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PROLOGO
El grupo multicéntrico español de investigación sobre RP se crea en 1990 en la sede del Fondo de Investigaciones Sanitarias (FIS) como respuesta a la necesidad de investigar sobre este grupo de enfermedades en nuestro país. La oportunidad vino creada por la reciente existencia de una Acción Concertada Europea, avalada y financiada por la entonces Comunidad Europea, que agrupaba y coordinaba la incipiente investigación en este campo. Algunos investigadores básicos y clínicos españoles recogimos «el guante» del reto que suponía empezar a trabajar en un área del conocimiento del que se tenía todavía poca información.

Sin embargo el desafío era estimulante porque se trataba de coordinar el trabajo predominantemente clínico de los oftalmólogos y neurofisiólogos con el más básico de la genética molecular y la epidemiología.

Fue de importancia crucial el apoyo institucional que recibimos en todo momento del FIS que apadrinó al grupo dotándole de medios económicos que si bien no fueron todo lo abundantes que deseábamos resultaron imprescindibles en los primeros momentos. Y tan importante como la financiación, fue la ayuda de este organismo que nos entreabrió las puertas de la Acción Concertada Europea.

Enseguida se sumaron otras ayudas como la de la ONCE y la Fundación ONCE y la Federación de Asociaciones de pacientes afectos (FAARPEE) que se fueron añadiendo a lo inicialmente aportado por el FIS.

Sin embargo la mayor riqueza de recursos en este Proyecto multicéntrico no fueron los materiales, sino el talante y la calidad científica de sus investigadores.

Esto ha permitido unir esfuerzos, multiplicando el éxito de la investigación.
El otro gran pilar sobre el que se ha apoyado todo el trabajo ha sido la inestimable colaboración de los pacientes afectados y sus familiares que, tanto individualmente, como a través de sus Asociaciones, se han prestado con toda generosidad a las exploraciones y estudios que se les han solicitado.

Por tanto la tres causas fundamentales de la brillantez de resultados obtenidos han sido la colaboración de las familias afectadas, el nivel científico y el tesón de los investigadores y el apoyo institucional del FIS, Fundación ONCE y ONCE.

Esta forma de trabajo es modélica, no solo por los objetivos alcanzados, sino por el modo de llevar a cabo esta tarea. Son dignas de remarcar alguna de estas características:

En primer lugar la metodología de este trabajo, organizando la investigación de un modo coordinado, al unir el esfuerzo no sólo de 6 grupos diferentes de investigadores sino también con un enfoque multidisciplinario que abarca campos diversos como son la genética, la oftalmología y la neurofisiología.
En segundo lugar, las fuentes mixtas de financiación, obteniendo recursos de fundaciones y organismos privados que suponen una ayuda económica complementaria a la inestimable financiación obtenida del FIS.

Por último, la participación de un grupo de investigadores españoles en la Acción Concertada de la Unión Europea «Prevention of Blindness», liderada por el Prof. Pawlowitzki de la Universidad de Münster, que han permitido estar en estrecho contacto con otros grupos de investigación europeos. Gracias a este contacto los investigadores españoles han podido incorporar metodología punteras dentro de sus áreas de conocimiento respectivas.

Volver al Índice / Inicio del Prólogo
CAPÍTULO I
ANATOMÍA Y FISIOLOGÍA DE LA RETINA
Agustín Ruiz, Salud Borrego, Irene Marcos, Guillermo Antiñolo. Unidad de Genética Médica y Diagnóstico Prenatal Hospital Universitario Virgen del Rocío. Sevilla
«Durante el año 1896 mi actividad alcanzó otro máximo comparable al del año 90, corriendo febril por varios y divergentes cauces y desparramándose alguna vez sobre temas anteriormente tratados. En uno de estos ritornellos ataqué con nuevos bríos la retina, el más antiguo y pertinaz de mis amores de Laboratorio...»
Santiago Ramón y Cajal. Historia de mi labor científica
I.1.
INTRODUCCIÓN
La visión es uno de los sistemas de neuropercepción más sofisticados de los que dispone el reino animal y es la retina el segmento del ojo sensible a la luz. Su función es convertir las radiaciones electromagnéticas del espectro visible, emitidas por todos los objetos cuya temperatura esté por encima del cero absoluto, en señales inteligibles para el Sistema Nervioso Central (SNC). Esto permite inferir la geometría detallada, el movimiento, la brillantez, el color y la textura superficial de todos los elementos que aparecen en nuestro entorno. Con un claro matiz antropocéntrico, se dice que sin tejidos fotosensibles y sistemas nerviosos, la luz y el color no existirían en el universo (West, 1986).

Desde el descubrimiento de Müller en 1856 de la terminación de las fibras nerviosas en los bastoncillos de los ojos (van Kempen, 1863), pasando por la revolución Cajaliana de finales del siglo XIX, con su teoría del contacto basada en estudios sobre tejidos nerviosos embrionarios (incluyendo la retina), las ciencias visuales han despertado el interés de los científicos de todo el mundo por múltiples motivos, desde la incapacidad que supone la ceguera al ejemplo de la retina como un modelo relativamente simplificado y abordable del Sistema Nervioso Central (Dowling, 1987). Por tanto, a lo largo del siglo XX se han ido acumulando en referencia a la retina una gran cantidad de datos anatómicos, fisiológicos, bioquímicos y, más recientemente, los derivados de nuevas disciplinas como la ingeniería genética o la genética molecular que por sí solos requerirían una amplia revisión monográfica.

El primer objetivo del presente capítulo, dentro de una monografía dedicada a la Retinosis Pigmentaria (RP), es el de ofrecer una idea general acerca de los procesos fisiológicos y las estructuras anatómicas de la retina. Nuestra revisión abordará con particular énfasis aquellos tipos celulares y procesos fisiológicos que ya han sido relacionados directamente con la retinopatía pigmentaria como es el caso del bastón o la cascada de fotorrecepción.

Aunque la cantidad de datos concernientes a la etiología y patogenia de la RP van aumentando progresivamente, el conocimiento que se tiene de esta enfermedad actualmente sigue siendo incompleto. Muchas de las soluciones a la RP y otros problemas de la retina aparecerán gracias a la ampliación de nuestros conocimientos sobre las bases neuroanatómicas, fisiológicas, bioquímicas y moleculares de la visión normal. Por tanto, un segundo objetivo del presente capítulo es estimular al lector a profundizar en el análisis de estructuras y funciones que, aunque menos conocidas, podrían estar involucradas en el desarrollo de la retinosis pigmentaria. Por dicha razón, las funciones ejercidas por las células de sostén de la retina, como las células del epitelio pigmentario y la célula de Müller, o los circuitos locales de modulación sináptica serán también objeto de análisis en este capítulo.

I.2.
ANATOMÍA FUNCIONAL DE LA RETINA LA ESTRUCTURA DE LA RETINA

I.2.1.
Conceptos básicos y localización de la retina
La retina es la más interna de las tres túnicas de la que se componen los ojos de los vertebrados (esclerótica, coroides y retina) (Weisz y Keogh, 1987). La capa retiniana circunda la cámara posterior y el espacio vitreo del ojo. Básicamente diferenciamos dos regiones: la retina anterior o ciega que reviste la cara posterior del cuerpo ciliar, los procesos ciliares y el iris y la retina posterior o sensitiva encargada de la percepción visual.

La retina posterior es la porción del ojo sensible a la luz. Tiene una función receptora e integradora de las imágenes que recibe; es decir, no se limita a transmitir las señales detectadas, sino que se encarga de codificar una respuesta eléctrica compleja que contiene la información sobre la forma, luminosidad, color, movimiento y entorno de los objetos que detecta para enviarla al cerebro a través del nervio óptico. En la retina posterior se observan la papila del nervio óptico y la mácula como dos elementos anatómicamente distinguibles incluso mediante fundoscopia. La primera corresponde al punto ciego de la retina por el cual los axones de las células ganglionares abandonan la retina para formar el nervio óptico. La mácula es una región de la retina, de unos 5mm de diámetro, que se sitúa en su eje óptico. Es la región encargada de la visión de mayor nitidez y definición, presentando además una estructura histológica distinguible.

I.2.2.
Histología básica de la retina
Utilizando una tinción clasica de hematosilinaeosina y el microscopio óptico, se pueden visualizar las diversas capas que componen la retina fotosensible, que incluyen el epitelio pigmentario de la retina, las capas neuronales de la retina y las membranas limitantes externa e interna (figura I-1). La sección vertical de la retina humana demuestra una estructura estratificada compleja que se comprende mejor si la consideramos una sucesión de relevos neuronales interconectados. La primera neurona de la vía visual es el fotorreceptor (capa de conos y bastones/capa nuclear externa). Los fotorreceptores transducen la señal lumínica y establecen sinapsis en la capa plexiforme externa con la siguiente neurona: la célula bipolar (capa nuclear interna) que recibe la información, enviada por la primera neurona, y emite su axón a la capa plexiforme interna estableciendo contacto con la tercera neurona: la célula ganglionar (capa de células ganglionares). Por último, los axones de las células ganglionares se dirigen hacia la papila del nervio óptico formando la capa de fibras del nervio óptico. Cabe destacar que para iniciar el proceso de la transducción en el fotorreceptor, la luz ha de atravesar todas las capas de la retina. Por esta razón en la fóvea, la región de mayor agudeza visual situada dentro de la mácula, la estructura de la retina difiere sensiblemente de lo anteriormente expuesto. Histológicamente la fóvea presenta una suave depresión. Las capas más internas de la retina, células bipolares y ganglionares, están muy aplanadas y proyectadas excéntricamente para permitir que la luz alcance directamente a los conos, única célula fotosensible de la mácula. La densidad de conos en esta región es muy superior al resto de la retina y aparecen estrechamente agrupados. Estas diferencias con el resto de la retina visual contribuyen, indudablemente, a mejorar la nitidez de la imagen que se forma en la mácula.
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Figura I-1. Estructura de la retina.
I.2.3.
Estructura y función de los tipos celulares de la retina
En 1892 utilizando la tinción desarrollada por Golgi, Ramón y Cajal describió en detalle los componentes celulares de la retina en varios vertebrados (Ramón y Cajal, 1892). Hoy día sus esquemas anatómicos y algunas de sus interpretaciones funcionales siguen vigentes. No obstante, mediante el empleo de técnicas más sofisticadas como los análisis de secciones seriadas de la retina, la microscopía electrónica o los modernos ensayos de neurofisiología, se ha conseguido reconocer un amplio abanico de subtipos celulares en las diferentes capas de la retina con funciones específicas (Kolb,1994). Del mismo modo van siendo identificadas las distintas vías neuronales que codifican toda la información que se presenta en la escena visual. Por otra parte, los avances en el conocimiento de la fisiología celular, la bioquímica y la biología molecular han permitido la identificación de distintas vías metabólicas que juegan un papel importante en la función de la retina como la cascada de fototransducción o la síntesis, plegamiento y transporte de proteínas específicas. A continuación detallaremos los tipos celulares presentes en la retina y repasaremos las funciones identificadas en cada uno de ellos.

I.2.3.1.
El epitelio pigmentario de la retina (EPR)
El epitelio pigmentario de la retina (EPR), la capa más externa de la retina, aparece fuertemente adherido a la membrana de Brusch, que le separa de la coroides. El EPR esta formado por células columnares cargadas de melanina. Las células, tienen en su polo apical microvellosidades y vainas cilindricas de su membrana plasmática que envuelven a los segmentos externos de conos y bastones (Junqueira, 1987). Sus funciones son críticas para el proceso visual y la supervivencia de la retina neural (Nicoletti y cols., 1995). Su fisiología se resume en la tabla I-1.

Tabla I-1. Funciones del epitelio pigmentario de la retina.

	1. Fagocitosis y digestión lisosómica de los discos de los conos y bastones (Young y Bok, 1969). Reciclaje de componentes del segmento externo de conos y bastones (Bridges, 1976).

	2. Participación en el ciclo de la vitamina A a nivel retiniano (figura I-2).

	3. Síntesis de melanina que absorbe la luz que no es capturada por los fotorreceptores, impidiendo que esta se refleje dentro del ojo (Curtís, 1985).

	4. Aporte de nutrientes para los fotorreceptores (Nicoletti y cols., 1995).

	5. Síntesis de componentes de la matriz que existe entre los fotorreceptores (glicosaminoglicanos).

	6. Barrera entre la circulación coroidal y las capas externas de la retina. Transporte iónico y de agua desde el espacio subrretinal.


Hasta hace muy poco no existía gen alguno relacionado con una función específica del EPR que hubiera aparecido mutado en procesos degenerativos de retina. No obstante la íntima relación EPR/fotorreceptor, los estudios clínicos de la RP en los que aparece movilización pigmentaria y datos indirectos del modelo de degeneración retiniana de la rata RCS (Mullen y LaVail, 1975, D'Cruz y cols., 2000), validaban la hipótesis según la cual las funciones específicas del esta célula podrían estar alteradas en algunas formas de degeneración retiniana. Muy recientemente, y simultáneamente, tres grupos de investigación independientes encontraron mutaciones relacionadas con RP y con la amaurosis congénita de Leber en dos genes expresados en el EPR y relacionados con el ciclo de la vitamina A (RPE65 y CRALBP) (Gu y cols.; Marlhens y cols.; Maw y cols., 1997).
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Figura I-2. Estructura de la retina.
I.2.3.2.
Los fotorreceptores (conos y bastones)
La estructura y fisiología de los fotorreceptores representan el núcleo central de este capítulo. Es este tipo celular el único en el que alteraciones de funciones o genes específicos, han sido reconocidos como defectos primarios de RP típica hasta muy recientemente. Así, mutaciones en proteínas involucradas en la cascada bioquímica de la fototransducción (Dryja y Li, 1995), alteraciones en proteínas estructurales del segmento externo del fotorreceptor (Kajiwara y cols.; Farrar y cols., 1991; Kajiwara y cols., 1994), en proteínas relacionadas con el plegamiento de proteínas (Meindl y cols., 1997) o con el metabolismo de la vitamina E (Yokota y cols., 1996), todas ellas relacionadas con el correcto funcionamiento del bastón, son las primeras alteraciones genéticas que se han identificado como causas de RP. Es fácil comprender, por tanto, que mutaciones en otros genes relacionados con la homeostasis de los fotorreceptores se identifiquen como responsables de RP en el futuro.

El fotorreceptor es la célula más abundante de la retina. Se estima que cada ojo contiene alrededor de 125 millones de fotorreceptores; básicamente se subdividen en conos y bastones. En la retina humana existen alrededor de 120 millones de bastones. Los bastones son los encargados de la visión nocturna y en blanco y negro; su fotopigmento es la rodopsina. Los conos son los fotorreceptores encargados de la visón diurna y en color; su pigmento son las fotopsinas. Poseemos alrededor de 3-10 millones de conos por ojo y se pueden subdividir, de acuerdo con el fotopigmento que portan, en rojos, verdes y azules. La distribución y tipología de los fotorreceptores varía enormemente dependiendo de la región de la retina en la que nos encontremos. Así, la región que contiene mayor densidad celular es la fóvea y los tipos celulares que aparecen son el cono verde y el cono rojo de forma casi exclusiva (Wässle y Boycott, 1991). El mosaico espacial que conforman los conos foveales en la retina ha sido objeto de gran interés, puesto que la organización de estos conos determina los límites de la resolución espacial y agudeza visual (Hirsch y Curcio, 1989). Conforme nos alejamos de la fóvea la densidad de fotorreceptores desciende progresivamente, la riqueza en conos diminuye rápidamente y en consecuencia la agudeza visual también disminuye. En la retina periférica, el bastón es el fotorreceptor predominante.

Los conos y bastones son células nerviosas finas, alargadas y con una función específica: la fototransducción. Neuroanatómicamente, el fotorreceptor ha de considerarse la primera neurona de la vía visual. Los fotorreceptores tiene una morfología común. Su estructura básica se resume en la figura I-3. Los diferentes segmentos que conforman su estructura tienen un importante correlato funcional.

El segmento externo del fotorreceptor es el polo sensorial de la célula y está en íntimo contacto con el EPR, tanto desde el punto de vista anatómico, como funcional. En este segmento se verifica una de las funciones estrella de esta célula: la cascada de fotorrecepción (figura I-4). El segmento externo es una prolongación celular que adopta la forma de cono o bastón, esta porción celular diferencia los dos tipos principales de células fotorreceptoras.

Ultraestructuralmente está constituido por microvesículas formando unos 1000 discos apilados rodeados por la membrana plasmática (Rawn, 1989). Estas estructuras no son estáticas, sino que parecen estar sometidas a un proceso de reciclaje continuo (Travis, 1997). Los discos van migrando hacia la extremidad del fotorreceptor de modo progresivo y finalmente son fagocitados y digeridos por el EPR. El proceso de migración dura entre 9 y 12 días y el EPR fagocita alrededor del 10% de cada segmento externo diariamente (Zinn y Marmor, 1979). Se piensa que la estructura del disco se mantiene gracias a proteínas específicas del segmento externo de los conos y bastones como la proteína RDS/periferina y la proteína ROM1, que contribuyen al mantenimiento de la curvatura de los discos así como a su anclaje al citoesqueleto del fotorreceptor (Connel y Molday, 1990). En cuanto a las interacciones de la membrana plasmática con los discos, la microscopía electrónica ha demostrado la existencia de estructuras filamentosas que se extienden desde los bordes de los discos a la membrana (Roof y cols., 1982). Se ha aislado en el segmento externo una proteína de unos 240 kDa tipo espectrina sugiriéndose que podría ser la responsable de las interacciones entre los discos y la membrana plasmática.

Bioquímicamente, alrededor del 40% del segmento externo del fotorreceptor corresponde al pigmento encargado de fotoactivarse con la llegada de la luz e iniciar la cascada bioquímica de fototransducción (Guyton, 1992). Otra característica interesante del segmento externo, desde el punto de vista bioquímico, es la gran fluidez de las membranas que lo conforman, una propiedad que parece esencial para la reunión por difusión de proteínas transmembrana y proteínas periféricas involucradas en el proceso de fototransducción (Allikmets y cols., 1997). La gran fluidez de estas membranas es el resultado de una composición baja en colesterol y extremadamente alta en ácidos grasos esenciales (Deamen, 1973). Un componente que está en una concentración inusualmente alta en el segmento externo es la vitamina E (alfatocoferol) que parece contribuir a la eliminación de la fotooxidación de los ácidos grasos del segmento externo.
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Figura I-3. Estructura del fotorreceptor.
El segmento interno del fotorreceptor está separado del externo mediante una constricción y se une al anterior mediante el cilio de conexión (figura I-3). Esta región del fotorreceptor es la encargada del metabolismo celular en la que se efectúa la síntesis de macromoléculas y se aporta la energía necesaria para la fototransducción. Ultraestructuralmente, se aprecia el apilamiento de mitocondrias en la región más próxima al cilio y el segmento externo. En el segmento interno también están localizadas el resto de orgánulos celulares y se aprecia una gran cantidad de glucógeno acumulado. Por su importancia logística, mención especial requiere la síntesis y transporte de la rodopsina al segmento externo desde esta región celular. Recientes estudios en Drosófila melanogáster han demostrado que la rodopsina necesita una maquinaria de plegamiento (chaperonas) específica para su correcta maduración postraduccional a nivel del retículo endoplásmico rugoso (Colley y cols., 1995). La importancia de este dato, ha sido confirmada por la clonación del gen subyacente en el locus RP3 humano (Meindl y cols., 1996). Este gen (RPGR) podría codificar para una proteína moduladora de una chaperona específica de rodopsina (Meindl y cols., 1997). Además, para el correcto transporte de la rodopsina al segmento externo, parece necesaria la formación de complejos de proteínas en los que se organizan varias moléculas de rodopsina «empaquetadas» para su posterior transporte (Baker y cols., 1994). Todo estos datos apuntan hacia la existencia de una maquinaria especializada en el ensamblaje y tráfico de los componentes del segmento externo que, dado el importante grado de renovación de discos que se aprecia, debe jugar un papel importante en la función de los fotorreceptores.

La porción más interna del segmento interno de la célula fotosensible la componen el núcleo y el cuerpo sináptico, donde se produce el primer relevo de la vía visual, estableciéndose la sinapsis con la célula bipolar. Microscópicamente se observa que los núcleos de los conos se disponen a una sola altura, formando una hilera cerca de la membrana limitante externa. Por contra, en los núcleos de los bastones no se observa esta disposición.

El polo sináptico muestra una estructura compleja que difiere entre conos y bastones. La morfología sináptica a nivel de la capa plexiforme externa ayuda a diferenciar las distintas células bipolares y por tanto será abordada en el siguiente apartado. Ultraestructuralmente, esta región se caracteriza por la riqueza en vesículas sinápticas cargadas de glutamato (Massey, 1990). Además de las sinapsis químicas que el fotorreceptor establece tanto con la célula bipolar como con la célula horizontal, la microscopía electrónica identificó uniones tipo gap entre los conos y bastones que podrían ser importantes durante los procesos de adaptación a la luz y a la oscuridad (Sterling y cols., 1987).

Como se ha mencionado con anterioridad, la transducción visual se efectúa en los discos del segmento externo de fotorreceptor (figura I-3). El fotorreceptor es un sensor de la luz y responde a la estimulación lumínica variando su potencial de membrana y como consecuencia de esto último, varía la emisión de glutamato al espacio sináptico en la capa plexiforme externa.

En el caso del bastón adaptado a la oscuridad, el potencial de membrana está en torno a los -40mV. Este potencial se mantiene, en ausencia de luz, debido a la existencia de la corriente oscura catiónica. Esta corriente iónica se produce en reposo en el segmento externo del bastón por la actividad del trasportador catiónico Na+/Ca++ dependiente de GMPc existente en su membrana plasmática que, en el bastón adaptado a la oscuridad, permanece abierto. En esta situación, el polo sináptico efectúa una liberación tónica de glutamato al espacio sináptico en ausencia de estímulos visuales.

El proceso de fototransducción comienza con la excitación del pigmento fotosensible (rodopsina unida a 11-cis-retinal) por la luz. La luz libera el 11 -cis-retinal de la proteína, debido a su fotoisomerización. Entonces, la rodopsina pasa en milisegundos por diferentes estados energéticos derivados de los cambios conformacionales, provocados por su escisión del pigmento carotenoide, hasta alcanzar su forma activa (metarrodopsina II, ver figura I-4).

La metarrodopsina II activa la siguiente proteína de la cascada: la transducina (Ta-GDPbg), que es una proteína heterotrimérica miembro de la superfamilia RAS (proteínas G). La rodopsina estimula la subunidad a de la transducina, que en reposo une GDP, para activarla y unir GTP (Ta-GTP). La subunidad alfa activada (Ta-GTP), se disocia del complejo liberando el dímero Tbg e interactúa con la subunidad inhibitoria del tercer miembro de la cascada de fototransducción: la fosfodiesterasa de GMP cíclico de los bastones (PDEabg2), que es una enzima heterotetramérica.

La transducina activada provoca un cambio conformacional en el complejo PDEabg2 al interaccionar con las subunidades g de la PDE. Inicialmente se pensaba que la transducina liberaba al complejo catalítico PDEab de las subunidades inhibitorias g. Recientes hallazgos en el modelo animal pdeg-/- (ratón deficiente de la subunidad gamma de la fosfodiesterasa) parecen indicar que esta subunidad es también necesaria para que la enzima ejerza su función catalítica (Tsang y cols., 1997).

La activación de la PDE, disminuye los niveles de GMPc intracelulares al hidrolizarlo a GMP. Esta situación provoca el cierre de los canales cationicos de la membrana plasmática del bastón (Yau, 1994).

La disminución de conductancia al Na+ conduce a la progresiva negativización del espacio intracelular en el bastón. Esto inicia la hiperpolarización de los fotorreceptores que pasan de un potencial de membrana de -40mV a -70mV en décimas de segundo. Como consecuencia de la hiperpolarización se produce la disminución de la liberación de glutamato por parte del polo sináptico de los bastones, lo cual inicia la respuesta neural a la luz. Es interesante resaltar que la respuesta del fotorreceptor al estímulo visual es hiperpolarizante al contrario que la mayoría de los sistemas sensoriales conocidos en los que su estimulación genera una despolarización.

La finalización de la fotoexcitación aún no está bien caracterizada (Chen y cols., 1995). Bioquímicamente, se sabe que in vitro la inactivación de la metarrodopsina II se produce por la fosforilación de su extremo carboxilo terminal mediante la enzima rodopsina quinasa. Posteriormente, la rodopsina fosforilada se une a la arrestina (Wilden y cols., 1986). También es necesaria la inactivación de la transducina y la PDE en la que parece estar involucrada la concentración de calcio intracelular y la actividad de la s-modulina (recoverina), que prolonga la actividad de la PDE inhibiendo la fosforilación de la rodopsina por la rodopsinaquinasa. Los datos experimentales parecen apuntar hacia la proteína recoverina (RCV) como punto de control esencial para la adaptación a la luz de los fotorreceptores (Kawamura, 1993).
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Figura I-4. Cascada de fotorrecepción.
La restauración de los niveles de reposo de GMPc intracelular mediante la activación de la enzima guanilato ciclasa es también importante para la reversión del la cascada de fotorrecepción (Tsang y cols., 1997) (figura I-4). Por otra parte, la defosforilación del extremo carboxilo de la rodopsina mediante la fosfatasa de serina y treonina (PPEF) sería otro punto de control de la cascada fotolumínica (Montini y cols., 1997). La proteína PPEF es homóloga al producto del gen rdgC de Drosófila melanogáster responsable del fenotipo de degeneración retiniana C del insecto. Recientes hallazgos parecen indicar que la defosforilación mediante fosfatasas de la rodopsina, es un paso esencial para la reutilización de la misma en la cascada fotolumínica. Además, se ha demostrado que la hiperfosforilación de la rodopsina es responsable de la degeneración retiniana luz dependiente que se observa en el modelo rdgC de Drosófila (Vinos y cols., 1997).

Un proceso similar a la cascada de fototransducción de los bastones, ocurre a nivel de los conos. La diferencia la establece la longitud de onda a la que absorben las opsinas de los distintos conos. De esta manera cada tipo de cono se fotoexcita, de forma espectralmente independiente, para un determinado color.

1.2.3.3.
Las células bipolares
La célula bipolar, la segunda neurona de la vía visual, establece una sinapsis mediante su árbol dendrítico con el fotorreceptor a nivel de la capa plexiforme externa y emite su axón a la capa plexiforme interna donde se relaciona que el tercer relevo sináptico: las células amacrinas o las células ganglionares (Boycott y cols., 1987).

Su morfología es variable pero básicamente podemos establecer una subdivisión atendiendo al número de fotorreceptores con los que conectan. Así, histológicamente tenemos las células bipolares monosinápticas que establecen contacto con un único fotorreceptor (siempre un cono) y las células bipolares difusas que pueden contactar con dos o más fotorreceptores. La clasificación de Ramón y Cajal establece que existen dos tipos de células bipolares: las de conos (pueden ser monosinápticas o difusas) y las de bastones (siempre difusas) (Ramón y Cajal, 1892).

De acuerdo con la estructura de sus conexiones con los conos a nivel de la capa plexiforme externa, las células bipolares de los conos se subdividen en: I) La célula bipolar invaginada, que tiene una invaginación en su contacto con el cono para formar la clásica triada conectando lateralmente con dos dendritas de las células horizontales. II) La célula bipolar plana, que efectúa una sinapsis aplanada con el pedículo sináptico del cono. Ambos tipos de células bipolares parecen corresponderse con las células bipolares ON y OFF respectivamente (Famiglietti y Kolb, 1976), que se diferencian por su patrón de respuesta a la luz (véase más adelante). Además, morfológicamente, se ha identificado un tercer tipo de sinapsis con los conos denominada semiinvaginada, que sería un tipo intermedio de conexión (Nelson y Kolb, 1983).

En general, los axones de las células bipolares de los conos conectan directamente con las dendritas de dos células diferentes: con una célula ganglionar y también con una célula amacrina a nivel de la capa plexiforme interna (Dowling y Boycott, 1966). La célula bipolar OFF releva en la sublámina a de la capa plexiforme interna, las células bipolares ON relevan en la sublámina b de la capa plexiforme interna (véase más adelante).

Las células bipolares de los bastones pueden discriminarse de la de los conos por varios criterios: su árbol dendrítico es mucho más amplio, sus dendritas son más finas y contactan alrededor de 15-40 bastones de acuerdo con la excentricidad con respecto de la mácula. Además se tiñen preferencialmente con anticuerpos contra la proteinquinasa C (Greferath y cols., 1990). Las conexiones entre los bastones y la célula bipolar del bastón reciben el nombre de esférulas. Estas estructuras están formadas por una única invaginación del cuerpo sináptico del bastón que recibe tres o más terminaciones dendríticas de la célula bipolar que se insertan como puntas. Los elementos laterales, los recibe la esférula de los axones de las células horizontales (Wässle y Boycott, 1991). A diferencia con la célula bipolar del cono, el axón del bastón no conecta directamente con la célula ganglionar. Sus relevos postsinápticos son la célula amacrina All, con la que establece una sinapsis unidireccional y la célula amacrina A17 con la que establece una sinapsis recíproca, todo ello ocurre en la sublámina c de la capa plexiforme interna.

La fisiología de las células bipolares se asemeja mucho al funcionamiento habitual de todas las neuronas del sistema nervioso. No obstante, desde el punto de vista molecular existen algunos datos interesantes que convienen resaltar. Ensayos inmunocitoquímicos con anticuerpos monoclonales contra el glutamato han demostrado que las células bipolares contienen este neurotransmisor (Ehinger y cols., 1988). Es decir, la célula bipolar es esencialmente una neurona excitadora. Sin embargo, algunos autores consideran esta afirmación una simplificación de la realidad puesto que diferentes trabajos demuestran la existencia de reactividad para neurotransmisores inhibidores como el GABA o la glicina a nivel de células bipolares de la retina de mono y gato (Agardh y cols., 1987).

En respuesta a la luz, las células bipolares de bastón y las células bipolares ON de conos se despolarizan y liberan glutamato a la capa plexiforme interna. Mientras que las células bipolares OFF de conos, responden de manera inversa hiperpolarizándose (Milller y Slaughter, 1986; Masu y cols., 1995). La información segregada a nivel de las células bipolares de los conos es un proceso crucial para que el sistema visual detecte contrastes débiles así como cambios en la intensidad de la luz (Schiller, 1992).

La respuesta dicotómica que se genera a nivel de las células bipolares, es debida a un interesante patrón de expresión de distintos receptores de glutamato que se han identificado en las células bipolares, localizados en su árbol dendrítico de la capa plexiforme externa.

Llegado este punto, conviene recordar que la estimulación de los fotorreceptores por la luz genera una disminución de la liberación de glutamato al espacio sináptico. Para que la disminución del glutamato (neurotransmisor excitador) genere una despolarización a nivel de la célula bipolar de conos ON y la célula bipolar de bastón, se ha de producir lo que se conoce como una inversión de la señal a nivel de la segunda neurona.

La excitación de la segunda neurona, se produce merced a la actividad de un receptor de glutamato metabolotropo muy peculiar, el receptor GRM6 (Masu y cols., 1995). El receptor GRM6 activado por el glutamato, en oscuridad por tanto, acopla una cascada de eliminación de GMPc reminiscente de la cascada de fototransducción (Nawy y Jahr; Shiells y Falk, 1990; Nakanishi, 1994).

La luz inactiva al receptor GRM6 al desaparecer el glutamato del medio. La actividad fosfodiesterasa de GMPc acoplada al receptor desparece y por tanto la concentración de GMPc aumenta, lo que abre un canal catiónico GMPc dependiente que despolariza a la célula bipolar (Nakanishi, 1994). La despolarización genera la liberación de glutamato por parte de los axones de las células bipolares de conos CWy de las células bipolares de los bastones al espacio sináptico de la capa plexiforme interna en respuesta a la luz.

En el caso de las células bipolares OFF la inversión de señal no ha de ocurrir, es decir, las células OFF han de despolarizarse en la ausencia de luz e hiperpolarizarse al activarse los conos. El responsable de la transmisión de la señal en este caso es un receptor de glutamato ionotropo (canal iónico ligando dependiente tipo ampa/kainato)(Sasaki y Kaneko, 1993; Nakanishi, 1994). En ausencia de luz (glutamato presente en la sinapsis) el canal catiónico dependiente de glutamato permanece abierto y la célula recibe un estímulo despolarizante que se traduce en una liberación de glutamato a través de su axón a sus conexiones. Por contra al disminuir el glutamato en el medio, la despolarización cesa y con ello la luz bloquea la vía OFF.

La relación que la célula bipolar pueda tener con la RP se desconoce por completo. No obstante, hay dos datos interesantes que sugieren una posible relación: I) el hecho de que el bloqueo de segundos mensajeros de los receptores metabolotropos de glutamato provoque cambios degenerativos en la retina de ratones (Price y cols., 1995) y II) la colocalización de receptor de glutamato GRM8 con el locus RP10 ha definido a este gen como candidato de RP por su posición en el genoma humano (Scherer y cols., 1996).

I.2.3.4.
Las células horizontales
En la retina de mamíferos, las células horizontales se ubican entre la capa nuclear interna, donde observamos sus somas, y la capa plexiforme externa, donde extienden sus amplios árboles dendríticos y sus axones. Las terminaciones dendríticas forman sinapsis tripartitas (triadas) con los conos y las células bipolares de los conos. Las terminaciones derivadas de sus axones inervan lateralmente las esférulas como vimos anteriormente (Wässle y Boycott, 1991). Una célula horizontal efectúa múltiples contactos tanto con las triadas como con las esférulas. Se estima que una única célula horizontal inerva a miles de bastones (Boycott y cols., 1978). Es interesante subrayar que los campos dendríticos y axónicos de las células horizontales prácticamente no se solapan con los de sus vecinas lo que sugiere que el área de acción de una célula horizontal está delimitada mediante preprogramas genéticos o interacciones locales con las células horizontales vecinas durante el desarrollo (Wässle y Chun, 1988).
De acuerdo con su patrón de conexiones existen tres tipos de células horizontales H1, H2 y H3. La H1 inerva los circuitos de conos y bastones, mientras que las H2 y H3 son exclusivas de circuitos de conos.

Las funciones específicas de la célula horizontal se desconocen, aunque al ser una neurona gabaérgica (el GABA es un neurotransmisor inhibidor) se infiere que forma parte del mecanismo de retroalimentación y modulación de las diferentes vías visuales descritas, incluyendo la inhibición lateral (Grünert y Wássle, 1990). Esta célula responde a la luz hiperpolarizándose lentamente (potencial-S) (Svaetichin y MacNichol, 1958). Se piensa que la señal de retroalimentación que emite consiste en la suma de informaciones que recibe de su campo receptivo en la capa plexiforme externa. Estos pequeños circuitos locales, que se generan en la capa plexiforme externa, proveen a las células bipolares de la información de un campo receptivo antagonista, por lo que las células horizontales parecen ser importantes en el circuito de contraste simultáneo y la adaptación neural a la luz.

I.2.3.5.
Las células amacrinas

Ramón y Cajal introdujo el nombre de célula «amacrina» que significa carente de axón. Este tipo neuronal es una interneurona muy característica de las capas internas de la retina y su descripción supuso un severo contratiempo para el gran neuroanatomista pues, al carecer de axón, esta neurona no se ajustaba al modelo propuesto por Cajal para el flujo de información a través de las células nerviosas. Esta célula organiza un entramado de conexiones contactando con células bipolares, células ganglionares y otras células amacrinas en la capa plexiforme interna de la retina. Ramón y Cajal subdividió las células amacrinas en difusas y estratificadas atendiendo al patrón de conexiones que ejercían a nivel de la capa plexiforme interna. Las primeras extienden su árbol dendrítico en todas las subcapas funcionales de la capa plexiforme interna (sublámina a, sublámina b y sublámina c) mientras que las estratificadas localizan su árbol dendrítico preferentemente en un solo plano.

Atendiendo a la localización de su núcleo, se subdividen en dos tipos: aquellas en las que se observa su núcleo en la capa nuclear interna y otras que localizan su núcleo en la capa de células ganglionares, también llamadas células amacrinas desplazadas (Masland, 1988).

La complejidad de las funciones desarrolladas por este subtipo celular se pone de manifiesto con el hecho de que hay más de 30 neuronas amacrinas distintas. Además probablemente, no existe un neurotransmisor en el sistema nervioso central que no haya sido reactivo para algún subtipo de células amacrinas (GABA, Acetilcolina, Glicina, Dopamina, Somatostatina, etc). La interpretación que diversos autores dan a este hallazgo es que la retina ha desarrollado un sistema propio de modulación, dependiente de la luz, para ajustar muy finamente su nivel de su respuesta. En este punto es importante recordar que la retina prácticamente no recibe aferencias que modulen su actividad que, por consiguiente, es autorregulada (Wässle y Boycott, 1991).

Atendiendo al neurotransmisor que libera, la célula amacrina más común es la glicinérgica seguida de la gabaérgica (neurotransmisores inhibidores). La célula amacrina glicinérgica suele ser de tipo difusa. La amacrina All es la neurona glicinérgica mejor caracterizada, estando involucrada en el circuito del bastón (véase más adelante). Otras células amacrinas glicinérgicas como la A3, A4 y A8 están asociadas a los procesos de inhibición mutua en el sistema ON /OFF. También se han implicado en funciones de amplificación y aceleración de las señales que provienen de las células bipolares (Masland, 1988). La célula amacrina colinérgica es el ejemplo más característico de célula amacrina estratificada, sus cuerpos celulares se encuentran organizados a ambos lados de la capa plexiforme interna e igualmente sus árboles dendríticos aparecen como dos estrechas franjas de conexiones en ambos extremos de la capa plexiforme interna. Mientras que las amacrinas colinérgicas con los núcleos en la capa nuclear interna se estimulan por la vía OFF, las amacrinas colinérgicas desplazadas a la capa de células ganglionares son estimuladas por la vía ON (Blomfield y Miller, 1986). La función de la célula amacrina colinérglca no está suficientemente aclarada.

I.2.3.6.
Las células ganglionares
Las células ganglionares son el último relevo sináptico de la retina, sus dendritas conectan con las células amacrinas y bipolares en la capa plexiforme interna, sus cuerpos se localizan en la capa de células ganglionares. Sus axones se organizan en la capa de axones del nervio óptico que abandona la retina por el punto ciego, relevando en el núcleo geniculado lateral. Su función se define como la de un filtro paralelo que opera seleccionando y distribuyendo la información visual que se transmite al cerebro (Lennie y cols., 1990).

Mediante estudios morfológicos en animales se han realizado diferentes clasificaciones de los subtipos de células ganglionares. Tal vez el más espectacular sea el realizado por el grupo de Kolb en la retina de gato, en la que describieron hasta 21 tipos distintos de células ganglionares (Kolb y cols., 1981). En humanos distinguimos, morfológicamente, tres tipos principales de células ganglionares: dos difusas, las células parasol pequeña y grande, y una monosináptica, la célula ganglionar enana (Kolb, 1994).

Desde el punto de vista anatomofuncional, se sabe que las dendritas de las células ganglionares aparecen estratificadas a nivel de la capa plexiforme interna en tres subláminas (subláminas a, b y c) que corresponden al lugar donde conectan con las células bipolares OFF, ON y de bastones respectivamente.

Atendiendo a la amplitud de su árbol dendrítico, la localización y tipo de conexiones en la capa plexiforme interna, se distinguen los distintos subtipos de células ganglionares: alfa, beta, gamma, delta... En primates las células ganglionares más frecuentes son las de tipo beta (80%) seguidas de las tipo alfa (10%) y un 10% para el resto de tipos.

La célula ganglionar alfa tiene un campo receptivo amplio (células tipo parasol), no codifican color, tienen alta sensibilidad a los cambios de contraste; recibe un 30% de la información de células bipolares difusas, mientras que el 70% restante proviene de células amacrinas. La célula ganglionar beta, el tipo más frecuente, tiene un campo receptivo más pequeño (tipo enana), codifica para color, tiene baja sensibilidad al contraste, recibe la información de las células bipolares monosinápticas en un 70% de sus sinapsis y en un 30% de las células amacrinas (Freed y Sterling, 1988).

Las células ganglionares b se subdividen en a y b dependiendo en que contacten con células bipolares OFF en la sublámina a ó con las células bipolares ON en la sublámina b de la capa plexiforme interna respectivamente (Kolb, 1994).

La localización, tipo celular y amplitud de campo dendrítico de las células ganglionares se corresponde con las características de los distintos circuitos que existen en la retina.

I.2.3.7.
La glía. La célula de Müller
Las células gliales son un componente esencial de la retina. En los cortes histológicos se pueden diferenciar tanto células del tipo astroglía como microgliales, pero destaca sobremanera la célula de Müller, la principal célula glial de la retina. La antigua concepción de la célula glial como una célula únicamente de sostén del parénquima noble neural está siendo desplazado por una concepción más dinámica de estos tipos celulares, que interactúan y modulan la fisiología neuronal (Katteman, 1996).

La célula de Müller está dispuesta verticalmente respecto a las capas de la retina y es de grandes dimensiones puesto que abarca todas ellas. Desde su soma, que se encuentra en la capa nuclear interna, se irradian prolongaciones que terminan, como elementos aplanados (pies terminales) en la porción más interna de la retina rodeando vasos sanguíneos y en contacto con el humor vitreo. Igualmente, emite prolongaciones hacia la capa de fotorreceptores rodeando a estas células. A su paso por las distintas capas, cubre los cuerpos neuronales y las dendritas de los distintos tipos celulares anteriormente descritos. En la capa de fibras del nervio óptico rodea los axones de las células ganglionares (Newman, 1996).

La célula de Müller expresa numerosos canales iónicos tanto voltaje como ligando dependientes, así como receptores para neurotransmisores; esto indica que este tipo celular reconoce una gran variedad de estímulos de su entorno y responde modulando la actividad neuronal controlando la concentración extracelular de numerosas sustancias. Por tanto, este subtipo celular es, en gran medida, responsable de la homeostasis del resto de las células de la retina. La tabla I-2 resume algunas de las funciones más características de esta célula.

Clásicamente se ha sospechado que en la célula de Müller reside el defecto primario de la retinosquisis (distrofia macular juvenil ligada al cromosoma X). Mediante clonaje posicional Sauer y colaboradores han identificado el gen XLRS1 como responsable de esta patología. Aunque no se conoce su patrón de expresión, el gen XLRS1 se expresa específicamente en la retina y codifica una proteína que podría estar relacionada con la organización durante el desarrollo de las capas de la retina. Su expresión en las células de Müller está aún por determinar (Sauer y cols., 1997).

	Es equivalente al tejido conectivo (de sostén) existente fuera del SNC.

	Eliminación y reciclaje de neurotransmisores (GABA y Glutamato) del medio merced a los transportadores de alta afinidad que expresa.

	Responsable del equilibrio ácido base y el pH en la retina: actividad del cotransportador de Na+/bicarbonato, el intercambiador Na+/H+, así como la anhidrasa carbónica.

	Regulación de la concentración de potasio extracelular en la retina mediante su secuestro, redistribución en el medio o eliminación al humor vitreo.

	Modulación de la actividad neuronal a través del control de los anteriores parámetros y su actividad oxido nítrico sintetasa. El óxido nítrico (NO) es un modulador de la actividad neuronal.

	Función nutritiva: depósito de glucógeno de la retina. Transferencia de lactato a las neuronas.

	Regulación del flujo sanguíneo en la retina.

	Ciclo de vitamina A (sobre todo de los conos).

	Control del crecimiento neurítico y de las conexiones sinápticas.

	Función defensiva: fagocitosis.


Tabla I-2. Funciones de la célula de Müllen
I.3.
CIRCUITOS NEURONALES DE LA RETINA HUMANA
Una vez repasadas las células de la retina, a continuación detallaremos los cuatro circuitos neuronales mejor caracterizados en la misma. El reconocimiento de estos circuitos dentro de la retina es crucial para la comprensión de su funcionamiento. La separación de estas vías funcionales y los tipos celulares que las conforman, en ningún modo significa que las diferentes vías no interconecten físicamente, intercambien información y modulen la actividad de las otras. Las distintas vías que describiremos son una simplificación de la realidad funcional de la retina que nos ayuda a la comprensión de cómo la retina recibe, integra y envía al cerebro la información que recibe de su entorno.

I.3.1.
El circuito de visión nocturna (vía de los bastones)
El circuito del bastón es el predominante en la retina acomodada a la oscuridad. En él intervienen, como eje principal, el bastón como fotorreceptor, la célula bipolar de bastones y las células amacrinas All y A17, con las que conecta la célula bipolar de bastón. La célula All es la encargada de transmitir la información recibida de los bastones a todos los centros ON y OFF (dendritas de las células ganglionares ON y OFF) en la capa plexiforme interna. La célula All establece una sinapsis glicinérgica inhibitoria con los centros OFF en la capa plexiforme interna a los que manda señales inhibitorias por efecto de la luz. Por contra, en presencia de la luz, esta misma célula activa la célula bipolar ON a través de uniones tipo gap (figura I-5). Como se observa, la segregación ON/OFF de la información es un proceso constante, pero en el caso del circuito de visión nocturna, ésta se produce en la capa plexiforme interna debido a las conexiones que la célula All efectúa; mientras que las vías ON/OFF, en los circuitos de conos, se separan a nivel de la capa plexiforme externa dependiendo del tipo de conexión que ejerzan el cono y su célula bipolar, como vimos anteriormente (Kolb, 1994). La célula A17 tiene una función de retroalimentación del circuito del bastón modulando la célula bipolar de los bastones gracias a la sinapsis recíproca que establece con ella. La célula amacrina dopaminérgica ejerce una importante regulación de la vía del bastón de forma directa mediante la modulación de la actividad de la neurona A17, e indirectamente, modulando la célula interplexiforme gabaérgica que modula a su vez las esférulas de la capa plexiforme externa (Kolb y West, 1977, figura I-5).
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Figura I-5. Circuito del bastón.
I.3.2.
Circuitos que median el brillo y el contraste: Circuitos de contraste sucesivo (Vías ON/OFF) y el circuito de contraste simultáneo
Los circuitos de contraste sucesivo se encargan de detectar y codificar el brillo total de la imagen recibida. Estas vías permiten que los estímulos recibidos del entorno se puedan procesar por dos canales independientes y complementarios: I) el canal ON, que procesa estímulos más brillantes que el nivel de radiación de fondo. II) el canal OFF, que procesa estímulos más oscuros que el nivel de radiación de fondo. Es decir, cada estímulo se compara con la radiación de fondo que exista en un preciso instante (el fondo varía dependiendo de la cantidad de luz que exista en el entorno, este dato lo provee la vía del bastón). Esta es, conceptualmente, la base del contraste sucesivo en la percepción visual. La base neuroanatómica de este circuito, que existe tanto en vías monosinápticas como difusas, viene dado por el tipo de conexión entre los conos y sus células bipolares. Así, hemos visto que las células bipolares ON efectúan sinapsis con el cono estableciendo la clásica triada, mientras que las células bipolares OFF sinaptan de una manera plana con el cono y después relevan en distintas subláminas de la capa plexiforme interna. Por tanto, los tipos celulares involucrados serán los distintos conos, sus células bipolares y las células ganglionares en las que relevan.

Los circuitos de contraste simultáneo son esenciales para determinar la resolución de un sistema perceptivo. La inhibición lateral es el mecanismo utilizado para realzar el contraste de las imágenes que se reciben. De manera que al recibir la imagen de un objeto en un determinado punto de la retina, se genera en su entorno una inhibición de las distintas vías visuales para que se realce la misma. La base neurofisiológica de este circuito es la inhibición lateral que realizan las células horizontales alrededor del campo receptivo de una célula bipolar cuando ésta se estimula. Así, al estimularse una célula bipolar ON, la célula horizontal genera alrededor del campo receptivo ON un entorno OFF que realza el contraste y viceversa. Esto origina una organización concéntrica de los campos receptivos a lo largo de la retina. El tamaño del campo receptivo de la célula bipolar y su antagonista, generado por la actividad de la célula horizontal, es lo que determina la resolución del sistema (Kolb, 1994).

I.3.3.
La visión en color: el circuito de oposición de los colores verde y rojo
La visión en color está basada en la concurrencia de al menos tres tipos distintos de conos en la retina (conos azules, rojos y verdes). Mientras que en especies con una pobre visión en color, como el gato, el cono azul, las células bipolares difusas y las células ganglionares en parasol grandes y pequeñas conforman el circuito de visión en color predominante, en primates, además de lo anterior, se ha desarrollado un exclusivo circuito neuronal que transmite e integra la visión en color localizado a nivel de la mácula: el circuito de oposición verde/rojo. La organización de este circuito fue descrita por Gouras en 1968. Las principales células que lo conforman son el cono verde, el cono rojo, la célula bipolar de conos monosináptica, la célula ganglionar enana y las células horizontales Hll y HIII. Se piensa que la organización de los canales verde y rojo es la siguiente: un cono rojo contactaría con dos células bipolares de cono rojo monosinápticas ON y OFF, y, a través de éstas, con dos células ganglionares enanas distintas ON y OFF. A su vez, un cono verde contactaría con dos células bipolares de cono verde monosinápticas ON y OFF, que conectarían con sus células ganglionares enanas ON y OFF respectivamente. Serían cuatro campos receptivos distintos los que aparecerían en la capa plexiforme interna de la mácula: campos ON (rojos y verdes) y campos OFF (rojos y verdes). Las células horizontales Hll y HIII y algunas amacrinas de campo receptivo pequeño se cree que contribuyen a la formación de los campos periféricos espectralmente antagonistas a los anteriores; es decir, un entorno verde alrededor de un campo receptivo rojo y viceversa.
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CAPÍTULO II

DIAGNÓSTICO OFTALMOLÓGICO DE RETINOSIS PIGMENTARIA
Blanca García-Sandoval. Servicio de Oftalmología. Fundación Jiménez-Diaz. Madrid
II.1.
INTRODUCCIÓN

La definición de «Retinosis Pigmentaria» (RP) es imprecisa y amplia para incluir un grupo de enfermedades hereditarias, producidas por mutaciones en varios genes, y no una entidad única como se pensaba antiguamente. Todas estas enfermedades tienen en común la pérdida primaria y progresiva de los fotorreceptores de la retina, y en la mayoría de los casos, secundariamente, la alteración de otras células y capas retinianas.

El diagnóstico molecular de RP es posible cada vez con mayor frecuencia, sin embargo, hoy día, en la mayor parte de los casos, el diagnóstico clínico sigue siendo el único disponible.

La identificación clínica de los afectos proporciona los datos para confeccionar el árbol genealógico y orientar la búsqueda de la mutación. Por otra parte, el conocimiento del patrón de herencia es, a su vez, un utensilio de ayuda al clínico ante un individuo sospechoso de padecer la enfermedad.

La variabilidad fenotípica inter e intrafamiliar y la falta de correlación absoluta entre fenotipo y genotipo, hacen necesario un trabajo multidisciplinario, donde todos los datos son necesarios. La enorme heterogeneidad clínica y genética que caracteriza esta patología debe estar presente al afrontar los variados hallazgos oftalmológicos que presentan estos pacientes en el momento del diagnóstico.

El oftalmólogo que se enfrenta a un paciente sospechoso de padecer RP o a alguno de sus familiares, además de conocer los criterios diagnósticos de RP, debe tener «in mente» los siguientes conceptos:

1.
Existe una forma de presentación típica de RP.
2.
Basándose en los hallazgos oftalmoscópicos existen formas atípicas de RP.
3.
En estadios precoces hay síntomas y signos que pueden faltar o ser muy débiles.
4.
Cada subtipo genético, (Autosómica dominante, Autosómica recesiva y ligada al sexo), tiene ciertas peculiaridades.
5.
Las mujeres portadoras de RP ligada al sexo tienen características especiales.
6.
La RP puede ser un cuadro aislado o ir acompañada de otras alteraciones sistémicas (formas sindrómicas).
7.
Algunas mutaciones se corresponden con un fenotipo determinado y viceversa (correlación genotipo-fenotipo).
8.
La exploración de otros miembros afectados de la misma familia puede ayudar al diagnóstico.
9.
El conocimiento de otras degeneraciones retinianas hereditarias facilita el diagnóstico diferencial de la RP.
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Figura II-1. Diagnóstico diferencial. Secuelas de retinopatía infecciosa.
Los criterios diagnósticos de RP se establecieron internacionalmente en 1982 (Marmor y cols.1983) y son los siguientes:
1.
bilateralidad
2.
pérdida de visión periférica
3.
disfunción de bastones:
a)
adaptación a la oscuridad: umbral final de bastones elevado y
b)
ERG: respuesta de bastones de amplitud reducida y aumento de tiempo implícito o no detectable
4.
pérdida progresiva de función de fotorreceptores.
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Figura II-2. Aspecto gris deslustrado.
Los criterios diagnósticos exigen la bilateralidad del proceso, que además, ocurre de forma simétrica. Muchas cuadros «unilaterales» son mal diagnosticados de RP cuando en realidad se trata de procesos antiguos, inflamatorios, o traumáticos, o de oclusiones vasculares, que ocasionan una movilización del pigmento retiniano semejante al que se produce en la RP. Sin embargo, aunque muy raramente, puede encontrarse un cuadro absolutamente compatible con RP en un solo ojo.

François y Verriest definieron esta situación cuando se encontraban cambios funduscópicos y funcionales típicos en un ojo y ausencia de ellos y ERG normal en el otro con un tiempo mínimo de evolución de 5 años y tras haber excluido etiología infecciosa en el ojo afecto. En algunos textos se describe la RP unilateral.

El segundo criterio diagnóstico, la pérdida de visión periférica, o constricción del campo visual, refleja una alteración fundamentalmente de bastones, dado que la mayor densidad de estos receptores se encuentra en la media periferia retiniana, aunque haya conos en toda la retina.

