veces el riesgo de
padecer queratocono. El gen WNT10A (wingless-type MMTV, miembro de la
familia de los genes de los sitios de integracion 10A) pertenece a la familia de los
genes WNT. Esta familia esta formada por genes relacionados con la estructura
que codifican para moléculas de sefalizacion que han sido implicadas en
procesos del desarrollo incluyendo la regulacion del destino y patron celular

durante el desarrollo corneal®?.

El abordaje molecular genético con marcadores de DNA para estudiar familias con

queratocono, asi como también con DMP y queratoglobo tiene un gran potencial.
Las ECP representan enfermedades complejas que no siempre siguen un patron
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hereditario mendeliano simple. Los factores de riesgo genéticos para presentar
las ECP son dificiles de determinar debido a la naturaleza compleja de estas

patologias.

412 miR-184

Los mecanismos fisiopatolégicos propuestos para explicar la etiologia de las
ectasias corneales primarias y de éstas especificamente la del queratocono, al ser
ésta la ECP mas frecuente, son numerosos. La evidencia apunta al hecho de que
una mala regulacion de la apoptosis es uno de los factores que llevan a su
presentacion.

A su vez, dentro de los mecanismos que explican a nivel corneal una mala
regulacion de la apoptosis se encuentran mutaciones en el gen miR-184, el cual

forma parte de la familia de los microRNAs'*3.

Los microRNAs (miRNAs) son importantes reguladores de la expresion genética
en la mayoria de los procesos biolégicos en eucariotas, y se encuentran
conformadas por secuencias cortas de RNA no codificante de cadena sencilla,
con una longitud de 19 a 25 nucledtidos. Dichas bandas actuan guiando el
complejo de silenciacion inducido por RNA (RISC: RNA induced silencing
complex), a secuencias parcialmente complementarias de cientos de genes blanco
del RNAm, principalmente en la region no traducida del extremo 3’ (3'UTR), con el
fin de provocar la degradacién del RNAm al que se unen, y asi inducir una
posterior supresion de la traduccidén y la consecuente supresion de la expresion
genética’*. Como parte de un complejo de silenciacion inducido por RNA, cada
miRNA podria tener como blanco el RNAm de cientos de genes. La abundancia
de proteinas en diferentes 6rganos se encuentra regulada porla expresion
especifica de los miRNAs en los tejidos'*°.

La secuencia germinal se encuentra formada por los nucleétidos que se

encuentran en la posicion 2 a 8 en el extremo 5 del miRNA maduro, y dichos
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nucledtidos son los residuos mas importantes para la determinacion de los sitios
blanco del RNAm. La transcripcion de miRNAs en el nucleo resulta en transcritos
cortos de una longitud de aproximadamente 70 nucledtidos, y largos, éstos
ultimos conocidos como transcritos primarios de miRNA (pre-miRNA), los cuales
son procesados y anclados a la enzima Rnasalll Drosha. Los transcritos cortos
previamente mencionados conforman precursores de regiones bucle germinales
de miRNA.

Cuando son formados, los pre-miRNAs son exportados al citoplasma por la
proteina exportina-5 que a su vez es dependiente de la proteina RanGTP y una
vez en el citoplasma, son posteriormente anclados por otra enzima, la enzima
RNAasa Il Dicer, para producir un duplex de miRNA de una longitud de 19 a 25
nucledtidos.

Solo una cadena, el miRNA maduro, es incorporada en el complejo de silenciacion
inducido por miRNA (miRISC) mientras que la otra cadena conocida como miRNA-
star (miRNA*), es degradada. Dentro del complejo miRISC, los miRNAs
posteriormente se unen a sus RNAm blanco con el fin de regular la expresion de
genes'*®.

Las estructuras de los precursores de miRNA son cruciales para el
reconocimiento y anclaje por las proteinas Drosha y Dicer durante el
procesamiento del miRNA™’.

Se estima que aproximadamente el 60% de los genes codificantes de proteina son
regulados por miRNAs. Los cambios estructurales inducidos por mutaciones en los
miRNAs muy probablemente interfieren con el procesamiento de éstos, alterando
su expresion o modificando sus procesos y vias cadena abajo. Un miRNA puede
tener de blanco cientos de RNAms cadena abajo, mientras que un RNAm puede
ser blanco de mutiples miRNAs'®. Mediante diversos algoritmos in silico, se
pueden predecir los RNAmM blanco de los miRNAs, pero esto requiere

caracterizacion funcional.

54



El primer ejemplo de mutaciones puntuales encontradas en un miRNA involucrado
en enfermedad humana fue publicado en el 2009 por Mencia y coautores quienes
identificaron dos mutaciones en la region germinal de MIR96 en dos familias
espafolas afectadas por una pérdida de la audicidon no sindromica progresiva158.

En el ojo, miR-184 (codificado por MIR184 [MIM 613146] )se encuentra expresado
en las células basales y suprabasales del epitelio corneal central asi como
también en el epitelio del cristalino; es el micro-RNA mas abundantemente
expresado en dichos tejidos y por lo tanto se sabe que miR-184 regula los niveles

de proteina en estos tejidos '

Recientemente, se demostrd in vitro que miR-184 regula la diferenciacion de las
células madre pluripotenciales hacia células similares a las del epitelio corneal.

El knock down de miR-184 ocasiona una disminucién en el gen PAX6 (Paired Box
Gene 6 [MIM*607108]) el cual es uno de los principales reguladores de la
diferenciacion celular y la expresion de la queratina 3 (K3 [MIM*148043]) durante
el desarrollo ocular'®'. La expresién de hasta 1000 genes podria encontrarse
regulada por miR-184, ya sea de manera independiente o en competencia con

otros miRNAs.

Yu y coautores identificaron que miR-184 compite con miR-205"°2.

miR-205 es un miRNA epitelial ampliamente funcional que se encuentra codificado
por MIR205 [MIM 613147]. Una accién observada de miR-184 es la inhibicion
competitiva del acoplamiento de miR-205 al RNAm del gen inositol polifosfato
fosfatasa-like 1 (INPPL1, también conocido como SHIP2 [MIM 600829]). Mediante
este mecanismo, miR-184 previene el knock down por miR-205 y recupera la
produccion del INPPL-1. Finalmente esto sostiene los niveles de ATP fosforilado
asi como un aumento en los niveles de BCL-2 (BAD) el cual es un promotor

asociado que es regulador de la apoptosis'®.
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Mutaciones en miR-184 ocasionan su propia falla en competir con miR-205 por la
superposicion en sitios blanco en la regiéon 3'UTRs del INPPL1 y también de la
integrina beta 4, (ITGB4 [MIM 14755712,

Inicialmente se pensaba que la competencia conocida entre miR-184 y miR-205
s6lo era por la region 3° UTR de INPPL1, pero a partir de este conocimiento se
facilitd otro estudio relativamente directo de la funcion de miR-184 (r.57c>u).
INPPL1 se encuentra expresado de manera constitutiva por células Hela, sin
embargo ni miR-184 ni Mir-205 se encuentran expresados. En este estudio se
utilizé6 un programa computarizado de prediccion de gen blanco con el fin de
investigar otras instancias en donde miR-184 y miR-205 pudieran tener blancos
que tuvieran superposicion en la region 3’'UTR y gracias a esto se pudo determinar
que la integrina beta 4 representa otro blanco (ITGB4 [MIM 1475571

Aun se desconoce la causa de que miR-184 sea menos efectivo que miR-205 en
el knock-down de INPPL-1 e ITGB4.

En la cornea, ITGB4 forma parte del heterodimero a6p4 , el cual es el principal
componente de los hemidesmosomas del epitelio corneal basal.

Posterior a una herida corneal, los hemidesmosomas en la capa epitelial basal se
degradan con el fin de permitir la migracion epitelial celular y posteriormente se

vuelven a formar'®,

La expresion especifica de tejido de miR-184 es de gran importancia en los
efectos fenotipicos que su mutacion ocasiona. Dentro de la cornea, la expresion
de miR-184 se encuentra restringida a las células epiteliales centrales basales y
suprabasales, y por debajo de estas ocurre el adelgazamiento estromal en
pacientes con queratocono. En el cristalino, el epitelio se encuentra anterior y de
forma paralela a la cornea, y tiene menor capacidad proliferativa de forma
central’®. Se ha visto que el epitelio anterior del cristalino también tiene capacidad

para expresar miR-184"°.
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La expresion de miR-184 aumenta en un sitio de herida corneal y vuelve a la

normalidad después de la curacion'®.

La disregulacion de la expresion de ITGB4 en la cornea central (el sitio de
expresion de miR-184) podria tener consecuencias significativas debido a que los
queratocitos estromales que se encuentran por debajo del sitio de la herida

presentan una rapida apoptosis como mecanismo de defensa'®?.