El tercer criterio diagnóstico se refiere específicamente a la pérdida de función de bastones, ya sea puesta de manifiesto por un umbral elevado en el segmento de bastones de la adaptometría o en la respuesta aislada de bastones del ERG alterada.

El cuarto criterio diagnostico, hace alusión al carácter progresivo de la enfermedad, que marca la diferencia con otras enfermedades similares en algunos aspectos, pero de carácter estable, (Ceguera Nocturna Estable Congénita). Así mismo hace referencia a la alteración de ambos tipos de fotorreceptores no sólo de los bastones, sino también de los conos.

En la RP se afectan bastones y conos, ambos desde el principio en mayor o menor grado, según demuestran varios estudios. Existen dos formas clínicas según el orden de aparición de las manifestaciones clínicas correspondientes a la disfunción de uno u otro tipo de fotorreceptor: la forma bastones-conos, que es la mas frecuente, y en la cual son más evidentes y anteceden las alteraciones de los bastones a las de los conos, y la forma conos-bastones en la que ocurre lo contrario.

II.2.
RETINOSIS PIGMENTARIA TÍPICA
Se trata de la forma clínica de presentación clásica. Puede aparecer en cualquiera de los subtipos genéticos, aunque entre ellos pueda haber diferencias en la edad de presentación, gravedad de los síntomas y signos, y rapidez de evolución. Las manifestaciones clínicas de la RP típica reflejan la pérdida progresiva de la función de los fotorreceptores comenzando por los bastones, dado que la forma más frecuente de presentación es la forma bastones-conos.

Resumidamente, esto se traduce en una mala visión en ambientes de baja iluminación y síntomas de disminución de campo visual. En la exploración se constata una reducción del campo visual cuya forma más típica es en cañón de escopeta, una curva adaptación a la oscuridad patológica y un electrorretinograma escotópico alterado. La exploración del fondo de ojo demuestra palidez papilar, vasos disminuidos de calibre y depósitos de pigmento en forma de osteoclastos en media periferia. Con el tiempo se evidencia también la alteración de los conos y el paciente refiere disminución de visión, alteración en la percepción de los colores, el electrorretinograma fotópico se hace patológico y la agudeza visual empeora. Además el paciente desarrolla cataratas subcapsulares posteriores y con frecuencia maculopatías.
Diagnóstico oftalmológico de retinosis pigmentaria
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Figura II-3. Pigmento abundante y confluente. Palidez papilar. Vasos estrechos.
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Figura II-4. Aspecto gris delustrado del EPR. Pigmento paravascular.
La edad de comienzo de la enfermedad es variable, según el tipo de herencia. Las formas ligadas al sexo y las formas recesivas son de comienzo más precoz, dando comienzo los síntomas en la primera infancia. Las formas dominantes son más variables, suelen manifestarse en la segunda década y en ocasiones de forma tardía dan comienzo por encima de los 40 años.
II.2.1.
RP típica: síntomas
Los síntomas más frecuentemente referidos por los pacientes afectos de RP son: ceguera nocturna, disminución de campo visual, disminución de agudeza visual, alteración en la percepción de los colores y fotopsias

Ceguera nocturna
Es el síntoma más constante y precoz en todos los subtipos genéticos de la RP.

La ceguera nocturna hace alusión a dos hechos diferentes. Por una parte, a la dificultad o imposibilidad de ver en ambientes de baja iluminación a pesar de haber permanecido el tiempo suficiente para estar adaptado a esta situación. Por otra parte, a la dificultad que pueda presentarse al pasar de un ambiente bien iluminado a otro de baja iluminación en el cual, transcurrido un tiempo superior al normal, el individuo es capaz de distinguir objetos.

En el primer caso, si a pesar del tiempo de adaptación transcurrido en la oscuridad, el paciente no consigue ver objetos, se trata de una disfunción de los bastones y es el segmento correspondiente a ellos en la curva de adaptometría el que muestra un umbral elevado (Nictalopiá).

En el segundo caso, cuando el paciente refiere tardar más en poder distinguir objetos que otros serian capaces de reconocer en menos tiempo, pero al final lo consigue, la alteración corresponde a una disfunción de conos, puesta de relieve en el segmento de conos de la adaptometría.

Los pacientes de RP tienen alteraciones de uno o ambos segmentos.

El síntoma de ceguera nocturna, es una queja frecuente en las consultas de oftalmología. Las causas que la producen son muy diversas. Por ejemplo, los pacientes miopes refieren con frecuencia dificultades en la conducción nocturna de vehículos. En los pacientes afectos de ceguera nocturna estable congénita, éste es el síntoma preponderante. Otros pacientes refieren trastornos relacionados con los cambios de iluminación que no son verdaderas cegueras nocturnas, como sucede con los deslumbramientos ante focos en la oscuridad, que se producen a veces en individuos con cataratas o en pacientes operados de cirugía refractiva.

En la anamnesis de estos pacientes es más informativo preguntar por situaciones concretas de la vida cotidiana, como el hecho de entrar en un cine (conos), o si es capaz de contar estrellas (bastones). Algunos pacientes no son conscientes de este síntoma por haberse presentado gradualmente desde la primera infancia.

El inicio de la ceguera nocturna se suele producir en la primera década en las formas recesivas y ligadas al sexo y en la segunda década en las formas autosómico dominantes (Tanino y cols., 1977).

Disminución del campo visual
Es otro síntoma característico de RR El paciente refiere tropezarse frecuentemente con los objetos a su alrededor. En el niño, es la madre la que cuenta que no es capaz de encontrar los juguetes.

Al afectarse en primer lugar los bastones, el campo visual central se conserva más tiempo. Cronológicamente este síntoma se presenta después de la ceguera nocturna.

Debido al carácter binocular de la visión humana, la superposición de los campos visuales de ambos ojos, es la responsable de que constricciones periféricas graves del campo visual, pasen desapercibidas, sobre todo si quedan algunos islotes periféricos en ambos ojos.

Disminución de visión
Normalmente es referida por los pacientes después de la ceguera nocturna y de la disminución del campo visual.

Alteración en la percepción de los colores
La percepción de los colores generalmente se mantiene normal hasta alcanzar agudezas visuales de 0.5 o menos.

Cuando la enfermedad está muy avanzada se produce una alteración inespecífica de la visión de colores o con mucha frecuencia en el eje azul-amarillo.
Fotopsias
Muchos pacientes de RP refieren ver luces pequeñas o flashes en la media periferia de su campo visual cerca de zonas de escotoma absoluto.
II.2.2.
RP típica: otros síntomas
•
Fotofobia. No es un síntoma constante pero sí frecuente.
•
Pérdida de sensibilidad al contraste. El paciente puede ser capaz de distinguir bien los objetos, es decir tener buena agudeza visual y sin embargo notar uniformidad en ellos, sin el resalte o contraste normal que existe entre una zona oscura y otra más clara.
•
Miodesopsias. Se deben a las condensaciones vitreas que presentan con frecuencia estos pacientes.
•
Alucinaciones. Algunos pacientes refieren ver figuras parecidas a las alucinaciones visuales de los pacientes psiquiátricos.
II.2.3.
RP típica. Exploración oftalmológica
II.2.3.1.
Agudeza visual y estado refractivo
La disfunción visual en la RP puede ser de muy diverso grado, desde la ausencia de síntomas y visión de la unidad en las formas sectoriales, hasta visión de solo percepción de luz. En la RP típica, la visión central o visión discriminativa mantiene buenos niveles más tiempo. Al igual que la edad de comienzo de la enfermedad varía según el patrón hereditario, la edad en la que se produce el deterioro de la agudeza visual también es diferente según el tipo de herencia. Es precoz en las formas ligadas al sexo, incluso apreciable desde los 4-6 años y suelen ser ciegos legales (agudeza visual menor o igual a 0.1 en el mejor ojo) a la edad de 30-40 años (Berson y cols., 1985). En las formas recesivas se produce algo más tarde. En las formas autosómicas dominantes se deteriora en la edad adulta y puede conservarse una buena agudeza visual hasta edades avanzadas, incluso por encima de los 60 años.

Las causas de la disminución de agudeza visual en la RP son las siguientes:
1.
La enfermedad propiamente dicha. Las mutaciones que causan RP se producen en proteínas estructurales del segmento externo del fotorreceptor, o en proteínas involucradas en la cascada bioquímica de la fototransducción, o en proteínas relacionadas con el plegamiento proteico, o con el metabolismo de la vitamina E, o de los lípidos. Se alteran por tanto, la formación y renovación de los discos de los segmentos externos de los fotorreceptores, la cascada visual, la reconstitución de la rodopsina, la interacción del epitelio pigmentario con los fotorreceptores y el metabolismo del retinol (Van Joest y cols., 1999). Las diferentes teorías etiopatogénicas de la RP se tratan en otro capítulo de este libro. Sea cual sea la mutación existente y la alteración bioquímica que produzca, se produce una disfunción y apoptosis de los fotorreceptores que en el caso de los conos se traduce en disminución de visión discriminativa.

2.
Las maculopatías. La frecuencia de maculopatías en pacientes de RP, es superior a la de la población normal. Algunos autores describen una incidencia de hasta un 70%. La afectación de la mácula por la propia enfermedad suele ser en forma de pigmento, atrofia, reflejo tapetal, pero otras veces se puede observar edema macular quístico (5-10% de las RP), edema macular difuso, maculopatía en celofán, pseudoagujeros maculares, membrana epimacular, similares a las de pacientes sin RP. Las maculopatías pueden ser simétricas o no.
3.
Las cataratas subcapsulares posteriores. En la mayoría de pacientes con RP la opacidad subcapsular no es la causa de la baja agudeza visual, pero en algunos casos en los que la mácula es normal y la densidad de la opacidad es importante, puede suponer un obstáculo para la visión.
4.
Otra patología ocular o extraocular. Algunos autores, encuentran una ligera mayor incidencia de patologías como queratocono (Fishman y cols., 1992), o glaucoma (Franceschetti y cols., 1974) en pacientes con RP que en la población general. Se deben descartar otras patologías como ambliopía, neuropatías, DMAE etc., como posible causa de baja visión en estos pacientes.
Los optotipos convencionales proporcionados por un proyector de símbolos alfabéticos de luminosidad ajustable y una escala decimal, es la forma más habitual de medir la función visual central en general y también en los pacientes con RP. Conviene disponer de optotipos especiales de baja visión puesto que con frecuencia las agudezas visuales están por debajo de 0.1.

La agudeza visual alcanzada por el paciente depende muchas veces de la iluminación. En condiciones de baja iluminación ven peor, incluso después de estar adaptados y, en condiciones de excesiva iluminación, también refieren dificultades por el deslumbramiento.

También se ha demostrado, que las pruebas de sensibilidad al contraste están alteradas en las frecuencias altas en los pacientes con RP (Lindberg y cols., 1981).

El efecto de esta pérdida de sensibilidad al contraste sobre la agudeza visual fue estudiado por Spellman y cols, utilizando paneles de Regan (Spellman y cols.1989), sin embargo estos paneles no resultaron ser útiles.

Otros autores (Carr y cols.) han utilizado electrorretinografía multifocal (FERG) y prueba de visión de colores 100-HUE Farnsworth-Munssel para valorar la función visual central, encontrando que estas pruebas se alteran antes de que lo haga la agudeza visual y por tanto las consideran más sensibles y de mayor valor predictivo del deterioro progresivo de la visión central de estos pacientes. En la actualidad ambas pruebas no son de fácil uso y disponibilidad en la práctica diaria.

La incidencia de miopía es superior a lo normal en los varares afectos de XLRP y en portadoras de XLRP. Wright y cols., 1991, publicaron una familia de RP2 en la que todos sus miembros afectos eran miopes, tanto los varones como las portadoras, y todos los no afectos, eran emétropes.

II.2.3.2.
Biomicroscopía del segmento anterior
El hallazgo más frecuente en los pacientes afectos de RP cuando son explorados en la lámpara de hendidura es la opacidad del cristalino. Según un estudio de Heckenlively (1988), la incidencia de cataratas se estima en un 52% en las formas autosómicas dominantes, en un 39% en las autosómicas recesivas y en un 72% para las formas ligadas al sexo. La forma más frecuente es la subcapsular posterior.

La patogenia de la formación de cataratas en los pacientes con RP, así como la razón de la característica disposición subcapsular posterior, permanece sin aclarar. En un trabajo sobre el tema, los autores (Babizhayev y cols., 1989) llegan a la conclusión de que la peroxidación lipídica puede iniciar el desarrollo de catarata.

Se han publicado algunos trabajos sobre pruebas pronosticas de recuperación de agudeza visual tras cirugía de catarata en pacientes de RP. El interferómetro parece tener un buen valor predictivo, otros utilizan potenciales evocados visuales. También hay diferentes estudios sobre cuál es la mejor técnica quirúrgica para tratar a este tipo de pacientes sin que se encuentren diferencias significativas.

En un estudio de Arranz y cols, en 1999 sobre cirugía de catarata en pacientes con RP, obtuvieron una mejoría de la agudeza visual postoperatoria respecto la preoperatoria mayor en los pacientes más jóvenes.

II.2.3.3.
Campimetría

La alteración campimétrica de los pacientes afectos de RP comienza por una disminución generalizada, difusa, de sensibilidad. Posteriormente aparecen escotomas absolutos formando un anillo alrededor del campo central. Este defecto anular traduce la alteración de los bastones, cuya mayor densidad se encuentra en la media periferia de la retina. El defecto anular se va extendiendo de manera centrífuga dando el aspecto de una constricción periférica del campo, pero lo hace también centrípetamente de manera que queda respetada en área central exclusivamente. Es lo que se denomina un campo central tubular o en cañón de escopeta o en túnel. Pueden quedar algunos islotes periféricos en este momento que luego desaparecerán. El limitado campo central en un principio presenta un umbral normal pero a medida que avanza la enfermedad la densidad del escotoma aumenta, apreciándose sensibilidades de muy pocos decibelios. Otras veces desaparece el campo central y queda solo algún islote, generalmente temporal, que es el último en desaparecer.

Los defectos campimétricos de algunos pacientes comienzan en áreas paracentrales y según Krauss (Krauss y cols. 1982) esta situación es más frecuente en los pacientes de RP con predominio de pérdida de conos (forma conos-bastones).

Generalmente los defectos campimétricos se corresponden con las áreas del fondo de ojo alteradas, frecuentemente con pigmento, pero esto no siempre es así pudiendo observarse campos visuales más afectados de lo esperado. Las alteraciones campimétricas se producen pronto en el curso de la enfermedad.

La exploración del campo visual puede realizarse mediante campimetría dinámica o estática. En muchos trabajos sobre RP y otras enfermedades heredodegenerativas de la retina, la exploración del campo visual se realiza mediante campimetría dinámica con el campímetro de Goldman. La campimetría estática proporciona información sobre la densidad del escotoma en valor absoluto y en comparación con unos valores de normalidad estándar para cada edad. A la representación en escala de grises, acorde con la representación de las isópteras dé la campimetría con Goldman, se le añade la información numérica sobre el valor absoluto en cada punto, y sobre el defecto relativo respecto a la normalidad para cada edad. Además, dado que se trata de un examen automatizado, se obvia el componente subjetivo o de habilidad del explorador.

Al igual que en la perimetría con el campímetro de Goldman se pueden delimitar perfectamente los escotomas anulares, defectos sectoriales, reducciones periféricas, defectos tubulares con o sin islotes periféricos etc. Sin embargo, el uso de la campimetría estática en este tipo de enfermedades se ha criticado debido a que algunos campímetros están diseñados o se usan casi exclusivamente para estudio de pacientes con glaucoma y por tanto solo exploran los 30° centrales e incluso a veces fundamentalmente el área de Bjerrum. Si se exploran pacientes de RP con campimetría estática de 30° la información es incompleta (Finkelstein y cols.,1999).

En muchos estudios sobre RP se utiliza perimetría de color adaptada a la oscuridad. Esta técnica también se ha utilizado para constatar la validez del oftalmoscopio de scaner láser (SLO) en la medición de la densidad y sensibilidad de los fotopigmentos en la retina de estos pacientes (Tornow y cols., 1999). La reproductibilidad del campo visual es menor en los pacientes con RP que en los individuos normales, (normales 5-6%; RP 11-13%).

La pérdida de campo visual según un estudio de Berson en diversos tipos de RP es de 4,6% anual (Berson y cols., 1985). Massof encuentra una reducción del 50% en 4,5 años (Massof y cols., 1994).

El criterio campimétrico de ceguera legal exige un campo visual de 20° en horizontal o menor en el mejor ojo utilizando el test lll-4e de un perímetro de Goldman

II.2.3.4.
Funduscopia
Los hallazgos funduscópicos de los casos avanzados de Retinosis Pigmentaria (RP) suelen ser bastante típicos, sin embargo, estos cambios reflejan una degeneración de larga evolución y muchos hallazgos pueden no observarse en estadios precoces.

Por este motivo, cuando se establecieron los criterios diagnósticos de esta enfermedad, el aspecto del fondo de ojo no se consideró necesario para realizar el mismo.

La falta de uniformidad en lo que antes constituía una sola enfermedad también tiene su expresión en la variabilidad de los hallazgos funduscópicos. La misma mutación puede tener varias expresiones fenotípicas, por ejemplo distintas lesiones en el fondo de ojo. Por otra parte, el mismo fenotipo pueden corresponder a distintas mutaciones.

Según qué células y capas retinianas estén afectadas y en según qué grado, así será la imagen oftalmoscópica.

Descripción de los hallazgos funduscópicos en la RP

Papila óptica. La papila puede presentar un aspecto completamente normal, parecer hiperémica o estar pálida.Típicamente se describe como «pálida». En los cuadros evolucionados, independientemente del tipo de herencia, la papila es más blanca de lo normal. La palidez papilar según los estudios ultraestructurales de Szamier (Szamier y cols., 1985) parece debida a la existencia de una membrana prerretiniana centrada en la papila, que se extiende a todos los cuadrantes en continuidad con la capa de Elschning y formada por proliferación de células astrogliales fibrosas. No indica atrofia en el sentido habitual, puesto que las células ganglionares y la capa de fibras nerviosas permanecen intactas hasta últimos estadios.

La excavación papilar es normal, aunque establecer el índice E/P es más difícil por faltar la diferencia de coloración entre la zona central y la periferia. Algunos estudios incluso refieren índices E/P menores de lo habitual. (Rajacich y cols., 1985). Hay una mayor incidencia de drusas papilares (2%) (Novack y cols., 1987). Otros autores describen una borrosidad de la capa de fibras nerviosas en los márgenes de la papila.

Vasos retiníanos. El hallazgo característico es la disminución del calibre vascular. Es un signo muy constante en todas las formas de RP, y en algunos casos es muy llamativo. Las arterias pueden llegar a ser filiformes, como hilos de plata, similares a las de las retinopatías hipertensivas, o a las de procesos oclusivos.

No está claro cuál es la causa de esta apariencia, aunque en un modelo animal de roedores, Villegas y cols, han encontrado que la migración de células de EPR alrededor de los vasos contribuye a esta constricción. También se ha propuesto que la constricción arterial se debe a la mayor concentración de oxígeno intravascular por disminución de consumo o por la proximidad de la red vascular a la coriocapilar por el adelgazamiento coroideo.

Retina. La apariencia típica de los casos evolucionados consiste en depósitos de pigmento en forma de espículas u osteoclastos distribuidos difusamente por todo el fondo de ojo con predominio en la media periferia y paravascular. Epitelio pigmentario (EPR) de aspecto moteado o granuloso y a veces atrófico y por último, ocasionalmente, coroides atrófica dejando ver los grandes vasos coroideos. Hasta alcanzar la retina este aspecto típico, es posible observar muchos otros estadios.

Al principio el fondo de ojo es normal, a pesar de que ya se aprecien defectos en el campo visual y/o en el ERG. El primer cambio corresponde a una alteración en el EPR con migración de pigmento hacia capas más profundas de la retina ocasionando un aspecto de granulado o moteado muy fino a la retina. A medida que la migración es mayor, el pigmento se agrupa adquiriendo esa forma característica de espículas. Generalmente la localización inicial es la media periferia y se corresponde con un escotoma anular en la campimetría. Luego se extiende hacia la periferia y polo posterior. Sin embargo, a veces, queda confinado a una región (ver más adelante ADRP regionales) o a un cuadrante (ver formas sectoriales). Muchas veces la generalización es sólo cuestión de tiempo.

La cantidad de pigmento es muy variable y en general no guarda relación con la severidad del proceso. La forma no siempre es espiculada sino que en ocasiones el pigmento hace formas redondeadas o en sacabocados. Otras veces aparecen lesiones blanquecinas redondas hipopigmentadas antes de la aparición del pigmento o coincidiendo con él, es una alteración inespecífica del EPR. La pérdida de pigmento del interior de las células del EPR, proporciona al fondo una apariencia grisácea generalizada con mayor transparencia de vasos coroideos cuanto mas transparente es el epitelio.

Los cambios suelen respetar la mácula en fases iniciales aunque en estadios avanzados, el pigmento ocupa toda la retina, incluyéndola.

El término retinosis pigmentaria hace alusión al pigmento característico de esta enfermedad en forma de espículas óseas u osteoclastos, sin embargo éste no aparece en los estadios iniciales, y en la forma clínica «sine pigmento» lo hace muy tardíamente. Por este motivo, no se incluye como criterio diagnóstico.

Mácula. Suele ser normal al principio pero poco a poco va adquiriendo un aspecto deslustrado grisáceo. A veces la mácula queda rodeada de una muy evidente alteración del EPR de aspecto grisáceo que le hace resaltar más su color anaranjado. Finalmente pueden aparecer depósitos de pigmento igual que en el resto de la retina y atrofia del EPR. Otras veces aparece un brillo en cobre batido o reflejo tapetal sobre todo en portadoras y varones jóvenes que con el tiempo se sustituye por un aspecto atrófico y moteado del EPR. En otros casos, se observan arrugas por fibrosis prerretiniana.

Las maculopatías parecen ser más frecuentes en los afectos de RP y son causa de baja visión. El edema macular quístico, edema macular difuso, maculopatía en celofán, pseudoagujeros maculares, membrana epimacular etc. son algunos ejemplos. La atrofia macular ha sido descrita por algunos autores como coloboma de mácula. Al parecer no hay relación entre la maculopatía y el tipo de herencia o la edad, aunque según algunos autores son más frecuentes en la RP ligada al sexo.

Coroides. La capa coriocapilar de la coroides con mucha frecuencia acompaña con su atrofia a las zonas afectas de la retina. Así pues no es raro ver en las zonas pigmentadas cierto grado de atrofia coriocapilar que pone en evidencia los grandes vasos coroideos como estrias amarillentas en un fondo oscuro. La atrofia coriocapilar es menor en extensión que la alteración retiniana, de no ser así y ser la alteración coroidea el dato más destacable podría tratarse de una atrofia coriocapilaris difusa y no de una RP. Una especial manera de alterarse esta capa es la que se produce en la coroideremia (ver más adelante).

II.2.3.5.
Adaptometría
Como ya se ha dicho, la curva de la adaptometría puede mostrar una elevación del segmento de conos, del de bastones o de ambos, de grado variable. En algunos pacientes puede observarse un retraso en alcanzar lo que finalmente es un buen umbral de adaptación a la oscuridad de bastones (Alenxander y cols., 1984).
II.2.3.6.
Electrofisiología
Las pruebas de electrofisiología ocular disponibles son variadas, pero la prueba por excelencia en el diagnóstico de la RP es el electrorretinograma de campo completo (estímulo difuso en cúpula de Ganzfeld). Debe ser realizado siguiendo las normas internacionales de estandarización publicadas en 1989 por el ISCEV (Marmor y cols., 1989), (International Standaritation Commitee for electrophysiology of the Vision) y revisadas periódicamente por este organismo. Esta prueba proporciona información sobre el estado de los dos sistemas de fotorreceptores por separado, bastones y conos y también información de ambos en conjunto, así mismo se pueden valorar otras capas de la retina (hasta células ganglionares, estas últimas excluidas).

Este libro contiene un capítulo dedicado a pruebas electrofisiológicas.

El electrorretinograma así como el resto de las pruebas electrofisiológicas (PEV, EOG, PERG, ERG focal, ERG multifocal etc.) pueden ser realizados tanto por oftalmólogos como por electrofisiólogos. El oftalmólogo debe considerarla incluida en el arsenal de pruebas oftalmológicas y siempre completar el estudio de esta enfermedad con ella.

En la RP los cambios en el ERG pueden preceder a los hallazgos oftalmoscopicos en todos los tipos genéticos de RP. En los subtipos XLRP y ARRP el ERG está abolido o se registran respuestas muy reducidas en edades precoces Bird (X-Linked)(ondas a y b muy reducidas). En un estudio de sobre XLRP, el 71% de los ERG de los pacientes afectos no era registrable, y de los que sí lo era, en el 50% de los casos, se registraba mejor la onda a y en el otro 50% la onda b.

En el subtipo ADRP, de comienzo más tardío y progresión menos rápida, sobre todo en fases iniciales, puede registrarse ERG de conos y bastones aunque de baja amplitud pero en general en cuanto la enfermedad avanza un poco más suele registrarse exclusivamente ERG de conos. Algunos subdividen en dos tipos los casos de ADRP en función de la sensibilidad relativa de bastones respecto a conos, medida mediante ERG y adaptometría (ver más adelante).

En cualquiera de los tres subtipos de RP (XLRP, ARRP y ADRP), la respuesta de conos y bastones cuando existe, puede tener un Tiempo Implícito aumentado, pero no es una condición necesaria para el diagnóstico de RP.

Las mujeres portadoras de XLRP tienen en el 50 - 96% de los casos amplitudes disminuidas en el ERG. En un estudio con 23 pacientes, el 96% de las pacientes presentaban alteraciones en el ERG, 83% presentaban alteraciones en el ERG Mixto y 75% un aumento en el tiempo implícito del Flicker 30 Hz. En general, el ERG es útil para identificar portadoras, se obtienen respuestas comparables en la oscuridad y en la luz.

Siguiendo un criterio electrorretinográfico, la RP puede presentar un patrón bastones-conos o conos-bastones. Según un trabajo de Heckenlively, 59% y 41% respectivamente.

En la RP en sector, el ERG presenta valores subnormales, en proporción a la extensión de la retina afectada. Los tiempos implícitos de conos y bastones son normales.

En general, en las fases iniciales de la enfermedad, incluso cuando el fondo de ojo es normal o presenta cambios mínimos, el ERG es subnormal, pero se pueden separar bastones y conos. Según Berson y Finkestein, hasta ahora no se ha visto ningún paciente de mayor de 6 años que, teniendo unas amplitudes y tiempos implícitos de bastones y conos normales, desarrolle RP de tipo generalizado. En un estudio prospectivo se demuestra que, los individuos afectos entre 6 y 49 años, pierden un 16-18,5% del ERG de campo completo que les queda, por año. Queda por establecer si estos valores se pueden utilizar individualmente.

Respecto al ERG en patrón (PERG), se ha observado que la P50 es la onda que más se conserva, sin embargo no es de utilidad en el seguimiento de la enfermedad.

No existe correlación entre pigmento y ERG, ni entre pigmento y campo visual, pero sí existe correlación entre campo visual y ERG.

El ERG en la RP además del valor diagnóstico, proporciona un método de monitorización de la progresión de la enfermedad y de la eficacia de medidas terapéuticas.

El número total de conos en la mácula central (5mm o 20°), representa sólo el 9% de toda la población de conos de la retina y el número total de conos en la fóvea (1,5 mm de diámetro) es sólo el 1,5-2% de la población global de conos (Fishman y cols., 1990).

El ERG de campo completo y estímulo difuso recoge la señal de toda la retina en conjunto, de manera que las lesiones puntuales, que proporcionalmente supongan poca cantidad de fotorreceptores afectados, no repercuten en el ERG. Es posible hallar pacientes con maculopatías que reducen la visión a menos de 0.1 pero con ERG completamente normal, por ejemplo en la DMAE.
Se ha publicado (Williams, 1992) que uno de cada cuatro pacientes con RP mantiene una agudeza visual suficiente para leer aunque el ERG esté abolido y el campo visual reducido a 2-3 grados.
II.2.4.
Otras pruebas
II.2.4.1. 
Pruebas de colores

Los test de colores más indicados para explorar estas enfermedades son los de Farnsworth (28 HUE, 100 HUE, y especialmente el 15 Desaturados) que ponen de manifiesto la alteración en la percepción de los colores que al evolucionar la enfermedad sufren los pacientes afectados, siendo con mayor frecuencia el eje del tritan el patológico. Los desaturados generalmente no son vistos por los pacientes en estadios intermedios o avanzados.

II.2.4.2.
Sensibilidad al contraste
A veces, incluso antes de producirse una disminución de la agudeza visual, los pacientes afectos de RP presentan disminución de la sensibilidad al contraste.
II.2.4.3.
Angiofluoresceingrafía y SLO
No añade generalmente información en los pacientes con RP, y puesto que aunque muy poco frecuentes, no está exenta de riesgos, se debe reservar para aquellos casos en los que esté indicada, pero nunca de manera rutinaria en estos pacientes.

Los hallazgos observados en la forma típica de RP son: efecto pantalla por los depósitos de pigmento que no permiten ver la fluorescencia coroidea. La AFG o el SLO revelan también defectos de transmisión del EPR e hiperfluorescencia difusa tardía. Las arterias, según algunos autores, se ven normales en la AFG a pesar de verse adelgazadas en la exploración del fondo de ojo con el oftalmoscopio y otros refieren estrechez de las mismas.

La AFG sin embargo nos permite diagnosticar posibles retinopatías o maculopatías coincidentes o asociadas a la RP como por ejemplo el edema macular quístico, retinopatía diabética, membranas neovasculares etc.

Angiograficamente no es raro encontrar EMQ en RP, en pacientes jóvenes en estadios iniciales de la enfermedad e incluso con buenas agudezas visuales.

II.2.4.4.
Fluorofotometría
Se ha utilizado en algunos estudios para valorar el estado de la barrera hematorretiniana encontrándose alterada. Algunos autores encuentran alterada esta prueba en portadoras de la forma ligada al sexo de la RP (XLRP). Es una prueba disponible en muy pocos centros y utilizada en la fase clínica de muchos trabajos de investigación. A pesar de no implicar riesgos, por la poca informatividad frente a otras pruebas, no es necesaria en esta patología por el momento aunque nuevas aportaciones futuras puedan generalizar su uso. Se ha observado que esta prueba está alterada no sólo en los pacientes afectos sino también en portadoras de RPLX.
II.2..4.5.
Potenciales evocados visuales
Parece que son un buen correlato de la agudeza visual en estos pacientes.
II.2.4.6.
Electrooculograma
Se afecta por cuanto la fase lumínica depende del estado de los fotorreceptores.
II.2.4.7.
Valoración sistémica
Todos los pacientes de RP son sometidos a una cuidadosa anamnesis y exploración general para descartar o diagnosticar las formas sindrómicas. En caso de sospecharse un cuadro sindrómico se realizarán las pruebas específicas oportunas. Por ejemplo determinaciones de ácido fitánico para descartar una enfermedad de Refsum o de ornitina si se sospecha una atrofia gyrata o niveles de vitamina A sérica en el Bassen-Kornzweig. Así mismo exploración por otorrinolaringología en caso de síndrome de Usher, o por endocrinología o neurología para descartar otros síndromes.
II.3.
FORMAS ATÍPICAS DE RETINOSIS PIGMENTARIA
II.3.1.
Retinosis Pigmentaria sine pigmento
Se trata de pacientes que durante mucho tiempo, incluso décadas no presentan pigmento. Al principio el fondo es normal o grisáceo y luego se observa palidez papilar, estrechamiento arteriolar, atrofia de EPR etc. Es sólo cuestión de tiempo el que aparezca el pigmento. A veces hay lesiones redondeadas hipopigmentadas.
II.3.2.
Retinitis puntata albescens
Se caracteriza por unas lesiones blanquecinas redondeadas peor delimitadas y algo más grandes que las que aparecen en el fundus albipuntatus (Tipo de Ceguera Nocturna Estacionaria Congénita) con el que hay que hacer diagnóstico diferencial, basado en la falta de progresión de esta última y en la normalidad de la amplitud del ERG tras 3 h de adaptación a la oscuridad.

La retinitis puntata albescens es un estadio no obligado, ya que no es frecuente, de la RP, pero al avanzar la enfermedad estos pacientes presentan el pigmento característico.
II.3.3.
Retinosis Pigmentaria central o inversa
Los hallazgos funduscópicos se localizan en la mácula. Aparecen acumulos de pigmento que con frecuencia son redondeados aunque también en forma de espículas y atrofia de EPR. La palidez papilar y adelgazamiento vascular se producen más tarde. La mayoría de las llamadas RP inversas son probablemente degeneraciones conos-bastones. Muchos autores niegan la existencia de esta entidad.
II.3.4.
Retinosis Pigmentaria paracentral
Las alteraciones se producen en el polo posterior, rodeando el nervio óptico y los vasos temporales y respetando la mácula y la retina periférica. La palidez papilar y estrechamiento vascular son más tardíos que en la RP típica.
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RP paracentral.
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Disposición regional del pigmento.
II.3.5.
Retinosis Pigmentaria Sectorial

Los cambios funduscópicos típicos, pigmento, atenuación arteriolar etc. se localizan sólo en un cuadrante generalmente en el nasal inferior, el resto de la retina tiene un aspecto y función normal (del Rio Novo y cols., 1998). Muchas veces estos pacientes son asintomáticos por ser poca la retina afecta y por su localización. La herencia suele ser autosómica dominante pero también puede ser recesiva. Para estar seguros de que se trata de una RP en Sector se debe esperar diez años para estar seguro de que no se generalizará y por tanto que no se trata de una forma precoz de RP típica.
II.3.6.
Retinosis Pigmentaria con preservación paraarteriolar
Las lesiones son las mismas pero el pigmento se sitúa de manera que deja libre un espacio alrededor del vaso. Esto se mantiene durante un tiempo pero finalmente también este espacio termina ocupado por pigmento. La palidez papilar y drusas del nervio óptico aparecen pronto y sin embargo la atenuación vascular ocurre tardíamente a diferencia de lo que ocurre en la RP típica. Se ha descrito en familias de herencia autosómica recesiva (Porta y cols., 1992)
II.3.7.
Coroideremia
Se incluye esta entidad dentro de la Retinosis Pigmentaria desde hace varios años. Los síntomas y la exploración oftalmológica, excepto el aspecto del fondo de ojo, son iguales a la forma típica de RP. En ella, además de producirse una pérdida de fotorreceptores y degeneración del EPR se produce una atrofia de la coroides, coriocapilar y membrana de Bruch. El aspecto funduscópico es sin embargo peculiar en esta enfermedad respecto de la RP típica, ya que en ella hay un predominio de la atrofia no sólo retiniana sino también coroidea. En fases iniciales la retina periférica tiene aspecto en sal y pimienta. Desaparece primero la coriocapilar y EPR dejando visibles los grandes vasos coroideos y luego queda la esclera desnuda en grandes áreas al tiempo que quedan islotes respetados de retina y coroides. También aparecen acúmulos de pigmento pero más escasos que en las otras formas de RP. La papila palidece al avanzar la enfermedad y los vasos están adelgazados. A veces se confunde este cuadro con retinosis pigmentaria típica evolucionada.

Portadoras de Coroideremia. Su fondo de ojo puede ser normal o presentar alteraciones variadas como aspecto granuloso del EPR, o acúmulos de pigmento. No tienen las características propias de las portadoras de RPLX
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Coroideremia.

II.4.
RASGOS FENOTÍPICOS DE LAS DISTINTAS FORMAS HEREDITARIAS DE RP
II.4.1.
RP Autosómica Dominante (RPAD)
Es la forma menos grave, con aparición de síntomas de manera más tardía y progresión más lenta, conserva AV y CV más tiempo, el ERG conservado en mayor porcentaje sobre todo mixto y conos aunque de amplitud disminuida.

Massof y Finkelstein definen en este tipo de herencia dos formas diferentes de distribución del pigmento

Tipo I: pérdida difusa de bastones. Cursa con nictalopia precoz o tardía. Se corresponde con el subtipo D de Lyness. ERG de bastones ausente.

Tipo II: pérdida regional de conos y bastones. Cursa con nictalopia tardía. Se corresponde con el subtipo R de Lyness. ERG de bastones presente.
Clínicamente se ha clasificado en 2 subgrupos, basados en pruebas psicofísicas y en la edad de comienzo de la enfermedad (Massof y Filkenstein, 1981. Farber y cols., 1985, Lyness y cols.1985).
Massof y Filkenstein, en función del resultado de la campimetría estática de color con adaptación a la oscuridad y el momento de aparición de la ceguera nocturna definen dos grupos:

-
Tipo I. Muestra una pérdida difusa de sensibilidad de bastones y posterior pérdida de sensibilidad de conos y ceguera nocturna de comienzo variable desde la infancia a la edad adulta.
-
Tipo II. Presenta una pérdida regional de sensibilidad tanto de bastones como de conos y ceguera nocturna de aparición en la edad adulta.
Lynnes utilizando criterios clínicos, electrorretinográficos y campimétricos define otros dos grupos en la RPAD:
-
Tipo D. Se produce una pérdida difusa de bastones y una pérdida regional de conos. No se registra ERG de bastones. La ceguera nocturna comienza a edades inferiores a los 10 años.
-
Tipo R. Se produce una pérdida regional de bastones y de conos. Se puede registrar ERG de bastones. Comienzan a ver mal en la oscuridad por encima de los 20 años.
Fishman clasifica las RPAD en 4 subgrupos, los grupos 1 y 2 superponibles a los tipos I y II de Massof, un grupo 3 para las RP sectoriales y un grupo 4 ó RP «delimitadas».
El Tipo 1 y el D tienen similitudes y el Tipo 2 y el R también. Podría tratarse de subtipos genéticos más que de expresiones diferentes de la misma enfermedad, pero sin embargo no se ha probado molecularmente esta clasificación.
La mayoría de los árboles genealógicos de las RPAD muestran una penetrancia completa pero también es posible encontrar familias con penetrancia incompleta.
Otra de las características de este tipo de RP es la gran variedad fenotípica que puede darse tanto intra como interfamiliarmente.
II.4.2.
RP Autosómica recesiva (RPAR)
La RPAR carece de rasgos característicos. La edad de comienzo puede variar desde la infancia hasta la quinta o sexta década de la vida. Generalmente suele manifestarse de manera similar entre parientes. Se encuentran tanto formas generalizadas como regionales. La mayoría de las formas sindrómicas se heredan de forma autosómica recesiva.
II.4.3.
Retinosis Pigmentaria Ligada al Sexo (RPLX)
La RPLX es la forma mas grave de RP. Los síntomas comienzan a edades muy precoces y los criterios de ceguera legal se suelen cumplir entre los 30 y 40 años o incluso antes. Son más frecuentes en estos pacientes la miopía alta, el astigmatismo y las maculopatías.

Se ha propuesto la clasificación en dos subgrupos en función de los hallazgos funduscópicos de las portadoras. En uno de ellos, el RP2, las portadoras presentan parches de degeneración pigmentaria de acuerdo con el fenómeno de lyonización. En la otra forma, RP3, las portadoras tienen con frecuencia reflejo tapetal, brillante, en su fondo de ojo.

Sin embargo Jacobson y cols., encontraron en una familia de RP2 portadoras con reflejo tapetal, parches de pigmento o ambos.
La edad de inicio de la enfermedad y el síntoma de comienzo se ha intentado utilizar como indicativo del subtipo genético de RPLX. RP2 se caracteriza por un comienzo precoz 4 años con miopía alta y el tipo RP3 por un comienzo tardío, 10 años con ceguera nocturna (Kaplan y cols., 1992).

El tipo de defecto refractivo en los varones afectos y mujeres portadoras de RPLX de nuestra serie es miópico. Los valores medio son similares para ambos ojos p<0.0001 y similares en los dos grupos, afectos, Esférico OD -4,05, portadoras, OD -3,97; Equivalente esférico: afectos, OD -3,86 y portadoras OD -4,14. El grupo de varones sanos es emétrope de media con valores de 0 para esférico y Equivalente esférico en ambos ojos.

Wright y cols, en 1991, publicaron una familia de RP2 en la que todos sus miembros afectos, eran miopes, tanto los varones como las portadoras, y todos los no afectos, eran emétropes. La incógnita planteada es si la miopía es una manifestación más del gen RP2 o si está más relacionada con la gravedad que con el tipo de RP. En este sentido se asemejaría a la miopía por deprivación de cualquier otra causa y según Kaplan (Kaplan y cols., 1992) la miopía que aparece en los primeros años de los afectos de RP2 se debería al inicio tan precoz de la enfermedad que interrumpe el normal proceso de emetropización del ojo.

En el grupo de varones afectos, el síntoma más frecuente es la ceguera nocturna que es referido por el 90% seguido de la disminución del campo visual, 86%, y también la mayoría, 75%, refieren disminución de agudeza visual. La edad a la que comenzaron estos síntomas es de 12 (3-29), 14(3-26) y 20(4-44) años respectivamente.

La agudeza visual media de los varones afectos de RPLX son bajas (Bird, 1975). Algunos pacientes de RPLX presentan disminución de visión precoz como describe Bird en 1975. El descubrimiento de la expresión ubicua tanto en bastones como en conos de los genes RP2 y RPGR responsables de RPLX explicaría que sus mutaciones pueden producir disfunción en ambos tipos de fotorreceptores

Portadoras de RPLX
El aspecto del fondo de ojo de las mujeres portadoras de RPLX puede ser absolutamente normal. También pueden presentar un cuadro florido exactamente igual al de un afecto. Esta situación ha ocasionado errores diagnósticos que sólo un minucioso estudio del árbol genealógico y de otros miembros de la familia, otras portadoras sintomáticas o el estudio molecular, ha podido subsanar. El reflejo tapetal o en cobre batido de la mácula es un hallazgo frecuente en portadoras según algunos autores y parece correlacionarse con el gen RP3, así como los parches dispersos de pigmento serian más típicos de RP2. También es característico la aparición de pigmento solo en un cuadrante. La papila excepto en los casos iguales a los afectos, suele ser normal.

La característica mas constante es la asimetría entre ambos ojos. Este fenómeno se explica por la hipótesis de Lyon según la cual se expresa en cada célula, sólo uno de los dos cromosomas X de la mujer y según éste sea el portador de la mutación o el sano, así será el aspecto funduscópico.

Fibrosis macular (Hansen y cols., 1977)
II.4.4.
Síndrome de Usher
Los hallazgos en el fondo de ojo de estos pacientes no difieren de los encontrados en las formas no sindrómicas ni tampoco se observan diferencias entre Usher tipo I y II.
II.4.5.
Diagnóstico diferencial
La distrofia de conos, es una afectación también primaria y progresiva pero exclusivamente conos y queda definida como otra enfermedad con unas características clínicas propias. Sin embargo puede confundirse con la primera fase de la forma conos-bastones de la RP.

Ceguera nocturna estable congénita.

Fundus albipuntatus.
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CAPITULO III
EXPLORACIONES NEUROFISIOLOGICAS EN EL ESTUDIO DE LAS DISTROFIAS RETINIANAS
Concepción Vilela Soler. Servicio de Neurofisiología Clínica. Hospital Universitario de la Fe. Valencia
III.1.
INTRODUCCIÓN
Las distrofias retinianas engloban un conjunto heterogéneo de enfermedades hereditarias y degenerativas de la retina. Esta heterogeneidad lo es tanto desde el punto de vista clínico, como genético. Se expone aquí la metodología del estudio neurofisiológico, siguiendo los protocolos propuestos en el primer proyecto de investigación de Retinosis Pigmentaria, comenzado en 1990 (De la Calzada y cols., 1993), destacando la importancia de estas exploraciones en el diagnóstico precoz, diagnóstico diferencial y seguimiento de las enfermedades de la vía visual.

Se plantea, en primer lugar, un estudio exhaustivo y sistematizado de la retina siguiendo las normas internacionales de exploración. En los casos en que fuera posible, se indica la posibilidad de incluir en la exploración los potenciales evocados visuales y los potenciales evocados auditivos para el estudio de los síndromes de Usher tipo II.

III.2.
METODOLOGÍA

III.2.1.
Electrorretinograma
La posibilidad de recoger el ERG del ojo humano se remonta a 1865 (Holmgren 1865); sin embargo, la aplicación en clínica tarda en aparecer muchos años. Una de las posibles razones de este retraso puede ser las dificultades técnicas de recoger un potencial eléctrico tan pequeño de una estructura en movimiento como es el ojo de un ser humano consciente. Mientras, se hicieron muchos estudios en animales anestesiados que dieron información sobre la forma y el lugar donde se generaba el ERG.

El desarrollo de la técnica de recogida en clínica se debió en parte a Riggs (1941) que introdujo un electrodo encajado en una lente de contacto y a Karpe (1945) primer presidente de la Sociedad Internacional de Electrorretinografía Clínica (ISCERG) en 1958, que fue pionero de la técnica de ERG utilizando electrodos de lentes de contacto como herramienta diagnóstica en Oftalmología. La ISCERG se llama ahora ISCEV (International Society for Clinical Electrophysiology of Vision) y es el grupo encargado de publicar periódicamente las normas internacionales de realización de las pruebas visuales (publicaciones en Documenta Ophtalmologica).

La utilización en clínica del ERG experimenta un incremento desde los años 50 debido a dos razones: por una parte el desarrollo de los medios técnicos en electrónica y bioingeniería que hicieron más fácil la recogida de datos; y por otra el aumento de la demanda por parte de los oftalmólogos que se dieron cuenta de que el ERG podía detectar cambios bioquímicos y funcionales de la retina antes de que aparecieran signos clínicos detectables oftalmoscópicamente o por angiografía.

El ojo es un elemento de gran precisión que muestra un trabajo a la vez óptico y neuronal. La luz, al entrar en el ojo, pasa a través de medios transparentes: la córnea, el humor acuoso, la lente y el humor vitreo antes de alcanzar la retina. La retina es una membrana neuronal que tapiza la parte posterior de la cámara del ojo. Al entrar la luz debe atravesar fibras del nervio óptico y capas neuronales antes de llegar a la capa de los fotorreceptores (conos y bastones). La cantidad de luz que puede entrar está controlada por el iris, que es un diafragma que puede contraerse o dilatarse por los músculos ciliares. La apertura del diafragma del iris, habitualmente denominado pupila se mide en milímetros y determinará la cantidad de luz que llegará a la retina.

La retina como se describe en el capítulo I, está formada por cinco capas de células:
•
Nuclear externa: en la que están los cuerpos de los fotorreceptores.
•
Sináptica externa (o plexiforme externa): en la que están las sinapsis entre fotorreceptores, células horizontales y células bipolares.
•
Nuclear interna: contiene los cuerpos de las células neuronales horizontales, bipolares y amacrinas y los cuerpos celulares de las células gliales o células de Müller.
•
Sináptica interna en la que se encuentran las sinapsis entre células bipolares, amacrinas y ganglionares.
•
La capa de células ganglionares que contiene los cuerpos celulares de las células ganglionares.
Los fotorreceptores de la retina son neuronas de primer orden altamente especializadas. Existen dos tipos de fotorreceptores, los conos y los bastones. Cada uno de estos tipos tiene un segmento externo que está formado por una membrana doble de discos o sáculos que contienen los pigmentos visuales. Los pigmentos capturan los fotones y en ese momento comienza el proceso visual. Los fotorreceptores excitan a las neuronas de segundo orden que son las células bipolares. La fisiología entre las diferentes capas de la retina consiste en una serie de fenómenos de excitación e inhibición. La red neuronal y sus sinapsis en la retina son de hecho la parte más periférica del cerebro.

La función de la retina se puede sintetizar como la traducción de la luz a impulsos nerviosos en el nervio óptico, o como la codificación de la información visual a patrones temporales y espaciales de la actividad neuronal. La información se procesa a diferentes niveles sinápticos en los que se extraen hechos puntuales como luminosidad, agudeza visual, contorno o color; al parecer circulan por canales diferentes a través de los cuales esta información se transmite desde la retina a los núcleos geniculados y de éstos al cortex visual.

La distribución de las células en la retina humana varía según las regiones. El centro del eje visual del ojo es una región amarillenta, la mácula lútea. Dentro de la mácula lútea hay dos regiones concéntricas, la fóvea y la foveola. La fóvea es una depresión de la retina de 5 grados de diámetro, rica en conos. El centro de la fóvea es una región que contiene exclusivamente conos, se denomina foveola. La foveola tiene un diámetro de 54-70 minutos de arco. La retina humana contiene aproximadamente 100 millones de bastones y 6 millones de conos. La concentración más alta de conos se encuentra en la foveola con 150.000 conos por mm2 y va bajando rápidamente hasta niveles de 4000-5000/mm2 fuera de la fóvea. No hay bastones en la foveola, alcanzando su mayor densidad a 20° de la fóvea y cayendo gradualmente hasta 30.000-40.0000 en el extremo periférico de la retina.

Las células ganglionares en la retina se distribuyen de forma paralela a la de los conos y el mayor número de ellas se encuentra en la foveola. En la región foveal cada cono está conectado a través de una célula bipolar con una sola célula ganglionar. Esta relación de 1:1 hace que la discriminación visual sea mejor. Las distintas zonas de la retina se especializan en diferentes funciones. La fóvea y la foveola se han especializado en discriminación visual fina y buena agudeza visual, mientras que la periferia de la retina (pobre en conos y rica en bastones) tiene una gran sensibilidad para detección de luz pero es de baja discriminación. Los conos y los bastones representan sistemas de fotorreceptores diferentes. El sistema de conos funciona con alta intensidad de luz (condiciones fotópicas) ofreciéndonos la visión del color y una alta resolución de detalles finos. El sistema de bastones funciona con baja intensidad de luz (condiciones escotópicas) y no detecta el color.

El Electrorretinograma (ERG) es el registro de los cambios de potencial eléctrico obtenido en la retina tras un estímulo luminoso (Celesia y cols., 1985)

Tipos de ERG (según estimulador): respuestas de campo lleno, estroboscopio, pattern, focal, fluoresceina, leeds, cartografía de la retina (VERIS). Dependiendo del tipo de ERG que necesitemos obtener (Tabla III-1), utilizaremos una u otra técnica de las descritas por las normas internacionales de ERG (Marmor y cols., 1995). A continuación nos referiremos a los ERG más utilizados en las exploraciones de las distrofias retinianas, que son el de campo lleno o, en su defecto, estroboscopio y de pattern en los casos en que se precise esta estimulación.

Tabla III-1. Valores normales del ERG. ERG-GANZFELD.
	
	Latencia
	Latencia
	Latencia
	Amplitud
	Amplitud

	
	a1
	a2
	b
	a
	b

	Luz azul esc: Bastones
	
	
	65
	
	>100

	Luz blanca esc. SF: Mixta.
	16
	20
	45
	80
	>220

	Luz blanca fot. SF: Conos
	
	15
	35
	
	>50

	Flicker 30 Hz.: Conos
	
	
	35
	
	>45


III.2.1.1.
ERG campo lleno/estroboscopio
La representación del ERG muestra una gráfica (figura III-1) que variará según el tipo de estimulación pero que básicamente consta para la luz blanca escotópica de unas ondas negativas (a1) expresión de conos, (a2) de bastones; potenciales oscilatorios (P.O.) ondas positivas originadas en las células amacrinas (plexiforme interna); (x) y (b) ondas positivas que traducen la actividad de las células bipolares y células de Müller (Nuclear Interna). Por último la onda c originada en el epitelio pigmentario. Ikeda y cols., 1982). Los valores de las ondas dependerán del tipo y de las condiciones de la estimulación y cada laboratorio debe establecer sus patrones normales. Unos valores pueden ser los de la tabla III-1 correspondientes a nuestro laboratorio.
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Figura III-1. Anatomía de la retina. Origen de las ondas del Electrorretinograma (ERG) Flash y Pattern. (Modificado por la autora.)
Se ofrece el protocolo de las cinco respuestas más habituales en clínica para estimulador de campo lleno o estroboscopio.
1.
Respuesta de bastones (en ojo adaptado a la oscuridad)
2.
Respuesta máxima en ojo adaptado a la oscuridad
3.
Potenciales oscilatorios
4.
Respuesta de conos, y
5.
Respuesta obtenidas ante una estimulación repetitiva a 30 Hz (flicker)
Existe la posibilidad de que no haga falta utilizarlas todas y por lo tanto cada laboratorio puede escoger las pruebas que considere necesarias basándose en la patología a estudiar.
Estimuladores: se debe usar el sistema de campo lleno (Ganzfeld) (cúpula de estimulación con un punto de fijación). En su defecto se podrá utilizar el estroboscopio.
Estímulo: será una luz blanca o azul, según estimulemos bastones puros o conos/bastones, que debe cumplir las recomendaciones internacionales para cada exploración (ISCEV-94). El Standard Flash (SF) sería un haz de luz en toda la cúpula de al menos 1.5-3.0 cds.m-2 (candela segundo por metro cuadrado), equivalente en luminancia tiempo a cd.m-2.s. La unidad fotométrica fL (foot-Lambert) es 3.43 cd.m-2.

Electrodos: se recomienda usar los de contacto corneal. Para muchos autores (los que publican las normas internacionales), los mejores son los de lentilla de contacto con una parte de en medio transparente, con una apertura óptica lo más amplia posible. Los otros electrodos: hilo de plata, hoja de oro, y de contacto conjuntival o de «garaba» no hacen un contacto tan perfecto, aunque son muy prácticos de manejo y poco molestos para el paciente. Se debe usar anestesia tópica para los electrodos de contacto. Cada laboratorio puede elegir el tipo de electrodos que desee, siempre que consiga unos resultados similares a los obtenidos con las recomendaciones de ISCEV. Se deben calcular las cifras normales de cada laboratorio, en la Tabla I se dan cifras aproximadas. Los electrodos de lente de contacto suelen ser bipolares; si no es así se puede poner un electrodo en el canto externo del ojo o en el lóbulo de la oreja ipsilateral. El electrodo de tierra suele ponerse en la frente.
El montaje sería:
Electrodo ERG bipolar (incorpora la referencia)

Electrodo ERG - A 1-2 (oídos conectados)

Electrodo ERG - referencia canto externo del ojo

Electrodo de tierra en Cz
Condiciones de registro:
-
Tiempo de análisis: 150-200 mseg. a ser posible con un retardo de 25 mseg., para ver la línea de base.
-
Frecuencia de estimulación: será variable dependiendo del tipo de estimulación:
Luz azul y luz blanca escotópica: uno cada dos segundos (0.5/seg.)

Luz blanca fotópicas: 1 cada 5 segundos (0.2/seg.)
P. Oscilatorios: 1 cada 10 seg. (0.1/seg.)

Flicker 30 estímulos por segundo
-
Número de estímulos: teóricamente debería bastar con un solo estímulo, sobre todo para la luz azul y blanca escotópica, pero como quiera que con mucha frecuencia aparecen artefactos, recomendamos dar dos series de 4 estímulos en el caso de que la respuesta sea patológica pero amplia, y de 30 estímulos en el caso de que la respuesta sea de muy baja amplitud (micro ERG).
-
Filtros: las normas internacionales aconsejan tener disponibilidad de una banda pasante de filtros de entre 0.3 Hz y 300 Hz con posibilidad de ampliar más para obtener los Potenciales Oscilatorios. En nuestra experiencia se obtienen muy buenos resultados con una banda pasante de entre 1-3 Hz para Low Filter y 500 Hz para High Filter. En el caso de los P. Oscilatorios aconsejamos usar 30-75 Hz y 1000 Hz.
-
Condiciones del paciente: el paciente debe estar sentado cómodo o echado en una cama, debiendo tener un tiempo de adaptación a la oscuridad de unos 20 minutos y colocación de electrodos con una luz roja de baja intensidad.

III.2.1.2.
Electrorretinograma pattern
El electrorretinograma con damero (pattern) (ERGP) es un potencial retiniano, generado en las células ganglionares de la retina que aparece frente a un estímulo producido por un pattern con una luminosidad constante (enrejado o damero). Su utilidad radica en que puede aparecer alterado en disfunciones de la mácula o de la retina interna selectivamente, en las que no se afecta significativamente el ERG convencional de campo lleno. Normas Internacionales de ISCEV (Marmor y cols., 1996).
Forma de las ondas, nomenclatura y medidas
La forma de las ondas del ERGP, depende de la frecuencia del estímulo utilizado, (figura III-2) ERGP transitorio: a frecuencias bajas (6 cambios por segundo o menos, equivalente a 3Hz o menos) su morfología se caracteriza por una N pequeña negativa, aproximadamente a 35 mseg. (N35). Se seguirá por otra onda y positiva (P) a 45-60 mseg. (P50), y un componente negativo ancho alrededor de los 90-100 mseg. (N95).
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Figura III-2. ERG-pattern normal.
Se mide la amplitud entre picos: la amplitud de la P50 desde la N35 al pico de la P50; la amplitud de la N95 desde el pico de la P50 al de la N95. Cada laboratorio debe tener sus cifras normales. Como valor aproximado la amplitud de la onda b/N se considera normal entre 4,7 uv y 7,7 uv, sería patológica por debajo de 4,7 uv (figura III-3).

Electrodos. Electrodos de recogida: se recomienda para recoger el ERGP electrodos de contacto corneal: fibras conductoras finas, lámina de oro o de garaba. Los lentes de contacto no son prácticos porque necesitan corrección. Este tipo de electrodos se puede colocar habitualmente sin anestesia. Electrodos de referencia y electrodos de tierra, como en los ERG por flash.

Parámetros del estímulo: recomendamos usar un damero que revierta en blanco y negro con unas medidas de campo entre 10 y 16°, y una medida del cuadro de aproximadamente 40 minutos de arco, con un contraste máximo del 80% y una luminosidad fotópica de 80 candelas/m2. Sobre todo la luminosidad de la pantalla no debe variar durante el tiempo de la estimulación.

Para el ERGP transitorio el periodo de análisis (tiempo de estímulos) debe ser de 150 mseg. o mayor, con una banda pasante de amplificadores y preamplificadores que debe incluir por lo menos el rango de 1 a 100 Hz. y se debe dar dos series de 150 estímulos. Es esencial tener un rechazador de artefacto.
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Figura III-3. ERG-pattern alterado.
Preparación del paciente
Pupilas: el ERGP se debe hacer sin dilatación pupilar, para preservar la acomodación. Fijación: es esencial un punto de fijación en el centro de la pantalla.
Refracción: debido a la naturaleza del estímulo, el ERGP debe hacerse con una agudeza visual óptima a la distancia que se haga la prueba. Los pacientes deben llevar la corrección necesaria para la distancia de la prueba. Se recomienda una estimulación binocular en el ERGP básico; generalmente es más estable, reduce el tiempo del examen y permite una buena fijación por parte del ojo sano, en caso de que haya un ojo con problemas de fijación.

Aplicaciones en clínica
El electrorretinograma es una prueba que sirve para hacer el diagnóstico clínico de enfermedades de la retina; es útil en el diagnóstico diferencial entre las diferentes degeneraciones retinianas y para seguir la evolución de todas ellas. Es de gran utilidad en los siguientes casos:

1.
Siempre que se quiera hacer un diagnóstico diferencial de RP
1.1.
En jóvenes, precozmente, ya que incluso antes de la aparición de signos clínicos hay alteración del electrorretinograma, lo que daría un índice objetivo para descartar la enfermedad en niños y jóvenes pertenecientes a familias con RP (Kriss y cols., 1992).
1.2.
En adultos, confirmando síntomas y signos clínicos o descartándolos, para hacer el diagnóstico diferencial con otras enfermedades de la retina.

2.
Para comprobar que no existe afectación en parientes aparentemente sanos de familias que padecen la enfermedad.
3.
Para el control de la evolución, a través de los cambios del electrorretinograma (ERG) primero y de los Potenciales Evocados Visuales, cuando el electrorretinograma ya es plano y no queda otra prueba para evaluar la vía visual.
En el estudio de la Retinosis Pigmentaria (RP) y su diagnóstico diferencial hemos establecido desde hace 10 años, un protocolo de trabajo (De la Calzada y cols., 1993) que incluye cuatro de las cinco respuestas aconsejadas de rutina por ISCEV: respuesta de bastones puros (luz azul o blanca atenuada en condiciones escotópicas), respuesta mixta (luz blanca SF en condiciones escotópicas), respuesta de conos puros (luz blanca SF en condiciones fotópicas) y flicker a 30 Hz. En los estadios precoces de la RP encontramos, disminución o abolición de la respuesta de bastones (luz azul) con presencia de respuesta mixta (Figura III-4) discretamente alterada y de conos normales. En el Síndrome de Stargardt (Maculopatía) se ve, en estudios precoces, respuesta de bastones normales, discreta alteración de la respuesta mixta (pierde P.O. y la x) y alterada la respuesta de conos en fases avanzadas (Figura III-5). Para hacer un buen diagnóstico diferencial, en estos casos, se utiliza el ERGP que, salvo en las fases iniciales, estará siempre alterado en la maculopatía y será normal en la RP. En la distrofia de conos, aparece una acusada disminución de la amplitud de la respuesta escotópica blanca (mixta) y sobre todo de la fotópica.
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Figura III-4. ERG normal: bastones, mixta, conos y Flicker.
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Figura III-5. Maculopatía.
En las cataratas nos permite averiguar el estado de la retina en aquellos casos en los que el fondo de ojo no sea visible por la opacidad de la misma y sea necesaria una valoración de la funcionalidad de la retina previa a la intervención, sobre todo en las cataratas traumáticas. En estos casos, si un SF no es suficiente para obtener una buena respuesta, aumentamos la intensidad de estimulación dos o tres veces, y observamos si la amplitud de la respuesta del ERG responde a este incremento.
III.2.2.
Potenciales visuales evocados
El Potencial Visual Evocado (en inglés PEV) es una señal electrofisiológica que se recoge en scalp usando técnicas EEG estandar; da una medida objetiva de la función del órgano visual y su vía, se obtiene mediante una estimulación visual de uno o ambos ojos y las ondas se registran al nivel de la corteza occipital. Según las normas internacionales (Harding y cols., 1996), para el estudio de la vía visual se ha de tener en cuenta lo siguiente:

Estímulos: se utilizan para obtener potenciales visuales evocados tres tipos de estímulos: flash, pattern reversal y pattern onset/off-set. Se describe el estímulo tipo pattern reversal, por ser el utilizado en el estudio de las distrofias retinianas.
Pattern reversal: consiste en unos cuadros blancos y negros o en una parrilla blanca y negra que alternan. No debe haber cambios en la luminosidad de la pantalla. Esto requiere un número idéntico de elementos negros y blancos en la pantalla. El estímulo se definirá en términos de ángulo visual según la medida de cada cuadrado. Se usarán dos medidas de elementos del pattern: grados o minutos (si es fracción de grado) del ángulo y tamaño y número de cuadros en pantalla (ejemplo: cuadro de 15'u en número de 16x12). El campo visual estimulado debe ser mayor de 15° (10° sería solo la proyección de la mácula).

Calibración del estímulo y definición
El estímulo pattern: se define a través del ángulo visual que se sustenta en la anchura de un solo cuadro. La fórmula para calcular el ángulo sería, en el caso de ángulo menor de un grado: a = (3450 x W)/D, en donde (a) sería el valor del ángulo en minutos de arco, (W) sería el valor del tamaño del cuadro de la pantalla en milímetros y (D) sería la distancia de la córnea a la pantalla en milímetros; por ejemplo, con un cuadro de 8 mm y una distancia de la córnea a la pantalla de 70 cm, el ángulo sería a = (3450 x 8)/700 = 39' minutos de arco. En el caso de ángulo mayor de un grado la fórmula sería a = (57.3 x W)/D.

Los ángulos visuales de menos de 1 grado se expresarán en minutos, multiplicando por 60 la fórmula. No se debe usar las medidas en milímetros de los cuadros o las barras para describir una prueba ya que el ángulo variará con el mismo cuadro dependiendo de la distancia del ojo a la pantalla.
La luminancia se definirá en candelas por metro cuadrado. Se recomienda que la luminancia de las áreas blancas sea al menos de 80 cdm. Se recomienda para el uso clínico que el contraste sea máximo al menos del 75%. La medida de la luminancia se debe hacer con un fotómetro. El ambiente de la habitación debe ser igual o menor que la iluminación de la pantalla

Electrodos: se recomiendan los electrodos estándar de plata clorurada de EEG para recoger los PEV. Se deben fijar a la piel de la cabeza bien con colodión o con una solución conductora. El centro del electrodo que no esté fijado debe llevar una pasta conductora. Las impedancias deben ser menores de 5 kOhms. Se debe cuidar que los electrodos estén debidamente clorurados. Deben limpiarse y esterilizarse.

Colocación de electrodos: se recomienda el sistema de distancias 10/20 internacional. La medida antero-posterior media se basa en la distancia entre el nasión y el inión sobre el vertex en la línea media (Figura III-6) Para los PEV la posición de los electrodos frontal, occipital y de vertex es esencial. Debido a que el sistema 10/20 permite electrodos adicionales es posible localizar no sólo Oz y O2, O1, sino también O3 y O4.
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Figura III-6. Colocación de electrodos.
Derivaciones: para simplificar la interpretación de los PEV se recomienda una referencia común. Los electrodos activos se colocan sobre corteza occipital Oz, O4 y O3 y sobre O1 y O2 si se tiene más de 3 canales. El electrodo de referencia en Fz. El electrodo de tierra se suele colocar en la cabeza.
Parámetros de recogida
Amplificación y sistema de promediado
-
Filtros analógicos pasa alta y pasa baja deben estar entre 1 Hz o menos y 100 Hz o más.
-
Amplificación de la señal de entrada entre 20,000-50,000. Los amplificadores deben estar aislados según la normativa internacional.
-
El número de estímulos por promedio dependerá de la relación señal/ruido, se recomienda un mínimo de 64 aunque son necesarios más, en determinados pacientes. Se deben de hacer tres series al menos para verificar la reproductibilidad. En pediatría se pueden recoger menos estímulos cada vez para obtener respuestas claras. El tiempo de análisis debe ser al menos de 250 ms.
-
La forma del PEV depende de la frecuencia temporal del estímulo. A frecuencias temporales bajas (menos de 2 estímulos por segundo) se obtiene un PEV transitorio, que es el recomendado hacer.
Preparación del paciente: pupilas normales, agudeza visual corregida. Estimulación monocular en adultos, binocular en niños, cuidando que no entre luz en el otro ojo en la monocular (parches). Cuidar que la posición del paciente sea relajada para minimizar artefacto de músculo.
1.
Información pre-quiasmática: para detectar disfunciones pre-quiasmáticas es esencial la estimulación monocular. Es importante destacar que una diferencia significativa en los PEV con estimulación monocular sólo indica disfunción de toda la vía visual pre-quiasmática y que incluye causas oculares, retina y nervio óptico. Aunque con un canal se pueden detectar alteraciones pre-quiasmáticas se recomienda usar más canales Oz, O4 y O3 con referencia Fz. Información quiasmática y post-quiasmática: para detectar anomalías hay que recoger en ambos hemisferios. Los electrodos activos deben estar en OZ, O4 y O3, con referencia Fz. Si se pueden usar más canales, poner 5 en O2 y O1. Se puede usar hemicampos de al menos 15° de radio.

2.
Valores normales: se recomienda que cada laboratorio establezca o confirme sus propios valores usando su propio estímulo, equipo y parámetros. Ya que la edad y el sexo varían los resultados, los patrones normales deben tener en cuenta estos factores, así como las diferencias interoculares. Recomendamos que los laboratorios usen la estadística descriptiva que no asume una distribución normal y que está basada en el cálculo de la mediana y percentiles de la distribución de la muestra observada. Recomendamos el 95% de intervalo de confianza, como el mínimo límite externo de lo normal.
3.
Medida de PEV e informe: hacer un informe estándar es importante para conseguir unos datos comparables en todo el mundo. Se recomienda hacer un informe en el que consten las gráficas test y retest hechas con las condiciones estándar, el campo del estímulo, la medida y contraste del pattern así como hacer constar qué ojo es el estimulado; las derivaciones de los electrodos en cada canal deben quedar claras. La gráfica se caracteriza por un complejo de ondas negativas y positivas que pueden comenzar hasta a 30 ms. La amplitud se mide pico a pico. La latencia (tiempo implícito) se medirá desde el comienzo del estímulo hasta el pico concerniente. Hay que hacer constar la polaridad, ya que la presentación de la onda P hacia arriba o hacia abajo depende del laboratorio. Todos los informes deben hacer constar los valores normales y si cumple los estándares internacionales.
4.
Descripción del PEV-P: el PEV-Pattern consiste en una onda con tres picos N75, P100 y N145. La nomenclatura consiste en la designación de picos positivos y negativos seguidos de la latencia aproximada. Se recomienda medir la amplitud de la onda P100 desde la N75. Con la estimulación de un hemicampo mayor de 15° el attern N75, P100 y N145 aparecerán ipsilateral al hemicampo estimulado. Se verá una N145 contralateral al hemicampo estimulado.
Interpretación: la interpretación debe incluir comparación de normalidad y anormalidad de los resultados en relación con las normas del laboratorio, como valor aproximado de la onda P-100 debe presentar una latencia inferior a 108 mseg (figura III-7). El tipo de anomalía de la respuesta se debe describir y si es posible se debe establecer su relación con la clínica y con otros diagnósticos electroclínicos.

Las anomalías de los PEV no son específicas y deben relacionarse con los problemas oftalmológicos y neurológicos. En los resultados equívocos, se debe repetir la exploración.
Aplicación en clínica
En la retinosis pigmentaria los potenciales visuales evocados se alteran en primer lugar disminuyendo su amplitud, más tarde la latencia (tiempo implícito) de las ondas y sobre todo de la P-100 que se va haciendo más lenta, para desaparecer finalmente (figura III-8).

En la maculopatía los potenciales visuales evocados están alterados desde el inicio de la enfermedad y desaparecen muy precozmente.
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Figura III-7. Potencial visual evocado normal.
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Figura III-8. Potencial visual evocado alterado.
III.2.3.
Respuesta auditiva temprana
La respuesta auditiva temprana se estudia en todos los pacientes durante el tiempo en que se están adaptando a la oscuridad para hacer el estudio electrorretinográfico.
Se estimulan ambos oídos por separado. El tipo de estímulo para la cóclea y vías acústicas es el click, que es el producido por una onda cuadrada. La frecuencia de análisis es de 10 Hz. El tiempo de análisis es de 10 mseg. y la banda pasante es de entre 100 y 3.000 Hz.
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Figura III-9. Potencial auditivo normal.
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Figura III-10. Potencial auditivo alterado.
El número de estímulos es de 1.024 o 2.048. Se hacen dos series. Se estimula a través de unos auriculares a una intensidad de 60 dB por encima del umbral auditivo. En el oído contralateral debe aparecer un enmascaramiento con un ruido blanco a 20 dB menos que la intensidad dada en el otro oído.

La respuesta al estímulo auditivo se concreta en una gráfica en la que aparecen cinco ondas en forma de dientes de sierra (figura III-9). Como valores aproximados, la onda I debería tener una latencia inferior a 1,70 mseg., la onda V inferior a 5,70 mseg. y el intervalo I-V menor de 4,44 mseg. La primera onda nos indica la actividad del VIII par o nervio auditivo y los retrasos en el tiempo de aparición indicarían hipoacusia. (figura III-10).
Aplicación en clínica
Estudiando sistemáticamente los potenciales auditivos evocados en pacientes con distrofias retinianas, se ha encontrado hipoacusias que pasaron desapercibidas en un interrogatorio previo y que en ocasiones ayudaron a diagnosticar precozmente síndromes de Usher tipo II (Vitela y cols., 1993).
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CAPITULO IV
LAS BASES GENÉTICAS DE LA RETINOSIS PIGMENTARIA
Diana Valverde Pérez. Departamento de Genética. Facultad de Ciencias. Universidad de Vigo. Pontevedra
IV.1.
INTRODUCCIÓN
En 1855 Donders describió por primera vez la retinosis pigmentaria como tal, aunque realmente la primera referencia en la historia podría ser Ovelgun que ya en 1744 describió a una familia con ceguera nocturna. La siguiente referencia la encontramos tres años más tarde, en 1858, donde von Graefe demuestra la naturaleza hereditaria de esta patología y le da el nombre de degeneración retiniana. En 1861 Liebreich relaciona la consanguinidad con la retinopatía pigmentaria, con lo que se afianza la relación entre la aparición de la patología y su carácter hereditario. A lo largo de los años siguientes va cobrando importancia la naturaleza hereditaria de la enfermedad, reflejándose en los trabajos de Nettleship en 1908 y Usher en 1914, publicando resultados de estudios en familias afectadas de retinosis pigmentaria.

Los avances tecnológicos ocurridos durante los años 40-50, permitieron estudiar los patrones electroretinográficos de estos pacientes, pudiéndose constatar que muchas de las alteraciones electroretinográficas ocurrían en los pacientes antes de que se pudiesen apreciar cambios oftalmológicos. A medida que las técnicas electrorretinográficas han ido mejorando, se ha podido valorar por separado las respuestas de los conos y bastones (fotorreceptores de la retina), aspecto de crucial importancia para la investigación de la fisiología de la enfermedad. Puesto que de ellos depende la visión en la oscuridad o en condiciones lumínicas.

Los hallazgos a nivel clínico son de gran relevancia a la hora de clasificar las distintas RP; esta clasificación clínica nos permite una organización del estudio molecular, pudiendo establecer en algunos casos características clínicas concretas típicas de mutaciones en un gen concreto. También cabe destacar la especial relevancia que tiene una exploración clínica para un diagnóstico precoz, la determinación de su evolución y el diagnóstico diferencial con otras afecciones de retina.
IV.2.
PATRONES DE HERENCIA
La retinosis pigmentaria presenta un alto grado de heterogeneidad, puede aparecer como única manifestación patológica y entonces hablamos de retinosis pigmentaria no sindrómica y puede también aparecer asociada a otras características dando lugar a cuadros clínicos concretos como en el caso de síndromes como: abetalipo-proteinemia, síndrome de Alstrom, síndrome de Refsum, síndrome de Bardet-Biedl, síndrome de Laurence-Moon, síndrome de Usher, síndrome de Cockayne, degeneración palidal, etc. Se habla entonces de retinosis pigmentaria sindrómica (ver capítulos IX y X).
Dentro de la retinosis pigmentaria aparecen varios tipos de transmisión entre padres e hijos.
IV.2.1.
Herencia autosómica dominante

Este tipo de herencia se caracteriza porque el gen responsable de la patología (que se encuentra situado en los cromosomas autosomas) presenta dos alelos, uno normal y el otro mutado. Uno de sus progenitores, bien el padre o bien la madre, está afectado. En este tipo de patrón de herencia, los afectos pueden ser tanto hombres como mujeres. El riesgo de transmisión es del 50% en cada hijo. Figura IV-1.
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Figura IV-1. Patrones de herencia en RR
IV.2.2.
Herencia autosómica recesiva
Los progenitores son portadores sanos de la enfermedad (presentan un alelo sano y otro mutado), y ésta se manifiesta cuando alguno de los hijos (hombre o mujer) hereda el gen anómalo tanto de su madre como de su padre (los dos alelos mutados). La enfermedad se hereda por ambas ramas familiares y suelen ser familias con cierto grado de consanguinidad. El riesgo de transmisión es de un 25% para cada hijo.
IV.2.3.
Herencia ligada al cromosoma X

En este tipo de patrón, los varones están afectados (un sólo alelo mutado) y las mujeres son portadoras del gen anómalo (un alelo normal y otro mutado).Este tipo de herencia se caracteriza por la no transmisión de la enfermedad de padres varones a hijos varones, puesto que los varones aportan únicamente el cromosoma Y a sus hijos varones.
IV.2.4.
Otros tipos de herencia
Se ha descrito un tipo de herencia denominada digénica, es una condición génica que está causada por la interacción de dos mutaciones recesivas en dos genes que están funcionalmente conectados. En este caso los afectos de tres familias eran dobles heterocigotos con mutaciones en dos genes diferentes (Periferna y R0M1). Los progenitores eran portadores de una mutación o bien en el gen ROM-1 o bien en el gen de la periferina, los hijos que heredasen ambas mutaciones (dobles heterocigotos ) serían afectos, puesto que son dos proteínas que se unen para su activación, interviniendo en el mantenimiento de la forma del fotoreceptor.

Se ha descrito también una herencia mitocondrial, pero acompañada de otros síntomas clínicos además de los clásicos de RR El ADN contenido en la mitocondria (orgánulo celular) presenta una herencia característica y típicamente materna ya que están en proporción muy elevada en los óvulos.

Por último se destaca lo que denominamos casos aislados (SRP) en donde no se ha podido establecer un tipo de herencia por falta de antecedentes familiares, o bien pueden ser casos de mutaciones «de novo», que aparecen por primera vez en la familia.
IV.3.
ESTRATEGIAS DE ESTUDIO
A lo largo de estos años la aplicación de los últimos avances técnicos en genética molecular han sido de gran ayuda en el estudio de la retinosis pigmentaria y han permitido entender mejor los mecanismos asociados a esta patología. El estudio del genoma humano y la realización de mapas genéticos ha facilitado la localización de genes responsables de algunas formas de RP, el desarrollo de técnicas como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) conjuntamente con la identificación de marcadores genéticos altamente polimórficos (microsatélite) han impulsado la localización de estos genes. Además, los avances tecnológicos para la identificación de variaciones en la secuencia de ADN (técnicas como el análisis de polimorfismos de conformación de hebra simple, SSCP, análisis de heterodúplex, electroforesis en gradiente desnaturalizante, secuenciación directa de productos de PCR, etc.) han hecho posible el estudio directo de muchos genes.

A la vista de estos avances, las estrategias para abordar el estudio de la retinosis pigmentaria son variadas, ya que en algunos casos podemos analizar directamente genes que codifican para proteínas que, de alguna manera estén involucradas en el proceso bioquímico de la visión, o formen parte de la estructura de los fotorreceptores, etc. y otras veces, los estudios indirectos, a través de marcadores polimórficos, nos ayudan a la localización de secuencias que presumiblemente contienen un gen involucrado en la patología.
IV.3.1.
Genes candidatos
La primera estrategia que comentaremos es el análisis de genes candidatos. Se trata del estudio directo de genes, genes con función y estructura conocidos. Se denominan genes candidatos aquellos que, por su función, por su estructura, o localización pueden tener algún papel en el desarrollo de la patología

Las técnicas moleculares actuales como el SSCP, DGGE, etc. nos permiten el estudio de su secuencia de ADN buscando diferencias entre los individuos normales y afectos. Estas diferencias en la secuencia de ADN o mutaciones estarían de alguna manera dando lugar a una proteína anómala que no cumpliría bien su función, o bien no darán lugar a la proteína. Esta situación podría ser el desencadenante de alguna manera, de la degeneración retiniana característica de la retinosis pigmentaria.

La elección de genes candidatos se basa en varias premisas. Se presenta como un gen que, por su papel bioquímico, por su relación con genes de familias con actividades concretas, por su homología con genes involucrados en modelos animales, o bien por su localización en el genoma, puede llegar a establecer una relación con la patología en cuestión.

Dentro de los genes candidatos para la RP, se han propuesto gran cantidad. Se podrían establecer distintas categorías, atendiendo a la información que poseemos de ellos:

1.
Genes que codifican para proteínas de la cascada de transducción.
Como ya se ha visto en el capítulo 1, aquí estarían encuadradas todas las proteínas que intervienen directamente en la cascada.
2.
Genes que codifican para factores de transcripción.
Estos factores reconocen y se unen específicamente a ciertos elementos específicos del gen como son los promotores. La activación de estos promotores da lugar a la expresión génica de determinados genes en determinados tejidos. Dentro de este apartado se encuentran: gen NRL (Neuroretina-linked leucine zipper) y CRX (gen cone-rod homeobox ). Ambos genes están involucrados en la patología retinal de tipo autosómico dominante.
3.
Genes que codifican proteínas estructurales de las células de la retina y tejidos.
Estas proteínas mantienen la forma del fotorreceptor y del tejido retinal. Hay dos proteínas especializadas en establecer la forma del segmento externo del fotorreceptor que son RDS/periferina y ROM-1, están localizadas a lo largo de los discos del fotorreceptor, conectados por microtúbulos a lo largo del segmento externo del fotoreceptor. ROM-1 y RDS/periferina forma homodímeros que a su vez se unen entre sí para estabilizar la forma del fotoreceptor. Hay otras proteínas importantes para el mantenimiento de tejido retinal son las metaloproteasas y sus inhibidores. Por la noche el fotorreceptor recambia sus discos intracelulares que son fagocitados por el epitelio retinal y digeridos por los lisosomas que allí se encuentran. Para mantener una digestión controlada se activan inhibidores de estas metaloprotesas, como por ejemplo TIMP-3 (involucrada en la distrofia de Sorby).

4.
Genes que codifican proteínas de función desconocida.
Dentro de este apartado estarían los genes que, por su localización en el genoma, se consideraron genes candidatos, pero todavía no se conoce profundamente su función, como por ejemplo el gen RP1 o el gen TULP1, que se consideró candidato tanto por su localización cromosómica como por su homología con el gen tub en ratones que presentaban una expresión específica en la retina, pero de momento su función concreta se desconoce.
5.
Genes que codifican para proteínas que intervienen en el control y mantenimiento de la cascada de transducción.
6.
Genes que codifican proteínas de transporte.
Puesto que la célula es un compendio de compartimentos donde ocurren diferentes procesos, como la producción de proteínas en el retículo endoplasmático, o su procesado en el aparato de Golgi, o el almacenaje de información en el núcleo, se hace necesario un sistema de transportadores y guías para su movilización correcta, en la dirección necesaria intracelular y extracelular. Se trataría de proteínas como las pertenecientes a la familia Rab, RPGR (Retinitis pigmentosa GTPase regulator), PDE6D (subunidad delta de la fosfodiesterasa) y Rep-1 (Rab escort protein).
IV.3.2.
Análisis de ligamiento
En algunos casos en donde la participación de genes conocidos se ha excluido, la estrategia de estudio es el análisis de secuencias de ADN altamente polimórficas, denominadas microsatélites (secuencias de ADN repetidas en tándem y no codificantes). Estas secuencias se encuentran repartidas por todo el genoma y son muy variables de un individuo a otro. Esta características nos facilita la distinción entre dos individuos. El estudio molecular de estas secuencias nos permiten determinar dentro de una familia, qué ADN comparten los distintos individuos que la componen, llegando a delimitar secuencias solo compartidas por individuos afectos. Cuando vemos que una determinada secuencia la heredan sólo los afectos dentro de una misma familia, decimos que esa secuencia está ligada a la enfermedad. Estos son estudios de ligamiento, en donde no conocemos el gen, pero sí su ubicación o localización dentro del genoma. A esta localización se le denomina locus.

Mediante programas informáticos, donde se introducen los valores de los marcadores microsatélites, podemos obtener un valor denominado Lod Score, que nos indicaría la fuerza de ligamiento entre la enfermedad y los microsatélites utilizados. El valor de Lod Score es un cociente entre dos probabilidades, una, que los marcadores analizados estén ligados a la enfermedad, o que estos marcadores no estén ligados. El contraste de las dos hipótesis mediante una serie de fórmulas se puede realizar a mano, pero aún en los casos más sencillos el cálculo a mano es bastante laborioso, por lo que se necesita un programa informático. El grupo de programas más utilizado es el denominado LINKAGE, desarrollado por Lathrop, Lalouel y Ott (1984).

Por lo tanto, este tipo de estudio de ligamiento nos permiten analizar zonas del genoma que son compartidas entre individuos afectos de una misma familia, en la que puede estar situado un gen todavía desconocido que sea responsable de la patología en esa familia en estudio.
IV.4.
HETEROGENEIDAD EN LA RP
La retinosis pigmentaria presenta una gran heterogeneidad, puesto que para la misma forma clínica se asocia a 23 genes y 14 loci. Dentro de las formas recesivas se han descrito 15 genes y cinco loci; para las formas dominantes 5 genes y seis loci, y para las formas ligadas al cromososma X, tres genes y tres loci.

En la siguiente tabla se exponen de manera resumida los loci y los genes relacionados con la retinosis pigmentaria. Las localizaciones están ordenadas por cromosomas. En la primera columna existe un símbolo (RP) para denominar el locus pero con el tiempo en muchos casos se ha conseguido caracterizar el gen y en otros casos, puesto que el análisis directo de un gen ya caracterizado ha permitido establecer su relación con la enfermedad, no se le ha adjudicado ningún símbolo.

Tabla IV-1. Loci y genes relacionados con la retinosis pigmentaria.

	Símbolo
	Localización
	Herencia
	Gen

	RP20
	1p31
	Recesiva
	RPE65 (retinal pigment epithelium-specific 65 kD)

	RP19
	1p21-p22
	Recesiva
	ABCA4 (ATP-binding cassette transporter-retinal)

	RP18
	1q13-q23
	Dominante
	No

	RP12
	1q31-q32.1
	Recesiva
	CRB1(crumbs homolog 1)

	RP28
	2p11-p16
	Recesiva
	No

	
	2q14.1
	Recesiva
	MERTK

	RP26
	2q31-q33
	Recesiva
	No

	
	2q37.1
	Recesiva
	SAG (s-antigen)

	RP4
	3q21-q24
	Recesiva/ Dominante
	RHO (rhodopsin)

	
	4p16.3
	Recesiva
	PDE6B (phosphodiesterase beta subunit)

	
	4p12-cen
	Recesiva
	CNGA1 (rod cGMP gated channel alpha subunit)

	RP29
	4q32-q34
	Recesiva
	No

	
	5q31.2-q34
	Recesiva
	PDE6A (phosphodiesterase alpha subunit)

	RP14
	6p21.3
	Recesiva
	TULP1 (tubby-like 1)

	RP7
	6p21.2-cen
	Dominante/ Digénica
	RDS (peripherin)

	RP25
	6cen-q15
	Recesiva
	No

	RP9
	7p15-p13
	Dominante
	No

	RP10
	7q31.3
	Dominante
	No

	Símbolo
	Localización
	Herencia
	Gen

	RP1
	8q11-q13
	Dominante
	RP1 (photoreceptor-specific)

	
	8q13.1-q13.3
	Recesiva
	TTPA (alpha tocopherol transfer)

	
	10q23
	Recesiva
	RGR (RPE-retinal G protein coupled receptor)

	
	10q24
	Recesiva
	RBP4 (retinol binding protein)

	
	11q13
	Dominante
	ROM1 (retinal outer segment menbrane protein 1)

	RP27
	14q11.2
	Dominante
	NRL (neural retina leucine zipper)

	
	15q23
	Recesiva
	NR2E3 (nuclear receptor subfamily 2 group E3)

	
	15q26
	Recesiva
	RLBP1 (cellular retinaldehyde-binding protein)

	RP22
	16p12.1-p12.3
	Recesiva
	No

	RP13
	17p13.3
	Dominante
	No

	
	17q21.1
	Recesiva
	PDE6G (phosphodiesterase gamma subunit)

	RP17
	17q22
	Dominante
	No

	RP11
	19q13.4
	Dominante
	No

	RP23 RP6
	Xp22 Xp21.3-p21.2
	Ligada X Ligada X
	No No

	RP3
	Xp21.1
	Ligada X
	RPGR (retinitis pigmentosa GTPase regulator

	RP2
	Xp11.3
	Ligada X
	Novel protein similar to human Cofactor C

	
	Xq13.3
	Ligada X, con miopatía
	PGK (phosphoglycerate)

	RP24
	Xq26-q27
	Ligada X
	No


El estudio molecular de estos genes ha permitido caracterizar mutaciones en varios genes determinando su participación en la retinosis pigmentaria, e incluso se ha determinado la participación de un mismo gen en patrones de herencia distintos.
Otra característica que se observa es una heterogeneidad alélica, ya que varios genes involucrados en el desarrollo de la RP pueden ser responsables de otras patologías oculares diferentes como puede observarse en la tabla IV-2.
La genética de la RP es muy compleja. Se han descrito todas las formas de herencia posibles, con una gran heterogeneidad entre familias con el mismo patrón de herencia e incluso heterogeneidad dentro de la misma familia. Los avances tecnológicos nos permiten profundizar, tanto en los procesos biológicos que tienen lugar en la transducción visual, como en la estructura y función de los genes candidatos propuestos, esperando en un futuro poder explicar todos los mecanismos que subyacen a la RP. En los capítulos siguientes se ahonda en los distintos patrones de la RP así como en las formas sindrómicas mayoritarias ofreciendo una visión general sobre el tema.
Tabla IV-2.

	GEN
	PATOLOGÍA

	RPE65
	RP recesiva, Amaurosis congénita de Leber

	
	

	ABCA4
	RP recesiva, Síndrome de Stargardt recesivo

	USH2A
	RP recesiva, Síndrome de Usher recesivo,

	SAG
	RP recesiva, Enfermedad de Oguchi

	RHO
	RP recesiva, RP dominante

	PDE6B
	RP recesiva, Ceguera congénita estacionaria

	RDS
	RP dominante, RP digénica

	RGR
	RP recesiva, Esclerosis coroidal dominante

	ROM-1
	RP dominante, RP digénica

	RLBP1
	RP recesiva, Distrofia recesiva de Bothnia

	NR2E3
	RP recesiva, Síndrome enhanced S-cone
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CAPITULO V

LA RETINOSIS PIGMENTARIA AUTOSOMICA DOMINANTE
Miguel Carballo, María Martínez-Gimeno, Carlos Reig. Servei de Laboratori. Hospital de Terrassa
V.1.
INTRODUCCIÓN
Las enfermedades hereditarias que causan degeneración y disfunción de la retina son extremadamente heterogéneas. La genética de la retinosis pigmentaria es compleja. Se describen tipos de herencia autosómica dominante (RPAD), autosómica recesiva (RPAR), ligada al cromosoma X, formas digénicas e incluso materna, asociada a herencia mitocondrial. Este capítulo se va a referir exclusivamente a las formas no sindrómicas de RP autosómica dominante(Humphries y cols., 1992; Shastry, 1994; Drya and Li, 1995; Ayuso y cols., 1995). Otras formas de herencia se describen en otros capítulos.

La enfermedad RP con un patrón autosómico dominante afecta por igual a varones y mujeres. Se transmite por herencia de generación en generación y los portadores, varones o mujeres, tienen una probabilidad del 50% de transmitirlo a sus descendientes. Este tipo de herencia nos indica que el defecto genético que produce la enfermedad se localiza en uno de los cromosomas no sexuales (autosomas) del paciente (Fishman y cols., 1985).

V.2.
LOCI Y GENES ASOCIADOS A RETINOSIS PIGMENTARIA AUTOSÓMICA DOMINANTE
La retinosis pigmentaria se produce por una alteración en el genoma del paciente. En el caso de RPAD esta alteración debe localizarse en alguno de los autosomas. Desde el punto de vista molecular la alteración genómica que causa la enfermedad se corresponde con un cambio en la secuencia del ADN, que denominamos mutación, en un gen que se expresa en la retina. Uno de los campos fundamentales de investigación de la retinosis se dirige al aislamiento y caracterización de los genes relacionados con la enfermedad.
V.2.1.
Genes candidatos
El gen de la rodopsina (RHO) fue el primer gen caracterizado asociado a la RP (Drya y cols., 1990). Este gen constituye un ejemplo del método del gen candidato. Un gen candidato asociado a RP cumple una serie de condiciones. Como condición necesaria debe expresarse en la retina, preferentemente de forma específica, codificar una proteína con una función relacionada con la estructura y/o fisiología de la retina y especialmente con las células fotorreceptoras. Los genes que cumplen estas condiciones son susceptibles de ser considerados como candidatos en RP.
El gen rodopsina, codifica una proteína opsina que forma el 90% del componente proteico de la membrana externa de los bastones e interviene en el proceso de captación de luz. El gen RHO fue considerado como candidato y analizado en pacientes con RP. Se demostró que en algunos pacientes se presentaban mutaciones en dicho gen que cambiaban la secuencia de la proteína rodopsina. Estas mutaciones heredadas de ascendientes o pasadas a descendientes de la familia, cosegregaban en la familia con la enfermedad. Además, estudios posteriores han demostrado que mutaciones en este gen se asocian generalmente a un patrón de herencia autosómico dominante (revisión Drya and Li, 1995).

Otro gen candidato relacionado con RPAD es el gen RDS-periferina. Este gen se caracterizó a partir de su gen homólogo rds (retinal degeneration slow) en ratón. Se aisló el correspondiente gen homologo en humanos (Travis y cols., 1991a, Travis y cols., 1991b) y se consideró como candidato en la RP. Análisis de mutaciones en el gen RDS-periferina en pacientes de retinitis pusieron en evidencia su asociación con RP y, además, con otro tipo de degeneraciones (como las maculares) en la retina. Por homología con la secuencia del gen RDS-periferina se caracterizó otro gen denominado ROM1 (Bascom y cols., 1992). Las mutaciones de este gen no se han demostrado de forma unívoca que estén asociadas ADRP sino que pueden participar mediante un mecanismo digénico con RDS-periferina en RP.

Genes como NRL, CRX que se expresan de forma específica en una retina adulta y están implicados en la regulación de la expresión de genes como rodopsina (Rehemtulla y cols., 1996; Kummart y cols., 1996, Chen y cols., 1997), son también candidatos. Así recientemente el gen NRL se ha demostrado también asociado a RPAD (Bessant y cols., 1999). Otros genes específicos aislados de librerías de retina de función parcial o totalmente desconocida se investigan como posibles genes asociados a la RP.
V.2.2.
Determinación de los loci asociados a la RP
El ligamiento con marcadores genómicos es un método utilizado para determinar el cromosoma y región o lugar (locus) del mismo que ocupa un gen asociado a una enfermedad. La confección del mapa genético y físico realizada en el Proyecto Genoma Humano permite aplicar este método para caracterizar nuevos genes asociados a la RP. Un requerimiento importante en esta metodología, que condiciona su eficacia, es disponer de familias amplias, con varias generaciones de pacientes y no afectos de la enfermedad. El análisis de familias consanguíneas facilita el método de ligamiento especialmente en los genes de carácter recesivo.

En familias RPAD se han podido localizar varios de estos loci que se representan en la tabla V-1. Estas localizaciones, indican que en esa región cromosómica se halla un gen relacionado con la enfermedad. El trabajo posterior, una vez localizada esa región, consiste en el aislamiento del gen y su caracterización mediante análisis de mutaciones como asociado a RP. Un ejemplo de este método lo constituye, en el caso de RPAD, el gen RP1. El locus correspondiente al gen RP1 fue el primero en caracterizarse mediante la técnica de ligamiento en RP (Blanton y cols., 1991). Se localizó en el año 1991 en tres familias en el cromosoma 8 en la región 8q11-q12. Posteriormente en el año 1999 se ha caracterizado el gen RP1 que presenta mutaciones que segregan con la enfermedad en las tres familias. Estudios posteriores en otras familias con RPAD han demostrado que el origen genético de la RP en algunas de ellas se debe a mutaciones en este gen (Sulivan y cols., 1999; Pierce y cols., 1999).

En algunos de los loci de RP representados en la tabla V-1 no se ha completado el trabajo de aislamiento del gen correspondiente. Es más, en algunas familias se ha podido excluir mediante técnicas de ligamiento que el origen molecular de su enfermedad esté asociada a los loci descritos ni a los genes candidatos caracterizados. Esto significa que quedan todavía por descubrir nuevos loci y genes relacionados con la RP.
Tabla V-1. Loci cromosómico de la retinosis pigmentaria autosómica dominante.

	Locus
	Símbolo
	Gen
	Enfermedad

	1q13-q23
	RP18
	
	RPAD

	3q21-q24
	RP4
	RHO
	RPAD, RPAR

	6p21.2-cen
	RP7
	RDS
	RPAD; ADDM (digénica)

	7p13-p15
	RP9
	
	RPAD

	7q
	
	
	RPAD

	9q34-qter
	RP21
	
	RPAD + sordera

	11q13
	
	ROM1
	RPAD; (digénica)

	17p13.3
	RP13
	
	RPAD

	17q22
	RP17
	
	RPAD

	19q13.4
	RP11
	
	RPAD

	14q11
	NRL
	NRL
	RPAD

	8q11-13
	RP1
	RP1
	RPAD


V.3.
GENES ASOCIADOS A LA RETINOSIS PIGMENTARIA AUTOSÓMICA DOMINANTE

V.3.1.
Rodopsina (RHO)
El gen de la rodopsina se localiza en el cromosoma 3 en la región 3q21-q24. Clonado por Nathans and Hogness en el año 1984. Su tamaño es de algo más de 6 kilobases. Su estructura consta de cinco exones interrumpidos por cuatro intrones. En la región 5 del gen se localiza las secuencias del promotor que regulan su expresión específica en los bastones. Factores de transcripción como los codificados por los genes NRL y CRX, asociados también a retinopatías, se unen específicamente a secuencias del promotor de la rodopsina (Kummart y cols., 1996; Chen y cols., 1996).
El gen RHO codifica para una proteína de 348 aminoácidos. Su estructura consta de siete dominios transmembrana, un dominio citoplasmático y un tercer dominio intradiscal (figura V-1). La proteína rodopsina constituye cerca del 90% del segmento externo de los bastones. Se une al cis-retinal mediante el residuo aminoácido Lys 296. En el segmento citoplasmático situado en la región C-terminal la proteína rodopsina es fosforilada reversiblemente en residuos serina y treonina, por la enzima específica rodopsin kinasa, durante el proceso de fototransducción (Chabre and Deterre, 1989).
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Figura V-1. Representación de la estructura y secuencia de aminoácidos de la molécula de rodopsina. El dominio transmembrana se compone de siete segmentos. Los círculos coloreados representan posiciones donde se han encontrado algunas de las mutaciones.

Se han descrito hasta el momento cerca de cien mutaciones en el gen de la rodopsina que causan la enfermedad retinosis pigmentaria. El capitulo 10 de este libro presenta las mutaciones detectadas en la población española. En la referencia RetNet están listados las mutaciones encontradas en la población mundial. El tipo de mutación encontrado en la rodopsina es principalmente de carácter puntual, es decir que un cambio de residuo nucleótido en la secuencia del ADN. Estas mutaciones en la mayoría de los casos ocasionan el cambio de un aminoácido en la secuencia primaria de la proteína. En algunos pocos alelos se han observado mutaciones del tipo delecciones (falta de nucleótidos en la secuencia de ADN), inserciones o mutaciones puntuales que producen un codon de finalización prematura de la proteína. En todos los casos anteriores se obtiene una proteína anómala no funcional.

La mayoría de los alelos mutantes encontrados en rodopsina producen RP con un patrón de herencia autosómico dominante (RPAD). Sin embargo, se han detectado tres alelos que producen una RP autosómica recesiva (RPAR) (Kumaranickavel y cols., 1992; Rosendfelt y cols., 1992), así como uno que no produce RP sino ceguera nocturna congénita (Dryja y cols., 1993). Esta diferencia de fenotipos nos da idea de la complejidad del mecanismo patológico de la RP.
V.3.2.
RDS-periferina y ROM1
El gen RDS-periferina se aisló y caracterizó a partir de una cepa de ratón denominada rds (retinal degeneration slow). Esta cepa de ratones tiene una inserción de 10 kb en el gen rds que le causa la enfermedad RP. El gen RDS-periferina humano localizado en el cromosoma 6 (6p21) se aisló y caracterizó por el grupo de Travis (1991a). La proteína periferina muestra, con la de ratón, una analogía mayor del 90%.

El gen RDS-periferina tiene una estructura compuesta por tres exones y dos intrones. Se expresa en los conos y en los bastones. Codifica una proteína de 346 aminoácidos que se localiza en el borde externo del disco (Travis, 1991a y cols., Arikawa y cols., 1992). Su estructura consta de cuatro segmentos transmembrana, un dominio citoplasmático y otro intradiscal (figura V-2).

El gen ROM1 (rod outer segment membrane protein 1) se aisló y caracterizó a partir (Bascom y cols.,1992) de una librería de cADN por su homología de secuencia (35%) con RDS-periferina. El gen ROM1, se localiza en el cromosoma 11 (11p13) su estructura consta de tres exones y dos intrones (Bascom y cols.,1993a). Codifica una proteína que, al igual que la periferina, se localiza en los bordes externos de los discos en conos y bastones. Su estructura proteica al igual que la periferina consta de cuatro segmentos transmembrana. Un dominio estructural citoplasmático y otro intradiscal.
Las proteínas periferina y ROM1 tienen siete cisteínas conservadas en su estructura primaria. Estos residuos Cys tienen un papel importante en el mantenimiento de sus estructuras terciarias y cuaternarias. Así, ambas proteínas forman homodimeros a través de enlaces covalentes por puente disulfuro. Estos homodimeros interaccionan entre sí mediante enlaces no covalentes para formar una estructura tetramérica (Goldberg y cols., 1995; Kedzierski y cols., 1999).
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Figura V-2. Representación de la estructura y secuencia de aminoácidos de la molécula RDS-periferina. El dominio trasmembrana consta de cuatro segmentos. Los círculos coloreados corresponden a posiciones donde se han encontrado mutaciones. Los diferentes colores corresponden a fenotipos diferentes.
La función asignada a las proteínas periferina y Rom1 es de carácter estructural. La periferina parece implicada en la curvatura periférica de la membrana de los discos y/o en el anclaje de los discos con el citoesqueleto. En mutantes homozigotos de la cepa de ratones rds, se observan defectos en el desarrollo de la membrana externa de los fotorreceptores, por lo que la periferina debe ser esencial para su biogénesis. De la proteína codificada por el gen R0M1 no se conoce todavía su función aunque debido a su interacción in vivo con periferina puede complementar la función de ésta.

Hasta el momento se han descrito más de 40 mutaciones en el gen RDS-periferina en familias con degeneraciones retinianas autosómica dominante (ref RetNet). Sin embargo, estas mutaciones expresan un fenotipo más heterogéneo que el encontrado en el gen RHO. Así, algunas mutaciones inducen un tipo de degeneración retiniana diferente a RP, como distrofias maculares (DM), DM viteliforme, DM en mariposa o fundus flavimaculatus (Wells y cols.,1993, Nichols y cols., 1993; Weleber y cols., 1993). En alguna familia con una mutación (nuil alelle, alelo nulo, no se produce producto proteico funcional) en el gen RDS-periferina que produce una proteína truncada, semejante a la encontrada en la cepa de ratones rds, produce un fenotipo de retinosis punctata albences (Kajiwara et al., 1994).

Se han detectado mutaciones en el gen ROM1 en familias RPAD. Sin embargo, no se ha podido establecer en ninguna de estas mutaciones una relación unívoca con RP (Bascom y cols., 1993b; Bascom y cols., 1995). Por el contrario, en unas pocas familias se ha demostrado que solamente pacientes que presentan mutación en el gen ROM1 y RDS-periferina expresaban un fenotipo de RP. Este tipo de mecanismo de expresión de la enfermedad se denomina digénico (Kajiwara y cols.,1994, Dryja y cols., 1997) y se describe más adelante.

V.3.3.
NRL y CRX

El gen NRL(neural retina leucine ziper) se aisló a partir de una librería de sustracción de retina como gen específico que se expresaba en retina adulta y células de retinoblastoma, pero no en otros tejidos adultos. El gen NRL se localiza en el cromosoma 14 (14q11). Se ha comprobado que el gen NRL es muy conservado y se expresa en la retina de los vertebrados adultos. La estructura del gen consta de tres exones separados por dos intrones. El primer exon no contiene secuencias que codifiquen para la proteína. Las secuencias que codifican se encuentran en los exones 2 y 3 del gen.(Swaroop y cols., 1992; Farjo y cols., 1995).

La proteína que codifica el gen NRL contiene un dominio básico de unión al ADN y una estructura en cremallera de leucinas (leucina zipper). Su estructura es similar a la de factores de transcripción de la familia de las oncoproteinas jun y fos y presenta una gran semejanza con las proteínas oncogenicas retrovirales de ave v-maf. La proteína que codifica el gen NRL (Nrl) es un factor de transcripción que regula la expresión de la rodopsina en los bastones. Nrl se une de forma específica a la secuencia consenso de ADN: TGCN6.8NGCA. En la región promotora del gen de la rodopsina se localiza una región de unión NRE (Nrl response element) con la proteína Nrl. Esta región se conserva en los promotores del gen Rho bovino y de roedores (Rehemtulla et al., 1996; Kummar y cols., 1996).

El gen CRX (cone-rod homeobox) se expresa mayoritariamente en los fotorreceptores y pinealocitos. Se localiza en el cromosoma 19(19q13.3). La estructura del gen consta de tres exones y dos intrones. La proteína (Crx) que codifica el gen CRX consta de 299 aminoácidos con un dominio «homeobox» en la región N-terminal. Regula la expresión del gen RHO mediante interacción con su región promotora. En vivo actúa sinérgicamente con Nrl en la regulación del gen de la rodopsina. Además, la proteína Crx regula la actividad transcripcional de otros genes específicos de los fotorreceptores que codifican proteínas como la b-fosfodiesterasa, la proteína receptora de unión de retinol y la arrestina. Su función es importante en la regulación del desarrollo de los fotorreceptores y en la expresión de genes específicos (Chen y cols., 1997).

Recientemente se ha encontrado una mutación en el gen NRL en una familia inglesa (Bessant y cols., 1999) y en una española (Martinez-Gimeno y cols., 2001) con RPAD. Además, se ha encontrado otra mutación en el gen NRL en un caso esporádico (Martinez-Gimeno y cols., 2001). Se han detectado así mismo un número reducido (dos) polimorfismos en la secuencia codificante del gen NRL, lo que indica el grado elevado de conservación de la secuencia.
El gen CRX está localizado en la región cromosómica previamente asociada a distrofia de conos y bastones (CORDII). El análisis de mutaciones en estos pacientes demuestra que mutaciones en el gen CRX segrega de forma autosómica dominante con la enfermedad CORDII (Swain y cols., 1997; Freund y cols., 1997). Además, se han detectado mutaciones en CRX en casos de amaurosis congénita de Leber (Swaroop y cols., 1999). No se ha asociado de forma directa hasta el momento con RP.

V.3.4.
RP1
El gen RP1 (retinosis pigmentaria 1) recibe su nombre por ser un gen localizado en la primera región cromosómica descrita mediante ligamiento de marcadores para la RP (Blanton y cols., 1991). Esta región se expande a lo largo de 4 Mb (mega bases) del cromosoma 8 (8q). Es una región parcialmente equivalente (sinténica) con la del cromosoma 4 de ratón. El uso de EST, que son fragmentos de genes aislados de una librería cADN, en este caso de retina, permitió asignar dos de estos EST a la región de 4 Mb humana y de ratón. La búsqueda del gen correspondiente en una genoteca de levadura permitió clonar el gen RP1. La localización de este gen constituye un ejemplo del método de ligamiento. (Sulivan y cols., 1999; Pierce y cols., 1999).

RP1 es un gen específico de los fotorreceptores cuyo nivel de expresión in vivo está regulado por los niveles de oxígeno en la retina. Su estructura está compuesta por cuatro exones y tres intrones. El cuarto exon es de un tamaño considerable y se extiende a lo largo de 4 kb. El gen codifica una proteína de 2.156 aminoácidos. Su función actualmente se desconoce.

Se han detectado algunas mutaciones relacionadas con RPAD. La mutación en el codon 667 que produce una proteína truncada se ha encontrado en un 3% de las familias RPAD norteamericanas. En España se ha detectado una mutación en el codon 667 en una familia (resultados no publicados), pero no parece ser abundante entre la población. Se han detectado otras pocas mutaciones en este gen en familias RPAD. La mayoría de estas mutaciones dan lugar a la proteína Rp1 truncada (Sulivan y cols., 1999; Pierce y cols., 1999).