Mediante analisis de ligamiento en combinacién con secuenciacion de siguiente
generacion Lechner y coautores reportaron una mutacion heterocigota [miR-
184(+57C>T]) en la region germinal de MIR184 en una familia con queratocono
severo y catarata polar anterior asi como miopia'®*. De manera subsecuente, una
segunda mutacion idéntica en MIR184 fue reportada en una familia con sindrome
de EDICT, el cual se caracteriza por distrofia corneal endotelial con
adelgazamiento corneal estromal no ectasico y encurvamiento en la topografia
corneal'®®'®” hipoplasia iridiana y catarata congénita, el cual es transmitido de
manera autosémica dominante'®®'®®. Sin embargo el fenotipo corneal de este
sindrome no es clinica ni histologicamente caracteristico del queratocono ni del
resto de las ECP'61¢"

A través de secuenciacion profunda de una region de ligamiento, Hughes y
coautores encontraron una mutacion en la region germinal de MIR184 como
responsable de queratocono severo familiar combinado con el inicio temprano de
catarata polar anterior en una familia del norte de Irlanda en la cual 18 de 38
individuos de tres generaciones se encontraban afectados de forma autosémica
dominante. Previamente, se mapeo el locus de la enfermedad en esta familia en
una region de 5.5 Mb en el cromosoma 15922-925 y a su vez se excluyeron

muchos genes candidato mediante secuenciacién convencional'”°.
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En otro estudio, con el fin de establecer si mutaciones en MIR184 se encuentran
asociadas con el desarrollo de queratocono ,Hughes y coautores, secuenciaron el
gen MIR184 en una gran cohorte de 780 pacientes con queratocono de etnicidad
mixta, del Reino Unido, la India, y Australia. Los datos en este estudio expandieron
el espectro fenotipico actual para las mutaciones en MIR184, las cuales tienen un
rango desde queratocono, queratocono asociado con catarata'®, hasta
disgenesia del segmento anterior'®.

En este estudio detectaron dos mutaciones noveles heterocigotas en MIR184 en
dos pacientes con queratocono, ambos de origen caucasico, uno de Australia y el
otro del Reino Unido con las siguientes mutaciones respectivamente: miR-184 (+3
A>G) y miR-184 (+8C>A). Ambos pacientes tenian evidencia caracteristica de
queratocono mediante la exploracion en lampara de hendidura y topografia

corneal, indicando el papel de MIR184 en la patogénesis del queratocono aislado.

El paciente del Reino Unido con la mutacion miR-184 +8C>A fue un paciente
masculino de 43 afios con queratocono esporadico, sin otras anormalidades
oftalmoldgicas asociadas. El paciente de origen Australiano que presentd la
mutacion miR-184 +3 A>G fue un paciente masculino de 55 afos, con clinica
bilateral de queratocono y una catarata granular cortical. Se encontré que este
paciente tenia un hermano con queratocono bilateral y a su vez una catarata
cortical granular muy sutil asi como la misma mutacion miR-184 +3 A>G. La
examinacion de los padres del paciente de origen Australiano no presento
evidencia clinica compatible con queratocono, sin embargo se encontré que el
padre era portador de la misma mutacion (+3 A>G). Tanto el padre como la madre
presentaron adelgazamiento corneal y a su vez la madre presentd nervios
corneales prominentes y una catarata granular similar a la observada en los
hermanos. El padre presentd haze corneal central y una linea de hierro de
Hudson-Stahli. La catarata observada en la madre asi como en sus dos hijos no
se relaciono con la mutacion. De acuerdo a lo anterior, los autores de este estudio
plantearon la hipotesis de que la madre a pesar de no presentar la mutacion
MIR184, muy probablemente es portadora de otro factores de riesgo genéticos no
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definidos para queratocono que le fueron heredados por su ascendencia. Estos
factores de manera conjunta con la mutacién en MIR184 llevaron a una forma
clinica muy caracteristica de queratocono tanto en el paciente blanco como en su
hermano.

Debido a que la penetrancia de la mutacion en miR-184 (+3 A>G) no fue
completa, y debido a que no fueron capaces de verificar segregacion de la
mutacion en miR 184(+8C>A), se utilizd6 un modelo computacional y ensayos
funcionales para confirmar la patogenia de las mutaciones identificadas. Dicho
analisis computacional predijo cambios estructurales que alteraban la estructura
secundaria de la regiéon germinal bucle del pre-miR-184 comparado con el WT-
miR-184">,

Este modelo de enfermedad de umbral poligénico se ha propuesto en varias
ocasiones en enfermedades complejas y se ha explorado extensivamente en

relacion con otras patologia de origen multifactorial tales como la esquizofrenia'”".

El clonaje y transfecciéon de los transcritos mutantes de MIR184 en células
HEK293T, resultdé en una disminucion en los niveles de expresion del miR-184
maduro comparado con los transcritos wild type de miR-184 afectados, indicando
una alteracion en el procesamiento de miRNA.

La mutacion miR-184(+8C>A) identificada en el paciente del Reino Unido resulto
en una peérdida completa de la expresién de miR-184.

La mutacion miR-184(+3 A>G) se predijo que reduciria la probabilidad de
apareamiento de los nucledétidos en la posicion 3’ de la estructura germinal bucle
del miRNA en el sitio de union entre el RNA cadena simple y el de doble cadena.

Esta regién es esencial para el reconocimiento y anclaje por Drosha'®’

, 'y dicha
mutacion podria resultar en la disminucidon en los niveles de expresion de miR-

184.
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Para ambas mutaciones se observo una disminucion en la expresiéon de miR-184,
sin embargo el impacto fue menor para la mutacion miR-184 +3 A>G que para la
mutaciéon miR-184 +8C>A, lo cual va acorde con la penetrancia incompleta que
caracteriza al queratocono.

El padre del paciente con la mutacion miR-184 +3 A>G era portador, por lo tanto
no manifesté clinica compatible con queratocono dentro de las definiciones
comunmente utilizadas asi como tampoco presentd clinica compatible con
qgueratocono frustro. El hermano de este paciente blanco también presentd clinica
compatible con queratocono asi como la mutacién. Tanto el padre como la madre
presentaron hallazgos sutiles que se encuentran englobados dentro de la
descripcion del queratocono (adelgazamiento corneal, haze corneal, nervios

corneales prominentes).

Tal como se ha escrito previamente, la estructura del precursor de miRNA es
crucial para el anclaje de Drosha y reconocimiento de la exportina-5, asi como
para el reconocimiento de Dicer y su especificidad de anclaje. Las mutaciones
identificadas que modifican las regiones de estructura germinal bucle de miR-184,
podrian interferir tanto con la eficiencia del procesamiento como con el sitio de
anclaje por Drosha. Los cambios en el sitio de anclaje podrian alterar los extremos
del precursor de miR-184 y de manera consecuente afectar el reconocimiento de
la exportina-5 o el procesamiento de Dicer, resultando en una alteracion de los
niveles de expresion del microRNA maduro. Una modificacion en el sitio de anclaje
Dicer podria producir una secuencia diferente del miRNA con una regiéon germinal

alterada™’.

Lo anterior demuestra que la variacion en los miRNAs puede ocasionar
enfermedad la cual es especifica al tejido en el que el miRNA se expresa. Este
conocimiento podria abrir nuevas lineas de investigacion y esto a su vez brindaria
nuevas alternativas de tratamiento. El uso terapéutico de miRNA en enfermedades
oculares representa un prospecto real y de gran interés
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5. Descripcion del estudio

5.1 Hipoétesis

Hipétesis de la Investigacion

Mutaciones en el gen MIR 184 se asocian con la presencia de ectasias corneales
primarias.

5.2 Hipétesis nula

No existe una asociacion entre mutaciones en el gen MIR-184 y la presencia de
ectasias corneales primarias.

5.3 Hipétesis alternativa

Existe una asociacion entre mutaciones en el gen MIR-184 y la presencia de
ectasias corneales primarias.

5.4 Objetivo general

Identificar mutaciones del gen mIR-184 o anomalias en su expresion en muestras

de pacientes con ectasias corneales primarias.
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5.5 Objetivos especificos

Identificar variantes del gen mIR-184 en pacientes con ectasias corneales

primarias.

5.6 Diseno del estudio

Estudio descriptivo observacional en el que se busca la presencia o ausencia de la
mutacion en el gen MIR-184 en pacientes con diagnodstico de ectasias corneales
esporadicas o familiares.

5.7 Material y métodos

El analisis de genotipificaciéon incluyd 200 muestras de casos esporadicos o
familiares con ectasias corneales primarias que fueron diagnosticados tanto por

criterios clinicos como topograficos.

5.8 Criterios de inclusién

Se incluyeron pacientes con criterios clinicos o topograficos compatibles con
diagnéstico de ectasias corneales primarias tales como qgueratocono,
degeneracion marginal pelucida o queratoglobo, asi como también formas sub
clinicas de queratocono, cuya manifestacion fuera tanto esporadica como familiar.

5.9 Criterios de exclusion

Se excluyeron a todos aquellos pacientes cuyo adelgazamiento corneal no fuera
secundario a una entidad englobada dentro del grupo de las ectasias corneales

primarias.
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Se excluyeron a los pacientes que aunque hayan sido previamente diagnosticados
con una ectasia corneal primaria, hayan sido sometidos a un procedimiento

quirurgico corneal.

5.10 Metodologia

Previo consentimiento informado se tomo6 una muestra de 2 mL de sangre a cada
paciente y se extrajo el DNA gendmico. El analisis del gen mIR-184 se realizd
mediante amplificaciéon por PCR y secuenciacion nucleotidica directa.