V.4.
DIAGNÓSTICO MOLECULAR: ANÁLISIS DE MUTACIONES EN GENES ASOCIADOS A RPAD

Uno de los objetivos planteados en el campo de la investigación en genética molecular es determinar el origen molecular de las enfermedades. Se sabe que la retinosis pigmentaria es una enfermedad genética hereditaria cuyo origen molecular se encuentra en las mutaciones de genes que intervienen en la estructura y fisiología de ia retina, especialmente en su función fotorreceptora. Como ya se ha expuesto anteriormente algunos de estos genes han sido aislados y caracterizados. El diagnóstico molecular en el campo de la retinosis pigmentaria autosómica dominante se dirige a la detección de posibles mutaciones en estos genes en los pacientes de RPAD (Reig y cols., 1995a; Reig y cols., 1996). El esquema que se sigue para el análisis de las mutaciones se detalla en el recuadro siguiente.

	-
Extracción de ADN a partir de sangre periférica.

	-
Amplificación, por reacción en cadena de la polimerasa, de los exones de cada gen estudiado.

	-
Cribado de mutaciones y polimorfismos mediante las técnicas de DGGE y/o SSCP.

	-
Secuenciación automática en los casos en los que se detecta un patrón anormal de electroforesis mediante las técnicas citadas anteriormente

	-
Eventualmente confirmación de la mutación detectada mediante enzimas de restricción.


Mediante la aplicación de las técnicas referidas anteriormente se pueden detectar el 98% de las mutaciones en un gen.

Una vez que se ha detectado una mutación en un gen de un paciente, se extiende el análisis a toda la familia. La segregación de la mutación con la enfermedad confirma si el origen molecular de la enfermedad es la mutación detectada.

En la figura V-3 se presenta un análisis molecular de una familia RPAD en la que una mutación puntual (cambio de un nucleótido en la secuencia de ADN) provoca un cambio de aminoácido en la rodopsina.

En el capitulo 11 se describen las mutaciones detectadas en los genes asociados RPAD en familias españolas. Una lista completa de todas las mutaciones reportadas en RP en la población mundial estudiadas se encuentra en la referencia (RetNEt).

[image: image26.jpg]345678910(:

@TCOCATGGA

‘J 140

f‘ _\‘;{b f\
’li' \]'“ n,
i BT V)

GTCGCATTGGA
14

il y i ‘ﬂ
il




Figura V-3. Análisis molecular de una familia RPAD. (A) Árbol genealógico de la familia. Los cuadrados y los círculos representan varones y mujeres respectivamente; los de fondo negro son pacientes diagnosticados clínicamente de RP, los que contienen un punto son los portadores de la mutación en los que no se ha diagnosticado clínicamente la enfermedad hasta el momento. (B) Electroforesis en gel de poliacrilamida con gradiente desnaturalizante (DGGE) del exin 1A del gen de la rodopsina. Los miembros portadores de la mutación muestran cuatro bandas en la electroforesis en vez de una, como corresponde a los no portadores y el control. (C) Secuencia del ADN del exon 1A del gen de la rodopsina en su dirección antisense que pone de manifiesto la presencia (gráfica superior) del cambio de nucleótido T por C que provoca la sustitución Asn15Ser en la rodopsina. La gráfica inferior es la secuencia correspondiente a un control.
V.5.
CORRELACIÓN FENOTIPO/GENOTIPO EN RPAD
Una de las líneas de investigación de la enfermedad retinosis pigmentaria se ha enfocado en la correlación entre el fenotipo o características que manifiesta la enfermedad y su genotipo u origen molecular de la misma. Los estudios más completos de este tipo se realizan en los afectos de RP con mutación en el gen rodopsina o en el gen RDS-periferina debido al mayor número de pacientes y mutaciones caracterizadas en ellos.

Se han caracterizado cerca de 100 mutaciones diferentes en el gen de la rodopsina y más de una treintena en el gen RDS-periferina. Los estudios de expresión in vitro de los alelos mutantes de rodopsina muestran comportamientos que van desde los que unen cis-retinal de forma anómala hasta los que lo hacen normalmente. Mutantes con acumulación normal en la membrana citoplasmática frente a otros que se acumulan en el citoplasma y alelos que no son capaces de activar la transducción frente a otros que lo hacen normalmente. Por tanto, los estudios de expresión in vitro resultan incompletos, desde el punto de vista clínico, para explicar las características y desarrollo de la enfermedad.

El enfoque se ha dirigido, mientras tanto, a tratar de correlacionar la posición y naturaleza del residuo aminoácido con la severidad de la enfermedad resultante.

Clínicamente (Berson, 1993; Shatry, 1994) se consideran tres tipos de RPAD: regional (R), difuso (D) y sectorial. El tipo regional también llamado tipo II, se caracteriza por la afectación o abolición de la respuesta del electroretinograma (ERG) de los bastones, mientras hay una respuesta ERG considerable de los conos. En el tipo difuso o tipo I, se observa una severa disfunción de bastones y conos y la aparición de cambios de pigmentación difusos. Por último el tipo sectorial o tipo III, presenta una relativa preservación de la función de bastones y conos pero con cambios apreciables de pigmentación en la zona inferonasal o inferior de la retina. Este tipo III solo afecta a parte de la retina, es heterogéneo y no es progresivo. Los tipos antes mencionados no se han observado nunca juntos en una misma familia por lo que constituyen entidades genéticas separadas.
Los estudios realizados de correlación fenotipo y genotipo en RPAD demuestran la existencia de heterogeneidad en la expresión de la enfermedad, no solo entre familias con una misma mutación, sino en algunos casos también dentro de una misma familia que comparte la misma mutación. Esta observación nos sugiere que otros elementos genéticos pueden modular el inicio y desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, se ha podido establecer una serie de correlaciones respecto al gen de la rodopsina si consideramos el dominio estructural donde se encuentra la mutación en la proteína.
V.5.1.
Mutaciones en el dominio intradiscal de la rodopsina
Los pacientes con mutaciones detectadas en este dominio de la proteína rodopsina generalmente presentan un fenotipo más leve, con una cierta preservación de la agudeza visual y campo visual periférico menos afectado. Sin embargo, se ha observado que el tipo de cambio de residuo aminoácido para una determinada posición puede influir en la gravedad de la enfermedad. Así, se ha descrito que la mutación Asp190Tyr presenta una clínica más severa que la descrita para Asp190Asn. Mutaciones localizadas en el mismo dominio pero en la región N-terminal como Pro23His producen un fenotipo más leve que las localizadas en la región C-terminal de la proteína como Pro347Leu. Un número de mutaciones dentro del dominio intradiscal de la rodopsina como las que afectan a las posiciones 17, 23, 106, 162, 188,190 cursan para un fenotipo sectorial de RP. Pero este tipo de RP no se puede asociar en exclusiva a este dominio estructural ya que mutaciones en 58 y 267 localizadas en el dominio transmembrana también cursan con un fenotipo sectorial. (Shastry, 1994; Dryja and Li, 1995; Sandberg y cols., 1995).

V.5.2.
Mutaciones en el dominio transmembrana de la rodopsina.
Mutaciones situadas en los segmentos inter membrana producen también un fenotipo variable. En general se observa una mejor conservación de la función retiniana en los pacientes con mutaciones en este dominio. Las diferencias comparativas se pueden observar sobre todo en la ceguera nocturna que es menor que los mutantes del dominio citoplasmatico. La variabilidad clínica de los mutantes de este dominio es patente. Si se observa el fenotipo producido por la supresión del codon 255 que afecta al sexto segmento intermembrana, que produce una pigmentación variable y ceguera nocturna y se compara con la mutación Ala292Glu que cursa con un fenotipo ceguera nocturna congénita (Dryja y cols., 1993).

V.5.3.
Mutaciones en el dominio citoplasmático

En el dominio citoplasmático están contenidos los residuos aminoácidos que son fosforilados y que intervienen en el intercambio GTP-GDP en el proceso de conversión de la luz en energía química. Los mutantes de la región citoplasmática generalmente expresan un fenotipo RP más grave. Sin embargo, cuando se comparan los fenotipos RP de distintas mutaciones de estos dominios se observan también diferencias significativas. Si comparamos los fenotipos que presentan las mutaciones en el codon 344 y 347, se observa que uno de ellos (mutación en 347) cursa con inicio temprano de la enfermedad con ceguera nocturna y pérdida de campo visual, mientras que la mutación 344 es más leve, con un fenotipo moderado de la enfermedad. Una mutación detectada que produce una supresión de los codones 341-343 y produce un error en la pauta de lectura de la proteína, induce un fenotipo que preserva bien la visión central y no se muestran síntomas de ceguera nocturna. Mutaciones en la región C-terminal de la proteína producen una gran variedad de fenotipos (Shastry, 1994; Dryja and Li, 1995; Sandberg y cols., 1995). Esto puede estar asociado a que los distintos residuos aminoácidos sustituidos puede ser centro de interacción y/o modificación en procesos fisiológicos de la retina. Nada se sabe de la influencia de estas mutaciones en la estabilidad de los ARN mensajeros. Así, en algún caso podría no ser estable y no traducirse en la síntesis de proteína causando una haploinsuficiencia del gen de la rodopsina.

V.5.4.
Mutaciones en el gen RDS-periferina y ROM1
Al contrario que la rodopsina, la proteína periferina no absorbe luz, pero es necesaria en la estructura, ensamblaje, estabilidad y curvatura de la membrana externa de los discos de los fotorreceptores. Como se ha descrito anteriormente, casi todas las mutaciones detectadas en la rodopsina producen un fenotipo que, aunque variable, podemos clasificar como retinosis pigmentaria. Sin embargo, las mutaciones detectadas en RDS-periferina se encuentran también en pacientes con otras distrofias retinianas. Esta diferencia de fenotipos se puede deber a la expresión del gen en conos y bastones, mientras que la rodopsina se expresa sólo en los bastones. La variedad de fenotipos asociados a mutaciones en el gen RDS-periferina y el número de ellas detectadas, no permite establecer una correlación consistente entre la variación de fenotipo y el residuo aminoácido de la proteína.

La mayor parte de las mutaciones detectadas en el gen RDS-periferina corresponden a un fenotipo de RPAD. Sin embargo, otras se han encontrado en pacientes con distrofia macular (DM), pattern DM, DM vieteliforme, DM en mariposa y fundus flavimaculatus, todas con un patrón de herencia autosómico dominante. En un caso de mutación que produce un alelo nulo de RDS_periferina, el fenotipo asociado corresponde a retinitis punctata albescens, encontrado también en un caso esporádico. Esta variedad de fenotipos se ha observado en algún caso familiar donde la misma mutación produce fenotipos diferentes (Wells y cols., 1993; Nichols y cols., 1993; Kajiwara y cols., 1993; Reig y cols., 1995).

Se han descrito mutaciones en el gen ROM1 en unas pocas familias RPAD (Bascom y cols., 1995; Sakamura y cols., 1995). Sin embargo, en ninguna familia debido a su tamaño y número de afectos, se ha demostrado de forma unívoca que mutaciones en el gen ROMIse produzcan por sí solas RP.
V.6.
PATOGENICIDAD DE LAS MUTACIONES ASOCIADAS RPAD: MECANISMOS MOLECULARES

Actualmente no se conoce el mecanismo(s) molecular por el que las mutaciones en genes como la rodopsina producen la enfermedad retinosis pigmentaria. En el caso de este gen, se ha observado que pacientes portadores de alelos que contienen una mutación que provoca un cambio en la estructura de la proteína generalmente desarrollan la enfermedad. Sin embargo, se han descrito en el caso de la rodopsina tres alelos que se manifiestan con una herencia de tipo recesivo. Es decir que sólo los portadores de estas mutaciones en homozigosis desarrollan la enfermedad. De estas tres mutaciones, dos de ellas producen un alelo nulo (proteína con terminación prematura) y otra se localiza en la señal de empalme (splicing) (Rosenfeld y cols., 1992; Kumaranickavel y cols., 1994). Sin embargo, se han descrito también otras mutaciones del mismo tipo en el gen de la rodopsina con un patrón de herencia dominante (Bell y cols., 1994; Reig y cols., 1996; Martinez-Gimeno y cols., 2000).

El carácter dominante de la rodopsina se ha demostrado en la mutación Gly188Arg donde la expresión en homocigosis de la mutación produce una clínica de RP prácticamente igual que los portadores de la mutación en heterozigosis (Reig y cols., 2000a). Así, el tipo de mecanismo sugerido para las mutaciones en el gen de la rodopsina es el de ganancia de función o efecto negativo del alelo mutado. El caso de las mutaciones recesivas descritas, se podría formular la hipótesis de que dichas mutaciones originan un ARN mensajero o una proteína inestable en los fotorreceptores que no es capaz de inducir el efecto negativo que conduce a la expresión de la enfermedad.

Una de las vías de estudio de los mecanismos moleculares que inducen la aparición de una patología consiste en el análisis de expresión génica celular o de tejido y su comparación con sus equivalentes normales. En el caso de las enfermedades relacionadas con la retina, este método es sumamente problemático debido a la imposibilidad de obtener biopsias de los pacientes durante el transcurso de la enfermedad. Por tanto, la expresión de alelos mutados y los efectos moleculares que induce su expresión en la retina no pueden ser estudiados en los pacientes de RP. Una alternativa parcial es la utilización de modelos animales, como más adelante se comentará. En cuanto a la funcionalidad de los alelos mutados de genes relacionados con RPAD se ha experimentado con ellos mediante su expresión celular in vitro.

V.6.1.
Estudio in vitro de mutaciones en genes relacionados con RPAD
Uno de los métodos para estudiar la estructura y función de las moléculas mutantes consiste en expresarlas en sistemas celulares in vitro. Un ejemplo lo constituye la expresión de mutantes del gen de la rodopsina. Para ello, se clona el gen de la rodopsina en un vector que contenga los elementos adecuados de expresión en células eucariotas. Mediante técnicas de mutagénesis in vitro se pueden generar los mutantes que se deseen estudiar y transferir éstos al interior de las células, en este caso de riñon de mono (células COS).

Los estudios de expresión de mutantes de la rodopsina in vitro han demostrado una heterogeneidad de comportamiento (Sung y cols., 1991; Sung y cols., 1993). Así, un grupo de ellos denominados tipo I muestran una localización celular, comportamiento electroforético, capacidad de regeneración con 11 cis-retinal y rendimiento comparable con los alelos normales (wt). El tipo II de mutantes de la rodopsina se acumulan con una menor extensión en la membrana plasmática, son difícilmente o no pueden regenerarse con 11 cis-terinal, presentan agregación y son transportadas con dificultad a la membrana plasmática. Dentro de este grupo II, se distinguen dos subgrupos de proteínas: aquélla que se localiza mayoritariamente en el citoplasma (HA) y la que se localiza preferentemente en la superficie celular (IIB) (Sung y cols., 1993).

El comportamiento de los mutantes de tipo II parece sugerir un mecanismo patogénico derivado de la acumulación citoplasmatica de la proteína que, junto a una posible incapacidad de metabolización de los agregados de proteína, podría ocasionar un efecto tóxico para la célula fotorreceptora (Colley y cols., 1995). Algunas de estas mutaciones distorsionan la formación del enlace disulfuro entre los aminoácidos conservados Cys-110 y Cys 187, alterando así el plegamiento natural de la proteína (Liu y cols., 1996). El fenotipo expresado por pacientes portadores de este tipo de mutaciones es también muy heterogéneo. Por otro lado, es difícil atribuir un mecanismo celular similar a los mutantes de tipo I. Los pacientes portadores de mutaciones de este tipo, muestran en algunos casos, una expresión de la enfermedad indistinguible de la de los mutantes de tipo II. En definitiva, aunque estos estudios in vitro detectan comportamientos diferenciales de las proteínas mutantes de rodopsina, no se pueden correlacionar con los fenotipos observados en los pacientes de RP, sugiriendo que el mecanismo patogénico molecular, que conduce al desarrollo de la enfermedad, es complejo y está por descubrir.

El mecanismo molecular que desencadena la degeneración de la retina debida a mutaciones en genes como RDS-periferina y ROM1 es todavía desconocido. A diferencia de la rodopsina, las proteínas periferina y Rom1 se expresan en bastones y también en conos. Estas dos proteínas interaccionan in vivo y tienen una función estructural (Goldberg y cols., 1995; Kidzierski y cols., 1999). Se observa diferencia de fenotipo en pacientes portadores de mutaciones en el gen RDS-periferina. Algunas mutaciones inducen una degeneración temprana de la mácula frente a la periferia de la retina con degeneración más rápida de los conos que de los bastones. Este mecanismo se puede atribuir a la doble expresión de la molécula de periferina en conos y bastones, donde puede formar complejos distintos en cada tipo de fotorreceptor. Así, dependiendo de la mutación, ésta podría afectar de una forma específica a las estructuras que forma en conos y/o bastones. Sin embargo, los estudios de correlación fenotipo/genotipo no establecen una diferencia clara.

Se han detectado mutaciones en el gen ROM1 que producen un fenotipo de RP, solo en presencia de una mutación en el gen RDS-periferina. Este tipo de mecanismo se ha denominado digénico. Solo los dobles heterocigotos de RDS-periferina y ROM1 presentan un fenotipo de retinosis pigmentaria. Mientras que pacientes portadores solo de la mutación en el gen ROM1 o RDS-periferina (en este caso Leu185Pro) no desarrollan la enfermedad (Kagiwara y cols., 1994; Dryja y cols., 1997).

Mutaciones en el gen ROM1, que estudios in vitro muestran que alteran la estructura de la proteína Rom1, no parecen producir RP. Así, la mutación detectada en el codon 245 que afecta a una de las siete Cys conservadas en el dominio intradiscal de Rom1 y periferina, no se asocia con RP en una familia española (Reig y cols., 2000b). Recientes estudios estructurales y de animales transgénicos, parecen indicar que la proteína Rom1 desempeña un papel secundario en el desarrollo de RP y que el gen ROM1 podría relacionarse con formas RP recesivas.

La expresión de las mutaciones detectadas en el gen NRL, muestran in vitro una sobre expresión de los genes regulados por el promotor de la rodopsina (Bessant y cols., 1999). Esto se podría extrapolar a in vivo como una sobre expresión de rodopsina que desencadenaría el desarrollo de RP. Este efecto se ha observado también en experimentos con ratones transgénicos (Olson y cols., 1992; Humphries y cols., 1997).

V.6.2.
Modelos animales en el estudio de RPAD
El estudio de las enfermedades humanas se beneficia de forma sustancial con el uso de animales de laboratorio. Las enfermedades de origen genético en el hombre, causadas por mutaciones en determinados genes, se corresponden muchas veces con enfermedades desarrolladas por animales. Así, por ejemplo las cepas naturales de ratón rd y rds desarrollan una degeneración de la retina causada por una mutación en el gen de la subunidad b de la fosfodiesterasa y rds-periferina respectivamente. Estos animales desarrollan una enfermedad comparable a la RP en humanos. Sin embargo, los mutantes naturales de los animales no son abundantes, ya que la presión selectiva tiende a eliminarlos.

Un aspecto importante en la selección de modelos animales es la proximidad genética con el hombre. Cuando se estudian los efectos de mutaciones de la rodopsina en la mosca del vinagre (drosophilá) se observa que producen también degeneración retiniana. Pero un estudio del comportamiento de estos mutantes, muestra que en su mayoría se comportan como alelos nulos y/o se produce un mecanismo de interferencia en el transporte y acumulación citoplasmática de los mutantes. Estos mecanismos no se observan, por el contrario, en los animales superiores como el ratón, lo que sugiere un mecanismo diferente en la degeneración retiniana (Colley y cols., 1995).

V.6.3.
Ratones transgénicos como modelos de RPAD
Para disponer de animales adecuados para el estudio de enfermedades genéticas, se utilizan animales de tipo transgénico. A estos animales se le introduce en su genoma el gen(es) mutado causante de la enfermedad. En otros casos se suprime previamente del animal el gen homologo (knockout) y se genera una cepa animal sin dicho gen.

Se realizan estudios de retinosis pigmentaria con ratones transgénicos. Para ello se inyecta a células embrionarias de ratón ADN que contiene el gen de estudio, por ejemplo rodopsina, con sus elementos específicos de regulación en los fotorreceptores. La implantación de embriones transgénicos y su desarrollo posterior genera animales que incorporan el ADN exógeno en su genoma. Aunque el número de copias del gen transferido y su localización (loci) no se puede controlar, sí es posible una posterior selección de los animales. Mediante esta técnica se ha estudiado el efecto que producen algunas mutaciones de rodopsina en vivo y se ha podido seguir de forma continua el inicio y desarrollo de la enfermedad.

Los modelos animales permiten plantear, por ejemplo, cómo se comportan los alelos mutados de rodopsina en la retina (Olson y cols., 1992; Nash y cols., 1993). Los resultados que se obtienen son significativos. Así, por ejemplo la presencia de un alelo mutado (Pro23His) mediante transferencia génica, es capaz de producir el desarrollo de la retinosis pigmentaria en el ratón. Un dato significativo es que la aparición y desarrollo de la enfermedad, en unos ciertos límites, es proporcional al número de copias transgénicas del alelo mutado transferido. Este hecho apoyaría el efecto de un mecanismo de ganancia de función o efecto negativo del alelo mutado. El carácter estrictamente dominante de la mutación, no puede demostrarse en estos modelos al no existir una proporción génica (número de copias gen/trans gen) equilibrada.

Un resultado significativo en los estudios con animales transgénicos es el efecto de la dosis génica. En animales en los que se transfiere un gen normal (wt) de rodopsina no desarrollan en general la enfermedad. Sin embargo, si los animales resultantes tienen un número de copias del trans gen elevado (más de cinco copias), se produce el desarrollo de la RP en el ratón (Olson y cols., 1992). Se sugiere un mecanismo patológico relacionado con la sobre expresión del gen de la rodopsina en las células fotorreceptoras. Esta observación concuerda con el posible mecanismo de inducción de RP sugerido para los pacientes portadores de mutaciones en el factor de transcripción NRL, descrito anteriormente.

El desarrollo de la enfermedad retinosis pigmentaria observada en los ratones transgénicos es similar a la que se desarrolla en humanos. Así, los ratones portadores de alelos mutados muestran, mediante pruebas electrofisiológicas, anomalías (ERG) del funcionamiento de los fotorreceptores antes de detectarse anomalías visuales o de fondo de ojo, al igual que sucede en pacientes humanos. Estos modelos transgénicos son de enorme utilidad por el acceso posible al material biológico (retina) a lo largo del desarrollo de la enfermedad.

Los resultados de los estudios con ratones transgénicos referidos anteriormente tienen la limitación de que poseen una dotación normal alélica de rodopsina propia. El comportamiento de los mutantes transferidos está en función de este hecho. Para obviar esta limitación se generan ratones manipulados genéticamente de forma que en su genoma se halla eliminado el gen de la rodopsina. Esta técnica se conoce como generación de animales (ratones) knockout.

V.6.4.
Supresión del gen rodopsina en ratones (knockout): modelos de RPAD
Se han generado ratones knockout del gen de la rodopsina para el estudio de retinosis pigmentaria (Humphhes y cols., 1997). Este tipo de ratón se designa como rho (-/-) mientras éstos cruzados con normales generan ratones de tipo rho (+/-).
Los estudios morfológicos de los ratones rho (-/-), animales que no tienen el gen de la rodopsina, muestran ausencia de segmentos externos en los conos perdiendo sus fotorreceptores en las tres primeras semanas de vida. Sobre la octava semana no se detecta ninguna señal en los ERG. Los ratones rho (+/-) son animales con solo un alelo del gen de la rodospsina. Los estudios morfológicos de estos animales, muestran la presencia de células fotorreceptoras, pero de una forma desorganizada. En ratones de edad avanzada se observa un acortamiento de la membrana externa de los bastones. La respuesta de estos ratones a los ERG y adaptación a la luz es prácticamente normal.

Los resultados de los estudios de los modelos de ratón knockout se pueden correlacionar con la mutación en el gen de la rodopsina G249Ter. Esta mutación origina un alelo nulo, por la prematura terminación de la síntesis de proteína. Esta mutación se asocia a un patrón de herencia de tipo recesivo. El paciente portador de esta mutación en homozigosis, muestra una clínica de RP severa con una pérdida completa de la función de los bastones en su infancia. Este fenotipo es comparable al del ratón rho (-/-). Los familiares del paciente portadores de la mutación en heterozigosis no manifiestan ningún síntoma de la enfermedad. No se tiene ningún dato morfológico sobre el ordenamiento y estructura de los fotorreceptores de los portadores heterozigotos de la mutación, pero parece poco probable una alteración de los mismos.

La disponibilidad de ratones rho (-/-) permite obtener trans genes donde se obvia el fondo genético debido a los alelos normales del ratón. La gran mayoría de las mutaciones de rodopsina se presentan en los pacientes de RP en heterozigosis. El modelo de ratón elegido para su estudio es rho (+/-), pero los estudios realizados muestran una afectación significativa de estos animales debido a la haploinsuficiencia del gen de la rodopsina, que debe tenerse en cuenta en la interpretación de los resultados de los experimentos transgénicos.

V.7.
ESTRATEGIAS TERAPÉUTICAS MOLECULARES EN RPAD
La retinosis pigmentaria es una enfermedad hereditaria que actualmente no tiene cura. Los conocimientos adquiridos sobre esta enfermedad en la última década ponen de manifiesto la complejidad de la misma, pero al mismo tiempo ofrecen una base sólida para el desarrollo de las posibles líneas terapéuticas a investigar. Una de las conclusiones de los estudios actuales sugiere la importancia en la determinación del origen molecular de la enfermedad en el paciente. Es probable que los pacientes con patrón de herencia RP dominante exijan terapias diferentes a la de los pacientes recesivos. Sin embargo, la cura parcial o total de la RP podría consistir también en detener los procesos degenerativos, mediante el desarrollo de nuevos fármacos que actuaran sobre los genes diana (factores de crecimiento, apoptosis etc.) que intervienen en el proceso degenerativo de la retina. La investigación fisiológica y farmacológica en este campo resulta imprescindible.

El enfoque de la terapia génica en células somáticas es un camino en la cura de algunos casos de RP. Recientemente se han obtenido resultados prometedores de transferencia de genes a retinas animales mediante inyección. La utilización de nuevos vectores de transferencia derivados de virus de ADN, permite una mayor eficiencia en la transferencia génica así como una menor reacción inmunológica. Recientemente experimentos de terapia génica han permitido rescatar el fenotipo salvaje (normal) del ratón rds (-/-) mediante la transferencia del gen normal rds-periferina. (Ali y cols., 2000). Avances en este tipo de experimentos abren expectativas sobre la terapia génica en al menos los casos recesivos de RR

El enfoque sobre las terapias moleculares para pacientes de RPAD debe partir del hecho (al menos en los genes hasta ahora asociados a RPAD) que los alelos portadores de la mutación desencadenan un efecto dominante negativo. La eliminación del efecto negativo exige el reemplazo de este alelo o la eliminación y/o bloqueo total o parcial de su producto génico (RNA mensajero o proteína).

Una línea terapéutica de nuevo desarrollo se basa en uso de ribozimas. Las ribozimas son moléculas sencillas de ARN que tienen una acción catalítica (nucleasa) sobre moléculas de ARN. Se diseñan moléculas de ribozima que reconocen secuencias específicas de ARN y son capaces de producir cortes en ellas en una forma similar a las enzimas de restricción. Se han empleado ya ribozimas en experimentos con ratones transgenicos portadores de mutaciones en el gen de la rodopsina como Pro23His (O'Neill y cols., 2000). Los resultados que se obtienen parecen indicar un efecto eficiente en el retraso y eliminación del desarrollo de la RP en ratones. El uso de ribozimas combinada con la transferencia génica puede ser una terapia efectiva en la cura de la ADRR

Otra aproximación terapéutica actual de la retinosis pigmentria la constituye el transplante de células o tejidos retiníanos. Varios intentos se han hecho en este campo. Los problemas de obtención de células adecuadas y reconstrucción de tejidos, que parecen ser los problemas básicos en este campo, pueden iniciar nuevas vías de solución a partir del uso de células madre (stem cells) o de las actualmente controvertidas técnicas de clonaje.
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CAPITULO VI
LA RETINOSIS PIGMENTARIA AUTOSOMICA RECESIVA
Sara Bernal, Ménica Calaf, Elisabeth del Río, Montserrat Baiget. Servicio de Genética. Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Barcelona
VI.1.
INTRODUCCIÓN
La retinosis pigmentaria que se transmite con un patrón de herencia autosómico recesivo (RPAR) representa, después de las formas simples, la categoría genética más frecuente con que se presenta esta enfermedad. Unas frecuencias generales indican que la RPAR representa entre un 24 y un 28% del total de los casos de RP, la forma dominante (RPAD) entre un 10 y un 20%, la forma ligada al cromosoma X (RPLX) entre un 5 y un 15% y el 40-50% restante se clasifica como formas simples (Pagon, 1988; Merin, 1991).

Los datos de Ayuso y col. (1995) sobre una muestra de 503 familias españolas indican que la RP simple está presente en el 41% de las genealogías, seguida de la RPAR en el 39%, la RPAD en el 12% y la RPLX en el 4%.

Se incluyen en la categoría de RPAR aquellas familias en las que la RP: I) afecta a más de un individuo de la misma fratría cuyos progenitores no están afectados (figura VI-1 A) y II) afecta a un solo hijo pero existe consanguinidad entre los progenitores (figura VI-1 B).
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Figura VI-1. Árboles familiares que identifican un patrón de herencia autosómico recesivo. A) familia consanguínea; B) familia con más de un afectado en una misma fratría. Los símbolos en negro indican a los individuos afectados de retinosis pigmentaria.
VI.2.
ESTRATEGIAS DE ESTUDIO GENÉTICO
Con el fin de identificar los genes implicados en el desarrollo de la retinosis pigmentaria se han utilizado dos estrategias de estudio: el estudio de ligamiento genético o clonaje posicional y el análisis de genes candidatos.
Vl.2.1.
Estudios de ligamiento genético
Los estudios de ligamiento pueden efectuarse cuando se dispone de:
a)
Familias en las que pueda afirmarse que la herencia de la RP es autosómica recesiva (familias consanguíneas y/o familias con más de un afectado en la misma fratría) (figura VI-1).
b)
Marcadores genéticos distribuidos de forma uniforme en el genoma humano que permitan seguir, en aquellas familias, la cosegregación entre la enfermedad y determinados marcadores.

Los estudios de ligamiento genético, denominados también clonaje posicional han hecho posible la identificación de, al menos, nueve loci que se detallan a continuación.

En 1994, van Soest y cols, descubrieron el primer locus genético para la RPAR: el locus RP12 en 1q31-q32.1. Para el estudio analizaron una familia holandesa compuesta por quince familias nucleares. En 1995, Leutelt y cols, identificaron ligamiento genético en una familia pakistaní en el mismo locus. En ambas genealogías se podía identificar una forma típica de RP en unas ramas familiares y la forma PPRPE (preservation of para-arteriolar retinal pigment epithelium) en otras ramas. Los estudios de ligamiento con el locus RP12 indicaron que éste se asociaba únicamente a la PPRPE.

Den Hollander y cols., en 1999, identificaron el gen CR B1 (crumbs homolog 1) en el locus RP12. En 10 pacientes RPAR no relacionados se han evidenciado mutaciones en CRB1 en forma homocigota o de doble heterocigoto.
Puesto que el gen RGS16/RGS-r que presenta una expresión elevada en la retina, fue localizado en 1q25-1q31, Bessant y cols, han publicado, en el año 2000, el estudio del mismo en 14 familias consanguíneas de distintas etnias. No se ha demostrado la presencia de mutaciones en dicho gen asociadas a la RP.

El segundo locus genético identificado fue el RP14 en 6p21.3 por Knowles y cols, en 1994 al analizar una familia de la República Dominicana. Banerjee y cols., en 1997, inician el estudio del gen TULP1 que mapea en 6p21.3, en pacientes de esta familia y evidencian el compromiso de este gen en los pacientes dominicanos. Un estudio reciente en pacientes españoles afectados de RPAR ha puesto de manifiesto la existencia de dos nuevas mutaciones (una delecion de tres pb en un punto de splicing del  intrón 4 y una delecion de un residuo que genera un codon de parada en el exon 10) que aparecen en forma de doble heterocigoto en los dos pacientes afectados de una misma familia (Paloma y cols., 2000).

Un tercer locus, RP26, en 2q31-q33, se ha identificado en una familia consanguínea española (Bayés, 1998) que muestra una marcada variabilidad fenotípica.

En pacientes españoles (Ruiz y cols., 1998) y pakistaníes (Khaliq y cols., 1999) se ha identificado el locus RP25, en 6cen q15. El 14% de las familias RPAR españolas incluidas en el estudio de Ruiz muestran ligamiento al locus RP25. Estos mismos autores reportan un estudio mutacional negativo de los genes GABRR1 y GABRR2 (que codifican para distintas subunidades del receptor GABA, relacionado con la neurotransmisión en la retina) (Marcos y cols., 2000).

Gu y cols., en 1997, demostraron, en una familia india, ligamiento de la RPAR con marcadores de la región 1p22-p31 (RP20). En esta región genómica se localiza el gen RPE65 que codifica una proteína que se expresa en el epitelio pigmentario y podría estar implicada en el ciclo de la vitamina A. El estudio mutacional del gen RP65 evidencia que estaría implicado en el 5% de los pacientes que presentan el fenotipo de distrofia retinal severa infantil.
En estudios posteriores efectuados en otra familia india consanguínea, Gu y cols., en 1999, identificaron en 2p11-p15, el locus RP28. En este trabajo se excluye el compromiso del gen de la visinina, localizado en 2p, en la génesis de la RP en esta familia.

Finckh y cols., en 1998, identificaron mediante análisis de homocigosidad en familias indias consanguíneas, un locus, RP22, situado en 16p12.1-p12.3. El estudio mutacional del gen Crym, que se ubica en esta misma región genómica, no evidenció la presencia de mutaciones en los pacientes afectados de estas familias.

Los locus RP29 y RP16, en 4q32-q34 y en el cromosoma 14, respectivamente, se han reportado únicamente como comunicaciones a congresos sin que se disponga, en la actualidad, de información completa.(Payne AM y cols., 2000; Bruford EA y cols., 1994).

Vl.2.2.
Análisis de genes candidatos
En el ámbito de la retinosis pigmentaria, se consideran como genes candidatos aquellos que codifican las distintas proteínas implicadas en el proceso de la visión. Se revisa, a continuación, la información referente a dichos genes atendiendo a su papel en aquel proceso.

1.
Genes que codifican proteínas implicadas en el mecanismo de la fototransducción

La ruta de transducción de la luz en los bastones está mediada por la rodopsina, pigmento visual que absorbe la luz. Como respuesta a la activación de esta última se desencadenan dos cascadas bioquímicas: I) La que conducirá la señal eléctrica en la conexión sináptica, en la que participan la transducina, la fosfodiesterasa de GMPc y el canal catiónico dependiente de este último, y II) la cascada de desensibilización en la que intervienen la guanilato ciclasa, la proteína activadora de la ciclasa, la rodopsina quinasa, arrestina o antígeno S, recoverina y la fosducina. Por otra parte las enzimas retinol deshidrogenasa y retinol isomerasa, junto con las proteínas CRALBP, CRBP y IRBP se encargan de la regeneración de la rodopsina.
Rodopsina
A pesar de las mutaciones en el gen de la rodopsina (RHO), que se asocian de manera mayoritaria a las formas dominantes de RP, se han descrito algunas mutaciones en la forma recesiva de la enfermedad. En el año 1992, Rosenfeld y cols, analizaron una familia consanguínea y demostraron que la hija afectada de RP era homocigota para una mutación puntual (G>T) en el codon 249 del gen de la RHO que creaba una señal de terminación en dicho codon (E249X). El gen de la RHO que posee esta mutación codifica para una proteína que, si fuese estable, sería funcionalmente inactiva, porque no posee la secuencia de aminoácidos a los que se une el 11-cis retinal. En el mismo trabajo, los autores identificaron una mujer del grupo control portadora heterocigota de una mutación (G>T) en el codon 4335 de dicho gen . Esta mutación ocurre en una secuencia de nucleotidos que interviene en el proceso de maduración del ARN mensajero. La RHO producto de este mutante sería funcionalmente inactiva puesto que se habría alterado la región de la proteína que interacciona con la transducina.

Una nueva mutación, E150K, fue identificada en una familia consanguínea india. Los cuatro hermanos afectados eran homocigotos para esta mutación (Kumaramanickavel y cols., 1994). En un reciente trabajo, en el que se ha estudiado a un elevado número de pacientes RP (Sohocki MM y cols., 2000) se describen dos mutaciones en el gen de la RHO en dos pacientes que los autores clasifican como casos aislados o formas recesivas. Una mutación, Pro180Ala, había sido descrita previamente por Daiger y cols, en 1997. La segunda mutación, Leu318del consiste en una deleción de 3 bp que resulta en el cambio de un residuo de treonina, altamente conservado, en posición 319 por una prolina. En pacientes españoles afectados de RPAR no se ha descrito ninguna mutación en el gen RHO.

Transducina
Es un heterotrímero compuesto por una subunidad catalítica alfa (GNAT), una subunidad reguladora beta (GNB) y una subunidad gama (GNG). Este complejo proteico pertenece a la familia de proteínas G. Existen dos tipos de subunidades alfa en los fotorreceptores (GNAT1 en los bastones y GNAT2 en los conos). Una situación similar ocurre con la subunidad beta (GNB1 en los bastones y GNB3 en los conos). Se han descrito 8 tipos de subunidad gama de las cuales GNGT1 se expresa en bastones y GNGT2 en conos.

Se han efectuado estudios mutacionales de algunas de las subunidades de la transducina en distintos tipos de degeneraciones retinianas (Stargardt, distrofia de conos y bastones, distrofia de conos y distrofia macular) sin haberse identificado mutaciones patológicas. Únicamente en el gen que codifica para la subunidad alfa de los bastones se ha descrito una mutación (Gly38Asp) en una forma de ceguera nocturna estacionaria congénita (DryjaTP y cols., 1996).

Fosfodiesterasa de GMPc (PDE)
La PDE está formada por cuatro subunidades: una subunidad alfa (PDEA), una subunidad beta (PDEB) y dos subunidades gama (PDEG).

El gen que codifica PDEA está estructurado en 22 exones, todos ellos codificantes y se localiza en5q31.2-q34. Se ha realizado estudios mutacionales en un total de 267 pacientes con RP recesiva. En dos de ellos se identificaron tres mutaciones: Y583X en homocigosis y S344R / W561X en forma de doble heterocigoto. Estos pacientes presentan una forma de RP muy agresiva. Las dos mutaciones sin sentido aparecen muy cerca del dominio catalítico (residuos 556-779), lo que sugiere que los alelos mutantes sintetizan proteínas no funcionales. La mutación de cambio de sentido afecta al segundo dominio de unión al GMPc, alterando un residuo altamente conservado en los genes PDEA y PDEB. (Huang y col., 1995). Meins y cols. (1997) identificaron la mutación 2196delA en homocigosis en un paciente de su serie de RPAR. Esta mutación que altera el molde de lectura daría lugar a una proteína que caracería de dominio catalítico y de lugar de unión a la membrana. En tres pacientes adicionales, los autores identificaron mutaciones en el gen PDEA (R237L, H655Y, G849V) en uno de los alelos de dicho gen.

El gen que codifica la PDEB mapa en 4p16.3, está formado por 22 exones que se extienden a lo largo de 43Kb de ADN genómico. Existe una correlación entre la organización genómica de los exones de este gen y los tres dominios postulados para la proteína (centro catalítico, dominio no catalítico I y dominio no catalítico II). El dominio I estaría codificado por los tres primeros exones situados en el extremo 5' y estaría separado físicamente de los 19 exones restantes por al menos 17 Kb de secuencia intrónica. Los 19 exones codificarían para el centro catalítico y el dominio II de la proteína (figura VI-2).
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Figura VI-2. Esquema de la organización genómica del gen que codifica para PDEB (parte superior) y su relación con los dominios identificados en la proteína (parte inferior).
El gen PDEB se ha estudiado en un elevado número de pacientes con RP recesiva de poblaciones norteamericanas (Mclaughlin y cols., 1993; Mclaughlin y cols., 1995; Dancingery cols., 1995; Dancinger y cols., 1996; Riess i cols., 1992) y europeas (Bayés y cols. 1995; Valverde y cols., 1996a; Valverde y cols., 1996b; Baiget y cols., 1998). En la tabla VI-1 se detallan las mutaciones identificadas en el gen PDEB. Una cuarta parte de éstas han sido identificadas en pacientes de familias españolas afectadas de RPAR.

Las mutaciones en el gen PDEB se distribuyen de la forma siguiente: 11 mutaciones sin sentido, 4 cambios de aminoácido, 3 alteraciones de la pauta de lectura, 2 mutaciones en lugares de splicing y una duplicación de 71 nucleótidos. Estos resultados indican que las mutaciones de PDEB explican aproximadamente el 5% de los casos de RP recesiva. Gao y cols. (1996) obtuvo resultados negativos al efetuar el estudio mutacional del gen en 54 pacientes con la forma dominante.

El gen PDEG se localiza en el cromosoma 17 (17q21.1). Hahn LB y cols. (1994) en un estudio diseñado para valorar la relación entre la patología de este gen y la retinosis pigmentaria, identificaron únicamente variantes polimóficas del gen. En la actualidad se considera esta subunidad de la fosfodiesterasa no relacionada con la presencia de patología degenerativa de la retina.

Tabla VI-1. Mutaciones en el gen de PDEB.
	Mutación
	Cambio de base
	Exón
	Referencia

	Arg 74 Cys
	CGC-TGC
	1
	Veske A y cols., 1995

	Arg 74 insC
	CGC-CCGC
	1
	Veske A y cols., 1995

	dup 71 bp*
	
	1
	Bayés M y cols., 1995

	IVS2-1g-t
	AgG-atG
	IVS2
	Dancinger M y cols., 1995

	
	
	
	Piriev NI y cols., 1998

	Tyr219His
	TAC-CAC
	3
	Tiller GE y cols., 1994

	Leu 228 His
	CTC-CAC
	3
	Tille rGE y cols., 1994

	Cys 270 ter
	TGC-TGA
	4
	Dancinger M y cols., 1996

	Gln 298 ter*
	CAG-TAG
	5
	McLaughlin, ME y cols., 1995

	
	
	
	Baiget M y cols., 1998

	Pro 496 delC
	CCC-CC
	12
	McLaughlin, ME y cols., 1995

	Leu 527 Pro
	CTG-CCG
	12
	McLaughlin, ME y cols., 1995

	Arg 531 ter
	CGA-TGA
	12
	McLaughlin, ME y cols., 1995

	Arg 552 Gln*
	CGG-CAG
	13
	Valverde D y cols., 1995

	H¡s 557 Tyr
	CAC-TAC
	13
	McLaughlin, ME y cols., 1995

	Gly 576 Asp
	GGC-GAC
	14
	Dancinger M y cols., 1995

	Asp 600 Asn*
	GAC-AAC
	14
	Baiget M y cols., 1998

	His 620 delC
	CAC-AC
	15
	Dancinger M y cols., 1995

	Leu 699 Arg*
	CTG-CGG
	17
	Valverde D y cols., 1996

	Lys 706 ter
	AAG-TAG
	17
	Dancinger M y cols., 1995

	IVS18+1g-a
	Ggt-Gat
	IVS18
	McLaughlin, ME y cols., 1995

	Leu 854 Val
	CTG-GTG
	22
	Veske A y cols., 1995


Las mutaciones descritas en pacientes españoles se señalan con un asterisco.
El canal catiónico dependiente de GMPc (CNCG)
El gen que codifica para la subunidad a del canal catiónico dependiente de GMPc, CNCG, es otro de los genes responsables de RPAR. Dryja y cols. (1995) realizaron una búsqueda de mutaciones en 173 pacientes de RPAR, e identificaron mutaciones en tres familias: 4005delA, K139X, S316F y una deleción de gran tamaño. Kohl y cols. (1998) demostraron que las mutaciones en este mismo gen daban lugar a una anomalía, poco frecuente, con un patrón de herencia recesivo, denominada acromatopsia total.

No se han efectuado estudios mutacionales en pacientes españoles.
Guanilato ciclasa específica de los fotoreceptores y proteína activadora de la ciclasa
Al finalizar el estímulo luminoso, los niveles de GMPc son regenerados por la acción de la guanilato ciclasa específica de fotoreceptores (GC), localizada en la membrana de los discos de los bastones. Esta, a su vez, está activada por una proteína que responde a las variaciones de concentración de calcio denominada proteína activadora de la guanilato ciclasa (GCAP). Los genes que codifican para GC y GCAP se localizan en 17p13.1 y 6p21.1 respectivamente. Los análisis mutacionales de ambos genes en pacientes afectados de distintos tipos de degeneraciones retinianas han identificado mutaciones en casos de distrofia de conos dominantes. En aproximadamente el 6% de pacientes con amaurois de Leber se detectan mutaciones en el gen de la guanilato ciclasa. No se han identificado mutaciones en estos genes en pacientes RPAR.

Rodopsina quinasa (RHOK)
Esta enzima, con la función de fosforilar la rodopsina como un primer paso para su inactivación, está codificada por un gen localizado en el brazo corto del cromosoma 13 (13q34). Las mutaciones que se han descrito en este gen se manifiestan como una ceguera nocturna estacionaria que se transmite con patrón recesivo, denominada enfermedad de Oguchi. No se conocen alteraciones del gen RHOK en pacientes RPAR.
Arrestina o antígeno S (SAG)
Esta proteína soluble de los fotorreceptores está también implicada en la recuperación del estado de oscuridad. El gen que la codifica se había ubicado en una región de 50cM en el cromosoma 2q24-37 y Valverde y cols. (1994), mediante estudios de ligamiento, establecieron su localización a 4 cM distal al marcador D2S172. Los estudios de cosegregación, homocigosidad y de búsqueda de mutaciones realizados en 47 familias españolas con RPAR permitieron excluirlo como responsable de la enfermedad. (Bayés, Tesis Doctoral, 1996). En un estudio en pacientes japoneses (Nakazwa, 1998) se identificaron 3 de 120 pacientes RPAR que presentaban, en forma heterocigota, una deleción de 1 nucleótido en el codon 309 del gen SAG (1147delA). Esta mutación se ha detectado en pacientes con la enfermedad de Oguchi.

Recoverina
El gen de la recoverina (RCVI) codifica una proteína de unión al calcio que media la recuperación del estado de oscuridad en la retina tras el proceso de fotoativación. Este gen de pequeño tamaño, 3 exones, se ubica en 17p13.1. Parminder y cols, en 1996 analizaron 206 pacientes RPAR y en ninguno de ellos identificaron mutaciones en el gen de la recoverina. En 42 familias españolas se analizó la implicación de este gen en RP recesiva, pudiéndose descartar su papel en el desarrollo de la enfermedad (Bayés M y cols., 1995). En la actualidad se clasifica la recoverina como una proteína que actúa en el control de la cascada visual sin estar relacionada con una patología retiniana.

2.
Genes que codifican para proteínas estructurales específicas de los discos de los fotorreceptores

RDS/periferina
El gen RDS/periferina se localiza en 6p21.2-cen, contiene tres exones y, de forma similar que en el gen RHO, las mutaciones se asocian mayoritariamente a una herencia dominante.
Kajiwara en 1994, al analizar un caso con una herencia aparentemente recesiva, demostró una nueva forma de herencia: herencia digénica. En este tipo de herencia, los pacientes afectados de RP eran dobles heterocigotos para alelos mutantes de RDS/periferina y ROM1. Dado que la periferina y R0M1 se unen en los discos de los bastones formando una estructura heterodimérica, la producción de dos proteínas mutantes alteraría dicha estructura.

Los estudios de familias RP con un patrón de herencia autosómica recesiva no han evidenciado ningún tipo de mutación en el gen RDS/periferina. También en la población española se ha excluido este gen como causante de RPAR (Bayés, M., 1996).
ROM1
Este gen de pequeño tamaño (3 exones) se localiza en el cromosoma 11 (11p13-q13). Los estudios mutacionales del gen ROM1 han mostrado que, aparte de las mutaciones implicadas en las formas digénicas, los cambios identificados en el gen corresponden a polimorfismos y a variantes que difícilmente pueden asociarse al desarrollo de RP. Los estudios efectuados por Martínez-Mir A. y cols, en 1997, y Bayés M. y cols, en 1996, descartan la implicación del gen ROM1 en las formas autosómicas recesivas de RP.

3.
Genes que codifican proteínas de transporte ABCR
El gen ABCR pertenece a una superfamilia de genes que codifican proteínas transmembranas implicadas en el transporte de un amplio espectro de sustratos a través de las membranas. Es un gen de gran tamaño, constituido por 51 exones y que se extiende a lo largo de unos 100 Kb de ADN genómico en el brazo corto del cromosoma 1.

Las mutaciones en el gen ABCR se han identificado en pacientes que presentan distintos fenotipos clínicos como la degeneración macular asociada a la edad y la enfermedad de Stargardt.

En una familia española consanguínea afectada de la forma recesiva de la enfermedad se ha identificado la deleción de un nucleótido en la posición 1847 del cDNA (1847delA). La mutación genera un corrimiento del molde de lectura que añade 32 nuevos residuos dando lugar a un codon de stop prematuro. Los 6 pacientes afectados eran homocigotos para dicha deleción mientras que la madre y una hermana sana eran portadoras de un alelo mutado (Martínez-Mir A. y cols., 1998).

4.
Genes de proteínas involucradas en el mantenimiento y control de la cascada de transducción

La rodopsina se reconstituye tanto a partir del todo-trans-retinol exógeno como a partir del todo-transretinal que se libera durante la fotoactivación. Una proteína denominada IRBP (intersticial retinol binding proteiri) transporta el todo-trans retinol hacia el epitelio pigmentario. Allí, este producto se convierte en 11-cis-retinal gracias a la acción de distintas enzimas y mediante la intervención de dos proteínas de transporte, denominadas CRBP (cellular retinol binding protein) y CRALBP (cellular retinaladehyde binding protein).

IRBP (intersticial retinol binding protein)

La proteína IRBP es el mayor constituyente proteico de la matriz interfotorreceptora, donde esta proteína juega un papel importante en la transferencia extracelular de retinodes, entre la retina y el epitelio pigmentario adyacente. La figura VI-3 esquematiza la ruta metabólica de IRBP.

El gen IRBP se localiza en 10q21.1 y está constituido por cuatro exones, el primero de ellos de gran tamaño (3180 pb). En la proteína IRBP se han identificado cuatro dominios contiguos; los tres primeros están codificados por el primer exon, el cuarto dominio está codificado por un parte del primer exon y por los tres exones restantes.

En 1992, Mc Gee y cols, analizaron el gen IRBP en un paciente con distintas formas de RP y reportaron seis variaciones en la secuencia del gen que no implicaban cambios en la proteína y un cambio en el codon 282 en un paciente con ADRP que no segregaba con la enfermedad.

Valverde y cols. (1998) efectuaron el estudio mutacional del gen IRBP en 45 familias españolas afectadas de la forma recesiva de RR Únicamente se identificó el cambio T-C en posición 3024 en una familia consanguínea que resultó ser un polimorfismo poco frecuente presente en el 5% de los cromosomas control analizados. Los resultados de este trabajo indican que, probablemente, las mutaciones en este gen no son la causa de la forma recesiva de RP.

CRALBP (cellular retinaladehyde binding protein)
El gen RLBP1 codifica la proteína CRALBP que se encuentra en el epitelio pigmentario y en la células de Müller, en la retina. Interviene en el metabolismo de los retinoides y en la regeneración de la rodopsina.

El gen RLBP1, localizado en el cromosoma 15 (15q26) está constituido por ocho exones, el primero de ellos no codificante. Maw y cols. (1997) estudiaron 14 familias indias afectadas de RPAR e identificaron una mutación missense en el exon 5 que se presentaba en forma homocigota en los miembros afectados de una familia consanguínea. Burstedt y cols. (1999) al estudiar siete familias con una forma de retinitis punctata albescens denominada distrofia de Bothnia descrita en pacientes del norte de Suecia, describieron una mutación fundadora (Arg234Trp). Morimura y cols. (1999) efectuaron un estudio mutacional del gen RLBP1 en una amplia muestra de pacientes con distintas fromas de RP y describieron 4 nuevas mutaciones en pacientes con retinitis punctata albescens.
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Figura VI-3. Esquema de la ruta metabólica de la proteína IRBP.
En un estudio de 50 familias RPAR y 4 familias con retinitis punctata albescens españolas, Bernal y cols. (2001) descartaron el compromiso del gen RLBP1 en dichas patologías. En este trabajo identificaron, sin embargo, dos polimorfismos frecuentes, una mutación silente y una variante rara.

5.
Otros genes relacionados con la Retinosis Pigmentaria Autosómica Recesiva

Recientemente se han identificado pacientes afectados de RP recesiva con alteraciones en genes que codifican proteínas con funciones de factor de transcripción (NR2E3) o de proteinquinasa (Mertk).

Mertk

Existe un modelo animal (las ratas RCS) en las que la degeneración retiniana heredada con un patrón autosómico recesivo, se debe a que el epitelio pigmentario es incapaz de fagocitar los fragmentos externos de los fotoreceptores y éstos se degeneran y mueren. D'Cruz y cols. (2000) han identificado la existencia, en estos animales, de una delección que compromete al gen Merkt.

En humanos, el gen Merkt se localiza en 2q 14.1 y codifica una proteína con una estructura de receptor de proteinquinasa (un dominio transmembrana, un dominio tirosinquinasa, sitios de glicosilación y de fosforilación de tirosina). Gal y cols. (2000) efectuaron el análisis del gen Merkt en 328 pacientes con distintos tipos de distrofias retinianas y describieron tres mutaciones. Dos de ellas (una deleción de 5pb y una mutación puntual en un punto de splicing) en forma homocigota y la tercera, una mutación puntual que genera un codon de terminación en heterocigosis. Estos hallazgos demuestran la relación entre la capacidad fagocítica del epitelio pigmentario y el desarrollo de una retinosis pigmentaria.

NR2E3 (Retinal Nuclear Receptor)
Esta proteína, denominada también PNR, pertenece a una familia de receptores nucleares de factores de transcripción implicados en la transmisión de señales.

Está codificada por un gen que localizado en 15q23, se extiende a lo largo de 7 Kb de ADN genómico y contiene 8 exones.

Haider y cols. (2000) analizaron el gen NR2E3 en una muetra de 400 pacientes con distintos tipos de degeneraciones retinianas e identificaron mutaciones únicamente en los pacientes afectados de ESCS (enhanced S on syndromé). Al focalizar el análisis mutacional en un grupo seleccionado de familias con ESCS, identificaron mutaciones en el gen NR2E3 en el 94% de los pacientes.

Gerber y cols. (2000) estudiaron pacientes con RPAR pertenecientes a una población con un alto nivel de consanguinidad. Se trata de descendientes de judíos españoles «marranos» que, escapando de las persecuciones del finales del siglo XV, se establecieron en la región de Belmonte, en Portugal. En este grupo de pacientes se ha identificado una mutación puntual (Arg311Gln) en el gen NR2E3 que está presente en forma homocigota en los pacientes afectados de RPAR. El estudio de los haplotipos en la región del gen parecen indicar que la mutación apareció una vez que la población se había establecido en Portugal.
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CAPITULO VII
LA RETINOSIS PIGMENTARIA LIGADA AL CROMOSOMA X
José M. Millán. Unidad de Genética. Hospital La Fe. Valencia
VII.1.
INTRODUCCIÓN. PATRÓN DE HERENCIA
Una mujer tiene dos cromosomas X: uno de origen paterno y otro materno. Sin embargo, con excepción de algunos genes localizados en el telómero del brazo corto, uno de estos dos cromosomas X se inactiva en cada célula somática (este proceso se conoce con el nombre de Lyonización). Este mecanismo asegura que la cantidad de productos génicos del cromosoma X producido en las células somáticas de la mujer sea equivalente a los producidos en las células del hombre que sólo tiene un cromosoma X.

En este proceso, la inactivación del cromosoma paterno o materno ocurre al azar en las primeras fases de división del cigoto. Así pues, las mujeres son en realidad un mosaico con un determinado porcentaje de células que contienen el cromosoma paterno activo y otro porcentaje donde el cromosoma X activo proviene de la madre.

Los varones tienen una sola copia del cromosoma X que reciben de su madre (hemicigotos) y el cromosoma Y heredado del padre. El cromosoma Y contiene los genes homólogos a los localizados en el telómero de Xp y otros genes que determinan el sexo masculino. En los varones el cromosoma X permanece activo en cada célula y por lo tanto cualquier alelo mutante del cromosoma X se verá expresado siempre. Cada hija recibirá el cromosoma X de su padre y uno de los dos de su madre, mientras que cada hijo recibirá el cromosoma Y del padre y uno de los dos X maternos. Por otra parte, en una herencia ligada al cromosoma X, es esperable que a partir de una mujer portadora, el 50% de sus hijos varones estén afectados y el 50% de sus hijas sean portadoras, mientras que, a partir de un varón afectado, todas sus hijas serán portadoras pero no transmitirán la enfermedad a ninguno de sus hijos varones (ver figuras VII-1 y VII-2). Las mujeres portadoras presentarán un fenotipo variable en función del patrón de inactivación del cromosoma X en cada una de las células del tejido concreto donde se exprese el gen mutante, en este caso las células fotorreceptoras de la retina (tabla VII-1).
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Figura VII-1. Esquema de las proporciones esperadas para la descendencia de una mujer portadora de un gen muíante para RPLX. Xp: cromosoma X paterno; Xm1 : cromosoma X materno normal; Xm2: cromosoma X materno mutante.
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Figura VII-2. Esquema de las proporciones esperadas para la descendencia de un varón afectado de RPLX. Xp: cromosoma X paterno (mutante); Xm1 cromosoma X materno normal; Xm2: cromosoma X materno normal.
Tabla VII-1. Condiciones para considerar una familia como afectada por RPLX.
	Patrón de herencia de la RP
	Movimiento de caballo de ajedrez

	Distribución de afectados según sexo
	varones >>> mujeres

	Transmisión varón-varón
	nunca

	Transmisión varón-mujer
	todas las hijas portadoras

	Transmisión mujer-mujer
	50% hijas portadoras

	Gravedad de los síntomas en varones
	uniforme

	Gravedad de los síntomas en mujeres
	variable en función de la lyonización
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Figura VII-3. Árboles genealógicos de dos familias con RPLX. A: familia en la que las portadoras no manifiestan ningún síntoma; B: familia en la que las portadoras presentan signos de RP tan acusados como los varones.

La nomenclatura de las enfermedades retinianas hereditarias, y especialmente aquéllas ligadas al X, ha sido un tema de discusión en los últimos años. El hecho de que algunas familias afectadas por RPLX presenten únicamente varones afectados, mientras que en otras haya mujeres con un cierto grado de afectación e incluso algunas mujeres portadoras presenten síntomas de RP tan graves como los hombres, ha inducido a muchos autores a distinguir entre RPLX dominante y RPLX recesiva. En primer lugar, como se ha visto anteriormente, el grado de afectación de las mujeres portadoras está en función del patrón de inactivación del cromosoma X portador de la mutación causante de la enfermedad, si el cromosoma X mutante de una mujer portadora está activado en la mayor parte de sus células retinianas, esta mujer presentará un fenotipo similar al de los varones afectados; si, por el contrario, este cromosoma X mutante esta mayoritariamente inactivado, la mujer no presentará síntomas de la enfermedad. En segundo lugar, como han puesto en evidencia los avances producidos en la genética molecular de los genes implicados en las RP autosómicas (por ejemplo los genes de la rodopsina o la subunidad b de la fosfodiesterasa del GMPc) existen variantes alélicas dentro de un mismo gen que se expresan de forma dominante y otras de forma recesiva, aún más, determinadas mutaciones dentro de un mismo gen pueden dar lugar a degeneraciones retinianas que están consideradas como entidades clínicas distintas, RP, distrofias maculares, distrofias de conos y bastones, cegueras nocturnas estables, etc.

Algunos autores consideran que los términos dominante y recesivo, en el caso de la retinosis pigmentaria ligada al X, son inaplicables, y se debería hablar simplimente de RPLX. Por otra parte, es posible que muchas de las enfermedades de la retina, que se localizan en una misma región cromosómica, sean debidas a distintas mutaciones de un mismo gen (Inglehearn y Hardcastle, 1996; Daiger y cols., 1996).

VII.2.
ASPECTOS CLÍNICOS
Las formas de RP ligadas al sexo son cuantitativamente las menos frecuentes pero, por la temprana edad de aparición de los síntomas y la rápida evolución de los mismos, se podría considerar la más grave. Pueden distinguirse dos formas clínicas que sólo parecen diferenciarse en el tipo de síntoma inicial ya que su evolución y su edad de aparición son similares en ambos casos:

a)
Inicio con miopía precoz. El síntoma inicial es la miopía que aparece entre los 3 y 4 años de edad.
b)
Inicio con ceguera nocturna que aparece entre los 5 y 15 años.
En ambos casos la ceguera nocturna aparece antes de los 15 años y la evolución es muy rápida con una afectación profunda de la agudeza visual entre los 5 y los 25 años, apareciendo ceguera total antes de los 25 años.

Algunos autores postulan que la mayoría de las mujeres portadoras presentan alteraciones en su retina que se ponen de manifiesto mediante un estudio oftalmológico y neurofisiológico adecuado (Peachey y cols., 1988). Según estos autores, un estudio clínico de los parientes femeninos de los varones afectados, permitiría saber si la forma de RP de éstos últimos pertenece al subtipo RPLX independientemente de que haya un claro patrón de herencia ligada al X bien documentada en la familia o el paciente se presente en la consulta como un caso aislado.

Las alteraciones en el fondo de ojo de las mujeres portadoras abarcan un «reflejo tapetal» característico, una pigmentación pulverulenta y dorada del polo posterior y/o una atrofia irregular del epitelio pigmentario con o sin depósito de pigmento en el interior de la retina.

Bird (1975) clasifica a las mujeres portadoras en 3 grupos en función del aspecto de su fondo de ojo: 1) manchas sutiles pero bien delimitadas que representan un adelgazamiento del epitelio pigmentario en la zona preecuatorial, de color grisáceo y se acompañan o no de depósitos de pigmento intraretinianos; 2) atrofias bien delimitadas del epitelio pigmentario y de la coroides, bien en la zona preecuatorial o bien con distribución por sectores; 3) alteraciones típicas de la RP en la periferia media de la retina o en el polo posterior. Hay pérdidas de campo visual periférico en correspondencia con las alteraciones visibles en el fondo de ojo.

En general, las alteraciones del fondo de ojo son simétricas (ambos ojos) aunque también han aparecido asimetrías en bastantes casos de portadoras de RPLX.

Otros autores, por el contrario, consideran que no todas las mujeres portadoras de RPLX pueden diagnosticarse por medio del estudio de fondo de ojo (Pagón, 1988). Mientras Bird encontró alteraciones en todas y cada una de las portadoras analizadas, otros estudios han detectado proporciones menores de heterocigotas con alteración (Berson y cols., 1969; Fishman y cols., 1988). Tampoco hay uniformidad en cuanto a estos síntomas entre las portadoras de una misma familia, encontrándose familias en las que algunas portadoras obligadas presentan alteraciones mientras que otras no las presentan o si lo hacen éstas pasan inadvertidas.

En general, la presencia de síntomas en las mujeres portadoras de RPLX presenta una amplia variabilidad intra e interfamiliar. Existen, como se ha referido anteriormente, familias RPLX en las que las mujeres heterocigotas pueden presentar signos de RP casi tan graves como los varones afectados y otras en las que éstas no presentan aparentemente ningún síntoma.

Es posible que, mediante las técnicas exploratorias adecuadas, se puedan encontrar alteraciones en todas las portadoras de RPLX por mínimas que éstas sean pero, hoy por hoy, estas técnicas no se han extendido en la práctica clínica. La localización y, como meta, el aislamiento de todos los genes implicados en este tipo de RP permitirá, mediante las técnicas de biología molecular, un diagnóstico certero en aquellas mujeres portadoras de alelos mutantes susceptibles de ser transmitidos a su descendencia.

VII.3.
LOCI Y GENES ASOCIADOS A RETINOSIS PIGMENTARIA LIGADA AL CROMOSOSMA X

VIl.3.1.
Retinosis pigmentaria-2 (RP2)
Desde el punto de vista de la genética molecular, el estudio de Battacharya y cols. (1984) constituyó el primer avance al encontrar ligamiento mediante RFLPs (fragmentos de restricción de longitud polimórfica) entre la enfermedad y la sonda L1.28 (DXS7) en Xp11 con un valor lod máximo de 7,89 a una distancia de 3 cM. Los estudios posteriores, llevados a cabo por Francke y cols. (1985), Friedrich y cols. (1985) y Kunkel y cols. (1985), permitieron llegar a la conclusión de que este locus, al que se denominó RP2, se encontraba en el brazo corto del cromosoma X, entre el centrómero y DXS7. Clayton y cols. (1986) agruparon todos los estudios de ligamiento de la RPLX con el locus DXS7 y obtuvieron un valor loó máximo de 14,01 a una frecuencia de recombinación de 0,08%. Por otra parte, Coleman y cols. (1990) mediante la sonda polimórfica DXS426, que está localizada en Xp11.4-p11.22, consiguieron cartografiar RP2 entre DXS426 y DXS7. Posteriormente, Wright y cols. (1991) no encontraron ningún recombinante entre RP2 y M27B (DXS255), localizada en Xp11.22 ni entre RP2 y TIMP (localizada en Xp11.3-p11.23). Sin embargo, sólo el 25% de las familias con RPLX son del tipo RP2, el 75% restante, únicamente muestra un ligamiento débil con los marcadores anteriormente mencionados.

Schwahn y colaboradores (1998) aislaron el gen responsable de este subtipo de RP mediante clonación posicional. Este gen está formado por 5 exones y codifica para una proteína de 350 aminoácidos que se expresa de forma ubicua. Estos autores encontraron varias mutaciones en dicho gen en pacientes afectados por RP2 que incluían una inserción de un retrotransposon, mutaciones que daban lugar a codones de parada, mutaciones sin sentido, deleciones pequeñas, etc. Mears y cols., en 1999, encontraron, en un grupo de familias norteamericanas, 5 mutaciones que daban lugar a una proteína truncada, distintas a las mutaciones encontradas en familias europeas (tabla 2), esto sugería una alta tasa de nuevas mutaciones en este gen así como la ausencia de un efecto fundador.

El dominio N-terminal de la proteína presenta homología con el cofactor C, una proteína implicada en la biogénesis de la b-tubulina. La b-tubulina se heterodimeriza con la a-tubulina para formar los microtúbulos, que son estructuras del citoesqueleto con diversas funciones como el mantenimiento de la arquitectura celular, la división celular y el transporte intracelular. Aunque el papel del gen RP2 se desconoce, las mutaciones en dicho gen podrían implicar una incorrecta formación de los microtúbulos que, en los fotorreceptores, podría dar lugar a la muerte progresiva de los mismos. Por otra parte, el nivel de expresión del gen RP2 parece ser muy bajo; su región 3' contiene un elevado número de secuencias implicadas en la estabilidad del RNA mensajero así como en la regulación de la traducción.
Tabla VII-2. Algunas de las mutaciones encontradas en el gen RP2 implicadas en la patogénesis de la RPLX. del: deleción; pb: pares de bases; nt: nucleótido.

	Tipo de mutación
	Cambio
	Efecto

	Inserción, deleción
	77/78 ins CA del nt 330-342 C358T 483/484 ins GGGCTAA
	Cambio pauta de lectura y proteína truncada

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	Del 1bp codon 151 925/926 ins AG
	

	
	
	

	«nonsense»
	Gln26stop
	Codón de parada

	
	Tyr151stop
	

	deleción
	Ser6
	Deleción de un aa.

	«missense»
	Arg118His
	Sustitución aminoácido


Vll.3.2.
Retinosis pigmentaria-3 (RP3)
Chen y cols. (1987), localizaron un segundo locus para la RPLX distal respecto al locus OTC (omitina transcarbamilasa) en tres familias, al que denominaron RP3. El ligamiento entre OTC y la RP en estas tres familias era muy fuerte (valor /od máximo de 10,64 a una frecuencia de recombinación de 0,00) lo que apuntaba la existencia de dos genes distintos en Xp. Farrar y cols. (1988) y Chen y cols. (1989) presentaron datos que apoyaban la hipótesis de la existencia de 2 genes separados en Xp. Musarella y cols. (1990) concluyeron que la segunda forma de RPLX (RP3) podría estar localizada 8,5 cM proximal a DXS28, en Xp21.3.

Estudios posteriores permitieron localizar el locus RP3 a tan sólo 40 Kb del marcador DXS1110.

Analizando transcritos de la región cromosómica situada entre los genes CYBB y OTC en Xp21.1 donde se localizó RP3, Meindl y cols. (1995), encontraron un gen que se expresaba de forma abundante en la retina humana y codificaba para una posible proteína de membrana. Este gen denominado por los autores SRPX estaba delecionado en un paciente con retinosis pigmentaria, así mismo, encontraron una deleción de 75 Kb en dos hermanos afectados pertenecientes a otra familia con RPLX, esta deleción eliminaba el primer exón del gen SRPX convirtiendo así a dicho gen en un firme candidato a ser RP3. Sin embargo, en un estudio sobre 34 pacientes de RP no relacionados entre sí no se encontró ninguna mutación en ninguno de los 10 exones del gen SRPX.

Complementariamente a los trabajos de Meindl y cols., Dry y colaboradores en el mismo año, aislaron otro gen candidato a ser el gen RP3, al que denominaron ETX (1995). Este gen tenía un tamaño de 80 Kb y 12 exones, de los cuales al menos dos presentaban splicing alternativo. Los estudios de expresión de este gen permitieron observar que su RNA mensajero se encontraba presente en retina y corazón además de expresarse a niveles más bajos en otros tejidos. Dado que el gen ETX1 se localizaba en la región donde debía estar el gen RP3, Dry y cols, realizaron una búsqueda de mutaciones en 45 pacientes de RP cuya enfermedad se había localizado previamente en RP3. Hasta la fecha no se ha demostrado claramente que alguno de estos dos genes, SRPX y ETX1, esté implicado en la patogénesis de RP3.

Meindl y cols. (1996) aislaron y secuenciaron cósmidos de la región en la que se encontaron microdeleciones cromosómicas en varios pacientes de RP3, de esta manera identificaron un gen al que llamaron RPGR (retinitis pigmentosa GTPase regulator). Estos autores encontraron mutaciones que causaban la pérdida de función del gen en varios pacientes de RPLX no relacionados entre sí. De la misma manera, Fujita y cols. (1997), estudiando 11 familias previamente ligadas al locus RP3 encontró 2 mutaciones que afectaban algún sitio de splicing entre los exones 2 al 19 en dos familias diferentes. El estudio del RNA del gen RPGR en estas 2 familias permitió comprobar que estas mutaciones producían un producto aberrante del gen, sin embargo no encontró ninguna mutación en las 9 familias restantes.

El gen denominado RPGR transcribe un cDNA de 2784 pares de bases que codifica para una proteína de 815 aminoácidos. Los estudios del RNA del gen revelaron que presenta un patrón de expresión ubicuo. Sorprendentemente, se ha observado que el gen RPGR se expresa a niveles muy bajos en la retina y el epitelio pigmentario de la retina lo que resulta particularmente extraño dado que las manifestaciones clínicas de la RPLX están limitadas a la retina dando lugar a la muerte de los fotorreceptores.

Este gen RP3 se denominó RPGR (Regulador de la GTPasa implicado en la retinosis pigmentaria) debido a que su región amino terminal contiene 6 repeticiones en tándem como ocurre con el gen RCC1 que es un regulador de la ubicua GTPasa-Ran (proteína nuclear relacionada con Ras) nuclear. La proteína RCC1 tiene una serie de repeticiones en tándem que forman el sitio catalítico para la hidrólisis del GTP. La presencia de este motivo en la proteína codificada por el gen RPGR permite especular con la posibilidad de que esté involucrada en la regulación de pequeñas proteínas de unión al GTP de la familia ras. La alta tasa de intercambio que se produce entre las membranas de las células fotorreceptoras y el epitelio pigmentario de la retina sugiere que el gen RPGR podría participar en este proceso. Kirschner y cols. (1999) estudiando la expresión de RPGR encontraron al menos doce isoformas debidas a spiicing alternativo del gen, además, encontraron un nuevo exón al que denominaron 15A que se expresa exclusivamente en la retina y contiene un codón de parada prematuro. El polipéptido codificado pierde 169 aminoácidos con respecto a la isoforma original incluyendo el sitio de isoprenilación. Estos autores concluyeron que existe una regulación del spiicing alternativo del gen dependiente de tejido. Vervoort y cols. (2000), encontraron, secuenciando una región que contenía el gen RPGR entero, 5 exones adicionales, 15b1, 15b2, 15ª, ORF14 y ORF15. Este último exón, ORF15, codifica para 567 aminoácidos, incluyendo un dominio rico en ácido glutámico y que parece tener un papel importante en la retina. Diversos autores han encontrado varias mutaciones en este exón en pacientes con RPLX lo que confirma su papel importante en la retina y en la patología de RP3. Vervoort y colaboradores concluyeron que el gen RPGR es el único causante de la forma RP3, es decir de aproximadamente un 70% de las RP ligadas al cromosoma X.

Además de las mutaciones encontradas en el exón ORF15, se habían encontrado previamente varias microdeleciones de parte de este gen así como mutaciones puntuales; algunas de ellas provocaban una pérdida de la pauta de lectura y otras que provocaban una sustitución de aminoácido que no se han encontrado en los controles normales analizados (Meindl y cols., 1996; Roepman y cols., 1996; Fujitay cols., 1997; Bruns y cols., 1997; Buraczynskay cols., 1997).

Las diferencias fenotípicas entre RP2 y RP3 no están todavía claras. Los estudios de Kaplan y cols. (1992) sugieren que la aparición temprana de la miopía es el síntoma que caracteriza a los afectados de RPLX tipo 2, mientras que una aparición más temprana de la ceguera nocturna sería la característica de aquellos afectados por RP3. Sin embargo, la expresión clínica de ambos tipos de RP es muy variable y no existen hasta el momento medios clínicos fiables para distinguir entre los dos loci.

Tabla VII-3. Algunas de las mutaciones encontradas en el gen RPGR implicadas en la patogénesis de la RPLX. del: deleción; pb: pares de bases; nt: nucleótido; IVS: secuencia que interviene en el procesamiento del intrón.

	Tipo de mutación
	Cambio
	Efecto

	"Sin sentido"
	Gly52stop
	Codón de parada

	
	Trp164stop
	

	
	Trp194stop
	

	
	Glu299stop
	

	
	Gln236stop
	

	
	Glu374stop
	

	«De cambio de sentido»
	Gly60Val
	sustitución de aminoácido

	
	His98Gln
	

	
	Gly215Val
	

	
	Thr99Asn
	

	
	Cys250Arg
	

	Deleción
	nt 430 del C
	Cambio pauta de lectura

	
	nt 928 del A
	

	
	del exones 8-10
	

	
	nt 1320/1338 del 19 pb
	

	
	nt 1571/1572 del CA
	

	
	nt 652/653 del AG
	

	
	nt 673/674 del AG
	

	
	nt 1296/1310 del 15 pb
	

	
	nt 1641/1644 del ACAA
	

	
	del exones 14-15
	

	
	del ORF15
	

	Alteración del procesamiento del ARN
	IVS4 +3
	Exón alterado

	
	IVS7 +5
	


Vll.3.3.
Retinosis pigmentaria-15; degeneración de conos y bastones ligada al x, (RP15)
McGuire y cols. (1995) hallaron, mediante análisis de ligamiento, una nueva forma de degeneración de conos y bastones en el brazo corto del cromosoma X, encontrando un valor lod de 3,3 a una frecuencia de recombinación de 0,00 del marcador DXS989. El análisis del haplotipo de la familia usando 9 marcadores microsatélites situó el locus de la enfermedad en la región cromosómica Xp22.13-p22.11 y excluyó otros loci causantes de retinopatías del cromosoma X. El fenotipo clínico estaba de acuerdo con una forma ligada al X en la que las mujeres portadoras presentaban unos síntomas similares a los varones afectados. Recientemente, Mears y cols. (2000), tras una reevaluación clínica de una mujer de esta familia, relocalizaron la enfermedad en un intervalo de 19,5 cM en Xp21.1-p11.4. Este intervalo se solapaba con los genes RP3 y COD1. Al realizar una búsqueda de mutaciones en el gen RPGR en esta familia descubrieron una inserción de novo en el exón ORF15 lo que sugería que el locus RP15 era en realidad RP3 y que el gen RPGR puede dar lugar a un amplio abanico fenotípico como ya se había observado para otros genes causantes de RP.

VIl.3.4.
Retinosis pigmentaria-6 (RP6)
Como se ha descrito anteriormente se han localizado 3 loci distintos para la RPLX en el brazo corto del cromosoma X, RP2 en Xp11.4-p11.23, RP3enXp21.1 y RP15 en Xp22.13-p22.11. Basándose en la diferente relación de ligamiento entre las distintas familias afectadas por RPLX y estos dos loci, Ott y cols. (1990), sugirieron la posibilidad de la existencia de un tercer locus RPLX en el brazo corto del X al que denominaron RP6 que se localizaría en Xp21.3-p21.231. En el estudio de Ott y cols., realizado en 62 familias afectadas por RPLX encontraron que en un 75% de estas familias el locus de la enfermedad se localizaba a 1 cM de distancia distal al gen OTC y en un 40% se localizaba a mitad de camino entre DXS14 y DXZ1 con una recombinación del 25% entre ambos loci. Ott y cols., consideraron que existía la posibilidad de la existencia de un tercer locus para la RPLX que se localizaría entre DXS28 y DXS164 con una probabilidad de 293:1 a favor de la existencia de 3 loci en lugar de 2.

Este tercer locus para RPLX está basado en estudios puramente estadísticos y bien pudiera ser que el locus RP15 localizado recientemente fuera este mismo RP6 cuya existencia postularon Ott y colaboradores en 1990.

Vll.3.5.
Retinosis pigmentaria-24 (RP24)
Gieser y cols., (1998) encontraron ligamiento entre la RP y marcadores de la región Xq26-q27 en una familia de 5 generaciones. Obtuvieron un lod máximo de 4,21 con el marcador DXS8106. A este nuevo locus lo denominaron RP24 y se ha convertido en el primer locus RPLX situado en el brazo largo del cromosoma X. Estos autores localizaron RP24 en una región de 23 cM entre los marcadores DXS8094 y DXS8043. Los varones afectados presentaban una afectación temprana de la función de los bastones, la función de los conos era normal al principio aunque degeneraba progresivamente. En estados más avanzados de la enfermedad, los pacientes presentaban una función de conos-bastones muy disminuida o no detectable así como las características típicas de RP.

[image: image34.jpg]Xp2231
Xp222

Xp22.13

Xp22.11

GEN DE LA DISTROFINA (3

Xp21.2p21.3

DXS1110/CYBB/DXS84

Xp21

Xpll.3

Xpl1.23

Xp11.22

Xp
DXS987 i

DXS989
DXS28

DXS1214

DXS164

5°Dysll
DXSI068

oTC

pxs7 L
MAO-A

DXS26TIMP - |
DXS255 -

oxsia |

154 M

74eM

83 cM

109em

L7eM

86cM

118cM

i 29eM

‘rjbcM

RS

RP15

RP6

RP3
CSNB2

cop1

RP2
AIED
CSNBI





Figura VII-4. Esquema de alguna de las enfermedades retinianas que se localizan en el brazo corto del cromosoma X incluyendo los distintos subtipos de RP (RP2, RP3, RP15 y el posible locus RP6); RS: retinosquisis; COD: distrofia progresiva de conos; CSBN: ceguera nocturna congénita estable; AIED: enfermedad ocular de la isla de Aland.
Volver al Índice / Inicio del Capitulo
CAPITULO VIII
EL SÍNDROME DE USHER
Magdalena Beneyto. Unidad de Genética. Hospital La Fe. Valencia.
Carmen Nájera. Facultad de Ciencias Biológicas. Universidad de Valencia.
VIII.1.
INTRODUCCIÓN: FORMAS SINDRÓMICAS DE RETINOSIS PIGMENTARIA. EL SÍNDROME DE USHER

El término de retinosis pigmentaria sindrómica se aplica cuando esta enfermedad se presenta en un individuo asociada a otra u otras manifestaciones patológicas como consecuencia de la misma alteración genética. Hay descritas más de 30 entidades, aparentemente distintas, en las que la retinosis pigmentaria típica o atípica constituye uno de los componentes del cuadro. Algunas de ellas presentan pequeñas variaciones entre sí, por lo que, hasta que no haya sido identificado el gen responsable, no se puede asegurar que verdaderamente correspondan a entidades clínicas distintas o, por el contrario, algunos de los casos en principio etiquetados como pertenecientes a síndromes distintos sean debidos a variaciones alélicas de un mismo gen. La mayoría de formas sindrómicas de retinosis pigmentaria se heredan de forma autosómica recesiva, aunque existen otros tipos de transmisión.

El síndrome de Usher (USH) es la entidad más frecuente dentro de las formas sindrómicas de retinosis pigmentaria. Se trata de un conjunto de enfermedades caracterizadas por la asociación de retinosis pigmentaria (RP), sordera neurosensorial congénita y, en ocasiones, afectación de la función vestibular. Reconocida por primera vez como síndrome por Von Graefe en 1858, sin embargo su carácter hereditario fue señalado más tarde (Usher, 1935). El tipo de herencia es autosómica recesiva.

La prevalencia de USH varía según la población investigada y el método utilizado, entre 3 y 5 por 100.000 en los países el norte de Europa y en Colombia (Hallgren, 1959; Nuutila, 1970; Grondahl, 1987; Tamayo y cols., 1991; Rosenberg y cols., 1997) y 6,2 por 100.000 en el Reino Unido (Hope y cols., 1997), pasando por una frecuencia de 4,4 por 100.000 en Estados Unidos con un rango de portadores heterocigotos entre 1/70 y 1/100 (Boughman y Fishman, 1983). La frecuencia del síndrome de Usher difiere entre la población sorda y la población con afectación de la visión; así, afecta al 0,6-28% de pacientes con sordera severa o profunda (Vernon, 1969), mientras que entre los afectados de retinosis pigmentaria la prevalencia de sordera severa a profunda se estima entre el 8,0% y el 33,3% (Boughman y cols., 1983).

En adultos se le considera como responsable de aproximadamente la mitad de los casos que asocian sordera y ceguera de causa genética. Por lo tanto, es importante tener en cuenta que no siempre que se diagnostica en un individuo asociación de déficit auditivo y visual se trata del síndrome de Usher, aunque el defecto de visión sea debido a retinosis pigmentaria. Por otro lado, si un paciente afectado de retinosis pigmentaria padece hipoacusia, aunque ésta sea severa o profunda, hay que descartar que no nos encontramos frente a un individuo en el que coinciden dos patología provocadas por mutaciones en genes independientes, o incluso que factores no genéticos puedan ser la causa de la sordera.

Para un mejor diagnóstico diferencial entre síndrome de Usher y otras patologías relacionadas es de interés citar algunos conceptos relacionados con la fisiopatología de la audición ya que los referentes al proceso de la visión se han explicado detalladamente en otros capítulos (Capítulos I, II, III).

VIII.1.1.
Fisiopatología de la audición

El oído humano comienza a desarrollarse hacia los 22 días de vida embrionaria y se encuentra totalmente formado ya a los 6 meses de gestación. Está compuesto por tres compartimentos: oído externo, medio e interno. La onda sonora avanza de forma más o menos mecánica a través del oído externo y del oído medio hacia el oído interno. Este último contiene la cóclea y el aparato vestibular. En la cóclea, y especialmente en una estructura que asienta a lo largo de la misma sobre la membrana basilar, denominada órgano de Corti, es donde tiene lugar el proceso de traducción de la señal vibratoria, provocada por la onda sonora, en el impulso nervioso o señal sensitiva que supone la audición.El aparato vestibular interviene, junto con el sistema visual y el propioceptivo, en el mantenimiento del equilibrio.

La pérdida de audición (hipoacusia o sordera) es un síntoma o manifestación clínica de muchos procesos y enfermedades. Puede aparecer a cualquier edad, aunque su repercusión en el lenguaje y desarrollo psicosocial está en relación inversa con la edad.

La clasificación de la sordera en función del grado de pérdida de audición es como sigue:

Tabla III-1. Clasificación de la sordera.

	Clasificación de la Hipoacusia
	Pérdida auditiva en decibelios (dB HL)

	Leve
	27 a 40

	Moderada
	41 a 65

	Moderada-severa
	56 a 70

	Severa
	71 a 90

	Profunda
	>90


Aproximadamente uno de cada 1.000 niños en EE.UU. y Europa Occidental padece sordera severa congénita o durante la temprana infancia (prelingual), y en la misma proporción sufren sordera antes de llegar a la edad adulta (postlingual). El 0.3% de la población adulta tiene una pérdida de audición próxima a los 65 decibelios entre los 30 y 50 años, mientras que el 2.3% manifiesta dicha pérdida entre los 60 y 70 años (Petit, 1996).

Cerca del 50% de hipoacusias prelinguales son atribuidas a causa genética, según Rose y cols. (1997). Las restantes son causadas por factores externos durante el período prenatal: infecciones (sífilis o rubeola congénita, citomegalovirus) o medicación teratogénica; perinatal: hipoxia, ictericia neonatal severa («kernicterus»); o postnatal: meningitis bacteriana o vírica, drogas ototóxicas. A pesar de que la sordera en la infancia puede ser tanto por causa genética como ambiental, en un alto porcentaje de casos no se puede llegar a determinar con exactitud la etiología de la misma.

En la sordera postlingual, sobre todo la que se diagnostica en la edad adulta, es difícil en muchos casos definir el grado de influencia de factores genéticos o externos, así como la posible interrelación entre ambos en el desencadenamiento de la patología. Así por ejemplo, la acción ototóxica de una medicación puede verse incrementada en determinados individuos por la presencia de factores genéticos predisponentes. La otoesclerosis es una de las pocas hipoacusias postlinguales a las que claramente se le atribuye una causa genética, al igual que el síndrome de Alport (nefropatía asociada a sordera sensorineural progresiva), síndrome de Alstrom, o la enfermedad de Refsum, estos últimos explicados más adelante con mayor detalle.

La hipoacusia se clasifica también, en función de la localización del defecto que la provoca en: sordera de conducción, neurosensorial o mixta (conducción + neurosensorial). La de conducción se debe a una anomalía en el oído externo y/o medio, mientras que la sordera neurosensorial es debida a un defecto en el oído interno, fundamentalmente a nivel coclear, aunque en algunos casos se asocia también afectación de la función vestibular. Tanto la cóclea como el vestíbulo son de origen ectodérmico, pero es la cóclea la que presenta mayor susceptibilidad frente a cualquier factor capaz de provocar sordera, ya sea genético o adquirido. Existen alrededor de 50 síndromes en humanos (entre los que se incluye el síndrome de Usher) y unos 25 en ratones que asocian sordera y anomalías pigmentarias, debido a que defectos en el desarrollo embrionario de los melanocitos (derivados fundamentalmente de la cresta neural) repercuten también en la audición por ser los melanocitos uno de los elementos estructurales de la cóclea (Deol, 1966).

En los casos de sordera de etiología genética la pérdida de audición puede ser la única manifestación (hipoacusia no sindrómica), o presentarse acompañando a otra u otras manifestaciones clínicas (hipoacusia sindrómica). Las formas no sindrómicas suponen el 70% de los casos, mientras que las sindrómicas representan el 30% restante (Bergstrom y cols., 1971).

Diversos estudios sugieren que entre el 75% y el 80% de los casos de sordera hereditaria se transmiten según una forma de herencia autosómica recesiva, siendo además estas formas las más severas por ser congénitas la mayoría de ellas (sordera prelingual). La forma autosómica dominante corresponde a un 10-25% de casos, mientras que un 1-3% se transmiten según una forma de herencia ligada al cromosoma X (Fraser, 1976; Reardon, 1992; Camp y cols.,1997). Hay algunas formas poco prevalentes de sordera que corresponden a un tipo de herencia mitocondrial.

A la forma de sordera autosómica recesiva corresponden aquellas familias con dos o más hijos con hipoacusia, padres sin pérdida auditiva manifiesta y con consanguinidad o endogamia frecuentemente. Cuando un matrimonio tiene un único hijo afecto de sordera y no parece que exista una causa adquirida que justifique la misma, no habiendo por otro lado consanguinidad ni endogamia entre los cónyuges, la probabilidad de una herencia autosómica recesiva parece ser la más razonable, aunque no se puede excluir que se trate de una mutación surgida de novo, un caso esporádico no hereditario, o incluso una forma ligada al X si se trata de un varón.

Existen cerca de 20 loci DFNB, es decir, loci relacionados con sordera no sindrómica autosómico recesiva, motivo por el que es un fenómeno frecuente el hecho de que parejas en que ambos son sordos tengan hijos oyentes, al no compartir mutaciones en el mismo gen. Sin embargo, en el caso de que los cónyuges padecieran sordera autosómica recesiva debida a mutación en el mismo gen, lo que es habitual que ocurra en parejas consanguíneas, en cada gestación existiría un riesgo del 25% (1/4) de que el fruto de la misma, independientemente del sexo, estuviera afectado de sordera. Cuando una pareja de oyentes, no consanguíneos, han tenido un hijo afectado de sordera de etiología desconocida, el riesgo de que tenga un segundo hijo afectado es de 1/10, mientras que si ya son dos los hijos que padecen hipoacusia el riesgo de recurrencia es de 1/4 al ser prácticamente segura la etiología hereditaria autosómica recesiva. La mayoría de sorderas hereditarias sindrómicas se transmiten también de forma autosómico recesiva, entre ellas citaremos como ejemplo los diferentes tipos de síndrome de Usher y ciertas formas de síndrome de Alport.

Como anteriormente se ha dicho, aproximadamente el 15% de casos de sordera hereditaria no sindrómica se transmiten según un patrón autosómico dominante, habiéndose mapeado varios de estos loci (DFNA) distribuidos por todo el genoma. En alguna de estas formas el gen ha sido ya identificado, como es el caso del homólogo humano del gen de la Drosophila, gen llamado diaphanous correspondiente al locus DFNA1 en el cromosoma 5q (Lynch y cols., 1997). Otros dos genes identificados en dos formas de sordera autósomica dominante, la DFNA3 y DFNA11, en el cromosoma 13q y cromosoma 11 q respectivamente, son también responsables de las formas de sordera no sindrómica autosómica recesiva denominadas DFNB1 y DFNB2; nos referimos al gen de la conexina 26 y al de la miosina VIIA respectivamente (Pennisi, 1997; Liu y cols., 1997a). Es más, mutaciones en el gen de la miosina VIIA son las principales responsables del subtipo USH1B del síndrome de Usher (Weil y cols., 1995).

Las sorderas con un tipo de herencia autosómico dominante suelen ser más leves y de comienzo más tardío (postlinguales) que las de carácter recesivo, en muchos casos son de curso progresivo y asocian defecto de conducción y neurosensorial. Entre las formas sindromicas que se heredan según un patrón de herencia autosómico dominante destacan la Neurofibromatosis tipo II, osteogénesis imperfecta tipo I, y el Síndrome de Waardenburg, este último caracterizado por la presencia de sordera neurosensorial provocada por malformación congénita del oído interno, asociada a una despigmentación de ojos, piel y cabello como signos más constantes, aunque la presencia o ausencia de otras manifestaciones menores hace que este síndrome esté clasificado en varios subtipos.

Las sorderas ligadas al cromosoma X son las menos frecuentes entre las hipoacusias de base genética, sin embargo, son de las que más se conoce desde el punto de vista genético molecular, sobre todo en lo que respecta a las formas sindromicas. Entre las formas sindromicas de sordera ligada al X citaremos el síndrome de Norrie (desprendimiento congénito de retina asociado a retraso mental y sordera sensorineural progresiva de comienzo tardío), muchos de los casos de síndrome de Alport y un síndrome que asocia albinismo y sordera congénita sensorineural severa. Inicialmente se pensó que algunas formas de síndrome de Usher pudieran tener un tipo de herencia ligada al cromosoma X, aunque esta idea ha sido descartada posteriormente. Hay formas no sindromicas de sordera ligadas al cromosoma X que varían en la gravedad de la pérdida auditiva así como en la edad de comienzo y evolución, pero tienen una prevalencia muy baja.

Mutaciones en ADN mitocondrial (mtADN) son también causa frecuente de sordera, tanto sindrómica como no sindrómica. La stria vascularis, así como las células ciliadas del oído externo e interno son ricas en mitocondrias. Por otro lado, muchas enfermedades mitocondriales envuelven al sistema nervioso central, lo que puede también comprometer al proceso auditivo por dicha vía. Las enfermedades debidas a mutaciones en ADN mitocondrial no siguen un patrón de herencia mendeliana típica; se transmiten exclusivamente vía materna y presentan una gran variabilidad clínica inter e intrafamiliar. La variabilidad fenotípica suele estar, entre otras razones, en relación con el grado de heteroplasmia, es decir, el porcentaje de moléculas de ADN mitocondrial que presentan la mutación, así como con variables dependientes de la localización (Barrientos y cols., 1995). Una mutación, la A1555G, en el gen 12S rRNA mitocondrial, es frecuente en pacientes con sordera neurosensorial no sindrómica de transmisión materna. Dicha mutación en mtADN es especialmente prevalente en la población española, en comparación con otras poblaciones europeas (Estivill y cols., 1998; Casano y cols., 1998;Torroni y cols., 1999). La acción ototóxica de la estreptomicina es mayor en pacientes que presentan esta mutación y reciben este tratamiento, lo que conlleva a una edad más temprana en la aparición de la sordera en ellos con respecto a otros pacientes con la mutación que no han sido tratados con estreptomicina.

Es frecuente que las enfermedades debidas a mutaciones en ADN mitocondrial se caractericen por alteraciones diversas, siendo las manifestaciones oftalmológicas, y entre ellas la retinosis pigmentaria, una de las mas constantes. La oftalmoplejia progresiva externa (PEO) o su variante el síndrome de Kearns-Sayre (KSS), caracterizado por un proceso neurodegenerativo generalizado, retinopatía pigmentaria que se inicia antes de los 20 años, defectos en la conducción cardíaca, proteínas elevadas en líquido cefalorraquídeo y ataxia, son ejemplos de estas enfermedades mitocondriales. Las mutaciones detectadas en mtADN en estos casos, especialmente si presentan retinopatía pigmentaria, suelen ser deleciones o duplicaciones de gran tamaño (Holt y cols., 1988) las cuales en el KSS se detectan hasta en el 90% de los pacientes (Johns, 1995). Por lo general estos casos de grandes deleciones son esporádicos, debidos a mutaciones surgidas durante la embriogénesis, mientras que las mutaciones puntuales son de herencia materna exclusivamente.

Como anteriormente se ha dicho, la sordera sensorineural no sindrómica de transmisión materna está asociada frecuentemente a la mutación A1555G. Odawara y cols. (1995) describen otra mutación en mtADN, concretamente una transición A/EG en el nucleótido 3243 del gen MTTL1, en dos síndromes distintos transmitidos maternalmente: MELAS (miopatía mitocondrial, encefalopatía, acidosis láctica, movimientos incontrolados y sordera neurosensorial por lo general bilateral y progresiva) y NIDDM (diabetes mellitus no dependiente de insulina) asociada a sordera neurosensorial. Wilichowski y cols. (1998) detectaron la mutación A3243G en un paciente con sintomatología de MELAS y Keams-Sayre. Por otro lado, Smith y cols. (1999) describen retinopatía pigmentaria en pacientes que presentan la mutación A3243G y que padecen diabetes y sordera neurosensorial de transmisión materna.

Aparte del síndrome de Usher y de alguna de las entidades citadas anteriormente, existen otros cuadros patológicos que presentan hipoacusia asociada a déficit de visión, entre las que destacamos las llamadas enfermedades peroxisomales y la enfermedad de Alstrom.

—
Con el término de enfermedades peroxisomales se conocen diversas entidades que mantienen entre sí muchas similitudes en cuanto a las manifestaciones clínicas, en su mayoría son de herencia autosómica recesiva, y están causadas por una función anómala de proteínas relacionadas con los perixosomas, organelas subcelulares presentes en la mayoría de células eucariotas y que, al igual que las mitocondrias, están implicadas en los procesos de respiración celular. Los pacientes presentan diversos transtornos neurológicos, especialmente hipotonía, retinosis pigmentaria y, en ocasiones, rasgos dismórficos, sordera sensorineural, o diversas afectaciones orgánicas. Entre las enfermedades peroxisomales más conocidas destacamos la enfermedad de Refsum, la adrenoleucodistrofia neonatal, la acidemia hiperpicólica, y el síndrome de Zellweger (Budden y cols., 1986; Ek y cols., 1986; Nadal y cols., 1995; Mihalik y cols., 1997). En la última década se han clonado y caracterizado varios genes que mapean en diferentes cromosomas, y que codifican para proteínas relacionadas con la biogénesis, transporte, proliferación y/o herencia peroxisomal. Se denominan genes PEX (Subramani, 1997) y, dependiendo de la repercusión de la/s mutaciones génicas en la función peroxisomal, los pacientes presentan síntomas más o menos severos, que pueden manifestarse ya desde el nacimiento o ser de aparición más tardía, al igual que pueden conducir a la muerte del paciente en los primeros años de vida o ser compatibles con una evolución más benigna. El diagnóstico de sospecha ante un niño con clínica de alteraciones neurológicas junto a retinosis pigmentaria se confirma mediante determinaciones bioquímicas apropiadas; por ejemplo, estos pacientes comparten con frecuencia aumento en suero de ácidos grasos de cadena pesada y de ácido fitánico, así como déficit en la síntesis de plasmalógenos (constituyentes del 20% de nuestros fosfolípidos).

—
El síndrome de Alstrom es variable en su expresión (Michaud y cols., 1996), aunque prioritariamente manifiesta retinopatía pigmentaria, sordera sensorineural, obesidad, diabetes mellitus. Aunque muestra muchas similitudes con el síndrome de Bardet-Biedl, en el de Alstrom no hay retraso mental ni polidactilia, siendo este último dato de interés para diferenciarlo del síndrome de Bardet-Biedl, con el que comparte síntomas similares que en ocasiones llevan a un diagnóstico erróneo (Dyer y cols., 1994). En algunos pacientes se han descrito otras manifestaciones asociadas, tales como cardiomiopatía, hipogonadismo, o anomalías metabólicas, tales como hiperuricemia y elevación de triglicéridos y pre-betalipoproteína sérica. Los problemas visuales se presentan desde temprana edad debido, además de a la retinopatía pigmentaria, a catarata, fotofobia y nistagmus. Estos dos últimos suelen ser los síntomas con los que debuta la enfermedad entre los 5 y 15 meses. En contraste con la retinosis pigmentaria típica, los pacientes con Alstrom pierden la visión central antes que la periférica. El electrorretinograma muestra signos de afectación de conos, estando inicialmente menos afectados los bastones. Herencia autosómico recesiva. Utilizando el test de homocigosidad, Collin y cols. (1997) localizaron el gen responsable del síndrome de Alstrom en 2p14-p13. Estos autores refinaron posteriormente su localización a la región 2p13, habiendo excluído como candidato el gen TGFA (transforming growth factor-alpha gene) (Collin y cols., 1999).

Una vez expuestos estos aspectos generales, el conocimiento de las características clínicas de los pacientes con síndrome de Usher será un complemento indispensable para un buen diagnóstico de los pacientes que presentan asociación de hipoacusia y déficit de visión.
VIII.2.
CLASIFICACIÓN CLÍNICA DEL SÍNDROME DE USHER

El síndrome de Usher, enfermedad autosómica recesiva caracterizada por sordera congénita bilateral neurosensorial, retinopatía pigmentaria progresiva y, en algunos casos, anómala función vestibular, presenta una elevada variabilidad clínica que ha supuesto que en las últimas décadas hayan sido muchos los intentos de clasificación de la misma en base a sus hallazgos clínicos (Nuutila, 1970; Mc Leod y cols., 1971; Merin y cols., 1973; Davenport y Omenn, 1977; Kimberling y cols., 1989; Möller y cols., 1989). El Consorcio Internacional en Síndrome de Usher (USC), organizado en 1991 para facilitar la colaboración entre los distintos investigadores en esta patología propuso, basándose en éstos y otros trabajos clínicos, la clasificación del síndrome de Usher (USH) en dos tipos clínicos: síndrome de Usher tipo I (USH1) y síndrome de Usher tipo II (USH2), describiendo así mismo una serie de recomendaciones para la evaluación oftalmológica y audiovestibular de estos pacientes (Smith y cols., 1994). La existencia de un tercer tipo de síndrome de Usher (USH3), caracterizado por sordera progresiva, no fue universalmente aceptada hasta que Pakarinen y cols. (1995a) describieron que este tipo es tan frecuente en Finlandia que puede suponer hasta el 40% de todos los casos de USH en dicho país. Un cuarto tipo de síndrome de Usher, caracterizado por una herencia ligada al X, y que en algunos trabajos ha sido sugerida (Davenport y Omenn, 1977; Davenport y cols., 1978; Kimberling y cols., 1989; Tamayo y cols., 1991) quizás debido a la existencia de algunas familias con varios hermanos varones afectados, así como por la preponderancia de varones entre los individuos afectados por el síndrome de Usher, ha sido finalmente rechazada.
Vlll.2.1.
Síndrome de Usher tipo I
Las personas que padecen síndrome de Usher tipo I (USH1) presentan hipoacusia neurosensorial congénita profunda a severa, arreflexia o hiporreflexia vestibular, y retinosis pigmentaria (RP).

Con respecto a la pérdida auditiva, estos pacientes tienen una mínima respuesta o ausencia total de la misma a frecuencias comprendidas entre 250 y 8.000 Hz, aunque se han descrito pacientes USH1 con audiogramas mostrando algún resto en frecuencias graves. Como consecuencia de que la sordera está presente desde el nacimiento (prelingual), los pacientes de síndrome de Usher tipo I son sordomudos y su lenguaje es habitualmente ininteligible. Estos pacientes no refieren mejora de su audición mediante el empleo de audífonos.

La afectación del aparato vestibular, uno de los sistemas encargados del equilibrio junto con el propioceptivo y el visual, se refleja ya en el primer año de vida al presentar estos niños cierto retraso en el desarrollo motor, manifestado por dificultad en sentarse o mantener la cabeza erguida a edades en que otros niños lo hacen ya sin problemas, así como por retraso en el inicio de la deambulación, lo cual raramente ocurre antes de los 18 meses en los niños USH1. A medida que estos pacientes avanzan en edad, aunque su deambulación parece normal a simple vista, se hace progresivamente inestable a medida que en ellos se agravan los problemas visuales por la retinosis pigmentaria, ya que entonces únicamente pueden servirse del sistema propioceptivo para mantener el equilibrio. La afectación del equilibrio en los pacientes con USH1 es especialmente notoria en aquellas situaciones que requieren mayor intervención del mismo, como caminar en la oscuridad o sobre superficies rugosas o desniveles, nadar o ir en bicicleta. Puede ponerse de manifiesto también mediante pruebas clínicas específicas (Smith y cols.1994), como los tests de Bruininks-Oseretsky antes del deterioro visual, el de Romberg, o la posturografía. También, como consecuencia de la alteración vestibular, pacientes con USH tipo I presentan ausencia de nistagmus tras la estimulación calórica irrigando cada oído con 50 ce de agua fría durante 20 seg, considerándose que la función vestibular no está alterada si se presenta nistagmus asociado con una sensación de vértigo. La prueba calórica es menos sensible que la electronistagmografía (ENG) y debe ser interpretada en combinación con esta última.

En lo que respecta a la retinopatía pigmentaria progresiva que sufren los pacientes con síndrome de Usher, aunque es una retinosis pigmentaria típica en todos los tipos de USH, los pacientes USH1 habitualmente manifiestan los primeros síntomas (que en la mayoría de los casos se refieren a una mala visión nocturna) más precozmente que los de las otras formas clínicas del síndrome. No obstante, ya que tanto la edad de inicio de los síntomas de RP como la edad al diagnóstico muestran con frecuencia cierto solapamiento entre los distintos tipos de USH, estos parámetros no son discriminatorios. El electrorretinograma (ERG) muestra amplitudes reducidas compatibles con distrofia retiniana ya a los 2-3 años de edad, antes de la aparición de la sintomatología inicial relacionada con RP, por lo que se le atribuye a esta prueba un importante valor para el diagnóstico precoz del síndrome de USH en pacientes con sordera congénita (Young y cols., 1996), aunque no está totalmente establecida su capacidad para esclarecer el tipo clínico al que corresponde.

En algunos pacientes con síndrome de Usher se han descrito otros síntomas menos frecuentes, como ataxia de etiología no laberíntica, retraso mental, psicosis o rasgos dismórficos. Posiblemente esos pacientes tengan alguna de las patologías relacionadas anteriormente citadas, como enfermedad de Refsum o alguna otra enfermedad peroxisomal, o se trate de casos debidos a afectación del sistema nervioso central. Es conveniente hacer en ellos un diagnóstico diferencial mediante los correspondientes tests bioquímicos, resonancia magnética (MRI) cerebral, y pruebas audiológicas y vestibulares capaces de diferenciar entre lesión periférica y central. Con respecto a este ultimo aspecto, mientras algunos autores no encuentran alteraciones neurológicas centrales en los pacientes con síndrome de Usher tipo I o tipo II (Kimberling y cols., 1989), otros observan mediante la resonancia magnética anomalías cerebelares en el 50% de USH1 y 75% de USH2 (Tamayo y cols., 1996), aunque sin clara correlación con los hallazgos clínicos. Hallgren en, 1959 sugirió que el retraso mental y las manifestaciones psicóticas formaban parte del espectro de síntomas que presentaban los pacientes con síndrome de Usher. Hoy en día se reconoce que tales manifestaciones son más frecuentes en estos pacientes que en la población general, pero que estas diferencias no son significativas. Hay que tener en cuenta que la pérdida de audición y de la visión que padecen estos pacientes supone un obstáculo para las relaciones sociales, lo que acarrea graves problemas personales y laborales que lógicamente predisponen a transtornos psiquiátricos. Además, debido a que en la primera mitad de siglo estos pacientes estaban recluidos y sin medios educativos a su alcance, con frecuencia tenían cierto retraso intelectual. No obstante, una vez que se conozcan todos los genes responsables de síndrome de Usher, la investigación de los mismos en estos casos atípicos será la prueba definitiva que esclarezca la relación de estas manifestaciones con el síndrome.