Para la realizacion de la amplificacién por PCR, se efectué de cada uno de los
exones y de las uniones exon/intron del gen MIR-184 a partir del DNA de los
sujetos afectados, utilizando pares de oligonucleétidos derivados de la secuencia
normal de cada exdn . Cada reaccion de amplificacion de PCR tuvo un volumen
final de 15 microlitros que contenia: buffer para PCR 1X, de 50-100 ng de DNA
genomico, 0.2 mM de cada uno de los cuatro dNTP’s, 2.5 unidades de enzima
TaqPolimerasa, TmM del oligonucledétido correspondiente (sentido y antisentido),
MgCl; entre 1 y 3 mM y agua bidestilada c.b.p. 25 microlitros. Se utilizé un
programa de temperaturas que incluy6é 1 ciclo de 15 minutos a 95°C para la
desnaturalizacion inicial, 35 ciclos con 1 minuto de desnaturalizacion a 95°C, 1
minuto de alineamiento a temperaturas especificas para cada par de
oligonucledtidos y 1 minuto a 72°C para la extension. Por ultimo, se realizaron 1
ciclo a 72°C por 10 minutos para la extension final. Los productos obtenidos de la
amplificacion se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5%
con tincion de bromuro de etidio para identificar las bandas especificas con el
producto amplificado, utilizando como referencia un marcador estandar de peso
molecular de 100 pares de base. Se reconocieron las bandas de interés y se
escindieron del gel para la purificacién del producto de DNA amplificado utilizando
el método de purificacion por columna (Qiagen).
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Para la secuenciacién nucleotidica exdn por exon se realizaron nuevas reacciones
de PCR para la secuenciacion nucleotidica de cada uno de los exones de miR-
184 incluyendo las uniones exon/intrén. Cada reaccion de 10 microlitros contenia
2 microlitros de BigDye Terminator Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems) que
contenia los cuatro dideo®nucledtidos trifosfatados (ddNTPs) marcados por
fluorescencia, deoxionucleoétidos trifosfatados (ANTPs) no marcados, Tris-HCI (Ph
9.0), MgCl; y la enzima ampliTaq polimerasa; se agregd ademas 1 microlitro del
oligonucledtido correspondiente a una concentracion de 10 micromolar, 10-20 ngs
del DNA de cada producto de PCR como templado y agua bidestilada para un
volumen final de 20 microlitros. Para esta reaccién de PCR se utiliz6 un programa
de 25 ciclos que incluyeron 30 segundos a 97°C para la desnaturalizacion, 15
segundos a 50°C para el alineamiento y 4 minutos a 60°C para la extension.

Los productos de esta segunda amplificacién de PCR se purificaron por medio de
columnas Centri-Sep (Applied Biosystems) para eliminar el exceso de
oligonucledtido y de ddNTPs fluorescentes. Cada muestra se re suspendio en 20
microlitros de formamida y posteriormente se desnaturalizaron a 95°C por 5
minutos. Los productos se analizaron por electroforesis capilar en un secuenciador
automatico ABI Prism 310 (Applied Biosystems) y las secuencias de DNA
obtenidas en sujetos enfermos se compararon con las secuencias silvestres del

gen MIR-184 (ensembl genome browser) para identificar posibles mutaciones.

5.11 Variables del estudio

Se planted la medicion una variable cualitativa nominal dicotémica de acuerdo a:

-la presencia o ausencia de la mutacion en el gen MIR -184
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5.12 Analisis estadistico

De acuerdo a la variable predictora dictotomica respecto a la presencia o ausencia
de la mutacion en el gen MIR-184 en pacientes con ectasias corneales tanto
esporadicas como familiares la prueba estadistica para hacer su analisis a realizar

fue la xi°.

5.13 Aspectos éticos

Dicho estudio, fue valorado y aprobado por el comité de ética del Instituto de
Oftalmologia Conde de Valenciana de acuerdo con los principios de respeto a las
personas, de beneficencia y de justicia.

5.14 Financiamiento de la investigacién

El presente protocolo va fue financiado a través del patronato del Instituto de
Oftalmologia Fundacion Conde de Valenciana sin la recepcién de pagos de
terceros partidos, asi como tampoco existiran financieras con partidos externos a

la institucion mencionada.

5.15 Declaraciéon de conflicto de intereses de los investigadores

De acuerdo con el formato de conflicto de intereses establecido por el Comité
Internacional de Editores de Revistas Médicas (ICMJE), los investigadores de este
estudio no presentan conflictos de intereses relacionados con compromisos
personales de los mismos, asi como tampoco relacionados con la financiacion del

proyecto o de cualquier otra indole.
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6. Resultados

6.1 Distribucién de los casos segun el tipo de ectasia corneal
primaria

Se obtuvieron un total de 200 muestras de ADN de casos con diagnéstico de
ectasia corneal primaria. Del total de 200 casos, 169 presentaron el diagnostico de
queratocono, 20 de degeneracion marginal pelucida y uno de queratoglobo

(Figura 1).
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6.2 Antecedente hereditario

De los pacientes con queratocono, 61 (36%) fueron casos familiares con un

patron de herencia autosomico dominante, y

108 (64%) fueron casos

esporadicos. De los pacientes con DMP, 5 (20%) fueron casos familiares y 25

(80%) fueron casos esporadicos. La paciente con queratoglobo se traté de un

caso esporadico. (Figura 2).
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6.3 Distribucién por género

De la totalidad de los 169 casos con queratocono, 106 (63%) fueron de género
masculino y 63 (37%) de género femenino. De los casos con degeneracion
marginal pelucida, 21 (70%) fueron de género masculino y 9 (30%) de género
femenino. El paciente diagnosticado con queratoblogo fue del género femenino
(100%) (Figura 3).
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6.4 Distribucién por rango de edad

El rango de edad de los pacientes con queratocono fue entre los 14 y los 29 afios,

con una media de 23 anos. Para la degeneracion marginal pelucida el rango de

edad fue de los 39 a los 48 anos con una media de 46 anos. La edad de la

paciente con queratoglobo fue de 34 afos (Figura 4).
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6.5 Antecedente de uso de lentes de contacto

De los pacientes con queratocono, 135 (80%) presenté el antecedente de uso de
lentes de contacto, mientras en los pacientes con DMP fue en 22 (72%) casos. El
paciente con queratoglobo no tenia antecedente de uso de lentes de contacto y
acudid a la consulta por molestias en el ojo contralateral. Se quejaba
principalmente de distorsion visual (Figura 5).
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6.6 Antecedente de enfermedades alérgicas

En cuanto a antecedentes de enfermedades alérgicas , éste se observé en 140

(83%) de los casos con queratocono presentd el antecedente de dermatitis

atopica, rinitis y/o conjuntivitis alérgica, mientras que esto se observo en 17 (57%)

pacientes con DMP. El paciente con queratoglobo no presentdé antecedentes

alérgicos (Figura 6).
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6.7 Antecedente de rascado ocular

En cuanto al antecedente de rascado ocular, lo presentaron 144 (85%) pacientes
con queratocono, asi como 22 (73%( pacientes con DMP, y también lo presento el
paciente con queratoglobo (100%) (Figura 7).
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6.8 Antecedente de erosiones corneales

Del total de casos con diagndstico de ECP, 13 casos con queratocono presento el

antecedente de erosiones corneales, 4 de los casos con DMP, y el caso con

queratoglobo no presento dicho antecedente (Figura 8).
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6.9 Antecedente de hydrops corneal

Del total de casos con diagndstico de ECP, 5 casos con queratocono presento el
antecedente de hydrops corneal, 2 de los casos con DMP, y de igual manera lo
presentd el caso con diagndstico de queratoglobo (Tabla 7).

Tabla 7. Antecedente de hydrops corneal

Tipo de ectasia corneal primaria Numero de casos con antedecente de

hydrops corneal

Queratocono 5
Degeneracién marginal pelucida 2
Queratoglobo 1
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6.10 Enfermedades Sistémicas Asociadas

Dentro de las enfermedades asociadas, se encontraron eb 4 casos de los
pacientes con queratocono el antecedente de sindrome de Down, y en todos ellos
el antecedente de hydrops corneal, en 3 pacientes con queratocono, se encontro
el antecedente de sindrome de Marfan y un paciente con degeneracién marginal

pelucida presento el antecedente de sindrome de Ehlers Danlos (Tabla 8).

Tabla 8. Enfermermedades sistémicas asociadas en los casos con

antecedente de ectasia corneal primaria

Tipo de ectasia corneal Enfermedad asociada Numero de casos

primaria

Queratocono Sindrome de Down 4
Degeneracién marginal Sindrome de Marfan 3
pelucida
Queratoglobo Sindrome de Ehlers 1
Danlos
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6.11 Bilateralidad en los casos con queratocono

De los pacientes con queratocono, 139 pacientes (82%) se presentaron de

manera bilateral y 30 (18%) de forma unilateral (Figura 9).

Forma de presentacion

E Unilateral

& Bilateral

Figura 9. Forma
de presentacion
en los pacientes
con
queratocono de
acuerdo a
lateralidad

76



6.12 Capacidad visual de los pacientes con queratocono

De la serie de casos con queratocono, 3 pacientes presentaron una capacidad
visual mejor corregida dentro de una rango de 20/20 a 20/25, 37 pacientes
presentaron una capacidad visual mejor corregida entre un rango de 20/30 a
20/40, 108 pacientes presentaron una capacidad visual mejor corregida dentro de
un rango de 20/50 a 20/60 y 21 pacientes presentaron una capacidad visual mejor
corregida menor a 20/60 (Figura 10).