Ha sido descrita la existencia de ciertas anomalías, tanto audiológicas como oftalmológicas, en un porcentaje variable de portadores obligados de Usher tipo 1. Así, en cuanto a las manifestaciones audiológicas Wagenaar y cols. (1995), detectaron sordera neuro-sensorial significativa en el 24% de portadores obligados de USH1. Las manifestaciones oftalmológicas en estos portadores (Holland y cols., 1972) se refieren tanto a alteraciones del fondo de ojo, hallazgo no corroborado por todos los investigadores, como electro-oculografía (EOG) anormal en una alta proporción de portadores descrita también en otros estudios (De Haas y cols., 1970; Pinckers y cols., 1994). A pesar de ello estas pruebas no son suficientemente específicas para el rastreo de portadores del USH1 en la población de riesgo, por lo que es recomendable llevar a cabo el diagnóstico de los mismos mediante estudio genético molecular, ya sea por métodos indirectos como el estudio de segregación con marcadores polimórficos en familias informativas, o mediante el análisis directo de mutaciones génicas si el grado de heterogeneidad genética no representa un gran obstáculo para llevar a cabo este diagnóstico.

Vlll.2.2.
Síndrome de Usher tipo II

Típicamente, las personas que padecen síndrome de Usher tipo II (USH2) padecen sordera neurosensorial congénita moderada a severa, retinosis pigmentaria de inicio postpuberal, y función vestibular normal. Esto último se refleja ya en la infancia por un desarrollo motor adecuado a la edad, además de ser también normales las pruebas clínicas de exploración de la función vestibular. Ello representa el parámetro más fiable para diferenciar el tipo I del tipo II en el síndrome de Usher, aunque como más adelante veremos, no se puede distinguir entre estos dos tipos y el síndrome de Usher tipo III, en el que los pacientes muestran variabilidad en lo que respecta a la presencia o no de disfunción vestibular.

La edad de inicio de los síntomas de RP no es un dato que permita la diferenciación entre los distintos tipos del síndrome, ya que existe un cierto solapamiento entre ellos, aunque en general, en los pacientes con USH2 los síntomas iniciales de retinosis pigmentaria se manifiestan más tarde que en el USH1. Como anteriormente ya se ha dicho para el USH1, Young y cols.(1996) recomiendan efectuar un ERG de forma periódica en los niños con sordera moderada-severa o severa-profunda, para un diagnóstico temprano del síndrome. Un diagnóstico de Usher en tales casos, al observar un descenso de las amplitudes del ERG en exploraciones sucesivas, permitiría adoptar las medidas terapéuticas, preventivas o educativas adecuadas. No obstante, al no estar establecida la edad en la cual el diagnóstico de síndrome de Usher pueda ser descartado si el ERG es normal, el tiempo de screening por medio del electrorretinograma o examen del fondo de ojo no está bien definido (Hope y cols., 1997).

Algunos autores han revisado otros aspectos oftalmológicos que pudieran distinguir a los afectos de síndrome de Usher tipo I de los del tipo II; así, Edwards y cols.(1998) refieren que, al llegar a la tercera o cuarta década de vida, los pacientes USH1 tienen mayor afectación de la agudeza visual y del campo visual que los pacientes USH2, mientras que esta diferencia no es tan manifiesta en décadas anteriores, por lo que se desprende que hasta los treinta años de edad, los pacientes de ambos tipos mantienen una visión aceptable, deteriorándose a partir de entonces más rápidamente en el USH1 que en el USH2.

Como en el USH1, se ha descrito que en un porcentaje variable de casos los portadores heterocigotos del tipo II presentan también algunas anomalías audiológicas y oftalmológicas (Pinckers y cols., 1994), aunque al igual que en el tipo I estas diferencias no son lo bastante específicas ni están suficientemente contrastadas como para su utilización en el diagnóstico de portadores.
VIII.2.3.
Síndrome de Usher tipo III

La existencia de un tercer tipo de síndrome de Usher (USH3), esencialmente caracterizado por sordera progresiva, había sido sugerida en varias publicaciones de hace ya más de una década (Belal, 1975; Gorlin y cols., 1979; Karjalainen y cols., 1983,1989). Sin embargo no fue considerada en la clasificación clínica del síndrome de Usher inicialmente propuesta por el Consorcio de Usher (Smith y cols., 1994). Pakarinen y cols. (1995a) describieron la elevada prevalencia del síndrome de Usher tipo III en Finlandia, donde alcanza el 40% de todos los casos USH, a partir de cuyo momento esta forma del síndrome es aceptada de forma general.

Las manifestaciones clínicas del tipo III inicialmente se consideraron similares al tipo II en lo que respecta al grado de sordera, aunque se asumía que en el USH3 la pérdida de audición era progresiva mientras que en el II la pérdida auditiva se mantenía estable. Posteriormente se puso de manifiesto que una proporción próxima al 50% de estos pacientes tenían manifestaciones de afectación vestibular, lo que los diferenciaba ya totalmente del tipo II. En 1995 fue mapeado por Sankila y cols, el locus USH3 en el cromosoma 3q21-25. La mayor parte de pacientes con la forma III del síndrome del Norte de Europa presentan ligamiento a dicho locus; por otro lado, al locus USH3 mostraron también ligamiento a algunas de las familias consideradas inicialmente como del tipo II y que no estaban ligadas al locus USH2A en el cromosoma 1q. En la actualidad se ha visto que algunos pacientes con manifestaciones clínicas compatibles con el síndrome de Usher tipo III en cuanto al carácter progresivo de la sordera presentan mutaciones en el gen mayoritariamente responsable del tipo II (Liu y cols., 1999). Todo lo cual puede indicar, ya sea la existencia de error en la clasificación de un determinado paciente entre el tipo II y III, como que se trate de variantes alélicas.

El déficit auditivo en el USH3, aunque congénito, comienza a notarse a edades que van desde el nacimiento hasta la tercera década, con una edad media de 6 años, y un nivel inicial de sordera entre moderada y severa. Es imprescindible descartar otras causas no genéticas de sordera en estos pacientes. La audiometría, efectuada en sucesivos tiempos de forma más o menos periódica, revela una curva descendente. Aunque el descenso es lento, la sordera llega a alcanzar la característica de profunda en el 50% de los casos (Pakarinen y cols., 1995b). No obstante el nivel de audición es suficiente, aún en los casos de inicio más precoz, para que el habla en estos pacientes sea inteligible.

Las características de la retinosis pigmentaria en estos pacientes no se diferencian de la de los otros tipos, con variabilidad en cuanto a la evolución, y sin correlación entre el grado de pérdida auditiva y visual. La ceguera nocturna, disminución progresiva de la agudeza visual, y reducción concéntrica del campo visual son también aquí las manifestaciones más comunes, a lo que frecuentemente se asocia la presencia de catarartas, así como astigmatismo (Pakarinen y cols., 1995b).

Las características clínicas principales de los tres tipos de síndrome de Usher son:
Tabla III-2. Características clínicas del síndrome de Usher.

	Manifestación clínica
	USH1
	USH2
	USH3

	Pérdida auditiva
	Profunda a severa
	Severa a moderada
	Severa a moderada

	
	Estable
	Estable
	Progresiva

	Función vestibular
	Alterada
	Normal
	Variable

	Inicio de los síntomas RP
	Usualmente prepuberal
	Alrededor de la pubertad o postpuberal
	Alrededor de la pubertad

	Lenguaje
	No inteligible
	Inteligible
	Inteligible


En los primeros trabajos sobre prevalencia y clasificación clínica del síndrome de Usher (Hallgren, 1959; Nuutila, 1970) se estimaba la proporción entre los dos tipos admitidos entonces, de forma que la citada proporción se situaba en el 90% de USH1 y el 10% de USH2. Posteriores estudios revelaron frecuencias del tipo I y tipo II cercanas al 50% para cada uno (Grondhal y Mjoen, 1986) o incluso una mayor frecuencia del tipo II, así como muy baja para el tipo III, aunque es notorio que la proporción de esta última forma clínica de USH ha ido progresivamente aumentando, sobre todo en lo que respecta a poblaciones del Norte de Europa. Estas variaciones reflejan no sólo diferencias étnicas sino diferentes métodos de investigación de la frecuencia de los diferentes subtipos, según refieren Hope y cols. (1997), de forma que si ésta se obtiene de colegios especiales para la población sorda es probable que haya una mayor proporción de USH1 ya que el grado de audición que presentan los USH2 no les impiden que vayan a colegios para oyentes, y lo contrario ocurrirá si las respectivas proporciones de USH1 y USH2 se investigan en centros especiales para la población con déficit visual. Estos mismos autores, que en 1997 publicaron la prevalencia en la ciudad de Birmingham del síndrome de Usher (6,2/100.000), la más elevada de las referidas hasta entonces, hacen notar que, si se excluyen los casos atípicos (posiblemente aquellos que correspondían al USH3) la prevalencia del síndrome de Usher tipo I y tipo II quedaría en 5,3/100.000, lo que refleja la influencia de una buena recogída de todos los casos, incluidos aquellos con sordera progresiva que no eran reconocidos anteriormente como USH por muchos investigadores, para una exacta valoración de las frecuencias de las distintas formas clínicas.

VIII.3.
LOCI ASOCIADOS A USH GENES CARACTERIZADOS Y GENES CANDIDATOS

El síndrome de Usher es una patología con una amplia heterogeneidad genética. Cada tipo clínico se divide en varios subtipos genéticos habiéndose descrito hasta la actualidad diez localizaciones diferentes:

Tabla III-3. Localizaciones cromosómicas de los distintos tipos de síndrome de Usher.

	Tipo clínico
	Subtipo genérico
	Localización cromosómica

	Usher tipo 1
	USH1A
	14q32

	
	USH1B
	11q13.5

	
	USH1C
	11p15

	
	USHID
	10q

	
	USH1E
	21q21

	
	USH1F
	10

	Usher tipo II
	USH2A
	1q41

	
	USH2B
	3p23-24.2

	
	USH2C
	5q14.3-21.3

	Usher tipo III
	USH3
	3q21-25


Vlll.3.1.
USHTipoi
VIII.3.1.1.
USH1A
La primera evidencia de ligamiento con marcadores del cromosoma 14q la encontraron Kaplan y cols, en 1992, en familias francesas no emparentadas, procedentes todas ellas de la región de Poitou-Charentes, con las que obtuvieron un lod scorede 4,13 (θ = 0,000)  con el marcador D14S13, no encontrándqse ligamiento en familias de otro origen, lo que sugiere la existencia de un efecto fundador en dicha población. Posteriormente, Larget-Piet y cols. (1994) confirmaron este hecho acotando la ubicación del gen USH1A en 14q32 dentro de un intervalo de 4,17 cM definido por los loci D14S78 y D14S250.

En ratones se conoce un gen ir que controla la posición del corazón, que mapea en una región muy conservada, homologa a la 14q32. En vertebrados superiores, este gen es responsable de la asimetría del organismo y se encuentra flanqueado por los mismos genes que el gen ir del ratón, por ello se le consideró candidato a ser el gen USH1A.

Eudy y cols. (1997) diseñaron un contig que abarcaba la región entre los dos marcadores flanqueantes (D14S78 y D14S250) de menos de 25 Kb y localizaron un EST (expressed sequence tag) que mapea en el lado telomérico de D14S78 cuyo cDNA codifica para una proteína de 717 aminoácidos, altamente homologa a la EMAP (echinoderm michrotubule-associated protein). Es posible que la EMAP humana participe en procesos citoesqueléticos ya que su tamaño y estructura son similares a los de las cadenas de la dineína (proteína constituyente de los microtúbulos y responsable del deslizamiento ciliar). Esto la convierte en el principal candidato a gen USHIA.

VIII.3.1.2.
USH1B
En un estudio realizado con familias de diferentes países, Kimberling y cols. (1992), asignaron un gen Usher tipo I al cromosoma 11q (USH1B), probablemente distal al marcador D11S527 (Zmáx = 4,20, q = 0,079). Posteriormente, Smith y cols. (1992a) y Bonné-Tamir y cols. (1994), analizando familias británicas e israelíes respectivamente, confirmaron el ligamiento a 11q. Los trabajos posteriores de diversos autores han confirmado que aproximadamente en el 80% de los casos del síndrome de Usher tipo I existe ligamiento entre el gen de la enfermedad y el brazo largo del cromosoma 11. En esta región cromosómica se localizan varios genes relacionados con la fisiopatología de la enfermedad. Los genes ROM1 y OMP, priprimeros candidatos, fueron descartados al no detectarse mutaciones en pacientes USH1B.

La genómica comparativa ha contribuido extraordinariamente a la identificación de genes responsables de enfermedades. La sordera y la ceguera no son una excepción. La ventaja de utilizar el ratón para encontrar los genes radica en la facilidad de obtener un elevado número de descendientes. Un ejemplo relevante fue la hipótesis de que el Usher tipo 1B y el ratón mutante shaker-1 que presenta sordera y disfunción vestibular, aunque ausencia de degeneración retinal, eran causados por genes ortólogos porque mapeaban en un grupo de ligamiento conservado en el cromosoma 11q13 humano y 7 del ratón respectivamente. Esta hipótesis se demostró correcta cuando Gibson y cols. (1995) construyeron un YAC (yeast artificial chromosome) que contenía un gen que codifica para una miosina no convencional, la miosina VIIA, y observaron que mutaciones en este gen eran las causantes del fenotipo shaker-1. Por otro lado, Weil y cols. (1995) encontraron mutaciones en el gen de la miosina VIIA en pacientes USH1B que cosegregaban con la enfermedad y por tanto eran responsables del fenotipo USH1b. Posteriormente, Weston y cols. (1996), realizando una búsqueda de mutaciones en los 14 primeros exones del gen que codifica para el extremo N-terminal de la proteína encontraron 23 mutaciones en 189 casos de USH1B estudiados, presumiéndose que las mutaciones no detectadas debían localizarse en los restantes exones. Las mutaciones encontradas causaban codones prematuros de parada, cambios en la secuencia de aminoácidos, deleciones, corrimientos en la pauta de lectura o defectos en el procesado, siendo las mutaciones Arg212His y Arg212Cys las más frecuentes (8/23, 31%).

Una vez se dispuso de la estructura de la miosina VIIA así como de la caracterización completa del gen fue posible la detección de mutaciones a lo largo de los 49 exones del mismo (Lévy y cols., 1997; Adato y cols., 1997; Espinos y cols., 1998a; Cuevas y cols., 1999; Janecke y cols., 1999; Astuto y cols., 2000) incluso en elementos promotores (Orten y cols., 1997), en pacientes Usher.
Las miosinas son proteínas que hidrolizan ATP utilizando esta energía para moverse a lo largo de los filamentos de actina. La miosina VIIA presenta los tres dominios típicos de todas las miosinas: el dominio motor o cabeza que incluye el lugar de unión al ATP y el lugar de unión a la actina; el dominio cuello o regulador compuesto por cinco repeticiones consecutivas del motivo IQ que parece estar asociado con la calmodulina y proteínas similares y la cola, encargada de la dimerización y localización subcelular, que presenta un segmento a-hélice y dos dóminos repetidos, el MyTH4 similar al de otras proteínas y el homólogo a la talina (figura VIII-1).

El espectro de mutaciones detectadas está situado a lo largo de los distintos dominios, fundamentalmente en el motor o cabeza, pero también en el resto. La heterogeneidad alélica es también evidente en cuanto a la naturaleza de las mutaciones sin que exista mutación mayoritaria. Habiendo rastreado la totalidad de la secuencia codificante, en familias previamente ligadas al locus USH1B, Levy y cols. (1997) identificaron el 63% de las mutaciones esperadas, mientras que Adato y cols. (1997) detectaron el 52%, aunque describieron polimorfismos y otros cambios cuya repercusión patológica está por determinar.

Se barajan distintas hipótesis relacionadas con la repercusión que las diferentes mutaciones pueden tener en la estabilidad de la proteína o en la estructura de las células ciliadas, o incluso con la posibilidad de que existan otros genes que moderen el efecto, fundamentalmente en lo que a retina se refiere.

Hasson y cols. (1995) encontraron que la miosina VIIA se expresa tanto en cóclea como en retina además de en ciertas células de testículo, pulmón y riñon. Esta localización específica sugiere que la ceguera y la sordera asociadas al síndrome de Usher pueden deberse a la carencia del polipéptido funcional de la miosina VIIA en las células retinianas y cocleares, y sugiere un papel de esta proteína en el desarrollo y mantenimiento de esos órganos sensoriales. Con respecto al oído, se cree que la miosina VIIA debe participar en el ensamblaje de los estereocilios y en el mantenimiento de su rigidez durante sus movimientos dinámicos (Hasson y cols., 1997). También se explica la baja fertilidad que se ha descrito en alguno de estos enfermos dada la presencia de la proteína en los testículos.

Para explicar la discrepancia fenotípica entre ratones y hombres, El Amraoui y cols. (1996) analizaron la expresión de la miosina VIIA en células retínales humanas y de ratón durante el desarrollo embrionario y el estado adulto. En el embrión humano la miosina VIIA estaba presente primero en las células del epitelio pigmentario y posteriormente también en las células fotorreceptoras; en la retina adulta estaba presente en ambos tipos. En contraste, en el ratón, sólo las células del epitelio pigmentario expresaban la proteína a través del desarrollo y el estado adulto. También se encontró ausencia de miosina VIIA en las células fotorreceptoras de otros roedores como rata y cobaya mientras que estas células expresaban la proteína en anfibios, aves y primates. De hecho, en la actualidad, se sabe que mutaciones en este mismo gen son responsables de una sordera recesiva no sindrómica (DFNB2) (Liu y cols., 1997a), así como de una sordera dominante no sindrómica (DFNA11) (Liu y cols., 1997b) y en algunos pacientes con manifestaciones clínicas relacionadas con USHIII (USH atípico) (Liu y cols., 1998), lo cual es consistente con la hipótesis de que deben existir diferencias funcionales de la miosina VIIA en el ojo respecto al oído interno.
MIOSINA VllA (230-250 kDa)
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Figura VIII-1. Esquema de los dominios de la miosina VllA.
Posteriormente Sahly y cols. (1997) determinaron, mediante estudios sobre la embriogénesis en ratones, que la expresión de la miosina VIIA parece ser concomitante con la aparición de los cilios en las células epiteliales retinianas. Posiblemente jueguen un papel importante en la morfogénesis de los cilios; además, la localización celular de la proteína en las células ciliadas sensoriales y en las neuronas receptoras del olfato, refuerza la idea de que participa en el sistema de transporte vesicular.

Dada la enorme longitud de la zona codificante del gen y la enorme variabilidad de mutaciones dispersas por todo él, Mouglabey y cols. (1998) han refinado la localización del gen respecto a marcadores microsatélites de la zona lo que permite una detección de portadores mucho más eficaz por análisis de ligamiento.

Vlll.3.1.3.
USH1C
El tercer subtipo de USH1 (USH1C) fue asignado a la región cromosómica 11p13-p15 mediante análisis de ligamiento a D11S419 (Zmáx =4,20, q = 0,000) y parecía específico de la población acadiana del suroeste de Louissiana (USA) (Smith y cols., 1992b) aunque se encontró posteriormente en una familia libanesa (Saouda y cols., 1998). Keats y cols. (1994) ubicaron el gen USH1C en la región 11 p15.1 utilizando ocho marcadores microsatélites, acotando su localización al intervalo entre D11S861 y D11S899. Los análisis de recombinación y desequilibrio de ligamiento entre USH1C y cada uno de los marcadores sugieren un efecto fundador en la población acadiana y que la aparición de la mutación responsable fue hace aproximadamente 15 generaciones, lo cual corresponde con el momento en que los inmigrantes franceses colonizaron el territorio canadiense de Acadia (1604).

Jain y cols. (1997) localizaron el gen para la sordera neurosensorial no sindrómica recesiva DFNB18 en la misma región que el USH1C mediante análisis de ligamiento en una familia consanguínea de la India, por lo que postularon que DFNB18 y USH1C deberían ser variantes alélicas del mismo gen.

Heckenlively y cols. (1995) refirieron un modelo de ratón, el rd-5 cuyo ligamiento en el cromosoma 7 a Hbb y tub sugiere homología con el Usher I referido en el cromosoma 11p15.

Pronto surgieron genes candidatos que mapeaban en la zona: el factor BDNF 

(brain-derived neurotrophic factor) (Smith y cols., 1992b) y el gen humano STEP (Striatum Enriched Phosphatase) (Li y cols., 1995) y posteriormente se construyeron contigs de YACs (Ayyagari y cols., 1995) y de BACs (De Angelis y cols., 1997) que abarcaban la región entre D11S926 y D11S899 incluyendo el gen USH1C.

En la actualidad ya se sabe que el gen USH1C, que tiene 28 exones, codifica para una proteína con dominios PDZ denominada harmonina.

Verpy y cols. (2000) describieron la harmonina secuenciando al azar clones de cDNA a partir de una librería de ratón generada a partir de las placas sensoriales del oído interno. Uno de los clones era homólogo de una proteína con dominios PDZ previamente identificada. El gen mapeaba en la posición cromosómica del USH1C y los análisis posteriores demostraron que la harmonina estaba mutada en los pacientes USH1C. En un estudio independiente Bitner-Glindzicz y cols. (2000) identificaron una deleción de 122 Kb en pacientes con hiperinsulinemia, sordera y otras disfunciones y observaron que uno de los genes incluidos en esta deleción (el que codifica la harmonina) era responsable del USH1C, lo que demuestra que no es un desorden confinado a un único grupo étnico.

Ya que mutaciones en USH1C originan deterioro simultáneo de ojo y oído, el gen debe funcionar en ambos. Un posible papel es modular la actividad de los canales K+o Ca++ críticos para la función de las células sensoriales del oído y retínales y además se sabe que las interacciones entre algunos canales y proteínas con dominios PDZ tienen efectos sobre la actividad del canal. Alternativamente la harmonina puede ser requerida para la localización o estabilidad de las proteínas citoesqueléticas o de señal.

Verpy y cols. (2000) han encontrado en la familia libanesa con afectados de USH1C, la mutación responsable, IVS5-2delA, que afecta a la A del dinucleótido GA aceptor llevando a un procesado aberrante que provoca el salto del exón 6 y crea un codón prematuro de parada en el exón 8. Así mismo, en una familia consanguínea musulmana de Inglaterra, encontraron una inserción de una C (238-239insC) en el exón 3 que origina también la terminación de la proteína en el codón 148 del exón 5. En los pacientes acadianos, no encontraron mutaciones en la secuencia codificante, pero detectaron una expansión de 9 repeticiones en un VNTR de 45 pb en el intrón 5, siendo 6 el máximo número de repeticiones encontradas en la población control. También se encontró la mutación 238-239insC. Ninguna de las tres mutaciones descritas fue encontrada en ningún otro tipo de pacientes con síndrome de Usher ni en las poblaciones control.

Zwaenepoel y cols. (2001) han identificado tres mutaciones nuevas en el gen USH1C y 31 polimorfismos útiles para el análisis de haplotipos.
VIII.3.1.4.
USH1D
Trop y cols. (1995) describieron una familia consanguínea de origen pakistaní, clasificada clínicamente como USH1 que no presentaba ligamiento estadísticamente significativo a ninguna de las regiones descritas (USH1A, USH1B, USH1C). La existencia de consanguinidad entre los padres proporciona un alto grado de garantía de que la forma de USH1 en los hijos afectos es consecuencia de una herencia recesiva de un gen ancestral. Así, mediante una búsqueda en el genoma utilizando 161 marcadores polimórficos, Wayne y cols. (1996) observaron que los hijos afectos sólo presentaban homocigosidad por descendencia para una región de 15 cM del cromosoma 10q flanqueada por los marcadores D10S529 y D10S573.

En el intervalo definido se encontraban varios genes candidatos aunque no se tenían datos sobre la expresión de estos genes ni en cóclea ni en retina. Por otra parte, el mapeo comparativo hombre-ratón sugería que circlerQc), waltzer(v) o waltzerAmes (Av) podían representar modelos de ratón de USH1D. Cada uno de estos mutantes es recesivo y manifiesta los típicos movimientos circulares, sacudida de cabeza y comportamiento hiperactivo asociado con sordera y disfunción vestibular (Lyon y Searle, 1989). Aunque ninguno de ellos sufre patología retinal, sabemos que shaker-1 (sh-1), el modelo de ratón para USH1B, tampoco muestra evidencia de retinopatía pigmentaria.

El análisis de nuevas familias USH1D ha permitido estrechar la región candidata a 7,3 cM (Liu y cols., 2000). Posteriormente, Bork y cols. (2001) han encontrado que USH1D y DFNB12 son causados por mutaciones en el mismo gen, por lo que utilizando 7 familias DFNB12 consanguíneas acotaron la región entre los marcadores D10S1694 y D10S1737 a 0,55 cM. Secuenciaron los 18 genes candidatos de la región y encontraron tanto en estas 7 familias como en familias USH1D mutaciones sin sentido, con sentido equivocado o con alteración de la pauta de lectura, en un gen similar a la cadherina denominado CDH23, al que se le ha considerado responsable de estas patologías. Se ha demostrado que la CDH23 se expresa en cóclea y en retina. Bolz y cols. (2001) confirman la implicación de este gen en el USH1D, encontrando mutaciones en dos pacientes de diferente origen. Di Palma y cols. (2001) han demostrado la implicación de la CDH23 en el mantenimiento de la estructura de los estereocilios en el ratón.

Astuto y col. (2000) analizando 151 familias con USH1 observaron que USH1D es el segundo subtipo más común de USH1.
Vlll.3.1.5.
USH1E
Utilizando mapeo por homocigosidad en una familia consanguínea de Marruecos, Chaib y cols. (1997) identificaron un nuevo locus paraUSHI, el USH1E, que mapeaen 21q21, en un intervalo de 15 cM flanqueado por los loci D21S1905 y D21S1913. Comprobaron también la falta de implicación de este locus en otras dos familias afectadas de USH1 en las que la enfermedad tampoco segregaba con el resto de loci USH1 conocidos, lo que indicaba la presencia de, al menos, un sexto locus USH1.

Dada la implicación del gen de la miosina VIIA en tipos de sordera no sindrómica recesiva y dominante así como en Usher, Chaib y cols. (1997) examinaron si alguno de los loci identificados para formas aisladas de sordera podrían ser variantes alélicas del gen USH1E. Aunque ningún loci localizado mapeaban en 21q21, existen dos loci cercanos: DFNB8 en 21q22 y DFNB10 en 21q22.3, por lo que es posible que exista una agrupación de genes implicados en patología auditiva en esa zona del cromosoma 21.

Por otro lado, dada la ayuda de los modelos animales en la clonación de genes humanos ortólogos, se consideró la posible existencia de un ratón con fenotipo de sordera, con mutación en la región cromosómica homologa a la 21q21 humana que se espera estaría localizada en el cromosoma 16 de ratón. Sólo el mutante Bst (belly spot and tail) cumple estas condiciones aunque presenta varias manifestaciones fenotípicas adicionales que afectan a varios órganos y tejidos (tamaño del cuerpo reducido, polidactilia, anomalías en el espinazo y los ojos) por lo que parece improbable que sea el homólogo del USH1E.

No hay indicación de que alguno de los genes conocidos que mapean en 21q21 pudiera estar implicado en un defecto neurosensorial.
VIII.3.1.6.
USH1F
Wayne y cols. (1997) analizando una familia consanguínea Hutterita con dos individuos afectados por Usher tipo I y con exclusión de ligamiento a todos los loci conocidos, identificaron un nuevo locus, USH1F, por mapeo de homocigosidad en el cromosoma 10, en una zona diferente al USH1D, entre los marcadores D10S199 y D10S596. Astuto y cols. (2000) además de confirmar la existencia de un USH1 en la región previamente definida como USH1D, proporcionan evidencia de la existencia de un segundo y posiblemente también un tercer gen USH en la región 10p/q.
El hecho de que hay, al menos, seis genes diferentes para el USH1, complica el problema del diagnóstico molecular ya que es difícil encontrar una familia de tamaño suficiente como para que el ligamiento sea utilizado como prueba de diagnóstico definitiva; no obstante, la reciente clonación de la mayor parte de los genes Usher I ha abierto una vía al Consejo Genético y diagnóstico de estas familias.

Vlll.3.2.
USH Tipo 2
Vlll.3.2.1.
USH2A
Kimberling y cols. (1990) encontraron ligamiento significativo en familias Usher tipo II con el marcador THH33 (Zmáx = 6,37; q = 0,000), situando el gen USH2A en el brazo largo del cromosoma 1.

Cremers y cols. (1992) sugirieron que el gen responsable del fenotipo USH2a era el hCHML (human choroideremia-like), localizado en 1 q y homólogo del gen responsable de la coroideremia, una enfermedad ocular ligada al cromosoma X caracterizada por distrofia de la coroides, del epitelio pigmentado de la retina y de la retina. Van Bokhoven y cols. (1994) descartaron tal posibilidad al no encontrar mutaciones en dicho gen en familias afectadas de Usher tipo II.

Se sugirieron varios genes candidatos a USH2A como el TGFB2 (transforming growth β2); HLX1 (homeodomain box); ZNF124 (zinc finger motiv) y la fosducina que es una proteína de las células fotorreceptoras que modula la cascada de la fototransducción al interaccionar con la transducina. Estudios posteriores (Kimberling y cols., 1995) limitaron la localización del gen USH2A a una región de 2,1 cM entre los marcadores D1S237 y D1S229, descartando como posibles genes candidatos todos los previamente enumerados, debido a su localización fuera de la región donde se localiza el gen USH2A.

Pieke-Dahl y cols. (1997a) propusieron un nuevo gen candidato para el USH2A. Se trata del ortólogo humano del rd3 que mapea en la misma región que dicho locus Usher, y que en el ratón es responsable de una degeneración retinal. Se disponía de un contig que abarcaba la región donde se ubica el USH2A (Sumegi y cols., 1996) reduciéndose el intervalo donde se encuentra dicho gen a 1 cM entre los marcadores D1S474 y AFM144FX2 posibilitándose la realización de un mapa físico de la región crítica. Así, Eudy y cols. (1998) lograron identificar el gen USH2A que consta de 21 exones y codifica para una proteína con motivos de homología a la laminina y a la fibronectina, encontrando tres mutaciones distintas, inicialmente denominadas 2314delG, 2913delG y 4353-54delCT, exclusivamente en pacientes USH2A.

Pieke Dahl y cols. (1993) publicaron una familia portadora de USH2 que no presentaba ligamiento a los marcadores del cromosoma 1q confirmándose así la existencia de heterogeneidad genética en el síndrome de Usher tipo II. Kimberling y cols. (1995) estimaron en un 12,5% el número de familias USH2 que no estaban ligadas al gen ubicado en 1q, siendo éstas de diferentes orígenes.

En la actualidad, en el gen USH2A se ha detectado también un amplio espectro de mutaciones responsables, aunque existe una mutación mayoritaria denominada 2299delG (inicialmente descrita como 2314delG) que se ha identificado en el 15-40% de pacientes USH2A (Eudy y cols., 1998; Liu y cols., 1999; Beneyto y cols., 2000; Weston y cols., 2000; Dreyer y cols., 2000), con los mayores porcentajes de prevalencia en los pacientes con USH2A del norte de Europa. La mutación 2299delG ha sido detectada también por Liu y cols. (1999) en el 40% de pacientes con USH atípico, por Rivolta y cols. (2000) en el 2% de pacientes con retinosis pigmentaria no sindrómica (alguno de los cuales refieren una discreta pérdida auditiva, lo que hace sugerir que puedan padecer síndrome de Usher), y por Weston y cols. (2000) en un paciente USH1 y 5 USH3. Por otro lado, Rivolta y cols. (2000) detectaron una mutación que provoca cambio de aminoácido (Cys795Phe) en el 4,5% de pacientes que padecen retinosis pigmentaria autosómica recesiva, sin estar asociada a ningún tipo de pérdida auditiva, lo que convierte al gen USH2A en el gen hasta este momento mayoritario responsable de retinosis pigmentaria autosómica recesiva. El resto de mutaciones descritas en el gen USH2A con supuesta repercusión patológica cubre un amplio espectro mutacional en cuanto a su naturaleza y rara vez se repiten en poblaciones distintas. Se ha descrito varios polimorfismos (Adato y cols., 2000; Weston y cols., 2000; Dreyer y cols., 2000), alguno de los cuales, por desconocerse la verdadera repercusión en la función proteica y/o por su escasa frecuencia en controles sanos, necesitan de posteriores estudios para dilucidar su verdadero significado.
La proteína Usherina contiene un dominio laminina tipo VI, 10 dominios laminina tipo factor de crecimiento epidermal y 4 dominios fibronectina tipo III (figura VIII-2). El descubrimiento en pacientes con USH2A de mutaciones con cambio de aminoácido en los dominios laminina indica que esta región tiene un papel funcional significativo en la cóclea y la retina. Aunque la laminina y la neutrina comparten el dominio VI con la Usherina, una diferencia es la localización del motivo en la proteína. En laminina y neutrina está situada en el extremo NH2 terminal y en la Usherina está precedida por 300 aminoácidos. El papel funcional de la Usherina en el desarrollo o mantenimiento del sistema sensorial del ojo y el oído basado sólo en las similitudes estructurales con la laminina y neutrina resulta especulativo. La identificación de moléculas de unión a la Usherina, su localización subcelular y el conocimiento de su patrón de expresión, proporcionarán la evidencia para un modelo de la función de esta molécula en la cóclea y en la retina.

VIII.3.2.2.
USH2B

Hmani y cols. (1999) demostraron mediante análisis de ligamiento la existencia de un segundo gen implicado en el síndrome de Usher tipo II, en una familia tunecina consanguínea, que mapeaba en el cromosoma 3 en la posición p23-24.2, proporcionando la confirmación de la heterogeneidad en este tipo. Obtuvieron un lod score máximo de 4,3 para los marcadores microsatélites correspondientes a los loci D3S1578, D3S3647 y D3S3658, región cromosómica que solapa con el gen DFNB6, lo que abre la posibilidad de que un único gen sea responsable de ambos defectos. Si sucediera igual que con USH1B y DFNB2, con USH1C y DFNB18 y con USH1D y DFNB12, en caso de ser defectos alélicos, se esperaría una mutación más deletérea para USH2B que para DFNB6. Sin embargo, los afectados de la única familia conocida hasta la fecha con DFNB6, sufren sordera congénita profunda (Fukushima y cols., 1995) mientras que la familia USH2B muestra la típica sordera moderada a severa característica de USH2. Estos datos audimétricos favorecen más la existencia de dos genes distintos.
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Figura VIII-2. Esquema de los dominios de la Usherina.

Aunque aún no hay ningún gen candidato potencialmente atractivo, en este intervalo se ha mapeado gran número de genes y ESTs.
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Figura VIII-3. Haplotipos de las dos familias USH1 ligadas a la localización Usher tipo III (cromosoma 3q).
VIII.3.2.3.
USH2C

Pieke-Dahl y cols. (2000) han encontrado nueve familias no relacionadas entre sí que presentaban ligamiento a 5q14.3-21.3 (Zmáx = 5,86). El análisis de haplotipos de los marcadores indicaba que el nuevo locus está flanqueado por los marcadores D5S428 y D5S433. La revisión de los datos oftalmológicos de estos pacientes sugieren que los síntomas de la RP son más suaves en las familias ligadas al 5q, y que usualmente la RP no se diagnostica hasta la tercera década de vida. En el cromosoma 13 del ratón existe una región homologa a ésta, pero aún no se ha encontrado ningún gen que pudiera estar implicado en esta patología.

Vlll.3.3.
USH3
Sankila y cols. (1995), mediante el empleo de microsatélites polimórficos altamente informativos, en una búsqueda sistemática del gen causante del USH3 por análisis de ligamiento en once familias afectadas, asignaron el locus USH3 al intervalo existente entre los loci D3S1555 y D3S1299 (Zmáx = 9,88, q = 0,00). Dada la existencia de desequilibrio de ligamiento con los marcadores estudiados y teniendo en cuenta la elevada incidencia del síndrome de Usher tipo III en Finlandia, no es descabellado suponer una única mutación ancestral como origen de la patología en la población finlandesa.

En 1996, Joensuu y cols, delimitaron la localización del locus USH3 a un estrecho intervalo de 1 cM entre los marcadores D3S1299 y D3S3625 observando el mismo haplotipo conservado en más de la mitad de los cromosomas estudiados, sugiriendo que la mutación es relativamente nueva (unas 20 generaciones). Posteriormente Joensuu y cols. (2000) estrecharon el intervalo a 250Kb.

En el brazo largo del cromosoma 3 mapean varios genes relacionados con el sentido de la vista que podrían estar relacionados con un fenotipo Ushertipo III: la rodopsina y las proteínas de unión al retinol celular CRBP1 y CRBP2, pero el más fuerte candidato debido a su ubicación era la profilina-2 (PFN2), cuya función se desconoce, aunque se le supone implicaciones citoesqueléticas. Sin embargo, hasta el momento no se han encontrado mutaciones en este gen en afectos USH3 y el gen PFN2 ha sido posteriormente mapeado proximal a D3S1299, fuera de la región crítica del locus USH3. Kimberling y cols. (1995) apreciaron que existía ligamiento a este locus en algunas de sus familias USH2B (concretamente cinco familias, de las que cuatro eran suecas, de un total de siete analizadas). También Pieke-Dahl y cols. (1996) encontraron que dos de tres familias holandesas consideradas USH2B mostraban ligamiento significativo al USH3. En este sentido, cabe indicar que es probable que el difícil diagnóstico del síndrome de Usher tipo III conduzca a cuadros sindrómicos erróneos. Pero a la par, es tentador especular con que el fenotipo USH2b pueda ser causado por el mismo gen que causa el USH3.

Adato y cols. (1999) han encontrado una familia yemenita en la que aparece una mutación en MYO7A que se expresa fenotípicamente sólo en presencia de dos alelos USH3 defectivos, por lo que sugieren en esta familia, una interacción entre los productos génicos de los genes MYO7A y USH3.
En un estudio de 157 familias USH informativas realizado por Pieke-Dahl y cols. (1997b) se observó que de las 88 familias USH1, el 79,8% estaban ligadas al 11q, el 5,7% al 14q, el 4,5% al 11 p siendo la proporción combinada de USH1D y USH1E menor del 5% de todas las familias con fenotipo USH1. De las 69 familias catalogadas clínicamente como no USH1, el 81,2% estaban ligadas al 1q, el 8,7% al 3q y el 10,1% permanecían no ligadas a ningún loci. El análisis de mutaciones en el gen de la miosina VIIA coincidía con el resultado del análisis de ligamiento realizado en el cromosoma 11q.
El análisis de ligamiento tiene una utilidad muy limitada en herencias recesivas, especialmente en aquellas tan heterogéneas como el síndrome de Usher. Sin embargo, una vez que se hayan clonado todos los genes responsables tendremos medios rápidos y seguros de detectar la existencia de afectados y portadores de la enfermedad.

Dada la coincidencia de mutaciones en el mismo gen para sordera aislada y sindrómica así como para RP sindrómica y no sindrómica, es lógico pensar que otros genes responsables de sordera aislada pudieran ser candidatos a estar implicados en otros tipos de Usher, siendo posible que bien distintas mutaciones del gen o bien genes modificadores o factores ambientales fueran responsables de la expresión o no de las manifestaciones retinianas o auditivas. Una vez caracterizados los genes implicados, se podrá realizar una búsqueda de mutaciones adecuada y completa en familias con riesgo; una mejor comprensión de los aspectos bioquímicos de la patología; el establecimiento de una correlación genotipo-fenotipo que ayude al conocimiento de los mecanismos fisiopatológicos de la enfermedad y un diagnóstico presintomático, prenatal y de portadores. Una consecuencia importante será la capacidad para encontrar síndromes de Usher dentro de la población sorda proporcionando un diagnóstico precoz sin someterse a continuos exámenes visuales. Además, el diagnóstico del subtipo genético ayudará al consejo genético identificando portadores del mismo gen.
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CAPITULO IX
EL SÍNDROME DE BARDET-BIEDL
Isabel Lorda. Fundación Jiménez Díaz. Madrid.
Diana Valverde. Departamento de Genética. Facultad de Ciencias. Universidad de Vigo. Pontevedra.
IX1.
INTRODUCCIÓN
El síndrome de Bardet-Biedl (SBB) es, tras el síndrome de Usher, la forma sindrómica de retinosis pigmentaria más frecuente. La estimación de su prevalencia varía según los estudios publicados, encontrándose en Newfoundland 1 caso por cada 17500 individuos (Green y cols., 1989), en Suiza 1/160000 (Green y cols., 1989), en Oriente Medio1/13500 (Farag y cols.,1988), en Reino Unido 1/125000 (Beales y cols., 1997). Habiéndose observado una ligera mayor incidencia en varones que en hembras (razón entre sexos 1,3:1) (Beals y cols., 1999).

Su herencia es autosómica recesiva (ambos padres son portadores). El grado de consanguinidad observado varía entre el 8 y el 75% según los diferentes estudios (Beals y cols., 1999; Lorda-Sánchez y cols., 2001).

Se ha observado una gran heterogeneidad clínica en estos pacientes que se corresponde con una gran heterogeneidad también en el ámbito genético. Los estudios moleculares en este síndrome comenzaron con el estudio de genes responsables de diversas patologías retinianas, pero no se encontró ninguna relación entre estos genes ya descritos y esta patología concreta. Se trata de un síndrome con una gran heterogeneidad clínica y genética, donde ya se han descrito al menos cinco loci ligados a este síndrome (Young y cols., 1999).

IX.2.
HISTORIA

El síndrome de Bardet-Biedl (SBB) fue descrito por primera vez por Bardet (1920) y Biedl (1922) como combinación de retinosis pigmentaria, obesidad, hipogenitalismo y polidactilia. En 1925 Solis-Cohen y Weiss comparando sus observaciones con los síndromes descritos por Biedl (SBB) y Laurence y Moon en 1866 (SLM) consideraron que se trataba del mismo síndrome, al que definieron como síndrome de Laurence-Moon-Biedl (SLMB), caracterizado por retinosis pigmentaria, obesidad, hipogenitalismo, poli/braquidactilia, paraparesia espástica y retraso mental. Posteriormente, una nueva revisión, atendiendo fundamentalmente a las complicaciones neurológicas, separó de nuevo ambas entidades, quedando el síndrome de Laurence-Moon restringido a aquellos casos con paraparesia espástica y debilidad muscular, pero sin polidactilia.

IX.3.
ASPECTOS CLÍNICOS
El síndrome de Bardet-Biedl como entidad separada quedó definido como la combinación de distrofia retiniana, polidactilia, retraso mental, obesidad, hipogonadismo.

Amplios estudios y revisiones han venido a matizar los signos cardinales de este síndrome.

Distrofia retiniana. La afectación retiniana en este síndrome presenta una serie de características, que no son específicas, pero que en conjunto permiten diferenciarla de la retinosis pigmentaria no sindrómica.

El primer síntoma aparece en la primera década de la vida, y se trata generalmente de la ceguera nocturna asociada a fotosensibilidad. La pérdida de la agudeza visual es rápida y grave, acompañada con frecuencia de afectación de la visión cromática. En cuanto al fondo de ojo, el disco óptico aparece pálido e incluso atrófico, la mácula está afectada con frecuencia, aunque no severamente y los cambios en cuanto a la aparición de pigmentos son leves, difusos y tardíos (Iannacone y cols., 1997).

Otras anomalías oculares presentes son las cataratas, la miopía, el estrabismo y el nistagmus. Se ha observado variabilidad intrafamiliar en cuanto a edad de aparición y curso de la afectación ocular (Riise y cols., 1997).

Retraso Mental. El retraso mental severo no es síntoma frecuente en el SBB. Sí se ha observado cierto retraso psicomotor, fundamentalmente en el área del lenguaje. Pueden presentar problemas de aprendizaje, generalmente no severos. Con una educación adecuada a su déficit visual, suelen tener capacidad en la vida adulta para desarrollar un trabajo y llevar una vida autónoma. En prácticamente todos las grandes series estudiadas se han observado afetados con estudios universitarios.

Hipogonadismo. En el caso de los varones, la presencia de genitales pequeños, acompañados a veces de criptorquidia y niveles bajos de testosterona es frecuente. La mayoría de los varones son infértiles, aunque se han descrito algunos casos de paternidad (Beales y cols., 1999) Ciertos estudios han intentado relacionar el hipogonadismo en este síndrome con una hipofunción del eje hipotálamo-hipófisis, pero sus resultados no han sido concluyentes (Green. y cols., 1989).

La dificultad de observación del desarrollo de los órganos sexuales femeninos no ha permitido establecer la incidencia del hipogonadismo en las mujeres afectadas. Normalmente son mujeres fértiles, aunque en la edad adulta presentan menstruaciones irregulares.

Existen casos descritos de hidrometrocolpos al nacimiento, que han llevado a diagnósticos erróneos de Síndrome de Kauffmann. McKusick (David y cols. ,1999).

Obesidad. La frecuencia de la obesidad entre los afectados varía de unos estudios a otros (ver tabla IX-1) probablemente por diferencias en la definición de la misma. No obstante, se mantiene como un rasgo cardinal del síndrome. En algunos casos descritos, dicha obesidad ha podido controlarse en la edad adulta mediante dieta (Lorda-Sánchez y cols., 2001).
Polidactilia. La polidactilia es un rasgo característico, aunque no siempre presente. Es prácticamente siempre postaxial, pudiendo afectar a uno, dos, tres o cuatro miembros, siendo más frecuente en los miembros inferiores. Es uno de los rasgos con mayor variabilidad intrafamiliar, observada incluso entre gemelos monozigóticos (Beals y cols., 1999). Otras alteraciones en las extremidades observadas incluyen sindactilia del tercer y cuarto dedo del pie y braquidactilia.

IX.3.1.
Otros rasgos clínicos observados en este síndrome
Alteraciones renales: consideradas por algunos como otro signo cardinal de este síndrome, su incidencia varía de unos estudios a otros (tabla IX-1). Quistes, alteraciones en los cálices y lobulación fetal son las anomalías más frecuentes. La mayoría de las anomalías cursan asintomáticamente por largo tiempo, aunque el fallo es la mayor causa de morbilidad y mortalidad temprana en pacientes con SBB.

Tabla IX-1: Frecuencia de los signos cardinales en los diferentes estudios.

	Referencia
	Distrofia Retiniana
	Obesidad
	Polidatilia
	Hipogonadismo (varones)
	Retraso psicomotor/ mental
	Anomalías renales

	Green y cols. (1989)
	100%
	88%
	58%
	88%
	41%
	95%

	Beals y cols., 1999
	93%
	72%
	68%
	96%
	50%
	46%

	Lorda y cols. (2001)
	100%
	100%
	50%
	43%
	56%
	40%


Alteraciones dentarias y del paladar: las alteraciones dentarias más frecuentes incluyen falta de dientes, dientes pequeños y descoloridos o mala oclusión dentaria. Recientemente, Beals y cols., 1999 observaron paladar ojival en más del 80% de los casos examinados.

Facies característica: la observación de un número elevado de pacientes con el SBB ha permitido establecer una serie de rasgos faciales comunes, que pueden ayudar al diagnóstico: frente ancha, fisuras palpebrales ligeramente hacia abajo por hipoplasia malar, ojos hundidos, nariz larga, labio superior fino, labio inferior ligeramente evertido y mandíbula que aparece prominente en visión frontal y muestra clara retrognatia en visión lateral (figura IX-1).

Tabla IX-2: Criterios diagnósticos modificados (Beals y cols., 1999).
El diagnóstico se realizará con 4 características primarias o 3 características
primarias+2 características secundarias.

	Características primarias
	Características secundarias

	Distrofia retiniana
	Problemas en el lenguaje

	Problemas de aprendizaje
	Estrabismo/catarata/astigmatismo

	Obesidad
	Braquidactilia/sindactilia

	Hipogonadismo en varones
	Retraso en el desarrollo

	Polidactilia
	Poliuria/polidipsia

	Anomalías renales
	Ataxia/pobre coordinación/desequilibrio

	
	Espasticidad leve

	
	Diabetes mellitus

	
	Alteraciones dentales/paladar ojival

	
	Cardiopatíacongenita/hipertrofia ventricular

	
	

	
	Fibrosis hepática


Otras alteraciones menos frecuentes: asma, diabetes, fibrosis hepática, sordera, múltiples nevus, enfermedad de Hirschprung, cardiopatías, situs inversus. (Beals y cols., 1999; Lorda-Sánchez y cols., 2001).

Basándose en lo observado en los últimos estudios, Beals y cols., 1999 propusieron unos nuevos criterios diagnósticos (ver tabla IX-2).
[image: image38.jpg]



Figura IX-1. Facies característica del síndrome.
IX.3.2.
Heterogeneidad clínica/ variabilidad intrafamiliar
La enorme variabilidad clínica de este síndrome se manifiesta no solo a nivel interfamiliar, sino también intrafamiliar, llegando a afectar a todos los rasgos clínicos característicos del síndrome. Esta variabilidad intrafamiliar se ha observado en todos los estudios realizados, afectando incluso a gemelos monocigóticos.Tal es el caso descrito por Beals y cols. (1999) de dos gemelos monocigóticos varones con SBB, uno con polidactilia postaxial de tres miembros y otro sin polidactilia.

Paralelamente, varios estudios han intentado establecer correlaciones fenotipo-genotipo, buscando diferencias fenotípicas entre los pacientes con SBB ligado a los diferentes loci descritos. Los datos de los diferentes estudios no son concluyentes (Carmi y cols., 1995; Beals y cols., 1997).
Todo ello ha hecho pensar que el amplio espectro de manifestaciones clínicas y la variabilidad intrafamiliar observadas en este síndrome, difícilmente se pueden explicar en base solo a los diferentes genes del SBB descritos, sugiriendo la interacción con otros genes que modulen su expresión o interfieran con su hipotética vía metabólica común.
IX.4.
ASPECTOS GENÉTICOS
La heterogeneidad clínica observada en estos pacientes se corresponde con una heterogeneidad también en el ámbito genético, habiéndose descrito seis locus para estos casos con tan sólo un gen caracterizado

Los estudios moleculares comenzaron con el análisis de diversos genes responsables de diversas patologías retinianas, pero en estos trabajos no se determinó relación entre estos genes estudiados y el síndrome de Bardet-Biedl (Kwitek-Black, 1993).
IX.4.1.
Loci involucrados
Hasta ahora se han descrito 5 loci o localizaciones cromosómicas y un gen implicados en esta patología, el primero de ellos se localizó, en el año 1993, en el cromosoma 16 (16q21) en una familia beduína con nueve afectos (Kwitek-Black, 1993). A esta forma, ligada a este locus, se le denominó BBS2, reservando el término BBS1 para las formas no ligadas al cromosoma 16. En 1994, un grupo de investigadores americano, estudiando 31 familias de Norteamérica, encontraron ligamiento al cromosoma 11 (11q13) en 17 familias. Parecía que este locus, denominado BBS1, estaba implicado en un alto porcentaje de las familias estudiadas (Leppert y cols., 1994). En ese mismo año, parte del grupo que describió el primer locus, identificaba un tercer locus denominado BBS3 en el cromosoma 3 (3p13-12). El estudio se realizó en una familia beduína con 12 afectos no relacionada con la anterior y que presentaba una alta tasa de consanguinidad (Sheffield y cols., 1994). En el año 1995, se describe otro locus, BBS4, en el cromosoma 15 (15q22.3-q23) en una familia beduína con 8 individuos afectos (Carmi y cols., 1995). En un nuevo estudio con 17 familias provenientes de Newfoundland (Canadá) se encontró que no era posible, en 6 familias, establecer ligamiento a ninguno de los locus anteriormente citados, por lo tanto se ponía en evidencia la existencia de otro locus, el BBS5 (Woods y cols., 1999). En el año 1999 mediante mapas de homocigosidad se localizaba el locus BBS5 en el cromosoma 2 (2q31), hasta el momento todos los genes candidatos de la zona han sido excluidos como responsables de la patología (Young y cols., 1999), (Figura IX-2).
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Figura IX-2. Cromosomas con las distintas localizaciones de los loci involucrados en esta patología. En color rosa BBS1(11q13), en color rojo BBS2 (16q21), en azul BBS3 (3p13-12), en verde BBS4 (15q22.3-q23) y en amarillo BBS5 (2q31).
Se ha intentado realizar una correlación genotipo fenotipo con estos loci, siendo los resultados de este estudio poco concluyentes, observándose un mayor número de familias ligadas al BBS1 en población blanca y siendo estos BBS1 algo más altos que los afectados cuyas familias presentaban ligamiento a otros loci (Bruford y cols., 1997).

IX.4.2.
Gen MKKS
En varias familias de Newfoundland, en donde se había excluído el ligamiento a los cinco loci descritos anteriormente, se realizó una búsqueda genómica de zonas homocigotas candidatas para su estudio (Katsanis y cols., 2000). Una de estas zonas se encontró en el cromosoma 20 en 20p12 en donde se había localizado el gen MKKS. Este gen es responsable del síndrome de McKusick-Kaufman (gen Mkks), que incluye hidrometrocolpos, polidactilia postaxial y cardiopatía congénita (Stone y cols., 2000).

Este gen estructuralmente presenta 6 exones (Figura IX-3) y recientemente se han descrito mutaciones de cambio de sentido (sustitución de un animoácido por otro, se sintetiza una proteína similar) en el gen MKKS, responsables del síndrome McKusick-Kaufman. En este mismo gen se han descrito mutaciones responsables del síndrome de Bardet-Biedl, por lo tanto éste sería el sexto locus y el primer gen caracterizado en este síndrome (Slavotinek y cols., 2000; Katsanis y cols., 2000). Las mutaciones descritas en los casos de SBB son del tipo de pérdida de función del gen lo que significa que el gen no sintetiza proteína. Es posible que polimorfismos en el gen Mkks o variaciones en la región promotora sean los responsables de la variabilidad en el fenotipo. La función específica de la proteína que codifica este gen todavía es desconocida; se trata de una proteína que, por su estructura, se asemeja a una proteína de la familia de las chaperoninas que intervienen en la hidrólisis de ATP.
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Figura IX-3. Estructura del gen MKKS.
La existencia de varios loci para este síndrome nos hace pensar en la existencia de múltiples genes involucrados en una misma vía metabólica. Estos genes alterados influirían de manera diferente dependiendo de la mutación y el punto de actuación dentro de la vía metabólica. La identificación de los genes involucrados aportaría la ayuda necesaria para poder comprender los diversos procesos que tienen lugar en esta patología y podría servir de modelo para otras, como la obesidad, hipertensión y diabetes

Debido a la variedad de órganos y sistemas alterados es difícil plantearse qué vía metabólica puede ser la que esté involucrada. Podríamos pensar que distintos genes que actúan en la misma vía pondrían en evidencia diferencias a nivel clínico. El problema con el que nos encontramos a nivel clínico, para determinar diferencias entre los distintos tipos, es el pequeño número de pacientes y la gran variabilidad observada dentro de la misma familia.
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CAPITULO X
LA COROIDEREMIA
María José Trujillo Tiebas. Servicio de Genética. Fundación Jiménez Díaz. Madrid.
X.1.
INTRODUCCIÓN
La coroideremia (McKusik 303100), también llamada distrofia tapeto-coroidal progresiva, se caracteriza por ser una enfermedad oftalmológica hereditaria ligada al cromosoma X. Fue descrita en 1872 por Mauthner, quien acuñó el nombre debido a la creencia de que los pacientes presentaban una ausencia congénita de la coroides.