Casos Queratocono
Figura 10.
120 Capacidad
visual mejor
100 corregida de
los casos
80 con
queratocono.
60
40
20
0 — —
20/20 - 20/25 20/30 - 20/40 20/50 - 20/60 <20/60
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6.13 Grado de severidad en los casos con queratocono

Se utilizaron los indices de Rabinowitz-McDonnell para realizar el diagndstico
topografico de queratoconono, con un valor de queratometria simulado (SimK) =
47.2 dioptrias, el valor de asimetria en potencia didptrica inferior-superior (indice |-
S) = 1.4 dioptrias, una diferencia queratométrica mayor a una dioptria entre ambos
0jos, con una best fit sphere > 55 dioptrias, el punto de mayor adelgazamiento
corneal <470 micras con una diferencia mayor a 100 micras entre el punto de
mayor adelgazamiento corneal y 7 mm hacia la periferia y una diferencia de valor
K medio entre ambos ojos superior a 1 dioptria. De acuerdo a lo anterior se
clasificaron a los pacientes dependiendo del grado de severidad en leve en 37
pacientes (22%), moderado en 110 pacientes (65%) y severo en 22 pacientes
(13%) (Figura 11).

Queratocono Severo

Figura 11. Clasificaciéon
de los pacientes con
Queratocono Moderado queratocono de acuerdo

al grado de severidad

Queratoconoleve

0 20 40 60 80 100 120
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6.14 Equivalente esférico en los pacientes con queratocno

El rango de equivalente esférico para los pacientes con queratocono leve fue de -
0.75 = 2.25 dioptrias, en los pacientes con queratocono moderado el rango de
equivalente esférico fue de -5.15 + 4.18 dioptrias y en los pacientes con
queratocono severo, el rango de equivalente esférico fue de -6.76 + 5.78 dioptrias
(Tabla 9).

La media de capacidad visual mejor corregida de los pacientes con DMP fue de
20/30.

Tabla 9. Equivalente esférico en los pacientes con queratocono de acuerdo
al grado de severidad.

Grado de Queratocono Equivalente Esférico
Leve -0.75 +£2.25 dioptrias

Moderado -5.15 + 4.18 dioptrias

Severo -6.76 = 5.78 dioptrias

Figura 12

Paciente masculino
de 27ainos con
queratocono
severo
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6.15 Signos clinicos mas frecuentes en los casos con

queratocono

Dentro de las caracteristicas clinicas, el signo que se observd con mayor
frecuencia tanto en los pacientes con queratocono leve como en aquellos con
queratocono moderado fueron las estriaciones de Vogt 20% y 48%,
respectivamente. En los pacientes con queratocono leve el signo que menos
frecuentemente se observd fue el de Munson (2%) y después las erosiones
corneales (3%), mientras que en los pacientes con queratocono moderado el
signo de Munson se observo hasta en un 21% de los casos y las erosiones
corneales se presentaron hasta en un 15%. El signo que se observé con mayor
frecuencia en los pacientes con queratocono severo fue el de Munson en 98% de
los casos, después las estriaciones de Vogt en 83% de los casos y en 34% de los
casos erosiones corneales (Tabla 10).

Tabla 10. Frecuencia en porcentaje de los principales signos de Queratocono
de acuerdo a su severidad

Grado de Signo de Munson  Estriaciones de Erosiones

Queratocono Vogt Corneales

Leve

2% 20% 3%
(45D)
Moderado

21% 48% 15%
(45 a 52D)
Severo 100% 83% 34%
(>52D)
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6.16 Localizacion del adelgazamiento en los casos con

queratocono

La localizacion del adelgazamiento corneal en los pacientes con queratocono fue
predominantemente paracentral inferior, se observé hasta en un 73.38% (124
casos) y el resto de los pacientes presentaron una localizacién de adelgazamiento
central, es decir en un 26.62% de los pacientes (45 casos) (Tabla 11).

Tabla 11. Localizaciéon del adelgazamiento corneal en los pacientes con
Queratocono

Localizacion del Adelgazamiento Numero de Pacientes

Corneal

Paracentral inferior 73.38% (124 pacientes)

Central 26.62% (45 pacientes)
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6.17 Criterios clinicos para el diagnéstico de degeneracion

marginal pelucida

Los criterios clinicos para diagnosticar degeneraciéon marginal pelucida fueron el
hallazgo de una banda periférica arqueada de adelgazamiento corneal a 1 -2 mm
del limbo, es decir separada del limbo esclero corneal por una corneal normal, en
los meridianos de 4 a 8, con la zona de maxima protrusion corneal localizada
superior a dicha banda, y un astigmatismo elevado en contra de la regla (Figuras
13y 14).

Figura 13. Paciente masculino
de 47 aiios de edad con
degeneracion marginal pelucida
y alto astigmatismo en contra de
la regla.

Figura 14.

Paciente masculino de 41
afios con degeneraciéon
marginal pelacida y alto
astigmatismo en contra de
laregla
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Figura 16.Estadios iniciales de
degeneracion marginal pelticida en
paciente masculino de 39 afos con
astigmatismo de 5.00x90°

Figura 17.
Paciente
femenino de 44
afos con
degeneracion
marginal
pelicida e
hydrops agudo
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Para el diagndstico topografico de la degeneracion marginal pelucida se buscé en
el mapa de curvatura un aplanamiento del meridiano vertical con un
encurvamiento corneal inferior de manera periférica al sitio de la lesiéon y un
astigmatismo elevado en contra de la regla en patrén de “croissant” o “pinza de

cangrejo” en el mapa de curvatura anterior.
Todos los pacientes incluidos en este estudio con el diagndstico de DMP

presentaron la caracteristica topografica clasica de “pinza de cangrejo”
(Figura 9).

675 — Saghtal Curvatuwe Front)

Figura 9.

Topografia en pinza de cangrejo de
paciente masculino de 42 anos con
degeneracién marginal pelicida.

_1500 |
Cuvalue:
Fived
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6.18 Bilateralidad en los pacientes con degeneracion maginal

pelucida

De los pacientes con DMP, 7 (23%) la presentaron de forma unilateral y 23 (77%)

de forma bilateral (Figura 18).
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.

Unilateral

Bilateral

Figura 18

Forma de presentacion de
los pacientes con
degenracion marginal
pelicida de acuerdo a la
lateralidad

6.19 Localizacion del adelgazamiento corneal en los pacientes

con degeneracion marginal pelucida

De los

localizacion inferior.

pacientes con degeneracion marginal pelucida, los 30 presentaron
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6.20 Equivalente esférico en los pacientes con degenracion

marginal pelucida

En cuanto al equivalente esférico en los pacientes con DMP, la mayoria presenté
grados de moderados a severos de miopia, con 8 pacientes con un equivalente
esférico de -3 a -6 dioptrias, 18 pacientes con un equivalente esférico entre -6 y -
12 dioptrias, y 4 pacientes con un equivalente esférico mayor a -12 dioptrias
(Tabla 12).

Tabla 12. Equivalente esférico (D) en los pacientes con DMP

Equivalente esférico Numero de pacientes

-3.00 a-6.00 D 8
-6.00a-12.00 D 18
>-12.00D 4

86




6.21 Criterios clinicos para el diagnéstico de queratoglobo

Los criterios clinicos para queratoglobo fueron el presentar una configuracion
corneal globular bilateral a partir del limbo con un adelgazamiento difuso vy
generalizado corneal, especialmente en la periferia media, la presencia de

astigmatismo y una importante afectacion visual.

Para el diagnostico de queratoglobo unicamente se utilizaron criterios clinicos y no

topograficos.

El paciente con queratoglobo presentd adelgazamiento corneal de forma

generalizada, y queratocono en el ojo contralateral (Figura 19).

Figura 19. Paciente femenino de 34 ainos con queratocono en el ojo
derecho y queratoglobo en el ojo izquierdo.
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6.22 Amplificaciones del gen miR-184 mediante PCR

Se obtuvieron un total de 200 muestras de ADN de casos con diagndstico de
ectasias corneales primarias, de la totalidad de las muestras se pudo realizar
amplificacion de ADN para miR-184 (Figuras 20 a 30) y posterior secuenciaciéon de
ADN con el fin de buscar la presencia o ausencia de mutacion en el gen miR-184

Del total de las 200 amplificaciones de ADN que se obtuvieron, se realizaron 200

secuenciaciones de las mismas.

Posterior a la amplificacion y secuenciacién de ADN, se procedio a buscar la
presencia o ausencia de mutacion en el gen miR-184, no se encontr6 dicha

mutacion en ninguno de los casos.

Figura 20. Amplificacion mediante PCR. Casos 1 a 14, queratocono
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Figura 21. Amplificacion mediante PCR. Casos 15 a 26, queratocono

Figura 22 .Amplificaciones mediante PCR. Casos 27 a 64. Queratocono.
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Figura 23. Amplificacion mediante PCR. Casos 65 a 78, queratocono

Figura 24. Amplificacion mediante PCR. Casos 79 a 91, queratocono
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Figura 25. Amplificacion mediante PCR. Casos 92 a 129, queratocono

Figura 26. Amplificacion mediante PCR. Casos 130 a 141, queratocono
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Figura 27. Amplificacion mediante PCR. Casos 142 a 155, queratocono

Figura 28. Amplificacion mediante PCR. Casos 156 a 169, queratocono
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Figura 29. Amplificacion mediante PCR. Casos 170 a 176, queratocono

Figura 30. Amplificacion mediante PCR. Casos 177 a 200, queratocono
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6.23 Secuenciaciones de ADN
del gen miR-184
del total de los 200 pacientes
con diagnostico de ectasia
corneal primaria
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7. Analisis Estadistico

Con la finalidad de buscar la existencia de asociacion entre dos variables

cualitativas, es decir entre la presencia de una ectasia corneal primaria y la

presencia de una mutacién en el gen miR-184, se realizé la prueba de xi°.

En este caso las variables usadas fueron las variables cualitativas predictoras

dicotomicas respecto a la presencia o ausencia de la mutacién en el gen miR-184

asociadas o no a la presencia de una ECP. A su vez, la variable de ECP se dividio

en tres categorias siendo éstas, queratocono, DMP y queratoglobo y la variable de

mutacion en el gen mIR-184 se dividio de acuerdo a la variable nominal dicotomica

respecto a la presencia o ausencia de la mutacién.

Tabla 13. Frecuencias observadas de mutacioén en el gen miR-184

en pacientes con ectasia corneal primaria

Tipo de ECP

Queratocono

DMP

Queratoglobo

Total

Presencia de

mutacion miR-184

Ausencia

de mutacion miR-

184

169

30

200

Total

169

30

200
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En los resultados de la primer tabla 13, podemos observar que en 200 (100%)

casos no hubo mutacién en el gen mIR-184 y en 0 (0%) casos hubo la presencia

de la mutacion en el gen miR-184, independientemente del tipo de ECP.

De acuerdo a la suposicion realizada mediante en el test de xi’ en donde se

establece que no existe asociacion entre las dos variables estudiadas, se procedio

a calcular lo esperado (Tabla14)

Tabla 14. Frecuencias esperadas de mutacion en el gen miR-184

en pacientes con ectasia corneal primaria

Tipo de ECP

Queratocono

DMP

Queratoglobo

Total

Presencia de Ausencia

mutacion miR-184 de mutacion miR-

184
0 169
0 30
0 1
0 200

Total

169

30

200
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Posteriormente se procedié a comparar la diferencia entre lo observado vs. lo
esperado (Tabla 15)

Tabla 15. Frecuencias esperadas de mutacion en el gen miR-184

en pacientes con ectasia corneal primaria

Presencia de Ausencia
Tipo de ECP mutacion miR-184 | de mutacion miR- Total
184
Queratocono 0 0 0
DMP 0 0 0
Queratoglobo 0 0 0
Total 0 0 0

Tal como observamos en esta tabla,, de acuerdo a la prueba de xi* con un
resultado de 0, podemos determinar que no hubo diferencia entre lo observado y
lo esperado, con lo cual pordemos determinar que en este estudio no se pudo
determinar la presencia de una asociacion de mutacion en el gen miR-184 y el

desarrollo de una ectasia corneal primaria.
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8. Discusion

A pesar del impacto visual y social del queratocono y en menor grado del resto de
las ectasias corneales primarias, los procesos bioquimicos subyacentes vy
patolégicos que llevan al desarrollo de dichas entidades aun permanecen poco
entendidos.

El hecho de que en las ECP hayan reportadas diferentes incidencias y
prevalencias, muy probablemente se ve explicado por diferentes criterios de
diagnostico utilizados por los diferentes profesionales incluyendo la forma de
clasificacion aplicada en los estadios subclinicos. De igual manera, los factores
ambientales locales provocan diferentes grados de exposicion entre las
poblaciones y es importante tener en cuenta que al haberse estudiado poblaciones
de diferente origen, en cada una de estas se ha observado una probable diferente

predisposicion genética.

En la mayoria de los diferentes estudios en la literatura, se encuentra reportado
qgue tanto en el caso del queratocono como en el de la DMP la predominancia de
género es el masculino, por lo tanto, los resultados del presente estudio son
concordantes con la mayoria de los reportes disponibles’’® (Tabla 16). Aln asi
no, hay evidencia clara en donde se pueda determinar que la fisiopatologia del
queratocono se vea afectada por el género del paciente. También es importante

considerar que existen estudios en donde se ha buscado determinar la
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predominancia de género, y se ha observado que existen estudios en donde
predomina la presentacion de queratocono en el género femenino, tal como en los
realizados por Amsler et al en 1961 (65%), Laqua en 1971 (57%), Hammerstein en
1972 (66%) y Jonas en el 2009 (53%)""“.

De lo contrario, hay otros estudios en donde se reporta una predominancia en el
género masculino, por ejemplo, Pouliquen en 1981 (57%), Street en 1991 (62%),
Pobelle-Frasson en 2002 (62%), Owen en el 2003 (59%) y Fatima (53%) y Ertan
(62%) en el 2009, mientras que hay otros estudios en donde no se observo una

predominancia de género'’.

Tabla 16. Predominancia de queratocono en género masculino en diferentes
estudios y de manera comparativa con los resultados obtenidos en el

presente estudio

Autor Pais Numero de casos | Porcentaje casos
masculinos

Chen China 16 60%
Coskunseven Turquia 38 63%
Khattak Arabia Saudita 50 61%
Tellouck Francia 109 65%
Smiddy Estados Unidos 165 58%
Suzuki Japon 57 63%
Seyedian Iran 52 31%
Yazar Turquia 267 42%
Salman Egipto 220 82%
Vinciguerra Italia 28 71%
O Brart Reino Unido 24 79%
Lopez México 169 63%

151



En cuanto a los resultados demograficos obtenidos en el presente estudio, los
resultados se observan concordantes de acuerdo a lo observado en la literatura ya
que se ha descrito que las ECP se presentan en la mayoria de los casos de forma

bilateral, aunque asimétrica (Tabla 17).

Tabla 17. Bilateralidad de las ECP de acuerdo a lo reportado en la literatura

de forma contrastada con el presente estudio

Tipo de ectasia corneal Autores Porcentaje de casos que
reportan presentacion

bilateral
Queratocono Wagner et. al. 97%
Queratocono McAlister et. al. 71%
Shimazaki et. al. 67%
DMP
Sridhar et. al. 63%
DMP

Aunque la mayoria de los estudios reportan que el queratocono tiene un modo de
herencia autosémico dominante con variabilidad en la expresion fenotipica, el
porcentaje exacto de casos con un componente hereditario permanece

desconocido.

Hay evidencia sustancial de un componente genético en asociacién con la
etnicidad. Por ejemplo, se ha observado que el queratocono es 4 veces mas
frecuente en asiaticos provenientes del subcontinente indio que en poblacion

caucasica en la misma region del Reino Unido.
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Mediante estudios de gemelos monocigotos, estudios de ligamiento familiar y
estudios de asociacidon genética, se ha observado una fuerte evidencia que indica
la existencia de una base genética como origen principalmente en el queratocono
y en menor grado en el resto de las ECP. Sin embargo, a pesar de los extensivos
estudios en las ultimas décadas para determinar la etiologia genética, lo anterior

aun permanece incierto, a la fecha se han identificado muy pocos genes.

Aun asi, el conocimiento respecto a la fisiopatologia de dichas entidades ha
continuado aumentando de manera significativa. Se han utilizado diferentes
mecanismos para investigar y definir el fenotipo, mecanismos y causas
principalmente del queratocono, al ser la ECP mas frecuente. Las observaciones
de los cambios corneales que ocurren en estas entidades frecuentemente no
distinguen entre los cambios primarios y los efectos inflamatorios secundarios o

degenerativos que se presentan en las mismas.

A pesar de que se han identificado muchas diferencias que distinguen las corneas
con queratocono de las normales, no ha sido posible rastrear dichos cambios
hacia causas primarias, o identificar los factores que disparan la cascada de
eventos que llevan hacia el cuadro clinico del queratocono. Los estudios de
asociaciones genéticas y de biologia molecular subyacente, asi como el papel que
los factores ambientales y enfermedades asociadas tienen en su desarrollo han
contribuido a entender mejor su fisiopatologia. Dentro de los diferentes estudios
moleculares y genéticos realizados, se han identificado una gran variedad de loci y
variantes genéticas cuya mutacion generan una susceptibilidad al queratocono. La
actual falta de contribuciones con alto efecto por parte de estos loci, asi como de
las cadenas de nucleoétido simple y sus variantes genéticas, sugieren una etiologia
compleja o la convergencia de multiples vias como origen de la enfermedad. El
desarrollo tanto del queratocono como del resto de las ectasias corneales
primarias podria encontrarse explicado por la exposicién a factores ambientales

desencadenantes en individuos genéticamente susceptibles.
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El diagnostico del queratocono y del resto de las ECP y la posibilidad de
determinar la variabilidad de la expresién fenotipica que dichas entidades
presentan dentro del probable espectro de una misma enfermedad con un mismo
origen en comun, ha mejorado de manera significativa en cuanto a la definicién
gracias a los analisis tomograficos. Sin embargo de acuerdo a la variabilidad de la
expresion fenotipica que las ECP presentan, el poder de determinar la presencia
de una mutacion como factor de riesgo para su presentacion, nos permitiria
realizar un diagnostico pre clinico, brindar un consejo genético para futuras
generaciones, asi como la oportunidad de evitar y controlar o tratar los factores de
riesgo ambientales asociados que pueden llevar a su desarrollo tales como la
cirugia refractiva con ablacion corneal, la queratoconjuntivitis vernal o el uso de

lentes de contacto.