La coroides es una membrana vascular que nutre las estructuras del ojo y está situada entre la esclera y la retina en la parte posterior del globo ocular.

Los síntomas de la coroideremia son similares a los de la retinosis pigmentaria. Los pacientes presentan un cuadro de pérdida de visión nocturna, constricción del campo visual, pigmento difuso en el fondo de ojo, electroretinograma abolido con ausencia de respuesta en bastones, membrana de Brüch adelgazada y atrofia coroidal difusa. Estos síntomas aparecen entre la segunda y tercera década de la vida del individuo, pudiendo conservar la función de los conos hasta la sexta década de la vida aproximadamente. Las manifestaciones clínicas se presentan con una gran variabilidad tanto intra como interfamiliar siendo difícil establecer un diagnóstico seguro en pacientes menores de 10 años.

La enfermedad se da en varones debido a su carácter hereditario ligado al cromosoma X. Las hembras portadoras generalmente presentan un fenotipo más suave mostrando áreas con pigmento en el fondo de ojo o algún signo de degeneración del epitelio pigmentario (Mac Donald y col., 1997).

Se han descrito tres casos de mujeres con síntomas clínicos de la enfermedad. Estos casos son todos ellos debidos a translocaciones del cromosoma X que presentan puntos de rotura en la región donde se encuentra el gen.
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Figura X-1. Fondo de ojo típico de un paciente afectado de coroideremia. Se observa atrofia coroidea y del epitelio pigmentario que deja áreas extensas de esclera desnuda. En otras zonas se puede apreciar por transparencia los grandes vasos coroideos. Existen depósitos de pigmento.
La coroideremia se presenta en 1:100.000 individuos nacidos aproximadamente. (Heckenlively y col, 1988). Como curiosidad cabe destacar que un quinto de los pacientes mundiales referidos en la literatura científica pertenece a una región concreta de Finlandia, la región de Salla. La mayoría de ellos posee la misma mutación y se ha comprobado que es debido a que son los descendientes de una mujer portadora de coroideremia que vivió a mediados del siglo XVII. La enfermedad por tanto se ha transmitido en esta gran familia a lo largo de ocho generaciones hasta el presente (Sankilay col.,1992).

Actualmente, algunos afectados de coroideremia han sido diagnosticados como afectados de retinosis pigmentaria o de degeneración tapetoretiniana debido a la similitud que presentan con esta patología. Un estudio oftalmológico detallado ayuda a su correcto diagnóstico; los estudios genético-moleculares permiten confirmar este diagnóstico como veremos a continuación (Cremers, 1994a; Ohba, N.,& Isashiki, Y, 2000).

X.2.
LOCALIZACIÓN Y CLONAJE DEL GEN
La localización del gen de la coroideremia se realizó gracias a los estudios de ligamiento que se centraron en una región concreta del cromosoma X. El gen de la coroideremia se había localizado en la región Xq13-q23 por análisis de ligamiento realizados por distintos grupos entre los años 1985 y 1989 (Lewis y cols.,1985; Nussbaum y cols., 1985; Lesko y cols., 1987; Sankila y cols., 1989). Posteriormente el refinamiento del mapa se realizó debido a la existencia de pacientes con grandes deleciones, detectables con técnicas citogenéticas, que presentaban cuadros sindrómicos en los que la coroideremia aparecía como característica común además del retraso mental y sordera tipo 3 (Rosenberg y cols.,1987; Schwartz y cols., 1988; Cremers y cols., 1989).

Mediante la técnica de Southern Blot se acotó un intervalo del cromosoma X que comprendía las regiones DXS233, DXS165 y DXS95. Posteriormente, mediante técnicas de clonaje posicional los grupos de Cremers y Merry entre los años 1990 y 1992 clonaron una parte del gen CHM (Cremers y cols., 1990; Merry y cols., 1992).

El gen de la coroideremia se aisló finalmente en el año 1994, por van Bokhoven, caracterizándose la región codificante completa y siendo mapeado definitivamente en Xq21.2 (Genome Data Base: X78121; van Bockhoven, 1994a).

El gen de la coroideremia está formado por 15 exones que se extienden a lo largo de 150 Kb. Este gen codifica para una proteína de 653 aminoácidos que constituye el componente A de la enzima llamada geranil-geranil transferasa (GGT). Actualmente se le denomina también «RAB escort protein-1» (Andrés y cols.,1993).
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Figura X-2. Esquema del gen de la coroideremia.
Cremers en 1992 identificó un gen humano homólogo de ratón que denominó CHM-L localizándolo en 1q31-qter (Cremers y col., 1992; 1994b). En 1994 refino el mapa con una línea de células híbridas de roedor y humano, localizándolo en 1q42-qter. (van Bokhoven y col., 1994b). Entre el gen CHM y el gen CHM-L se estableció una identidad a nivel nucleotídico de un 80%, y a nivel aminoacídico se estableció una identidad de un 76% con una similitud de un 95% no teniendo en cuenta los cambios conservativos. La expresión de ambos genes ocurría en los mismos tejidos pero a niveles distintos.

La existencia de un gen similar al gen CHM sugería la posibilidad de que el producto de este gen supliese la función del producto del gen CHM en otros tejidos excepto en las células de la retina, donde no se expresaría o lo haría a niveles muy reducidos, dando así una explicación a la enfermedad. Este hecho no supone una novedad en enfermedades oftalmológicas de carácter hereditario.

Los pacientes afectados de atrofia girata, una retinopatía de bastones, presentan una deficiencia de la enzima ornitin amino transferasa. Esta enzima es una proteína ubicua y sin embargo los pacientes que presentan alteraciones moleculares en el gen que la codifica solamente manifiestan síntomas oftalmológicos. Recientemente, se ha comprobado que la expresión de la proteína del gen RP2 implicado en una forma de retinosis pigmentaria ligada al cromosoma X es también ubicua (Chapple y col., 2000).

Por la proximidad del locus del síndrome de Usher tipo II (síndrome de sordera congénita asociado a retinosis pigmentaria), el cual se encontraba en el mismo segmento, se pensó en el gen CHM-L como gen candidato para esta patología. Se analizó la secuencia del gen en pacientes afectados por esta patología en busca de mutaciones que pudieran relacionarse con ella pero no se encontró ninguna evidencia a favor de esta hipótesis (van Bokhoven y col., 1994b).

X.3.
FUNCIÓN DE LA PROTEÍNA
Las preniltransferasas son enzimas que transfieren grupos poliisoprenos mediante un enlace tioeter a residuos de cisteína de las proteínas de membranas celulares. Los grupos poliisoprenados pueden ser grupos farnesilo de 15 átomos de carbono o grupos geranilo de 20 átomos de carbono, siendo las geranil transferasas (GGT) las que realizarían esta función (Seabra y col;1992;1993,1996).

Dentro de las geranil transferasas hay un grupo que tiene por sustrato una larga familia de proteínas de unión al GTP asociadas a membrana denominadas proteínas RAB (Alory, C, y Balch, W. E., 2000).

La geranil geranil transferasa es una enzima compuesta de dos subunidades A y B. Esta enzima tiene la función de transferir grupos isoprenados de 20 carbonos (grupos geranilo) a residuos de cisteínas de proteínas RAB, familia de proteínas de unión a GTP que participan en la regulación del tráfico vesicular dentro de la célula. La función de la geranil geranil transferasa es importante ya que colabora en los procesos de señalización y localización de proteínas en el interior celular. Se sabe que el componente A es el responsable del reconocimiento de los grupos isoprenados y el componente B es el que realiza la transferencia de estos grupos.

La geranil geranil transferasa se expresa en la capa de fotoreceptores y en las células del epitelio pigmentario de la retina y en la coroides, todos ellos tejidos del ojo, pero no es específica de estos tejidos ya que se ha visto también expresada en otros tipos celulares como en linfocitos o fibroblastos.

Las proteínas RAB se unen a membranas de orgánulos específicos en el interior celular. Se cree que regulan la identificación y la fusión de membranas de vesículas durante el ensamblaje y transporte de orgánulos, es decir regulan los eventos de fusión que subyacen a la endocitosis y exocitosis de orgánulos celulares. Las proteínas RAB, también regulan el intercambio de GTP a GDP, mediante hidrólisis del enlace GTP, regulando de esta forma la unidireccionalidad y coordinando estos procesos. Las proteínas RAB se encuentran de forma inactiva en su forma de unión al GDP y de forma activa en su forma unida al GTP (Alory, C, y Balch, W. E., 2000).

Todas las proteínas RAB tienen en su extremo carboxiterminal los siguientes motivos CysXCys ó CysCys, por el que son reconocidas por las geranil transferasas. Se cree que estas cisternas son geraniladas por estas enzimas aunque el lugar de unión a las proteínas RAB ocurre en motivos más alejados de estas secuencias.

La unión de estos grupos geranilo ocurre poco tiempo después de la traducción de la proteína.
Dentro del grupo dé proteínas RAB que por ahora se conocen destacan las siguientes: la proteína RAB 3A que se une a vesículas sinápticas de neuronas y la proteína RAB 1A que se localiza en el retículo endoplasmático.

El componente A de la GGT de 95 Kd reconoce las secuencias conservadas en las proteínas RAB. El componente B posee la actividad catalítica, transfiere los grupos geranilo y se inactiva en ausencia del componente A. Está constituido por un dímero de dos subunidades a y b cuyos pesos moleculares son de 60 y 38 Kd respectivamente.

Existe una familia de componentes A de estas enzimas específicos de distintas proteínas RAB una de los cuales sería la que se relaciona con coroideremia. El componente A implicado en coroideremia parece presentar mayor afinidad por la proteína RAB 3A que por la RAB 1A.

En 1993 Seabra, renombra al componente A implicado en la coroideremia como «RAB-Escort Protein» (REP-1), es decir proteína de escolta de las proteínas RAB, ya que parece que su misión no se limita al reconocimiento de estas regiones sino que las presentan al componente B, escoltándolas durante la reacción de transferencia y probablemente después también, hacia su lugar de destino.

La función del componente A se resume de esta forma:
1.
Reconocimiento de la proteína RAB.
2.
Presentación de los sitios a geranilar al componente B, acelerando así el proceso catalítico.
3.
Disociación del complejo RAB+componente A del componente B.
4.
Presentación de la proteína RAB a su lugar de destino.
En resumen, parece ser que las modificaciones en proteínas solubles con grupos prenilos, permite el anclaje de éstas en la membrana de vesículas donde se dan importantes procesos de regula ción como señales de modificación post-traduccional, movimiento del citoesqueleto, tráfico de proteínas en el interior celular. La pérdida de la proteína de escolta de las proteínas RAB, provocarían un defecto en la prenilación de estas últimas, provocando un compromiso entre las vías de exocitosis y endocitosis intracelular provocando a larga, una muerte celular. Se ha observado que la proteína RAB-27 puede prenilarse a niveles más bajos, gracias a la actividad de CHM-L. Esto podría explicar el carácter progresivo de la enfermedad.
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Figura X-3. Esquema que muestra el papel del componente A de la GGT (REP-1).
Los defectos en los procesos de regulación del tráfico vesicular provocarían una reducción en las capacidades de la célula a resistir el «stress» exógeno provocado por diversos factores, tales como la fluctuación del tránsito de metabolitos, infecciones, radiación o la muerte de células próximas. La variabilidad en la expresión clínica de la enfermedad podría explicarse debido a diversos factores genéticos.
X.4.
ESTUDIO DE MUTACIONES
Se ha observado que las alteraciones genéticas que se encuentran en este gen son similares en todas las poblaciones en las que se ha descrito (Schwartz y col., 1993; van Bokhoven y col., 1994c; Nesslinger y col., 1996; van der Hurk y col., 1997a; Preising M., 1998; Fujiki K y col., 1999). En España se han encontrando resultados muy similares (Trujillo y col., 1998).

En la mayoría de los pacientes, las alteraciones moleculares que se conocen son en su mayoría pequeñas deleciones, inserciones o mutaciones que provocan un codón de parada prematura, es decir mutaciones que truncan la proteína haciéndola claramente no funcional.

Las mutaciones puntuales o pequeñas inserciones-deleciones se han detectado del exón cinco al catorce. Parece ser que las mutaciones alojadas en el exón quince no provocan coroideremia ya que se ha comprobado que la ausencia de los últimos cuarenta y nueve aminoácidos del extremo C-terminal no impide a la proteína realizar su función (van den Hurk et al., 1997a). Se desconoce por qué no se han detectado mutaciones de este tipo en los exones del uno al cuatro.

Como se podrá apreciar las mutaciones que se describen a continuación inactivan de forma total el producto del gen CHM/REP-1. Un 70% de las mutaciones provocan un codón de parada prematura por el propio cambio o como consecuencia de éste.

Mutaciones que provocan un codón de parada prematura
Suelen ser mutaciones de cambio de nucleótido. También se ha descrito una pequeña deleción de dos bases y una inserción de una base que ocurre al mismo tiempo.

En España se ha encontrado una mutación en el exón ocho del gen de la coroideremia; esta mutación corresponde a una transversión C -» A, que sustituye el aminoácido serina en el codón 340 por un codón de parada. Se estudiaron a diez miembros de la familia, de los cuales, tres varones presentaban la mutación y dos hembras eran portadoras. (Trujillo y col., 1998).
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Figura X-4. Árbol genealógico de la familia española donde se detectó la mutación Ser340X en el gen CHM.
Mutaciones que provocan un cambio en el marco de lectura
La mayoría son pequeñas deleciones y el resto son pequeñas inserciones.
Mutaciones que provocan un cambio en el lugar de corte-empalme
Debidas a mutaciones puntuales y a pequeñas inserciones en el gen.
Mutaciones de cambio de aminoácido
En una ocasión se describió una mutación de cambio de aminoácido donde no se tenía muy clara su verdadera implicación en la enfermedad. Se especuló que podría estar en un sitio clave para el correcto funcionamiento de la proteína, ya que el cambio que generaba no era conservativo (cambio de un aminoácido ácido por otro neutro), (Donelly y col.;1994). Otras explicaciones que se postulaban eran que la aparición de la coroideremia en ese paciente podría no ser debido al cambio de aminoácido sino a que la mutación provocara un RNA inestable o un sitio de corte-empalme críptico; incluso podría deberse a una segunda mutación en el gen más drástica, aún no detectada. Tres años más tarde se pudo comprobar tras un análisis por RT-PCR, que la mutación localizada en el penúltimo nucleótido del exón once, provocaba una alteración en el procesamiento de corte-empalme del RNA mensajero, como consecuencia el exón once no se transcribía y se generaba un codón de parada en el exón doce (Beaufrere y col., 1999).
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Figura X-5. Secuenciación de la mutación Ser340X localizada en el exón ocho del gen CHM.:

5a)
 Secuencia normal.
5b)
Secuencia mutada.
La ausencia de mutaciones que provocan cambio de aminoácido parece indicar que, si existen éstas, no se acompañan de síntomas clínicos, sin embargo si esto fuera cierto, implicaría la existencia de una baja presión selectiva en la conservación de la secuencia, cosa que contradice la elevada homología que parece presentar este gen con el homólogo de rata o de ratón. La escasa frecuencia de polimorfismos descritos en la secuencia del gen parece apoyar la idea de que en realidad corresponde a una secuencia muy conservada. Una explicación más plausible sería que las mutaciones de cambio de aminoácido provoquen en realidad otra situación patológica en tejidos distintos de la retina.

Polimorfismos
En este gen se ha caracterizado un polimorfismo localizado en el primer fragmento del exón cinco que corresponde a un cambio de adenina por guanina, Esta transición no provoca el cambio de aminoácido (alanina) en el codón correspondiente (117). Este polimorfismo se presenta con frecuencias alélicas muy similares comparando la población canadiense en la que se describió y la población española (Nesslinger y col., 1996).
Grandes deleciones
En el análisis de las mutaciones del gen responsable de la coroideremia se ha puesto de manifiesto que, aproximadamente un 25% de los pacientes europeos, presentan deleciones cromosómicas grandes. Los estudios realizados en pacientes alemanes parecen confirmar que este fenómeno es bastante frecuente en esta enfermedad (Preising M., 1998; Tesis Doctoral).
Translocaciones
Se han descrito tres casos en la literatura científica de mujeres que, entre otros síntomas clínicos, presentan coroideremia (Kaplan y col.;1989; Siu y col.;1990; Lorda-Sánchez y col., 2000). En los dos primeros casos la causa de la enfermedad era debida a la interrupción del gen de la coroideremia debido a una translocación X-autosoma, en concreto (X;13)(q21.2;p12) y (X;7)(q21.2;p12) donde los puntos de rotura se encontraban en el intrón doce y en el exón tres o en el exón cuatro respectivamente.

En este tipo de translocaciones se sabe que la inactivación del cromosoma X no ocurre al azar, dándose una inactivación preferente del cromosoma X no translocado. De esta forma se asegura que el fragmento de autosoma translocado al otro cromosoma X permanezca activo. Este mecanismo evita la falta de expresión de los genes autosómicos; la inactivación de estos últimos siempre acarrearía consecuencias biológicas más perniciosas que el hecho de perder los genes directamente involucrados en las regiones cromosómicas donde se produce la translocación. No obstante, parece que el gen CHM/REP-1 escapa parcialmente a la inactivación, por lo que se especula que la presencia de niveles bajos de REP-1 funcional podría explicar la levedad relativa que manifiestan estas mujeres (Mac Donald y col.;1997; Carrel & Willard., 1999; Carrel y col., 1999).
En España existe otra paciente femenina diagnosticada de coroideremia entre otros síntomas debiendo su enfermedad a una translocación 4;X cuyos puntos de rotura son (X;4)(q21.2;p16.3). La translocación pudo haber provocado una pérdida del gen CHM o una interrupción en su secuencia. En esta paciente además se descartó la existencia de mutaciones en el gen de la b-fosfodiesterasa. Este gen está localizado en el cromosoma 4p.16 y se ha visto involucrado en retinosis pigmentaria autosómica recesiva.

Hay que destacar que las mujeres con este tipo de traslocaciones presentan también disgenesia gonadal. Este fenómeno es consecuencia de la propia translocación X-autosoma debido a que comprende la región proximal a Xq (Lorda-Sánchez y col., 2000).
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Figura X-6. Translocación 4p.16;Xq.13 en una mujer afectada de coroideremia. La translocación ha ocurrido en la región cromosómica donde se encuentra el gen CHM.
En la actualidad se considera que el diagnósico clínico de la coroideremia puede ser realizado con un sencillo análisis de inmunoblot con anticuerpos anti-REP1. Esto mostraría la ausencia de la proteína CHM/REP1 en muestras se sangre periférica. Como la mayoría de las mutaciones crean un codón de parada o truncan la proteína, la mayoría de los pacientes podrían ser diagnosticados por este procedimiento (MacDonald y col., 1998).

En aproximadamente un tercio de los pacientes europeos no se han podido identificar las mutaciones responsables de la patología. Esto podría tener explicación si se demostrara la heterogeneidad genética en esta enfermedad.
En líneas generales se ha observado que la retina presenta un escaso repertorio patológico lo que hace que se manifiesten de forma similar patologías cuyo origen genético es distinto, la extremada heterogeneidad genética y alélica que muestran en general todas las enfermedades oftalmológicas hereditarias junto con la ausencia de ligamiento a este gen con marcadores intragénicos de algunas familias españolas nos hacen plantear de forma abierta esta posibilidad. El análisis de ligamiento en grandes familias permitirá confirmar esta hipótesis. No obstante, la presencia de dos polimorfismos de tipo microsatélite, uno en el intrón nueve y otro del intrón catorce, junto con el polimorfismo nucleotídico en el exón cinco y tres polimorfismos para tres dianas de restricción en el intrón ocho, pueden ayudar a aclarar la situación en aquellas familias que soliciten un consejo genético (van Bokhoven y cols., 1994d; van Bokhoven y cols., 1996; Nesslingery cols.,1996; Molloy y cols.,1992).

Es evidente que los estudios genéticos están ayudando a clasificar correctamente a aquellas familias que presentan enfermedades ligadas al cromosoma X al arrojar luz sobre la compleja heterogeneidad genética que manifiestan.

X.5.
MODELOS ANIMALES
Entre los genes de CHM de ratón y humano existe un 88% de identidad nucleotídica y un 97% de similitud entre las proteínas si no se tienen en cuenta los cambios de aminoácidos conservativos. Este hecho demuestra un alto grado de conservación evolutiva.

En 1997 se utilizaron ratones quiméricos portadores del gen CHM/REP-1 con alguna interrupción en su secuencia con el fin de establecer un modelo animal de la coroideremia (van den Hurk y cols., 1997b). Los ratones quiméricos varones tuvieron todos ellos hijas portadoras, las cuales no transmitieron el gen alterado a ninguno de sus descendientes, ni a varones ni a hembras. La explicación que dieron los investigadores a este curioso fenómeno fue que en embriones de roedores la presencia de cualquier mutación en este gen debería ser letal y esto haría inviable a los embriones varones.

Se sabe que en las hembras de roedores se da una inactivación preferente del cromosoma paterno en tejidos extraembrionarios. En estos tejidos la expresión del gen CHM/REP-1 parece que debe ser esencial. Las hembras portadoras de esta tercera generación presentarían por tanto como cromosoma activo aquel que porta la mutación, lo que provocaría que las hembras fueran también inviables.
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Figura X-7. Árbol genealógico de los ratones quiméricos portadores del gen CHM alterado.
Los resultados obtenidos con los modelos animales nos hacen reflexionar sobre la función del gen CHM. Las mutaciones de cambio de aminoácido ¿podrían en humanos ser letales en estadios embrionarios tempranos al modificar de alguna forma la función de la proteína?, ¿podrían estar relacionadas con otras patologías? y, en caso afirmativo, ¿estamos de nuevo ante una enfermedad oftalmológica con elevada heterogeneidad alélica y/o genética?; ¿existen otros factores epigenéticos o ambientales que modulan la expresión clínica de esta enfermedad?
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CAPITULO XI
ESTUDIO DE LA RETINOSIS PIGMENTARIA EN ESPAÑA GRUPO ESPAÑOL MULTICENTRICO DE INVESTIGACIÓN SOBRE RETINOPATÍAS HEREDITARIAS

Carmen Ayuso García. Servicio de Genética. Fundación Jiménez Díaz. Madrid.
XI.1.
INTRODUCCIÓN
El presente capítulo quiere recoger de modo resumido algunos de los logros obtenidos por los investigadores españoles del Grupo Multicéntrico a lo largo de los más de 10 años que llevamos trabajando en el tema. Han sido 10 años de un gran reto que sólo ha comenzado, puesto que queda mucho todavía por hacer. Los datos aquí expuestos han sido el contenido de varias tesis doctorales y numerosas publicaciones que nos avalan como grupo de investigación ante el mundo científico.

XI.2.
RECOGIDA DE DATOS EPIDEMIOLÓGICOS
La RP es un conjunto de enfermedades con una gran heterogeneidad clínica y genética, que presenta una evolución progresiva para la que no existe un tratamiento eficaz. Ello hacía imprescindible una unificación de los criterios diagnósticos, así como una acción preventiva.

Los diferentes estudios epidemiológicos demuestran una diferente distribución geográfica de los distintos subtipos de la enfermedad, con una mayor predominancia de los casos ligados al sexo (XLRP) en el Reino Unido frente a una menor proporción de ellos en Norteamérica (USA y Canadá).

No era posible por tanto inferir cuál sería la distribución genética en nuestro país y por tanto se hacía necesario, en primer lugar, conocer la proporción de los diferentes tipos de herencia.

Xl.2.1.
Objetivos
Los objetivos planteados en nuestra investigación fueron:
•
Standarización de las técnicas y criterios diagnósticos mediante la adopción de protocolos comunes.
•
Estudio de la distribución epidemiológica de la RP en España.
•
Comparación con otras poblaciones.
•
Caracterización genética de las diferentes formas: correlación genotipofenotipo.
•
Intento de localizar nuevos genes.
•
Análisis de las diferentes variables clínicas y su correspondencia con los diferentes subtipos genéticos.
•
Repercusión sanitaria en la prevención de la enfermedad, a través del consejo genético (diagnóstico de portadores y diagnóstico precoz), mediante el análisis genealógico y el estudio molecular.
Xl.2.2.
Metodología
La metodología adoptada inicialmente fue la siguiente:
Sujetos de estudio
Los sujetos del estudio fueron los pacientes afectos de RP y sus parientes de 1er grado u otros miembros de la familia necesarios para la informatividad genética.
Los casos se seleccionaron entre los que acudieron a las consultas oftalmológicas, de los recogidos en los archivos clínicos y los remitidos por las asociaciones de pacientes afectados por RP.
Diseño del estudio
El estudio es longitudinal multicéntrico y multidisciplinario.
La metodología de estudio se esquematiza en las figuras XI-1 y XI-2, constando de los siguientes aspectos:
•
Estudio diagnóstico del caso índice.
Evaluación del paciente afecto, mediante la aplicación de protocolos de estudio oftalmológico y neurofisiológico (Ver protocolos en capítulos correspondientes). 

Actualización y revisión periódica de los protocolos, de acuerdo con las conclusiones de los diferentes seminarios europeos de especialistas.

•
Registro del caso/familia y pre-clasificación.
Se recogen tanto los datos de anamnesis como el árbol genealógico preliminar, a través de una encuesta epidemiológica (Ver encuesta en apéndice).
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Figura XI-1. Protocolo de estudio: paciente afecto RR
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Figura XI-2. Análisis genético en RP.
•
Estudio clínico de la familia.
En los casos de familias informativas se procede al estudio clínico de los parientes de 1er grado, siguiendo los mismos protocolos aplicados a los pacientes afectos.
•
Clasificación del tipo hereditario familiar.
Tras el estudio clínico familiar, se reconsidera el árbol genealógico con los nuevos datos clínicos familiares y se clasifica la familia según su forma hereditaria.
•
Registro definitivo del paciente afecto y sus familiares.
Se completan las fichas-registro del paciente afecto y de sus familiares que resulten ser diagnosticados de la enfermedad.
•
Estudio clínico completo de las formas de RP sindrómicas.
Los pacientes con fenotipos complejos en los que la enfermedad retiniana se acompaña de síntomas extraoculares, es necesario un abordaje clínico en el que se estudie toda la posible afectación sistémica.
En los casos de S. Usher se realizó un estudio completo de la audición y del sistema vestibular.
En los pacientes con S. Bardet-Biedl se establecieron y aplicaron protocolos de estudio clínico, radiológico, bioquímico, hormonal y fenotípico, para la perfecta caracterización clínica de los pacientes.
En otros síndromes, poco frecuentes o no descritos previamente, se realizó un estudio clínico completo para la caracterización y delineación de nuevos fenotipos.
•
Estudio citogenético del caso índice de cada familia.
Se realiza el cariotipo a un individuo afecto por familia, para descartar posibles anomalías cromosómicas estructurales en regiones que contengan genes implicados en la RP.
•
Recogida de muestras de sangre y creación de un Banco de ADN, ARN y otras muestras biológicas de pacientes/familias afectas de RP.
Las muestras se conservan crio-preservadas en los bancos de los diferentes investigadores.
•
Estudio molecular directo.
Se procedió al estudio genético directo de genes conocidos involucrados en patología retiniana hereditaria.
Los genes analizados a lo largo de la investigación incluyen tanto genes reponsables identificados, como genes candidatos posicionales (localizados en la regiones o loci relacionados con la enfermedad) o funcionales (genes cuyo producto codificado participa en la estructura o diferenciación o metabolismo de los fotorrecepetores, en la cascada visual, en la síntesis-recuperación del cromóforo o en la neurotransmisión), (tabla XI-1).

Tabla XI-1. Estudio molecular directo. Datos de los genes analizados.

	GEN
	LOCUS
	MAPA
	OMIM
	PROTEÍNA

	RHO
	RP4
	3q21-24
	180380
	RODOPSINA

	RDS
	RP7
	6p21.1
	179605
	PERIFERINA

	ROM-1
	
	11q13
	180721
	Proteína del segmento externo de bastones 1

	
	
	
	
	

	NRL
	
	14q11.1
	162989
	cremallera de leucinas específico neuro-retina

	
	
	
	
	

	PDE-A
	
	5q31.2
	180071
	Subunidad a fosfodiesterasa

	PDE-B
	
	4p16.3
	180072
	Subunidad B fosfodiesterasa

	PDE-G
	
	17q25
	180073
	Subunidad g fosfodiesterasa

	GCAP
	
	6p21.1
	600364
	Proteína Activadora Guanilato Ciclasa

	ABCR
	RP19
	1p21-13
	601691
	transportador retina cassette unida ATP

	TULP-1
	RP14
	6p21.3
	602280
	Proteína 1 «tubby-like»

	RCV1
	
	17p13.1
	179618
	Recoverina

	IRBP
	
	10q11.2
	180290
	Proteína intersticial unida a Retinol

	RLBP1
	
	15q16
	180090
	Proteína celular unida a Retinaldehido

	RGR
	
	10q23
	600342
	Receptor retiniano acoplado a proteína G

	RPE65
	
	1p31
	180069
	Proteína específica de epitelio pigmetario de 65KD

	
	
	
	
	

	SAG
	
	2q37.1
	181031
	Antígeno S

	CHM
	CHM
	Xq21.1
	303100
	P.E.RAB-1 geranil-geranil transferasa

	RPGR
	RP3
	Xp21.1
	312610
	regulador de GTPasa de RP

	RP2
	RP2
	Xp11.3
	312600
	RP2

	XLRS1
	
	Xp22.2
	312700
	XLRS1-P

	NDP
	
	Xp11.4
	310600
	NDP

	MYO7A
	USH1B
	11q13.5
	602092
	Miosina no convencional VIIA

	USH2A
	USH2A
	1q41
	276901
	Usherina


•
Estudio molecular indirecto.
Se ha realizado análisis de ligamiento a loci conocidos. Estas localizaciones cromosómicas de posibles genes responsables se han identificado bien por otros grupos bien mediante la participación del propio grupo multicéntrico, mediante el estudio con marcadores de DNA, en familias afectas, (tabla XI-2).

•
Búsqueda de nuevos genes/loci:
En las familias grandes e informativas en que no se encontraron mutaciones en genes candidatos ni cosegregaban con los marcadores ligados a loci conocidos, se procedió al mapeo sistemático de nuevas localizaciones genéticas.

•
Ampliación del estudio molecular.
A medida que ha sido factible, se ha ido ampliando el estudio molecular a otros tipos de familias, al mismo tiempo que se han ido incorporando las nuevas metodologías disponibles.
Tabla XI-2. Estudio molecular indirecto. Datos de los loci analizados.

	LOCUS
	MAPA
	OMIM (gen)
	FENOTIPO ASOCIADO

	RP1
	8q11-q13
	#180100 (ORP1)
	ADRP

	RP9
	7p15.1-p13
	180104
	ADRP

	RP10
	7q31-q35
	180105
	ADRP

	RP11
	19q13.4
	600138
	ADRP

	RP13
	17p13.3
	600059
	ADRP

	RP12
	1q31-32.1
	#600105 (CRB1)
	ARRP

	RP14
	6p21.3
	#600132 (TULP1)
	ARRP

	RP19
	1p13-p21
	#601718 (ABC4)
	ARRP

	RP26
	1p13-p21
	#601718
	ARRP

	RP2
	Xp11.3
	#312600 (RP2)
	XLRP

	RP3
	Xp21.1
	#312610 (RPGR)
	XLRP

	CHM
	Xq21.1
	#303100 (REP1)
	CHM

	USH1A
	14q32
	276900
	USHERTIPO1

	USH1B
	11q13.5
	#276903 (MYO7A)
	USHER TIPO 1

	USH1C
	11p15.1
	#276904 (PDF-Ush1C)
	USHER TIPO 1

	USH1D
	10q
	601067
	USHER TIPO 1

	USH1E
	21q21
	602097
	USHER TIPO 1

	USH2A
	1q41
	#276901 (Usherin)
	USHER TIPO 2

	USH3
	3q21-q25
	276902
	USHER TIPO 3

	BBS1
	11q13
	209901
	S. BARDET BIEDL

	BBS2
	16q21
	209900
	S. BARDET BIEDL

	BBS3
	3p13-12
	600151
	S. BARDET BIEDL

	BBS4
	15q22.3-q23
	600374
	S. BARDET BIEDL

	BBS5
	2q31
	603650
	S. BARDET BIEDL

	BBS6
	20q12
	#605231 (MKKS)
	S. BARDET BIEDL


XI.3.
DISTRIBUCIÓN EN ESPAÑA DE TIPOS HEREDITARIOS Y CLÍNICOS DE RP

Xl.3.1.
Criterios de clasificación clínica de las familias
Las familias se clasificaron clínicamente en:
Formas no sindrómicas
Aquéllas en las que la única enfermedad crónica era la RP.
Formas sindrómicas
Aquéllas en las que junto a la RP existían otros síntomas o signos crónicos, tales como:
•
sordera neurosensorial congénita profunda con afectación vestibular (Usher tipo 1)
•
sordera moderada (Usher tipo 2)
•
sordera progresiva (Usher tipo 3)
•
obesidad, polidactilia, cociente intelectual bajo, hipogonadismo y RP (síndrome de Bardet-Biedl) (Clasificación según criterios propios, modificados a partir de los de Bradford y cols., 1997)
•
nefronoptisis con insuficiencia renal y RP (S. de Senior-Locken)
•
ictiosis, neuropatía periférica y RP (S. de Refsum)
•
ictiosis, deterioro neurológico y RP (S. de Sjógren Larssen), etc.
Xl.3.2.
Criterios de clasificación genética de las familias
Las familias se clasificaron genéticamente según los siguientes criterios (Ayuso y cols., 1995), que han sido modificados de Haim:

Herencia autosómica dominante
•
Transmisión de varón a varón (no explicada por consanguinidad).
•
Transmisión vertical en, al menos, 2 generaciones sucesivas con mujeres afectadas con la misma severidad que los hombres.
En caso de existir consanguinidad, la pseudo-dominancia se descartará si existen pacientes afectos fuera de la rama consanguínea.
Herencia autosómica recesiva
•
Más de un hijo afecto de sexo femenino o de ambos sexos con padres sanos.
En caso de fratrías de sólo varones afectos, es necesario excluir herencia ligada al cromosoma X, mediante un cuidadoso examen oftalmológico de mujeres posibles portadoras (madre, hijas y hermanas de los afectos).
•
Casos esporádicos, hijos de padres sanos y consanguíneos.
Herencia ligada al cromosoma X
•
Afectación severa de varones, emparentados entre sí a través de mujeres sanas o con signos de portadoras.
•
Afectación severa de un varón con madre, hija o hermana con signos de ser portadora.
Xl.3.3.
Distribución y registro de las familias
Hasta el momento se han registrado alrededor de 1.000 familias y más de 2.000 pacientes españoles afectados con RP.

El 85% de las familias presentaron formas no sindrómicas y el 15% correspondieron a formas sindrómicas (figura Xl-3a).

Considerando individuos afectos en vez de familias, un 88% de ellos fueron pacientes con RP no sindrómicas y el 12% restante con RP sindrómicas (figura Xl-3b).

RP sindrómicas
•
La mayoría de las 162 RP sindrómicas se transmiten según un patrón autosómico recesivo. Por ello es de destacar que entre los progenitores de los afectados hubo un 23% de parejas consanguíneas (figura XI-4).
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Figura XI-3. Distribución de los tipos clínicos de RP: a) familias y b) individuos afectos.
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Figura XI-4. Distribución de las RP sindrómicas.
•
S. de Usher
Dentro de las 162 familias con RP sindrómica, el síndrome más frecuente fue el de Usher (tipos 1, y 2) que afectó al 70% de las familias y al 71% de los casos. Y entre los tipos de S. de Usher, el más frecuente fue el tipo 2 (62% del total de familias), frente al tipo 1 (38% del S. de Usher). El S. de Usher tipo 3 es muy infrecuente en nuestro país, ya que no se ha podido identificar ningún caso.
La tasa de consanguinidad entre las familias afectadas de S. de Usher fue del 22%.
•
Síndrome de Bardet Biedl

El siguiente síndrome en frecuencia, dentro de las RP sindrómicas es el S. de Bardet-Biedl que se presentó en el (12%) de las familias y de los casos.

Es de destacar la gran variabilidad fenotípica de este síndrome, no sólo entre las diferentes familias afectadas, sino también intrafamiliarmente.

•
Los restantes síndromes observados se enumeran en la Tabla XI-3. Es de destacar la asociación con patología mitocondrial, neurológica y/o retraso mental

El total de las familias y casos no sindrómicos, se distribuyeron como muestran la tabla XI-4 y la figura XI-5.

•
RPAD y RPLX
Aunque la proporción de este tipo de familias fue de tan sólo el 14% y 6%, respectivamente, el número de pacientes afectados de ambos tipos suman en nuestro país el 43% de todos los pacientes con RP. Esta elevada proporción, junto con el hecho de que son casos que recurren dentro de cada familia y a lo largo de sucesivas generaciones, hacen particularmente importante la prevención a través del estudio molecular y el consiguiente consejo genético.
•
RPAR
En cuanto a las formas recesivas, suponen alrededor del 39% tanto de las familias como de los casos afectados. Destaca la elevada tasa de consanguinidad entre los padres de los parientes que supone un 52%.
Ello indicaría una alta heterogeneidad genética con un número elevado de genes responsables de la enfermedad, cada uno de los cuales individualmente estaría muy escasamente representado dentro de nuestro entorno.

Al mismo tiempo, este hecho permitiría una intervención en la prevención a través del consejo genético en contra de la endogamia y la consanguinidad.
Tabla XI-3. Relación de otros síndromes asociados a RR
	SÍNDROME
	NÚMERO DE FAMILIAS

	RP + R.MENTAL
	4

	LIPOFUCSINOSIS
	4

	SENIOR-LOKEN
	3

	MITOCONDRIAL
	3

	ALSTROM
	2

	REFSUM
	2

	LEOPARD
	1

	NOONAN
	1

	SJÓGREN-LARSSEN
	1

	RP+ CATARATA +SORDERA
	1

	ACIDEMIA CARBOXÍLICA
	1

	S. ALAGILLE
	1

	RP+A. ÓPTICA +ALT EEG
	1

	RP+ S.CROUZON
	1

	S.WAGNER
	1

	SCA7
	1


Tabla XI-4. Clasificación genética y clínica de RP en España (diciembre 2000).
	TIPO CLÍNICO
	N.º PACIENTES
	MUJERES
	HOMBRES
	N.º FAMILIAS

	RP SINDRÓMICA
	231 (12%)
	114
	117
	162 (15%)

	Consanguinidad
	
	
	
	36/155(23%)

	RP NO SINDRÓMICA
	1.770 (88%)
	837
	933
	941 (85%)

	ADRP
	544 (31%)
	287
	257
	129 (14%)

	ARRP
	670 (38%)
	325
	345
	364 (39%)

	Consanguinidad
	
	
	
	146/283 (52%)

	XLRP
	210 (12%)
	55
	155
	57 (6%)

	SRP
	324 (18%)
	160
	164
	373 (40%)

	SIN CLASIFICAR
	22   (1%)
	15
	7
	18(2%)

	TOTAL
	2.001
	
	
	1.103
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Figura XI-5. Distribución de las RP no sindrómicas: a) familias y b) individuos afectos.

XI.4.
COMPARACIÓN CON OTRAS POBLACIONES
En España la frecuencia de familias XLRP (6%) es de las más bajas, aunque se encuentra entre la tasa más alta de Gran Bretaña (16%) y la más baja de Noruega (2%).

Por el contrario la frecuencia de las familias ARRP es en nuestro país de las más elevadas (39%), siendo su proporción mínima en Gran Bretaña (12%) y en Noruega la máxima (47%), (tabla XI-5).

Tabla XI-5. Distribución geográfica de los tipos genéticos de retinosis pigmentaria.
	PAÍS (AUTORES)
	N.º FAMILIAS
	S(%)
	NS (%)
	AD (%)
	AR (%)
	XL(%)
	S(%)
	NC (%)

	CHINA (Hu, 1982)
	151
	
	
	11
	33
	8
	48
	

	SUDÁFRICA (Greenberg et al, 1993)
	125
	
	
	23
	27
	3
	40
	8

	MAINE (Estados Unidos) (Bunker et al, 1984)
	85
	
	
	19
	19
	8
	46
	8

	ESTADOS UNIDOS (Boughman et al, 1980)
	380
	
	
	17
	83
	5
	
	

	ESTADOS UNIDOS (Boughman&Fishman 1983)
	300
	
	
	22
	17
	9
	52
	

	ESTADOS UNIDOS (Fishman, 1978)
	124
	
	
	9
	19
	8
	52
	2

	NORUEGA (Grondahl, 1987)
	71
	(25)
	
	15
	47
	2
	36
	

	DINAMARCA (Haim,1993)
	366
	
	
	6
	17
	6
	54
	17

	GRAN BRETAÑA (Bundey &Crews, 1984)
	
	(14)
	
	24
	12
	16
	44
	4

	GRAN BRETAÑA (Jay, 1982)
	426
	
	
	25
	13
	16
	41
	5

	FRANCIA (Kaplan et al, 1990)
	116
	
	
	20
	22
	13
	42
	3

	ESPAÑA (Presente Estudio, 2000)
	1.103
	(15)
	
	14
	39
	6
	40
	2


S: Sindrómica.

NS: No sindrómica.

AD: Autosómico dominante.

AR: Autosómico recesivo.
XL: Ligado al X.

S: Esporádico.

NC: No clasificado.
XI.4.
ESTUDIO CLÍNICO: ANÁLISIS POR TIPOS GENÉTICOS

Xl.4.1.
Comparación entre ADRP, ARRP, XLRP y SRP
Se han analizado 3 parámetros clínicos para evaluar la edad de inicio de la enfermedad (ceguera nocturna y afectación del campo visual periférico) así como la evolución de la enfermedad (edad de afectación de la agudeza visual).

Las ADRP tienen, en conjunto, la evolución más benigna dentro de las RP, pero también una mayor variabilidad intrafamiliar en el tipo, inicio y severidad de las manifestaciones clínicas. Los parientes de 1er grado de un afecto (personas en riesgo de ser afectas) deben ser cuidadosamente examinados, aunque sean asintomáticos, (tabla XI-6).

Tabla XI-6. Pacientes ADRP, ARRP, XLRP y SRP. Edad de inicio de los síntomas.

	TOTAL
	ADRP
	ARRP
	XLRP
	SRP

	Ceguera nocturna x ± d
	117
	146
	34
	114

	
	20.7 ±16.1
	15.8 ±12.2
	12.8 ±10.9
	21.4 ±19.5

	
	AR p<0.01
	(t= 3.1746)
	
	AR p<0.01

	
	XL p<0.001
	
	(t= 3.6096)
	XL p<0.01

	
	(t = 0.297)
	
	
	

	D.campo visual
	116
	144
	36
	124

	
	25.5 ±16.5
	19.6 + 13.1
	15.2 ±13.5
	25.2 ±16.3

	
	AR p<0.01
	(t=2.9991)
	
	AR p<0.01

	
	XL p<0.001
	
	(t=4.3188)
	XL p<0.001

	
	(t= 0.1416)
	
	
	

	D. agudeza visual
	57/116
	101/146
	24/36
	73/124

	
	(49%)
	(69%)
	(67%)
	(59%)

	
	34.7 ±17.8
	25.3 ±16.0
	17.8 ±12.1
	30.0 ±18.2

	
	AR p<0.001
	
	AR p<0.05
	XL p<0.001

	
	XL p<0.001
	
	(t=2.101)
	(t=3.739)

	
	(t= 1.4751)
	
	
	


Xl.4.2.
Análisis de ADRP
Se han analizado separadamente las diferentes formas de fenotipo retiniano en las ADRP, observándose un comienzo mas tardío y una mejor evolución en las formas ADRP regionales que en las difusas, (tabla XI-7).

En el momento de la exploración el campo visual (figura XI-6A) y la agudeza visual (figura XI-6B) estaban significativamente más afectados en la forma difusa.

Tabla XI-7. Pacientes ADRP (clasificados por subtipos clínicos). Edad en el momento del estudio clínico.

	TOTAL x ± d
	DIFUSA
	REGIONAL
	NO CLASIFICADA

	Edad (2-83)
	
	
	

	143
	84
	34
	24

	39.3 ± 20.6
	38.9 ± 20.9
	40,4 ± 22.0
	39.7 ±18.4

	Ceguera nnocturna
	
	
	

	18.7 ±14.6
	76 (p<0.05)
	26
	11

	
	16.1 ±12.0
	24.5 ± 15.6
	23.4 ± 23.5

	D. campo visual
	74(p<0.001)
	27
	12

	23.6 ±14.8
	20.0 ±12.5
	31.2 ±14.3
	29.1 ±21.7

	D. agudeza visual
	
	
	

	39/143 (27%)
	28/84 (33%)
	6/34 (18%)
	5/24(21%)

	36.7 ± 17.3
	35.6 ± 17.2 (p<0.1)
	48,8 ±14,6
	36.7 ± 17.3


[image: image54.jpg]N°CASOS

40

354

A

EVOLUCION DEL CAMPO VISUAL:
SUBTIPOS ADRP

DIFUSA REGIONAL 5. CLAS.

BES.ANULAR
EBTUBULAR
MESC.ABS.

TOTAL




[image: image55.jpg]40 -
EVOLUCION DE LA AGUDEZA VISUAL:

354 SUBTIPOS ADRP
@normal

301 m1-0,5
80,-0,1

254 0,1-0,01
<001

DIFUSA REGIONAL 5. CLAS.

TOTAL




Figura XI-6. Comparación en la evolución de los subtipos de ADRP a) campo visual y b) agudeza visual.
Xl.4.3.
Análisis de XLRP
Se ha comparado la presentación clínica en las mujeres portadoras y los varones afectos, observándose que si bien algunas mujeres portadoras de XLRP pueden tener síntomas de la enfermedad, éstos aparecen sólo en algunas de las mujeres y siempre ocurre a edades posteriores que en los varones afectados, (tabla XI-8).

No se observan diferencias en el inicio de la mayoría de los síntomas entre los varones afectos de coroideremia y con XLRP típica, (tabla XI-9).

En las tablas XI-10 y XI-11 pueden observarse los resultados de la exploración del campo visual y de la agudeza visual (Figuras XI-7A, XI-7B y XI-7C).

Se ha analizado la evolución de la enfermedad, dividiendo la alteración del campo visual en 5 categorías de menor a mayor afectación y considerando la edad que tenían los pacientes en cada tipo.

Tabla XI-8. Edad de inicio de los síntomas en XLRP.

Comparación entre varones afectos y mujeres portadoras.

	EDAD INICIO (RANGO) N x±d
	TOTAL
	VARONES AFECTOS
	MUJERES PORTADORAS

	Edad actual
	(2-80)
	(2-69)
	(8-80)
	

	
	38,8 ± 16,9
	32,6 ±12,3
	44,3 ±18,5
	p<0.001

	Ceguera nocturna
	(1-52)
	(1-52)
	(3-50)
	(24%)

	
	14,1 ± 12,3
	11,1 ±9,2
	23.9 ±16,1
	p<0.01

	Disminución campo visual
	(1-52)
	(1-52)
	(4-51)
	(19%)

	
	16,7 ±11,6
	14,6 ±9,6
	25,2± 15,4
	p< 0.05

	Disminución agudeza visual
	(3- 58)
	(3-56)
	(20-58)
	(15%)

	
	24.9 ± 14,6
	21,5 ± 12,9
	38,4 ±13,8
	p<0.01

	Catarata
	(16-71)
	(16-52)
	(30-71)
	(26%)

	
	43,7 ±13,1
	37 ± 9,1
	53 ±13,8 p<0.001
	


Tabla XI-9. Inicio en afectos XLRP: diferencias y similitudes fenotípicas entre los subtipos clínicos.
	(RANGO) x±d N
	TOTAL XL
	RP/COD/DCB
	CHM

	Edad actual
	(2-69)
	(2-55)
	(13-69)

	
	32,6 ±12,4
	31,9 + 11,7
	34,8 ±14,8 n.s.

	Ceguera nocturna
	(1-52)
	(1-35)
	(5-52)

	
	11,1 ±9,1
	9,3 ± 6,6
	18,1 ± 13,7 n.s.

	Disminución campo visual
	(1-52)
	(1-35)
	(8-52)

	
	14,6 ±9,6
	12,1 ±8,2
	18,1 ±13,7 n.s.

	Disminución Agudeza Visual
	(3-56)
	(3-48)
	(14-50)

	
	36/51
	29/39
	7/12

	
	21,5 ±12,9
	19,4 ±11,7
	30,3 ±14,7 p<0.05

	Catarata
	(16-52)
	(16-52)
	(37-45)

	
	22/51
	18/39
	4/12

	
	37 ± 9,1
	36,2 ± 9,8
	40,7 ±3,9 n.s.


Tabla XI-10. Evolución del campo visual en varones afectos XLRP.

Comparación por subtipo clínico.

	CAMPO VISUAL (RANGO DE EDAD) x±d N
	TOTAL XL
	RP/COD/DCB
	CHM

	Normal
	0
	0
	0

	Constricción periférica
	(13-38)
	
	(13-38)

	
	6%
	3%
	17%

	
	20,5 ±10,6 n.s.
	20 n.s.
	20,5 ± 10,6 n.s.

	Escotoma anular
	(6-69)
	(6-46)
	(14-69)

	
	29%
	31%
	25%

	
	30,4 ±15,2 n.s.
	28,5 ±11,0 n.s.
	37,3 ± 28,4 n.s.

	Tubular central
	(16-55)
	(16-55)
	(14-69)

	
	(10°C)
	46%
	44% 50%

	
	35,5 ± 10,2 n.s.
	35,1 ±11,6 n.s.
	37,8 ± 5,1 n.s.

	Escotoma absoluto
	(22-45)
	(22-42)
	

	
	19%
	22%
	8%

	
	35,2 ± 8,3 n.s.
	34 ± 8 n.s.
	45 n.s.
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Figura XI-7. Comparación en la evolución de los subtipos de XLRP; A) campo visual, B) agudeza visual y C) ERG.
Tabla XI-11. Evolución de la agudeza visual en varones afectos RPLX.
	AGUDEZA VISUAL (RANGO DE EDAD) x±d N
	TOTAL XL
	RP/COD/DCB
	CHM

	Normal (1-0.5)
	(14-69)
	(16-31)
	(14-69)

	
	24%
	15%
	50%

	
	27,8 ± 14,8 n.s.
	21 ±5,3 n.s.
	34,7 ±18,5 n.s.

	0.4 a 0.1
	(2-55)
	(2-55)
	(31-45)

	
	35%
	38%
	25% n.s.

	
	34,8 ±11,9 n.s.
	34 ±12,8 n.s.
	38,7 ±7,1 n.s.

	<0.1
	(6-52)
	(6-52)
	(13-44)

	
	41
	46%
	25% n.s.

	
	33,6 ±11,1 n.s.
	33,9 ±10,6 n.s.
	31,3 ±16,2 n.s.


La progresión en la pérdida del campo visual ha sido similar en ambos grupos de pacientes (RPLX vs CHM). La progresión a campo tubular central ocurre en torno a los 35 años como media y el escotoma absoluto se produjo entre los 22 y 45 años.

Del mismo modo se han establecido 4 categorías de afectación de la agudeza visual.

No hay diferencias significativas en las edades a las que se presentan los diferentes grados de pérdida de visión, entre los dos grupos de casos.

Sin embargo la proporción de pacientes con buena agudeza visual (1 a 0.5) es significativamente mayor entre los pacientes con CHM que entre los RPLX.

Todos los pacientes explorados, excepto 5, presentaban ERG abolidos.

Todos ellos presentaban ausencia de respuesta de bastones y respuestas mixta y de conos muy disminuidas.

El ERG está extinguido más precozmente en los pacientes RPLX que en los CHM.

Tabla XI-12. Evolución del electroretinograma en varones afectos XLRP.

Comparación por subtipo clínico.

	ERG (Rango de edad) x±dN
	TOTAL XL
	RP/COD/DCB
	CHM

	Normal
	0
	0
	0

	Levemente afectado ↓ amplitud o ↑ latencia
	0
	0
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	Muy afectado ↓↓amplitud o ↑↑ latencia
	(2-37)
	(2-22)
	(28-37)

	
	5/38
	2/30
	3/8

	
	24 ± 13,4
	12 ±14,1
	32 ± 4.6 n.s.

	Abolido
	(16-55)
	(16-55)
	(29-45)

	
	33/38
	28/30
	5/8

	
	33,7 ± 9,9
	10,2 ±1,9
	37,6 ± 7,6 p<0.01


Xl.4.4.
Resultados oftalmológicos y clínicos en familias RP sindrómicas
La forma de RP sindrómica más fecuente son los S. de Usher 1 y 2 (figuras XI-3 y XI-4) que suponen un 23 y un 52% respectivamente de las familias, seguidas del S. de Bardet-Biedl (10%).