Debido a que numerosos estudios han establecido la posibilidad de que las ECP
formen parte del espectro de una misma entidad clinica, no deberia de sorprender
el hecho de que las tres puedan llegar a presentar espectros clinicos que se
traslapen o las mismas asociaciones patoldgicas.

Por ejemplo, esta bien descrita la asociacion de la queratoconjuntivitis vernal
principalmente con el queratocono pero también aunque en menor grado con la
DMP y el queratoglobo. De igual manera, las tres ECP forman parte del espectro
de enfermedades corneales no inflamatorias que cursan con adelgazamiento
corneal progresivo por lo tanto la historia natural de la DMP podria llevar al
desarrollo de un queratoglobo por un mero mecanismo de extension

circumferencial.

Aunado a lo anterior, se han reportado previamente casos de un tipo de ECP en
un ojo y otro tipo de ECP en el ojo contralateral e incluso dos tipos de ECP en un
mismo 0jo, lo cual también apoya la hipdtesis de un mismo origen fisiopatoldgico
en comun. Kayazawa y coautores encontraron en una serie de casos, que 17 de

20 presentaron la existencia de queratocono de manera concomitante con DMP
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en el mismo ojo, Karabatsas y Cook reportaron la asociacion de queratoglobo en
un ojo con evidencia topografica de DMP en el ojo contralateral.

En la serie de casos mas grande de pacientes con DMP, Sridhar y coautores
encontraron una asociacion entre la DMP y el queratocono del 10% y entre la
DMP vy el queratoglobo del 13%. A su vez, el hydrops corneal es la complicacion
corneal mas frecuente en las tres ECP. Dicha complicacion refleja una respuesta
corneal a un adelgazamiento corneal progresivo, tal como sucede en la evolucién

natural de las mismas.

Sin embargo, la variabilidad en la expresion fenotipica que dichas entidades
presentan y el hecho de que las tres entidades puedan presentar rasgos muy
similares respecto a la presentacion clinica, en ocasiones puede dificultar su
diagnéstico diferencial, por ejemplo, a pesar de que la DMP es una de las causas
mas frecuentes de adelgazamiento corneal, es muy frecuente que se diagnostique
a la DMP como queratocono, lo anterior agregado al hecho de que la DMP es una
entidad que se presenta predominantemente inferior, pero también se han
reportado casos de DMP superior, lo cual en ocasiones podria complicar su
diagnostico diferencial con el queratocono, o en los casos mas avanzados de
DMP, podria ser dificil diferenciarla del queratoglobo.

De acuerdo a lo anterior, la DMP deberia de encontrarse dentro de los
diagnosticos diferenciales tanto de una ectasia corneal superior como de un

adelgazamiento corneal generalizado.

En este estudio no se encontraron localizaciones atipicas de la DMP.

A diferencia del queratocono, son pocos los estudios que sugieren un patron
hereditario asociado para la DMP y aun menos para el queratocono. Santo y
coautores describieron evidencia topografica de alteraciones ectaticas corneales
en miembros de familia asintomaticos de casos con formas de presentacion
clasicas de DMP. A excepcion de reportes en donde se describe una mayor
incidencia de errores refractivos en familiares de pacientes con DMP, no han
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existido otros indicadores contundentes que orienten hacia alguna asociacidn

familiar.

A pesar de que el tratamiento quirurgico de las ECP ha avanzado de manera
significativa hacia formas menos invasivas, aun siguen siendo numerosas las
complicaciones asociadas al uso de lentes de contacto, queratoplastias, anillos
intraestromales, por lo que la identificacion de una mutacion como factor causal

brinda la posibilidad de una futura terapia génica.

El desarrollo de nuevas tecnologias de estudios genéticos incluyendo estudios de
arreglos de nucledtidos de base simple de alta densidad, estudios de exoma
completo o la utilizacién de secuenciaciones completas genoma/exoma, asi como
los GWAS, avanzaran de forma significativa en la investigaciéon genética de las
ECP, permitiendo la identificacion de variantes genéticas causales con una forma
de presentacion tanto familiar como esporadica a un ritmo mucho mas acelerado y
asi brindar la posibilidad del desarrollo de un mejor diagnostico en etapas mas
tempranas y a su vez el establecer mejores blancos terapéuticos. Hasta entonces,
la patogénesis molecular del queratocono y del resto de las ECP permanece
heterogénea.

Los analisis de expresidon genética son otra herramienta de gran valia de manera
adicional a otros abordajes para la identificacién de genes candidato y asi poder

elucidar la patogénesis de dichas entidades.
De igual manera, la identificacion del hallazgo cuantitativo de los loci como
factores hereditarios, podria proveer una alternativa en el abordaje para la

seleccion y analisis de genes candidato en el queratocono.

Un factor de confusidn son las formas subclinicas de las ECP y esto podria

complicar la identificacion de defectos genéticos en comun.
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Debido a esto, es muy importante en futuros estudios incluir pacientes bien
definidos de forma clinica y adecuadamente clasificados con el fin de disminuir las

diferencias fenotipicas.

A pesar de numerosos esfuerzos, se han identificado variantes potencialmente
patogénicas sélo en un pequefio numero de pacientes con queratocono y aun
queda por determinar la mayoria de los genes causales y sus mutaciones. Dentro
de los genes candidato como factor causal del queratocono, los genes SOD1,
ZEB1, TGFB1, FLG, asi como los genes de interleucinas y de colageno, podrian
tener un papel en la patogénesis del queratocono y necesitan estudios a futuro

con mayor profundidad.

De forma similar, se han identificado otros genes candidato incluyendo HGF,
RAB2GAP1, LOX, MPDZ, NFIB, BANP y ZNF469, los cuales podrian ser factores
de riesgo importantes para presentar queratocono y requieren estudios de
replicacion en otras poblaciones.

Tal como se establece previamente, los micro RNAs son nucleotidos de cadena
sencilla no codificante de RNAm con una longitud aproximada de 19 a 25 pares
de bases los cuales son importantes reguladores de la expresidn genética de los

organismos eucariotes.

El papel de los microRNAs en las enfermedades humanas esta abriendo un
campo de investigacion respecto a posibles tratamientos utilizando a los mismos
como blancos terapéuticos. Se estima que aproximadamente el 60% de los genes
codificantes de proteinas en humanos son regulados por miRNAs. Hay reportes
que demuestran una mutacién en miR-184 en pacientes con queratocono. En
diferentes estudios se ha observado que la variacion en los microRNAs puede
ocasionar enfermedad especifica al tejido en donde cada microRNA se expresa.
Este conocimiento podria abrir nuevas lineas de investigacion con la finalidad de
obtener un uso terapéutico de microRNAs en enfermedades oculares.
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Hay varios factores que apuntan a una mutacion en miR-184 como un potente
candidato para explicar el probable componente genético del origen del
queratocono y probablemente del resto de las ECP. miR-184 es el micro RNA que
mas abundantemente se expresa tanto en la cornea como en el cristalino y a su
vez y se sabe que se encuentra implicado en la regulaciéon de los niveles de
proteinas en dichos tejidos. De igual manera, miR-184 se encuentra implicado en
la regulacion de la apoptosis corneal y hay varios estudios que apuntan hacia una
mala regulacién de ésta como factor causal para el desarrollo del queratocono;
también se ha demostrado que miR-184 se encuentra involucrado en la regulacion
de PAX-6, el cual es uno de los principales responsables del desarrollo ocular, lo
cual, convierte a miR-184 en un importante regulador de los mecanismos tanto de
apoptosis como del desarrollo ocular. Lo anterior orienta al hecho de que la
identificacion de los genes blanco de miRNA-184 y sus vias regulatorias podria
explicar el espectro fenotipico observado en los pacientes con ECPs pero de
manera mas importante asistira en la identificacibn de nuevos genes cuya
mutacién cree una susceptibilidad a la presentacion de queratocono o del resto de
las ECP.

A su vez, tal como se establece previamente, la expresion de hasta 1000 genes
podria estar regulada por miR-184, de manera independiente o en competencia
con otros miRNAs, lo cual podria llevar a efectos complejos en los niveles de un
alto numero de proteinas. Hay evidencia bioldgica de que tanto INPPL-1 como
ITGB4 se encuentran involucrados en la patogénesis del queratocono, sin
embargo los efectos nocivos de mutaciones en miR-184 podrian estar regulados
por proteinas diferentes a INPPL-1y ITGBA4.

El entendimiento actual del origen fisiopatologico de las ectasias corneales

primarias sugiere una etiologia compleja que involucra tantos factores genéticos

como ambientales. Se necesita mas investigacion para realizar conexiones
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biolégicas entre los genes ya identificados como factor de riesgo para presentar
queratocono y nuevos genes.

Hay numerosos grupos de investigacion que estan disefiado y desarrollando
estudios en pacientes con queratocono familiar y esporadico con el fin de llevar a
cabo dicha labor. Estos estudios incluyen la genotipificacion de grandes cohortes
de pacientes étnicamente homogéneos y bien caracterizados y grandes grupos de
controles pareados por etnicidad utilizando los chips genomicos mas
comprensibles que contienen hasta 2.5 millones de SNPs (nucleotidos de base
simple) independientes.

La competencia entre miR-184 y miR205 ilustra la complejidad de la accion de los
microRNAs.

El hecho de no haber encontrado mutaciones asociadas en el gen miR-184 en
ninguno de los casos de este estudio, sugiere que las ECP presentan una alta
heterogeneidad genética. Por lo tanto en dichas entidades es dificil el poder
determinar su presentacion y desarrollo como consecuencia del efecto mayor de
un solo gen como principal factor causal. De igual manera, sugiere que el origen
etiologico de dichas entidades es muy probablemente multifactorial, con un
componente tanto hereditario con una alta variabilidad genética y gran variabilidad
en la expresion fenotipica, y un componente ambiental que contribuye en mayor o
menor grado al desarrollo de la enfermedad. Aun no se sabe el grado de
contribucién que cada uno de estos factores tiene en el desarrollo de las mismas,
quiza dichas entidades patolégicas se disparan en individuos genéticamente
susceptibles al exponerse a los factores ambientales desencadenantes. Por lo
tanto, los resultados de este estudio confirman la dificultad que existe en las ECP
para poder determinar una clara asociacién causa-efecto con un unico gen como
factor causal y sugieren la necesidad de estudiar otros genes candidato como
probables factores causales para la presentacion y desarrollo de las ECP.
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Dentro de las principales limitaciones de este estudio se encuentran el no haber

incluido mas casos familiares.

Debido a que el queratocono es una de las principales causas de trasplante
corneal y frecuentemente se manifiesta con baja de vision y de manera
consecuente disminuye de forma significativa la calidad de vida de los pacientes
desde edades tempranas, el poder diagnosticar y frenar su progresién desde su
origen fisiopatologico brinda la posibilidad de encontrar un tratamiento definitivo, y
esto a su vez abre el campo terapéutico para el resto de las ECP, en caso de que

se logre demostrar en las mismas un origen etioldgico en comun.

Conforme la tecnologia progresa y los estudios de cribaje genético son mas
simples y con una buena relacion de coste-efectividad, habra mayor facilidad para
entender la etiologia de las enfermedades y probablemente también de las ECP,
asi como la posibilidad de realizar cribajes en familiares y de manera consecuente

evitar de manera proactiva el desarrollo de dichas patologias.

Las ectasias corneales primarias representan enfermedades complejas muy
probablemente asociadas a multiples genes y varios mecanismos que contribuyen

al desarrollo de las mismas.

El desarrollo de tecnologia gendmica nos permitira entender mejor el origen tanto
de enfermedades Mendelianas como aquellas que son mas complejas. Dentro de
éstas, estudios de exoma completo o de secuenciacion gendémica nos permitiran la
identificacion de mutaciones causales en pacientes y familiares con ectasias
corneales primarias. Los resultados obtenidos a través de estudios de ligamiento
familiar seran de gran utilidad en la interpretacion en los datos obtenidos de

secuenciaciones de exoma completo.

Otra forma de abordaje es a través de los estudios de asociacion de genoma
completo, los cuales ya se han realizado pacientes con queratocono. Los
resultados con estos estudios han sido muy prometedores. Debido a que dichos
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estudios necesitan miles de casos y controles, por lo que sera necesaria la

participacion de diferentes centros.

161



9.0 Conclusiones

Las ectasias corneales primarias representan enfermedades complejas, que se
presentan de forma bilateral asimétrica y son causa de una morbididad visual muy
significativa. Estan consideradas dentro del espectro de enfermedades complejas
multifactoriales sin poder determinar una causa genética en especifico a pesar de
que son numerosos los estudios que establecen un componente genético como

parte de su fisiopatologia.

De igual manera basados en el hecho de que a veces hay pacientes que pueden
presentar dos tipos de ECP ya sea en el mismo ojo o de manera bilateral, o en el
hecho de que en etapas avanzadas es dificil realizar una clara diferenciacién e las
mismas, y también a que a veces incluso pueden llegar a compartir las mismas
caracteristicas a nivel topografico, hay diversos autores que las ha establecido
como parte del espectro fenotipico de una sola enfermedad.

La heterogeneidad genética con gran variabilidad en la expresion fenotipica de las
enfermedades explica la causa por la cual no se ha podido identificar un sélo gen
como factor causal, y también el hecho de que los diferentes estudios incluyan a

diferentes poblaciones de origen étnico y racial.
El hecho de que existan formas subclinicas de las ECP, favorece que haya una

importante variabilidad en la literatura respecto a la incidencia y prevalencia de las

mismas.
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Dentro de las debilidades de este estudio de encuentra el hecho de que se haya
realizado sélo en poblacion mexicana, la cual debido a sus antecedentes
geograficos e histéricos presenta una diversidad genética muy significativa.

El hecho de que en este estudio se haya confirmado la hipétesis alternativa, brinda
orientacion a diferentes estudios genéticos tales como estudios de expresion de
miR-184 en tejido corneal tanto en casos como controles, abre la puerta a la
realizacion del mismo en poblaciones de diferente origen racial y étnico, asi como

a estudiar otras posibles causas genéticas.

De igual manera, es razonable asumir que las ectasias corneales primarias, y
principalmente el queratocno al ser la mas frecuentemente estudiada, son
probablemente causadas por diferentes mutaciones separadas y no por una sola

mutacion.
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Anexo 1

Variables de los pacientes estudiados

# Edad AHF Género Uso Enf. Alérgica Rasca Bilateral Capacidad Grado EE. Ks Localizacion Erosiones Hydrops Enfs.
do visual de adelgazamiento corneales Sistémicas
Ocular severidad corneal

Masculino Si i Si Moderado 51.78 Paracentral inf.

Masculino Si i i Moderado 49.72 Central

Femenino Si i i i 20/100 Severo 52.75 Paracentral inf.
2292

Masculino No i Moderado . Central

Q . . . .

Femenino Si R Paracentral inf.

Masculino Si Moderado 50.76 Paracentral inf.
2672

C 27 No Masculino Si Si Si Si 20/50 Moderado -5.14 47.78 Paracentral inf. No No Marfan
2675

C 22 No Masculino No Si Si Si 20/30 Leve -2.75 44.79 Paracentral inf. No No No
2717

C 18 No Masculino Si Si Si Si 20/50 Moderado -6.17 51.42 Paracentral inf. No No No
2401

C 23 No Masculino No Si Si Si 20/80 Severo -10.0 50.25 Paracentral inf. No No No
2390

Qc 24 No Masculino Si Si Si Si 20/60 Moderado -4.18 48.27 Paracentral inf. No No No
2334

Qc 21 No Masculino Si Si Si Si 20/30 Leve -2.25 43.12 Paracentral inf. No No No
2336

Qc 21 No Masculino Si Si Si No 20/50 Moderado -8.76 49.52 Paracentral inf. No No No
2416

Qc 23 No Masculino Si Si Si Si 20/50 Moderado -6.14 50.81 Paracentral inf. No No No
2179

Qc 27 No Masculino Si Si Si Si 20/60 Moderado -5.18 52.78 Paracentral inf. No No No
2489

Qc 16 No Femenino Si Si Si Si 20/50 Moderado -4.78 51.22 Paracentral inf. No No No
2185

Qc 21 No Masculino Si Si Si Si 20/40 Leve -3.00 44.42 Paracentral inf. No No No
2379

Qc 22 No Masculino Si Si Si No 20/50 Moderado -5.67 48.12 Paracentral inf. No No No
2603

Qc 26 No Masculino Si Si Si Si 20/50 Moderado -4.43 51.12 Paracentral inf. No No No
2500
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2375 Qc 23 No Femenino Si Si Si No 20/40 Leve -3.00 44.78 Paracentral inf. Si No No

2561 Qc 18 Si Masculino Si Si Si Si 20/60 Moderado -8.76 47.32 Paracentral inf. No No No

2538 Qc 23 No Femenino Si No Si Si 20/400 Severo -9.25 54.63 Central Si No No

2625 Qc 24 No Masculino Si Si Si Si 20/30 Leve -1.00 43.76 Paracentral inf. No No No

2551 Qc 23 No Masculino Si Si No No 20/60 Moderado -6.47 52.00 Paracentral inf. No No No

2755 Qc 24 No Femenino Si Si Si Si 20/60 Moderado -8.34 51.43 Paracentral inf. No No No

2766 Qc 17 No Femenino Si Si Si Si 20/50 Moderado -5.43 46.72 Paracentral inf. No No No

Qc 25 No Masculino Si Si Si No 20/30 Leve -2.00 43.29 Paracentral inf. No No Marfan
2778

Qc 23 No Femenino Si Si Si Si 30/30 Leve -1.00 44.89 Paracentral inf. No No No
2712

Qc 22 No Masculino Si Si Si No 20/200 Severo -12.14 53.27 Paracentral inf. Si No No
2721

Qc 23 Si Masculino Si Si Si Si 20/60 Moderado -7.89 46.32 Paracentral inf. No No No
2765

Qc 26 No Masculino Si Si Si Si 20/50 Moderado -4.15 48.54 Paracentral inf. No No No
2745

Qc 21 No Femenino Si Si Si Si 20/100 Severo -9.50 52.75 Paracentral inf. Si No No
2869

Qc 27 Si Masculino Si Si No Si 20/60 Moderado -7.11 46.43 Paracentral inf. No No No
2179

Qc 24 No Femenino Si Si Si No 20/60 Moderado -8.10 49.72 Central No No No
2590

Qc 29 No Femenino Si Si Si Si 20/60 Moderado -6.19 41.32 Paracentral inf. No No No
2565

Qc 18 No Masculino Si Si No No 20/40 Leve -2.00 42.98 Paracentral inf. Si No No
2504

|
O

23 Si Masculino No No Si Si 20/400 Severo -12.25 54.24 Paracentral inf. No Si Sindrome Down
2220

|

C 25 No Masculino Si Si Si Si 20/50 Moderado -4.74 48.65 Paracentral inf. No No No
2583

|
O

28 No Femenino Si Si Si Si 20/60 Moderado -6.17 47.62 Paracentral inf. No No No
2488

|
o

23 No Masculino Si Si Si Si 20/60 Moderado -8.12 49.34 Paracentral inf. No No No
2184

|

C 21 No Masculino Si Si Si No 20/80 Severo -10.12 53.25 Central No No No
2565

|
o

25 Si Femenino Si Si Si Si 20/30 Leve -1.00 44.65 Paracentral inf. No No No
2561

Qc 28 No Femenino Si Si Si Si 20/60 Moderado -7.78 49.76 Paracentral inf. No No No
2481

Qc 23 Si Masculino Si Si Si No 20/100 Severo -10.75 54.87 Paracentral inf. Si No No
2373

Qc 22 Si Masculino Si Si No Si 20/50 Moderado -4.89 51,76 Paracentral inf. No No No
2737

Qc 26 No Femenino Si Si Si No 20/50 Moderado -5.36 48.83 Central No No No
2724

Qc 18 Si Femenino No No Si No 3/200 Severo -11.75 56.62 Paracentral inf. Si Si Sindrome Down
2319
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Qc 20 No Femenino Si Si Si Si 20/40 Leve -3.00 43.29 Paracentral inf. No No No
2722

|
o

23 No Masculino Si No No Si 20/60 Moderado -8.43 48.97 Paracentral inf. No No No
2389

Qc 24 No Masculino Si No Si Si 20/50 Moderado -7.72 49.72 Paracentral inf. No No No
2775

|
o

23 Si Masculino Si Si Si Si 20/50 Moderado -5.45 47.62 Paracentral inf. No No Marfan
2324

2969 Qc 21 No Femenino No Si Si Si 0/30 Leve -2.00 43.76 Paracentral inf. No No No

|

C 21 No Femenino Si No Si Si 20/60 Moderado -6.12 45.32 Central No No No
2731

Qc 17 No Femenino Si No Si Si 20/30 Leve -1.25 43.14 Paracentral inf. No No No
2696

Qc 22 Si Masculino Si Si Si Si 20/60 Moderado -9.27 51.89 Central No No No
3141

Qc 27 No Masculino Si Si Si Si 20/60 Moderado -8.54 47,72 Paracentral inf. No No No
2633

Qc 23 Si Masculino Si Si Si Si 20/30 -1.75 44.18 Central No No No
2630

Qc 20 Si Masculino Si Si Si Si 20/400 Severo -11.75 52.15 Paracentral inf. No No No
3090

Qc 23 Si Femenino Si Si Si Si 20/30 Leve -1,14 43.27 Paracentral inf. No No No
3088

Qc 23 No Masculino Si Si Si Si 20/400 Severo -12.75 57.63 Central No Si Sindrome Down
3105

Qc 21 No Femenino Si Si No No 20/50 Moderado -5.77 45.12 Paracentral inf. No No No
2641

Qc 21 Si Masculino Si Si Si Si 20/80 Severo -10.0 54.47 Central No No No
2686

Qc 23 No Masculino Si Si Si No 20/60 Moderado -7.75 50.24 Paracentral inf. No No No
2633

Qc 21 Si Femenino Si Si Si Si 20/50 Moderado -4.29 51.76 Paracentral inf. No No No
2662

|
o

18 No Masculino No Si Si Si 1/200 Severo -10.50 56.43 Central No Si Sindrome Down
2480

|
o

24 No Femenino Si Si Si Si 20/50 Moderado -6.42 47.42 Paracentral inf. No No No
2493

|

C 22 No Masculino No Si Si Si 20/60 Moderado -7.78 46,89 Paracentral inf. No No No
2527

|

C 29 No Femenino No Si Si Si 20/60 Moderado -8.93 47.43 Central No No No
2598

|
o

22 No Masculino No Si Si Si 20/60 Moderado -7.78 47.43 Paracentral inf. No No No
2918

|
o

21 Si Femenino Si Si Si Si 20/60 Moderado -6.25 47.54 Central No No No
2942

Qc 19 Si Masculino Si Si Si Si 20/50 Moderado -5.57 49.64 Paracentral inf. No No No
2959

Qc 26 Si Masculino No Si Si Si 20/40 Leve -3.15 44.76 Paracentral inf. No No No
2975

Qc 26 No Masculino No Si Si Si 20/50 Moderado -6.47 45.28 Paracentral inf. No No No
2950

Qc 29 No Masculino Si Si Si No 20/30 Leve -2.75 44.72 Paracentral inf. No No No
2957

Qc 21 Si Femenino Si Si Si Si 20/50 Moderado -4.32 51,43 Paracentral inf. No No No
2933
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23 No Masculino Si Si Si Si 20/60 Moderado -7.18 49.37 Paracentral inf. No No No
2939

|

C 28 Si Masculino No Si Si Si 20/40 Leve -3.00 44.27 Paracentral inf. No No No
2179

|
o

27 No Masculino Si Si Si No 20/60 Moderado -7.52 51.38 Paracentral inf. No No No
2391

|
o

23 No Masculino Si Si No Si 20/60 Moderado -7.65 48.59 Paracentral inf. No No No
2401

|
o

28 Si Masculino Si Si Si Si 20/40 Leve -2.25 43.67 Paracentral inf. No No No
2220

|

C 24 Si Masculino Si Si No Si 20/60 Moderado -7.26 50.39 Paracentral inf. No No No
2701

Qc 27 Si Masculino No Si Si Si 20/40 Leve -1.00 43.83 Paracentral inf. No No No
2931

Qc 29 Si Masculino Si Si Si Si 20/50 Moderado -5.77 46.92 Paracentral inf. No No No
2487

Qc 29 Si Masculino Si Si Si Si 20/60 Moderado -6.24 48.03 Paracentral inf. No No No
2772

2490 DM 39 No Masculino Si No No No 20/60 - -5.87 45,67 Inferior No No No

|

2585 DM 48 No Masculino Si No Si Si 20/40 - -3.68 43.87 Inferior No No No

|

2714 DM 46 No Masculino Si No Si Si 20/40 - -3.86 43.27 Inferior No No No

|

2633 DM 44 Si Masculino Si Si No Si 20/70 - -5.38 45.93 Inferior Si No No

|

2933 DM 44 No Masculino No Si Si Si 20/60 - -5,83 45.38 Inferior No No No

|

2391 DM 45 No Masculino Si Si No Si 2/200 - -10.75 50.47 Inferior No Si No

|

2522 DM 44 No Masculino Si Si Si No 20/30 - -4.37 44.23 Inferior No No No

|

2664 DM 46 No Masculino Si Si Si Si 20/40 - -4.30 43.39 Inferior No No No

|

2625 DM 47 No Masculino Si Si No No 20/30 - -3.29 44.73 Inferior No No Ehlers Danlos

|

2765 DM 45 No Masculino No No No 20/40 - -4.85 45.93 Inferior No No No

|

2481 DM 46 No Masculino Si Si Si 20/80 - -6.83 46.73 Inferior Si No No

|

2581 DM 47 No Femenino Si Si Si 20/40 - -3.86 44.93 Inferior No No No

|

2487 DM 45 No Femenino Si Si Si 20/40 - -4.12 43.79 Inferior No No No

|

2731 DM 48 No Masculino No No No 20/70 - -6.43 46.94 Inferior Si No No

|

2688 DM 41 No Masculino No Si Si 20/40 - -4.78 44.93 Inferior No No No

|

2633 QB 34 No Femenino Si No Si Si 1/200 - -8.75 58.75 Generalizado No Si No
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Anexo 2

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo , declaro
libremente que acepto participar de manera voluntaria en el protocolo de
investigacion ” Estudio de secuenciacion del gen miR-184 en pacientes con ectasias
corneales primarias“ que se realizara en el servicio de Cornea del Instituto de
Oftalmologia Fundacion “Conde de Valenciana” y que estara bajo la responsabilidad
de la Dra. Erika Paulina Lopez Lizarraga. Se me ha explicado que se requiere de la
toma de una muestra de 2 mililitros de sangre venosa y que esta toma no representa
ningun riesgo para mi salud mas que la posible formacion de un pequefio hematoma
en el area de la puncidn. Se me ha asegurado que el material genético que se
extraiga de mi muestra de sangre se utilizara exclusivamente para investigar las
alteraciones genéticas que produjeron mi enfermedad corneal y para identificar
posibles riesgos de heredar la enfermedad. También me ha sido sefalado que puedo
retirar mi consentimiento para participar en esta investigacion en el momento en que
yo lo desee y que esta decision no afectaria la calidad de la atencidon que recibo por
parte del personal de este hospital. Finalmente manifiesto que se me han respondido
satisfactoriamente todas mis dudas y que los médicos responsables han sefialado su
compromiso de aclarar las que pudieran surgir eventualmente.

Atentamente, Nombre y
firma

México, D.F., a de de 201

Médico responsable Nombre y
firma

Testigo 1 Nombre vy
firma
Testigo 2 Nombre vy
firma
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