El resto está formado por un grupo muy amplio y heterogéneo de síndromes entre los que destacan algunos clínicamente bien caracterizados (S. Sjógren Larsson, Refsum, Alagille, etc.) y otros no conocidos. Sin embargo se puede destacar que los signos clínicos que con más frecuencia se asocian a la RP sindrómica son la sordera y el retraso psicomotor, (tabla XI-3).

Xl.4.4.1.
Síndrome de Usher
Se han observado diferencias clínicas entre ambos tipos de S. de Usher, siendo significativamente más precoz la afectación retiniana en el tipo 1 que en el 2, (tabla XI-13). Existe una evolución (figura Xl-8a y Xl-8b) significativamente más rápida en el tipo 1 ya que en el momento de la exploración un 85% de los pacientes con S. Usher 1 tenía un campo visual muy afectado (tubular central) o ausente (escotoma absoluto) frente al 70% de los pacientes con S. Usher 2. En cuanto a la agudeza visual un 5 y un 4% respectivamente de los pacientes tenía agudeza visual de «contar dedos» en el momento de su estudio.
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Figura XI-8. Comparación en la evolución del S. Usher tipos 1 y 2. A) campo visual y B) agudeza visual.
Tabla XI-13. Pacientes con Usher tipos I y II: edad de inicio de los síntomas.
	TOTAL N (intervalo de edad) x±d
	USHER I
	USHER II
	DIFERENCIAS

	Edad al estudio
	33(12-73)
	56(17-71)
	n.s.

	
	29.6 ±12.6
	34.4 ± 10.3
	p = 0.05

	Ceguera nocturna
	31 (3-35)
	57 (2-55)
	p < 0.001

	
	9.2 ± 7.3
	17.2 ±8.7
	

	Constricción campo visual
	33 (3-35)
	56 (2-58)
	p < 0.001

	
	10.2 ±6.6
	20.2 ±10.2
	

	Disminución agudeza visual
	13/33(39%)
	30/56 (54%)
	n.s.

	
	(5-45)
	(2-62)
	

	
	16.9 ± 12.7
	24.9 ± 14.9
	


Xl.4.4.2.
Síndrome de Bardet-Biedl y otras formas de RP sindrómicas
Criterios para el diagnóstico de los pacientes con S. Bardet-Biedl:

Hemos adoptado unos criterios propios (Lorda y cols., 1998), modificados a partir de los de Bradford y cols., 1997, para considerar un paciente como afecto de S. de Bardet Biedl.

Entre los hallazgos clínicos de nuestros pacientes con Síndrome de Bardet Biedl cabe destacar:

1.
La presencia de un fenotipo facial característico, descrito por nosotros y que consiste en una facies cuadrada, progantismo y labio superior recto.
2.
Gran variabilidad clínica intra e interfamiliar en el tipo y severidad de los signos clínicos oftalmológicos y extra-oculares.

3.
Fenotipo retiniano con una gran y preferente afectación de conos lo que conduce a una pérdida precoz y severa de la agudeza visual.
4.
La asociación con otras malformaciones no descritas como el situs inversusyla enfermedad de Hirschprung en dos de nuestros casos. (I. Lorda y cols., 2000).
Tabla XI-14. Resultados clínicos en los pacientes afectos de S. Bardet Biedl.

	SIGNO CLÍNICO
	AFECTOS/EXAMINADOS (**%)

	Distrofia retiniana
	16/16(100%)

	Obesidad
	15/16(94%)

	Polidactilia
	8/16(50%)

	Hipogonadismo
	5/16(31%)

	R. mental/CI límite
	9/16(56%)

	Malformación renal
	6/13(46%)

	Consanguinidad/Endogamia padres
	7/11 familias (64%)


Tabla XI-15. Resultados oftalmológicos en pacientes afectos de S. Bardet Biedl.

	SIGNO/SÍNTOMA OFTALMOLÓGICO
	AFECTOS/EXAMINADOS (**%)

	Ceguera nocturna 
	16/16(100%)

	(Inicio 19 década)
	(8/16)

	Disminución campo visual 
	16/16(100%)

	(Inicio 1a década)
	(8/16)

	(Visión en túnel a la 3a década)
	(7/11)

	Disminución agudeza visual
	3/16(19%)

	ERG abolido
	16/16(100%)

	Discromatopsia
	6/11 (55%)

	Fondo: retinosis pigmentaria
	16/16 (100%)


XI.5.
RESULTADOS MOLECULARES EN LAS FAMILIAS ESPAÑOLAS

XI.5.1.
Metodología
La metodología utilizada para el estudio molecular fue el análisis genético directo de los genes responsables o candidatos y/o el estudio indirecto mediante el análisis de ligamiento a loci/genes candidatos.

La estrategia que se siguió se explica en detalle en los apartados correspondientes y se resume en la tabla XI-16.

Tabla XI-16. Estrategia de estudio molecular directo en RR

	• Amplificación mediante PCR del gen en estudio:

	Secuencia codificante,

	secuencias intrónicas colindantes

	Y extremos 5' y 3' colindantes.

	• Screening de mutaciones:

	Técnicas de SSCP, DGGE o Heterodúplex.

	• Secuenciación del producto de PCR:

	manual o automática

	• Análisis de restricción

	• Análisis molecular familiar:

	confirmación de co-segregación con la enfermedad.


En grandes genealogías informativas se realizó estudio genético de ligamiento con marcadores moleculares polimórficos ligados a la región candidata.
Xl.5.2.
Resultados en familias españolas RPAD
Se conocen 13 loci diferentes, de los cuales hay 7 genes identificados y relacionados con RPAD.

En el presente trabajo se han analizado 6 genes y 5 loci en familias RPAD (tabla XI-17).

Tabla XI-17. Genes y loci analizados en RPAD.

	GEN
	FRECUENCIA
	LOCUS
	FRECUENCIA

	Rodopsina
	20/138 RPAD (15%)
	RP 1 (8q11)
	0/15

	RDS/Periferina
	2/107 RPAD (2%)
	RP 9(7p14)
	0/16

	NRL
	2/121 RPAD (1,5%)
	RP10(7q31)
	2/14

	RP1
	2/122 RPAD (1,5%)
	RP11 (19q13)
	1/13

	ROM-1
	1/ 48 RPAD (2%)
	RP13(17p13)
	0/16

	RCV-1
	0/ 30 RPAD (0%)
	
	


Las mutaciones de los genes de la rodopsina, la RDS/periferina. NRL y RP1 parecen ser las causas conocidas más frecuentes de RPAD. En España son responsables del 15%, 2%, 1,5% y el 1,5% de las familias. En nuestro país probablemente el locus RP10 (7q) sea la segunda o tercera causa más común de RPAD.

Xl.5.2.1.
Gen de la rodopsina (RHO)
Frecuencia de mutaciones
Se observaron mutaciones de la secuencia codificante del gen RHO en 20 de 138 familias RPAD, lo que supone un 15% de afectación de este gen entre familias RPAD españolas.
Todas las mutaciones menos una (Pro347Leu) se observaron en una sola familia.

La mayoría de las mutaciones observadas (17 de 20) fueron del tipo «missense», es decir productoras de cambio de aminoácido; un caso fue una mutación «nonsense» que producía un codón de parada, y dos fueron mutaciones de la región de corte del intrón 2o y 4o respectivamente (tabla XI-18).

Tabla XI-18. Mutaciones del gen de la rodopsina (RHO) en España. Frecuencia y tipos.

	Pro23Leu
	(CCC→CTC)
	(RPAD)
	Gly188Arg
	(GGA→AGA)
	(RPAD)

	Met44Thr*
	(ATG→ACG)
	(SRP)
	Asp190Tyr
	(GAC→TAC)
	(RPAD)

	Gly106Arg
	(GGG→AGG)
	(RPAD)
	His211Arg
	(CAC→CGC)
	(RPAD)

	Gly114Asp
	(GGC→GAC)
	(RPAD)
	Pro215Leu
	(CCG→CTG)
	(RPAD)

	Arg135Trp
	(CGG →TGG)
	(RPAD)
	Splic 2.9 Intron
	(A3811G)
	(RPAD)

	Arg135Leu
	(CGG→CTG)
	(RPAD)
	Splic 4.º Intron
	(A5167T)
	(RPAD)

	Tyr136Stop
	(TAC→TAA)
	(RPAD)
	Tyr289Pro
	(ACC→TCC)
	(RPAD)

	Val137Met*
	(GTG→ATG)
	(RPAD)
	Ala 346Pro
	(GCC→CCC)
	(RPAD)

	Pro171Gln*
	(CCA→CAA)
	(RPAD)
	Pro347Leu
	(CCG→CTG)
	(RPAD)

	Ser186Pro
	(TCG→CCG)
	(RPAD)
	Pro347Leu
	(CCG→CTG)
	(RPAD)


* Mutaciones previamente no descritas
Frecuencia en familias RPAD:
20/138
(15%)

Frecuencia en familias RPAR:
0/154
(0%)
Frecuencia en familias SRP:
1/111
(0,9%)
Tabla XI-19. Mutaciones de la rodopsina: frecuencia comparativa en RPAD.

	FRECUENCIA
	PAÍS
	AUTORES

	15% (20/138)
	ESPAÑA
	Presente estudio

	18%
	FRANCIA
	Souied, 1995

	11%
	Sur de FRANCIA
	Bareil, 1999

	15-24%
	GRAN BRETAÑA
	Keen, 1991; Ingelhearn, 1995

	16% 04/88)
	EUROPA CENTRAL
	Bunge, 1991

	24-29%
	USA
	Dryja, 1991; Sheffield, 1991

	
	
	Sung, 1991; Macke, 1993

	21% (3/14)
	LITUANIA
	Kucinskas, 1999


Comparación con otras poblaciones
Nuestro país ostenta una de las frecuencias más bajas de afectación del gen RHO entre familias ADRR aunque es similar a la de otros países cercanos geográficamente como Francia.
La mutación Pro23His, la más frecuentemente observada en población americana y ausente de poblaciones europeas tampoco se observó en nuestro país.

La mutación más observada (Pro347Leu) aparece en la población española con una frecuencia similar (2%) a la del resto del mundo.

Ello es debido a la alta tasa de mutación de dicho codón del gen RHO, ya que el origen fue distinto en las dos familias.

En dos familias se observó homozigosidad para las mutaciones RHO (Val137Met y Gly188Arg), en algunos de los pacientes afectados. El fenotipo no fue más severo en los homozigotos que en los heterozigotos, lo que apoya la hipótesis del carácter dominante de estas mutaciones.

Cuatro de los cambios observados, no han sido previamente descritos, (tabla XI-19).
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Figura XI-9. Mutaciones en el gen RHO: Localización de los cambios observados en la molécula de la proteína.
Correlación genotipo-fenotipo de las mutaciones RHO

Tabla XI-20. Mutaciones RHO: fenotipos asociados.

	MUTACIÓN
	FENOTIPO
	INICIO
	EVOLUCIÓN

	Pro23Leu
	Regional
	Variable
	Lenta y variable

	Met44Thr*
	Difuso
	2.a década
	C.L 5.a década

	Gly106Arg
	Regional
	Variable
	Lenta y variable

	
	
	2-3.a década
	C.L. 6.a década

	Gly114Asp
	Difuso
	1 .ª década
	C.L. 5.a década

	Arg135Leu
	Difuso
	2.a década
	C.L. 4.a década

	Arg135Trp
	Difuso
	2.a década
	C.L. 6.a década

	Tyr136Stop
	Difuso
	>4.adécada
	C.L.8.a década

	Val137Met*
	No Clasificable
	Variable
	Variable

	
	
	1 .a-3.a década
	C.L. 4.a-7.a década

	Pro171Gln*
	Difuso
	2.ª década
	C.L. 4.a década

	Splic 2.Q Intron
	No Clasificable
	2.a-7.ªdécada
	C.L. 4.ª-8.ª década

	
	
	Variable
	Variable

	Ser186Pro
	Difuso
	2.ª década
	C.L. 5.ª década

	Gly188Arg
	Difuso/Atípico
	1.ª década
	C.L. 6.a-7.a década

	Asp190Tyr
	Regional
	Variable
	Variable

	His211Arg
	Difuso
	1 .a-2.a década
	C.L. 4.a-5.a década

	Pro215Leu
	Difuso
	1.ª década
	C.L. 4.a década

	Splic 4.º Intron
	Difuso
	2.a-3.a década
	Variable

	Thr289Pro
	Difuso
	2.a década
	C.L. 5.a década

	Ala 346Pro
	Difuso
	1.ª década
	C.L. 5.a década

	Pro347Leu
	Difuso
	1 .ª década
	C.L.3.ª década


La mayoría de las mutaciones situadas en las hélices transmembrana (Met44Thr, Gly114Asp, Pro171Glu, Pro211Arg, Pro215Leu, Thr289Pro) y el extremo COOH de la proteína (Ala346Pro, Pro347Leu) se asociaron a fenotipo clínico difuso, comienzo más precoz y de evolución mas rápida, (tablas XI-20 y XI-21).

Sin embargo aquéllas situadas en los lazos intradiscales (Pro23Leu, Gly106Arg, Gly188Arg, Asp190Tyr, Splic 2.Q Intron) o intracitoplásmicos (Arg135Leu, Arg135Trp, Tyr136Stop, Val137Met y Splic 4° Intron) se asociaron frecuentemente a un fenotipo regional (sectorial) o no clasificable, la expresión clínica mostró variabilidad intrafamiliar y el curso fue menos severo.

La única excepción fue la mutación Ser186Pro que se sitúa en el segundo lazo intradiscal y en la que el fenotipo asociado es difuso y la evolución rápida. Esta mutación se sitúa en el aminoácido anterior a la 2- cisteína (Cys187) que forma el enlace disulfuro en la proteína.

Esta mutación cambia un aminoácido polar neutro (la serina) que es en dichas características similar a la cisteína, que también es polar y neutro, por un aminoácido no polar hidrófobo. Por esta razón, probablemente esta mutación interfiera en la estabilidad de dicho puente, lo que alteraría la estructura terciaria de la rodopsina de modo más severo que otras mutaciones en estas regiones.

Por el contrario, otra mutación (Gly188Arg) situada contigua a la cisteína de la posición 187 provocaría menor interferencia en la formación de este puente, ya que el cambio sustituye un aminoácido polar no cargado (Gly) por otro también polar aunque básico (Arg). Por esta razón, probablemente esta segunda mutación, al no provocar cambios en la polaridad de la región, originará una menor alteración estructural con menor repercusión clínica y, por ello, no se asocia a un fenotipo muy severo.

Cambios no patológicos en el gen RHO
Además de las mutaciones en la secuencia codificante del gen RHO que provocan cambios en la molécula de la proteína y son responsables de la enfermedad retiniana, en el gen se han encontrado otros cambios que no comportan ninguna enfermedad asociada. Estos cambios han sido mutaciones sinónimas (sin cambio de aminoácido), polimorfismos de regiones no codificantes, frecuentes tanto en pacientes como en población general sana y algunos polimorfismos raros o infrecuentes, (tabla XI-22) (figura XI-10).
Tabla XI-21. Mutaciones de Rodopsina y correlación genotipo-fenotipo.

	POSICIÓN PROTEÍNA
	FENOTIPO

	• Hélices transmembrana
	RP difusa

	Met44Thr, Gly114Asp, Pro171Glu,
	precoz y rápida.

	Pro215Leu,Thr289Pro, Splic 2º Intron
	

	• Extremo COOH
	

	Ala346Pro, Pro347Leu
	

	• Próximo Cys 187 (enlace disulfuro)
	

	Ser186Pro
	

	• Lazos intradiscales
	RP regional/no clasificable

	Pro23Leu, Gly106Arg, Gly188Arg,
	variabilidad intrafamiliar

	Asp190Tyr, Splic 2.º Intron
	curso menos severo

	• Lazos intracitoplásmicos
	

	Arg135Leu*, Arg135Trp, Tyr136Stop
	

	y Val 137Met
	

	Splic 4.º Intron
	


Tabla XI-22. Cambios no patológicos observados en el gen RHO.

	Cambio
	Localización
	Frecuencia Alélica

	Mutaciones sinónimas

	C654T
	Gly120
	

	C2557A
	Threo 160
	

	C5200T
	Cys 343
	

	Polimorfismos frecuentes

	A269G (Sacll-RFLP)
	5'UTR
	0.17

	C3982T (Rsal-RFLP)
	Intrón 3
	0.12

	C5321A(Fok1)
	3'UTR
	0.12

	Polimorfismos infrecuentes

	G721A
	Intrón 1
	<0.01

	C5311T
	(3'UTR)
	<0.01

	G5312A
	(3'UTR)
	<0.01
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Figura XI-10. Cambios no patológicos del gen RHO: localización de los polimorfismos observados en el gen.

Estos polimorfismos frecuentes presentan unas frecuencias alelicas similares entre la población española afectada o controles (tabla XI-22). Además en nuestra población se encuentran en desequilibrio de ligamiento, apareciendo siempre ligados en el mismo cromosoma el polimorfismo del tercero y quinto exón.
XI.5.2.2.
Gen de la RDS/periferina
Frecuencia de mutaciones
Se han estudiado dos tipos de enfermedades retinianas con patrón hereditario autosómico dominante: retinosis pigmentaria (RPAD) y distrofia macular (DMAD) (tabla XI-23).
•
En las 107 RPAD estudiadas se encontraron 2 mutaciones de la secuencia codificante del gen RDS, responsables de la enfermedad retiniana (2% de afectación del gen RDS en familias RPAD españolas).
Tabla XI-23. Mutaciones en el gen RDS/periferina y fenotipos retinianos asociados.

	Cambio de aa
	Cambio Base
	Nucleótido
	Exón
	Fenotipo

	A) FENOTIPO RPAD: 2/123

	Asp173Val*
	GAC→GTC
	758
	2
	RPAD no clasificada

	Gly208Asp
	GGC→GAC
	863
	2
	RPAD no clasificada

	B) FENOTIPO DMAD: 7/16

	Tyr141His
	CTA→CCA
	661
	1b
	DM Viteliforme Adulto

	Arg142Trp*
	CGG→TGG
	664
	1b
	Coroidal Areolar Central

	689delT* FS
	CCT→CC_
	689
	1b
	Coroidal Areolar Central

	Arg172Trp
	CGG→TGG
	754
	1b
	Coroidal Areolar Central

	Arg172Trp
	CGG→TGG
	754
	1b
	Coroidal Areolar Central

	857del17bp*FS
	Del 17 bp
	857
	2
	DM patrón

	Cys214Tyr
	TGC→TAC
	881
	2
	DM patrón


* Mutaciones no reportadas previamente en la literatura.
La frecuencia observada de mutaciones en el gen RDS es comparable a la de otros países del sur de Europa.
•
También se estudiaron 16 familias con distrofias maculares autosómicas dominantes (DMAD), observándose en 7 de ellas 6 mutaciones diferentes (44%).

Tipo de mutaciones
Todas las mutaciones patológicas observadas afectaron a los exones 1 b y 2 (figura XI-11).
Las 2 observadas en las familias RPAD fueron del tipo «missense» (Asp173Val y Gly208Asp).

Entre las familias DMAD se observó en dos casos la mutación Arg172Tryp, y otras 3 mutaciones tipo missense. Las otras dos mutaciones identificadas fueron deleciones de 1 y 17 pares de bases respectivamente, que produjeron cambio en la pauta de lectura («frameshift»)
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Figura XI-11. Mutaciones en el gen RDS. Localización de los cambios observados en la molécula de la proteína y fenotipos asociados.
Comparación con otras poblaciones

En nuestro país la frecuencia de mutaciones en el gen RDS es muy alta entre las familias DMAD por lo que es importante el estudio de este gen (tabla XI-24).

La mutación más observada (Arg172Trp) en la población española coincide con la más frecuentemente observada en la población británica, estando asimismo presente en la japonesa.

Tabla XI-24. Mutaciones de RDS/periferina: frecuencia comparativa en DMAD.

	Frecuencia
	País
	Autores

	44%
	ESPAÑA (7/16)
	Presente estudio

	18%DMVA
	
	(Felbor y cols., 1997)

	7.3%
	Reino Unido
	(Payne y cols., 1998)


En la población británica se ha observado un origen ancestral común (efecto fundador) de esta mutación en todas las familias afectadas.

Correlación genotipo-fenotipo de las mutaciones RDS

De modo general, prácticamente todas las mutaciones patológicas del gen que se han descrito afectan al segundo gran lazo intradiscal (Lazo D2) de la proteína, como ha ocurrido en las 8 diferentes mutaciones que se encontraron en nuestro estudio, (tabla XI-25).

Esto indica una gran importancia funcional de esta región de la molécula, implicada en la formación de homodímeros (en bastones) y homotetrámeros (en conos), ya que la mayoría de las mutaciones asociadas a la enfermedad retiniana afectan a esta zona, mientras que las mutaciones a nivel de la región intracitoplásmica parecen tener poca repercusión patológica.
Tabla XI-25. Hallazgos clínicos en las familias con mutación.

	Mutación
	Fenotipo
	Inicio: Edad pérdida visión
	Evolución: Edad con Agudeza Visual < 1/10
	Observaciones

	Gly208Asp
	ADRP no clasificada
	Variable 2.a-4.ª década
	CL6.ª década
	Expresión variable

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	Asp173Val
	ADRP
	1.ª década
	CL>4.a década
	Cataratas precoces

	
	
	
	
	

	Tyr141His
	DM Viteliforme Adulto
	40 años
	—
	Expresión variable

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	Progresión lenta

	
	
	
	
	

	Arg142Trp
	D Coroidal Areolar Central
	35 años
	50 años
	

	689delT
	D Coroidal Areolar Central
	40-45 años
	50 años
	

	Arg172Trp
	D Coroidal Areolar Central
	40 años
	60 años
	

	Arg172Trp
	D Coroidal Areolar Central
	35-55 años
	60-75 años
	

	857 del17
	D Patrón
	50-70 años
	55-75 años
	Expresión variable

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	Progresión lenta

	
	
	
	
	

	Cys214Tyr
	D Patrón
	35 años
	—
	Progresión lenta

	
	
	
	
	


Se ha sugerido la existencia de correlación genotipo-fenotipo dependiendo de la localización y tipo de las mutaciones pero no se ha observado una regla general.

Mutaciones RDS y fenotipo de afectación retiniana central o periférica
En bastones, la proteína RDS/periferina forma dímeros, que tras la unión no covalente mediante puentes disulfuro a dímeros de ROM-1, forma heterotetrámeros.

Las mutaciones observadas en RDS y asociadas a un fenotipo de RP son mutaciones missense. Ambas mutaciones afectan al segundo gran lazo intradiscal de la molécula de periferina. En el primer caso, el cambio consiste en la sustitución de un aminoácido polar ácido (Aspártico) por un aminoácido no polar neutro (Valina). En el segundo caso, supone un cambio de un aminoácido polar sin carga (Glicina) por otro polar cargado negativamente (Aspártico).

Es posible que las mutaciones que cambian la polaridad o la carga del aminoácido afecten más a la estructura de la molécula, quizás en su transporte o incorporación a los extremos de los discos en los bastones, quizás interfiriendo en su unión a ROM-1.

Es de destacar que muchas de las mutaciones descritas en RDS del tipo «frameshift» que alteran la pauta de lectura, con la aparición de codones de stop prematuro o «nonsense» que originan supuestamente una proteína truncada, se asocian a fenotipo de distrofia macular, como ha ocurrido en los dos casos del presente estudio. Estas dos deleciones originan teóricamente una proteína truncada o una ausencia de proteína codificada por el alelo muíante.

Localización de la mutación y fenotipo retiniano

La correlación entre un determinado fenotipo retiniano y la zona o posición aminoacídica en la proteína que resulta afectada, se ha observado en muy pocos casos (tabla XI-26).

•
Tyr141 y Arg142. Ambos cambios se asocian a distrofias centrales, sin embargo el fenotipo es diferente en cada caso.
•
Arg172 y Asp173. La mutación Arg172Trp que se ha observado con cierta frecuencia, tanto en población anglosajona como japonesa, así como en dos ocasiones del presente estudio, se asocia en todos los casos al mismo fenotipo de distrofia coroidal areolar central (DCAC). En el caso de Asp173, pese a afectar al aminoácido contiguo, el fenotipo producido es una retinosis pigmentaria. La polaridad de los aminoácidos sustituidos y la posibilidad de afectación a regiones funcionalmente de mayor o menor importancia de la molécula podrían ser la explicación a este fenómeno de diferente expresión clínica.
•
Gly208. Esta mutación ha sido encontrada también por Kohl y cols. (1997). En nuestro caso el fenotipo era de afectación periférica (RPAD atípica) y en el reportado existía distrofia coroidal areolar central.
Tabla XI-26. No correlación entre fenotipo y localización de la mutación.

	Mutación por posición aa
	Fenotipo retiniano
	Correlación

	Tyr141His
	AVMD
	No

	Arg142Trp
	DCAC
	

	Arg172Trp
	DCAC
	No

	Asp173Val
	RPAD
	

	Gly208Asp
	RPAD no clasificada
	NO

	Gly208Asp*
	DCAC
	

	Cys214Tyr
	Distrofia patrón
	+

	Cys213Arg**
	Distrofia patrón
	+

	Cys214Ser**
	RPAD
	No


(En negrita mutaciones descritas en otros estudios: * Kohl y cols., 1997; ** Payne y cols., 1998; *** Saga y cols., 1993).
•
Cys214. Se ha descrito otro cambio en la misma posición (Cys214Ser) que origina un fenotipo de retinosis pigmentaria, mientras que el cambio en la posición anterior (Cys213Arg) presenta el mismo fenotipo que nuestro caso.
Tipo de mutación y gravedad del fenotipo retiniano.
•
No existe correlación entre el tipo de mutación y la gravedad del fenotipo, ya que mutaciones FS pueden originar tanto fenotipos graves de DM (DCAC) como leves (distrofia en patrón) y lo mismo sucede con las mutaciones tipo «missense» que pueden causar cuadros retiníanos severos o menos graves.
•
En cuanto al cambio producido en el aminoácido, parece que el cambio Arg/ETrp, generalmente se asocia a distrofia coroidal areolar central (mutaciones Arg142Trp y Arg172Trp del presente estudio y Arg220Trp*), (tabla XI-27).
Cambios no patológicos en el gen RDS/periferina
También se observaron 6 polimorfismos en la secuencia codificante, 4 de ellos previamente descritos, (tabla XI-28).
Polimorfismos frecuentes en RDS: se han descrito, tanto en población general española como en otras poblaciones, 5 cambios en la secuencia del gen RDS/periferina que se presentan con la misma frecuencia en pacientes afectos que en la población control por lo que son considerados polimorfismos de la secuencia que no comportan cambios significativos (morfológicos o funcionales) en la molécula de la proteína. Mediante análisis con enzimas de restricción o estudio de segregación familiar, se ha observado que los polimorfismos E304Q y G338D están ligados apareciendo en el mismo haplotipo y por tanto segregan juntos.
Tabla XI-27. Tipo de mutación y gravedad del fenotipo retiniano.
	
	Fenotipo no grave
	Severe Retinal Phenotype

	Frameshift Mutations
	857del17bp(D patrón)
	689delT

	Missense
	Tyr141His
	Arg142Trp

	Mutations
	Cys214Tyr
	Arg172Trp

	
	Gly208Asp (RP)
	Asp173Val (RP)


Tabla XI-28. Frecuencia de polimorfismos RDS en población española.

	Cambio de aa
	Cambio nucleótido
	Exón
	cambio sitio restricción
	Frecuencia alélica
	Heterocigosidad

	Polimorfismos frecuentes

	Val 1 06
	C558T
	1
	-Sinl
	0.46
	49.7%
	(137/300)

	Glu304Gln
	G1150C
	3
	+ Mval
	0.25
	37.5%
	(145/586)

	Lys310Arg
	A1169G
	3
	-Mboll
	0.14
	24.1%
	(80/586)

	Gly338Asp
	G1253A
	3
	-Cfol
	0.20
	32.5%
	(120/586)

	3'UTR
	C1294T
	—
	-Haelll
	0.22
	
	(12/54)

	Polimorfismos infrecuentes

	lle 32Val
	A334G
	1
	<0.01
	
	
	

	lle180Met
	C780G
	2
	- Sau3A1
	<0.01
	
	

	Pro313Leu
	C1176T
	3
	+Mspl
	<0.01
	
	


Polimorfismos Infrecuentes en RDS: Se han observado otras mutaciones en la región codificante del gen RDS/periferina que originaron cambios de aminoácido pero que no se han observado asociadas a retinopatía, porque no segregaban familiarmente con la enfermedad .
Xl.5.2.3.
Gen de la cremallera de leucinas neural específica de retina (NRL)
Frecuencia de mutaciones
En un total de 121 familias con retinosis pigmentaria dominante (RPAD) y 4 distrofias maculares (DMAD) se han observado mutaciones en 2 familias. También se han encontrado 2 mutaciones sinónimas (cambios no patológicos) en 2 pacientes de otras dos familias, que no cosegregaron con la enfermedad (tabla XI-29).

Tabla XI-29. Mutaciones y polimorfismos en el gen NRL.

	Cambio de aa
	Cambio base
	Exón
	Fenotipo

	Pro51Leu
	C2316T
	2
	RPAD

	Gly122Glu
	G2529A
	2
	RPAD


Correlación genotipo-fenotipo

Tabla XI-30. Hallazgos clínicos en las familias con mutación.

	Mutación
	Fenotipo
	Inicio: Edad Hemelaropia
	Evolución: Edad con Campo Visual < 1/10
	Observaciones

	Pro51Leu
	RPAD
	1a Década
	CL 3ª década
	Catarata y ERG abolido 48 década

	Gly122Glu
	RPAD? SRP?
	
	
	


Comparación con otras poblaciones

Tabla XI-31. Mutaciones de NRL: frecuencia comparativa en RPAD.

	Frecuencia
	País
	Autores

	1.6%
	España (2/121)
	Presente estudio

	1.5%
	Reino Unido (3/200)
	(Bessant y cols., 2000)


Las mutaciones del gen NRL se presentan con una frecuencia muy baja. Apenas existen datos de otras poblaciones, excepto en el Reino Unido. Sin embargo, las 3 familias afectadas en las Islas Británicas eran debidas a efecto «fundador». Este fenómeno debido al aislamiento, más común en zonas aisladas geográficamente, favorece la permanencia en la población de descendientes de antepasados comunes con la mutación y facilita su búsqueda mediante técnicas moleculares. Sin embargo, en la población española, este fenómeno no se ha observado (tabla XI-31).

Xl.5.2.4.
Gen RP1
Frecuencia de mutaciones
Se ha identificado la mutación Arg677X en dos familias RPAD españolas Esta mutación es la mas prevalente en la población occidental en el gen RP1 ya que supone cerca del 60% de los alelos mutados (tabla XI-32).

Tabla XI-32. Estudio del gen RP1: resultados en RPAD.

	Mutaciones/Nº familias estudiadas
	Mutación

	2/122 (1,5%)
	Arg677X


Frecuencia de mutaciones
Sólo se observado una posible mutación de la secuencia codificante del gen Rom-1, en una familia RPAD que pudiera ser responsable de la enfermedad retiniana, entre 141 familias RP estudiadas (tabla XI-33).
(<1% de afectación del gen ROM-1 en familias RP españolas).

Tabla XI-33. Estudio del gen ROM-1: resultados en todos los tipos de RP.

	TIPO DE RP
	TOTAL

	RPAD
	1/48 (2%)

	RPAR
	0/79 (0%)

	SRP
	0/13(0%)

	No clasificada
	0/3 (0%)

	TOTAL
	1/141 (0,7%)


Posible mutación relacionada con RP

Pro60Thr (C193A) +Thr108Met (C338T) es un alelo doble mutante, previamente descrito, que ha sido observado en todos los afectos y algunos individuos sanos de una familia RPAD española con penetrancia incompleta. Su papel podría ser causal, como una mutación de baja penetrancia o expresividad variable o bien podría originar RP digénicamente en adición a mutación en otro gen aún desconocido.
Polimorfismos frecuentes en ROM-1
Se han identificado 2 polimorfismos previamente descritos en la literatura en la población general, que se observaron tanto en pacientes con RP como en la población control, (tabla XI-34).
Polimorfismos poco frecuentes de ROM-1
Se han observado otras mutaciones, con frecuencia cercana al 1%, en la región codificante del gen ROM-1 que originaron cambios de aminoácido pero cuyo efecto fenotípico es difícil de valorar al no haberse podido establecer cosegregación familiar con la enfermedad.

Otros autores también han encontrado mutaciones en heterozigosis en casos esporádicos (Arg242Lys) o sin cosegregar con la enfermedad, por aparecer en pacientes afectos e individuos asintomáticos (Gly75Asp, 354insG).

Su papel en la patogénesis de la RP está aún bajo discusión, pero en cualquier caso no parecen ser suficientes por sí mismas para provocar RP, sino sólo cuando acompañan a otros cambios.

En conclusión, las mutaciones del gen ROM-1 sólo se han visto en pacientes con RP, asociadas digénicamente a mutaciones en el gen RDS. Su frecuencia como causa de RP parece, también en España, muy baja y su papel quedaría relegado al de mutaciones secundarias.

Tabla XI-34. Frecuencia de polimorfismos ROM-1 en la población española.

	Cambio de aa
	Cambio nucleótido
	Exón cambio sitio restricción
	Frecuencia alélica
	Heterozigosidad

	Polimorfismos frecuentes

	Arg223
	(G1071C)
	2      - Mspl
	0.32
	(42/130) 43%

	—
	▲ T-966
	Intrón 1
	0.03
	(1/ 32)   6%

	Polimorfismos infrecuentes

	Gly 77Glu
	
	1
	0.008
	(1/130) <1%

	Ala118Gly
	
	
	0.02
	(2/130)1,5%

	Cys253Tyr
	
	2
	0.008
	(1/130) <1%


Xl.5.2.6.
Gen de RCV1
Frecuencia de Mutaciones
El gen RCV1 es un gen candidato para RP, ya que la proteína codificada está involucrada en la cascada visual, dentro de la fase de recuperación en oscuridad. Además el gen codificante se encuentra localizado en la región 6p21. Por todo ello se consideró conveniente descartar su posible papel responsable en la causa de RP, (tabla XI-35).

Se han estudiado 86 familias de diversos tipos genéticos de RP.
No se han observado ni polimorfismos ni mutaciones responsables en ningún caso.
Similares resultados han obtenido otros grupos, por lo que no parece que este gen tenga un papel relevante en la causa de RP.
Tabla XI-35. Screening del gen RCV1: resultados en todos los tipos de RP.

	TIPO DE RP
	TOTAL

	ADRP
	0/30 (0%)

	ARRP
	0/54 (0%)

	SRP
	0/2   (0%)

	TOTAL
	0/86 (0%)


Xl.5.2.7.
Estudio genético indirecto en ADRP
LOCIRHO, RDS, 8cen (RP1), 7p(RP9), 7q (RP10), 19q (RP11), 17p (RP13), (tabla XI-36).
Además del estudio genético directo de los genes RHO, RDS, NRL, ROM-1 y RCV1, en los casos ADRP, se han analizado los loci en otras 20 familias ADRP informativas (con suficiente número de individuos vivos sanos y afectos). Entre ellas se ha encontrado:
1)
 Ligamiento a RHO
En 8 familias hubo ligamiento positivo a los marcadores del locus de RHO.
El valor de lod-score en una de ellas es menor de 3. En las restantes se han identificado sendas mutaciones en el gen. (Ver apartado XI. 4.2.)
2)
Ligamiento a RDS
En 2 familias con ligamiento positivo a los marcadores del locus de RDS se pudieron observar mediante secuenciación las mutaciones correspondientes. (Apartado Xl.4.2.)
3)
Ligamiento aRP10(7q)
Se observó que 2 familias no relacionadas, como se demostró mediante el análisis de haplotipos, presentaban ligamiento con el locus RP10(7q31).
4)
Ligamiento a RP11 (19q13)
Una familia presentó posible ligamiento a los marcadores del locus RP11 (19q13).
5)
Ligamiento a otros Loci
No observamos ningún caso de ligamiento a RP1 (8q11), RP9 (7p14)oRP13(17p13).
Tabla XI-36. Veinte familias informativas RPAD: ligamiento a loci RPAD.

	N.9 Fam
	8cen
	7p
	7q
	19q
	17p
	PDEB
	RHO
	RDS

	14
	RP1
	RP9
	RP10
	RP11
	RP13
	4p
	
	

	No lig.
	15
	16
	12
	12
	16
	14
	12
	18

	No Inf.
	5
	4
	6
	7
	4
	6
	0
	0

	+
	0
	0
	2
	1
	0
	0
	8
	2

	
	0/15
	0/16
	2/14
	1/13
	0/16
	0/14
	8/20
	2/20


Xl.5.2.7.
RPAD: comparación con otras poblaciones y conclusiones
Tras el análisis molecular directo e indirecto de un elevado número de familias e individuos afectos de RPAD españoles (figura XI-12) podemos concluir:

—
La forma RPAD afecta a un 30% de los pacientes RP españoles y a un 14% de las familias.
—
El 15% de las familias RPAD están afectadas por una mutación en el gen RHO. Estas frecuencias coinciden con las observadas en poblaciones europeas similares a la nuestra (Francia, Souied et al., 1995) mientras que son significativamente menores que las observadas en la población británica, centroeuropea, japonesa o norteamericana.

—
El 3% de las familias RPAD presentan mutaciones en el gen NRL. A pesar de su baja frecuencia éste parece ser, por ahora, el segundo gen más frecuente responsable de RPAD en España.
—
El 2% de las familias RPAD tienen mutaciones en los genes RDS y RP1. Estas frecuencias son similares a las observadas en otras poblaciones europeas y americanas.
—
Es posible que cerca de un 2% de las familias RPAD tengan mutación en el gen ROM-1, bien como causante, bien como coadyuvante del desarrollo de su enfermedad.
—
Además, al menos un 2% y un 1 % adicional están afectadas por mutaciones en otros loci (RP10 y RP11, respectivamente) cuyo gen responsable aún no se conoce. Ello hace que no sea posible su estudio mediante análisis directo y sólo se pueda analizar en familias grandes. Es muy posible que el locus RP10 sea uno de los genes más frecuentes en RPAD en España, mientras que las mutaciones de RP11 parecen existir en nuestro país con una frecuencia mucho más baja que en el Reino Unido. En la población británica la alta prevalencia parece deberse a la existencia de un efecto «fundador» que habría originado una descendencia de individuos afectados a partir de un primer individuo mutado.
—
Por último el gran número de genes implicados en RPAD, muchos de ellos aún desconocidos, impide conocer la mutación causante en el 75% de las familias RPAD españolas, sin embargo el alto número de familias colaboradoras estudiadas ha permitido identificar el defecto genético responsable en numerosos casos pudiendo diagnosticar como «sanos» o «afectados» a numerosos individuos dentro de cada familia y dar el consiguiente consejo genético.
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Figura XI-12. Hallazgos genéticos en familias RPAD: resultados en España y comparación con otros estudios.
Xl.5.3.
Resultados en familias españolas RPAR
Se han estudiado, en un gran número de familias RPAR españolas, 11 genes responsables de RP, 8 genes candidatos y 5 loci involucrados en RPAR (tabla XI-37).

El estudio se realizó mediante análisis de homozigosidad y de ligamiento en las familias. En éstas, cuando un locus particular no se pudo excluir por segregación u homozigosidad, se realizó análisis directo de mutaciones.

Asimismo se realizó análisis directo de algunos genes de un número adicional de pacientes RPAR no emparentados entre sí.

Tabla XI-37. Estudio molecular de familias españolas RPAR: genes y loci estudiados.

	Genes responsables
	Genes candidatos
	Loci

	RHO
	0/153
	GCAP
	0/49
	RP12(1q31)
	7/49*

	RDS
	0/90
	SAG(2q37)
	0/49
	RP14(6p21.3)
	7/49**

	ROM-1
	0/79
	RCV1(17p13)
	0/54
	RP19(1p21)
	3/49

	PDE-oc(5q31)
	0/49
	IRBP(10q21.1)
	0/49
	RP26(2q31)
	1/49

	PDE-(3(4p16.3)
	4/75
	NRL(14q11)
	0/49
	RP25 (6q)
	8/77

	ABCR(1p13)
	3/49
	PDE-γ(17q25)
	0/49
	
	

	TULP-1 (6p21.3)
	1/49
	GABRR1(6q)
	0/77
	
	

	RLBP1
	0/54
	GABRR2(6q)
	0/77
	
	

	RP65
	
	
	
	
	

	USH2 (Cys759Phe)
	4/130
	
	
	
	

	RGR
	0/84
	
	
	
	


* Siete familias excluidas por el fenotipo: no signos de RP con preservación paravascular.

** Sólo hubo mutaciones en una de las siete familias.
Se han estudiado 11 genes responsables en la patología retiniana en familias RPAR españolas:
RHO, RDS/Periferina, ROM-1, PDE-a, PDE-b, ABCR, TULP-1, Usherina, RLBP1, RP65 y RGR.
No se han observado mutaciones en 7 de los genes en familias RPAR.
Únicamente se han encontrado mutaciones responsables en los genes PDE-b ABCR, TULP-1 y Usherina
XI.5.3.1.
Gen de la subunidad b de la fosfodiesterasa (PDE-B)
Se han encontrado mutaciones en 4 de las 75 familias analizadas (5%) (tabla XI-38).
Xl.5.3.2.    Gen cassette transportador de unión al ATP específico de retina (ABCR)
La estrategia utilizada para la localización del locus RP19 (ver más adelante) fue la de clonación posicional aplicada a una familia RPAR con 6 pacientes afectos y uno sano (tabla XI-39).

Tabla XI-38. Resultados moleculares: gen (PDE-B)

	MUTACIONES:
	
	

	Familias consanguíneas:
	
	2/39

	Leu699Arg       (Homoc)
	T117G
	(Exon17)

	Dup71pb80      (Homoc)
	Stop codon
	(Exon 1)

	Familias no consanguíneas:
	2/36
	

	Arg552Glu       (Homoc)
	G→A
	(Exon 13)

	Gln298X/Asp600Asn
	
	

	TOTAL
	
	4/75    (5%)

	Frecuencia en otras poblaciones:
	
	2/24    (8%)

	USA (Dancinger y cols., 1995)
	
	


Tabla XI-39. Resultados moleculares: gen (ABC4).

	MUTACIONES:
	
	

	Familias Consanguíneas:
	
	1/29

	Ibpdel 1847
	(Homoc)
	Exón 13

	Familias No consanguíneas:
	
	2/20

	L2060R/4253IV+5G→A
	(Heteroc)
	Exón46/lntrón 28

	N1805D
	(Homoc)
	Exón 39

	TOTAL
	
	3/49    (6%)


Se utilizaron marcadores ligados a genes involucrados en RP no sindrómica y sindrómica así como loci responsables y candidatos.

Tras una búsqueda exhaustiva mediante dicha estrategia se observó que la localización cromosómica coincidía con el del gen responsable de la enfermedad de Stargardt (locus STGD1). En 3 familias RPAR existía cosegregacion con la región 1p13-p21.

Tras el análisis directo, se observaron mutaciones en las 3 familias (6%).
Xl.5.3.3.
Gen TULP-1

El gen TULP-1 está afectado en un reducido número de familias RPAR, tanto en nuestra c asuística, como en la literatura mundial (tabla XI-40).Aunque se observó cosegregacion al locus RP14 (6p) en 7 de las 49 familias estudiadas, con el análisis directo del gen sólo se encontraron mutaciones en la familia 141. La frecuencia en España es similar a la observada en la población americana.
Las mutaciones de este gen producen en el modelo nartural de ratón obesidad, sordera y degeneración retiniana, aunque en el trasgénico mutante nulo sólo aparece retinopatía.
Tabla XI-40. Resultados moleculares: Gen TULP-1

	MUTACIONES:
	

	Familias consanguíneas:
	0/29

	Familias no consanguíneas:
	1/20

	ISV4-2delAGA/937delC (Heteroc) Intrón5/Exón 10
	

	TOTAL
	1/49    (2%)

	Frecuencia en otras poblaciones:
	2/162    (1,2%)

	Hagstrom y cols., 1989
	


En humanos, incluidos los dos pacientes de nuestra familia se observó una presentación muy precoz con un curso rápido y grave de la enfermedad con pérdida de la gudeza visual alrededor de la veintena y nistagmus en la infancia, aunque sin sordera, ni obesidad.

Xl.5.3.4.
Gen Usherína
Una mutación (Cys759Phe) del gen responsable del S. de Usher tipo II se ha encontrado en un bajo porcentaje de familias RPAR no sindrómicas americanas (tabla XI-41). También en España se ha observado en el 3% de las familias españolas. Sin embargo aún queda por establecer si dicha mutación, al contrario que las demás encontradas en el gen de la Usherina, provoca solamente RP sin afectación auditiva, o por el contrario los casos encontrados son en realidad S. de Usher erróneamente diagnosticados como RP no sindrómicas.

Xl.5.3.5.
Otros genes responsables en RPAR
En las familias RPAR españolas no se han encontrado mutaciones en los genes ROM-1, ni RDS, ya que las mutaciones de estos genes se asocian generalmente a fenotipos dominantes y digénicos. El gen RHO tampoco estaba mutado en ninguna de las familias recesivas, igual que en el resto del mundo en que sólo se han descrito 2 mutaciones en este gen con fenotipos recesivos.
Tabla XI-41. Resultados moleculares: mutación Ush2

	MUTACIÓN Cys759Phe
	

	TOTAL
	4/130    (3%)

	Frecuencia en otras poblaciones:
	4,5%

	Rivolta y cois., 2000
	


El resto de los genes analizados o son responsables de un bajísimo porcentaje de los casos (PDE-a, RLBP1 y RGR) o se asocian a fenotipos retínanos muy específicos y con frecuencias también bajas (RP65) (tabla XI-42).

Nuestros hallazgos y los datos en otras poblaciones subrayan la heterogeneidad genética en RPAR y la baja representación de cada gen responsable en el conjunto de casos.

Tabla XI-42. Genes y loci estudiados.
	Genes responsables
	Fenotipo asociado en la literatura

	RHO
	0/153
	RPAD(<0,1% en RPAR)

	RDS
	0/90
	RPAD/DMAD

	ROM-1
	0/79
	RP Digénica

	PDE-a(5q31)
	0/49
	1%RPAR

	RLBP1
	0/54
	<1%RPAR

	RP65
	0/72
	5% RPAR precoz y grave

	RGR
	0/84
	RPAR y RPAD


Xl.5.3.6.
Estudio genético directo: genes candidatos de RPAR
Se analizaron 8 genes candidatos:
Gen de la proteína guanilato ciclasa (GCAP:6p21.1), gen del antígeno S (SAG:2q37), gen de la recoverina (RCV1:17p13), gen de la proteína intersticial ligada a retinol (IRBP:10q21.1), gen de cremallera de leucinas específico neural y de retina (NRL:14q11), el gen de la subunidad gamma de la fosfo-di-este rasa (PDE-g:17q25). Y los genes de los receptores GABR1 y 2.

No se observaron mutaciones en ninguna de las familias RPAR en estos genes. Prácticamente todos estos genes se han relacionado bien con baja frecuencia en RPAR o bien con otras distrofias retinianas, distintas de RPAR, concordantemente con lo que se ha observado en nuestro estudio (tabla XI-43).

Xl.5.3.7.    Estudio genético indirecto: loci responsables de RPAR
En algunas genealogías grandes se pudo realizar análisis de ligamiento a loci conocidos implicados en RPAR, así como abordar el mapeo de nuevos loci.
•
LocusRP12(1q31-q32.1)
Aunque se observó ligamiento en algunas familias, el estudio oftalmológico claramente excluyó el fenotipo típico que consiste en una RPAR con preservación del epitelio pigmentario paraarteriolar.
•
LocusRP14(6p21.3)
En esta región se ha clonado recientemente el gen TULP1, cuyas mutaciones son responsables de un número reducido de familias RPAR.
Se observó cosegregación en 7 de las familias RPAR españolas, aunque sólo se detectaron mutaciones en una de ellas.
Tabla XI-43. Resultados del análisis de genes candidatos en RPAR.

	Gen
	Resultado
	Enfermedad asociada

	GCAP
	0/49
	—

	SAG(2q37)
	0/49
	E.Oguchi (Kimberly y cols.,1998: 0/272 RP)

	RCV1(17p13)
	0/54
	— (Parminder y cols., 1997: 0/596RP)

	IRBP(10q21.1)
	0/49
	—

	NRL(14q11)
	0/49
	RPAD

	PDE-g(17q25)
	0/49
	—

	GABRR1(6q)
	0/77
	—

	GABRR2 (6q)
	0/77
	—


•
RP19(1p21)
Como ya se ha referido más arriba, hubo cosegregación en 3 de las familias, observándose mutaciones en todas ellas.
•
RP(2q31-q33)

En una familia RPAR consanguínea hubo ligamiento con un nuevo locus que se sitúa en la región 2q31. El fenotipo muestra gran variabilidad intrafamiliar y consiste en alteraciones de la retina central y periférica e inicio de los síntomas al final de la segunda década de la vida, con ceguera legal hacia la quinta década.
Xl.5.3.8.
RPAR: Comparación con otras poblaciones y conclusiones
El estudio realizado, en una muestra significativa de familias españolas RPAR informativas, nos indica que esta forma clínica se presenta en un 38% de las familias y un 37% de los individuos, con una elevada tasa de consanguinidad del 53% (figura XI-13).
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Figura XI-13. Frecuencia de los genes implicados en familias RPAR españolas.
En esta forma genética, es en la que parece existir una mayor heterogeneidad genética tanto de locus como alélica, por lo que pese al elevado número de genes y loci analizados, sólo se han podido caracterizar genéticamente alrededor del 30% de las familias.

En otros países del mundo no se ha llevado a cabo un estudio tan sistemático de análisis genético, por lo que el porcentaje de casos o familias cuyo defecto genético se ha podido identificar ha sido mucho menor.

Los dos genes más frecuentes podrían ser en España RP25 y PDE-B, ya que cerca del 10% de las familias RPAR podrían tener mutaciones en este nuevo locus (RP25) y el 6% las tienen en PDE-B. No se han descrito series europeas con un porcentaje de mutaciones similar en este gen.

El 3% de las familias RPAR especialmente las de formas atípicas de distrofias de conos y bastones presentan mutaciones en el gen ABC4.

El resto de los genes (TULP1 y Usherina) y loci tiene una frecuencia muy baja, como sucede en otras series de la literatura.

Xl.5.4.
Resultados en pacientes españoles SRP
En un elevado número de casos de pacientes afectos pertenecientes a familias donde no existían antecedentes de RP, ni consanguinidad entre los padres (casos SRP) se procedió al análisis genético directo de tres genes responsables: RHO, RDS y ROM-1 y en dos casos un gen candidato RCV-1 (tabla XI-44).

Tabla XI-44. Resultados moleculares en pacientes españoles SRP. Genes: RHO, RDS, ROM-1 y RVC-1.

	TIPO DE RP
	TOTAL

	RHO
	1/114 (0.8%)

	RDS
	0/99   (0%)

	RCV-1
	0/2     (0%)

	ROM-1
	0/13   (0%)


Sólo se encontró una mutación en heterocigosis en un paciente en el gen RHO. Únicamente se pudieron estudiar al afecto, su madre y sus dos hijas. El único paciente afecto era el que presentó la mutación. A pesar de su carácter «de novo» parece que esta mutación podría comportarse dominantemente por producir su fenotipo en heterocigosis.

La escasa frecuencia de mutaciones observada en estos tres genes (0% en RDS, 0% en ROM-1 y 0.7% en RHO) tanto en la población española como en otras, implica que la mayoría de los casos SRP podrían tratarse en realidad de casos RPAR. Por otra parte nuestros hallazgos hacen recomendable aplicar otra estrategia de análisis para estos pacientes.

XI.5.5.
Resultados en familias españolas con distrofias de retina XL
El estudio clínico y/o molecular ha incluido 42 familias afectas de retinosis pigmentaria ligada al X (RPLX), 7 con coroideremia (CHM) y 5 con retinosquisis (RS).

Xl.5.5.1.
Estudio molecular en familias españolas RPLX
Se han encontrado dos tipos de dificultades en la clasificación del subtipo de familias RPLX en sus respectivos loci (RP3 y RP2) en primer lugar la escasez de familias de este tipo en España y, en segundo lugar, los resultados obtenidos en el análisis de haplotipos que no han permitido la asignación inequívoca de locus.

El estudio molecular se ha completado en 34 de las 42 familias españolas afectas de RPLX.

En las familias RPLX, se ha realizado análisis genético indirecto con marcadores ligados al brazo corto del cromosoma X y, concretamente, a los dos loci mayoritarios RP2 y RP3, así como estudio genético directo del gen RPGR, ubicado en el locus RP3, en colaboración con el grupo del Prof. D'Urso de Napóles (tabla XI-45).

Entre 42 familias RPLX registradas, se seleccionaron 18 familias colaboradoras aptas para el análisis de ligamiento (tabla XI-46).

Tabla XI-45. Resultados moleculares en familias españolas RPLX. Mutaciones en los genes: RP2 Y RPGR.
	RP2
	RPGR (excepto exón 15)
	Pendiente

	1/34
	4/28
	14


Tabla XI-46. Resultados del análisis ligamiento RPLX: RP3 y RP2.
	RP2
	RP3
	Otro locus
	No informativo

	2/18
	10/18
	2/18
	4/18


No ligamiento a los loci RPLX
En dos de las familias estudiadas se observó que no existía ligamiento con los loci de Xp RP2 y RP3. En un caso el estudio clínico demostró una distrofia de conos y en otro una distrofia de conos-bastones. Esto puede indicar que el locus para estas formas de la enfermedad se encuentra en otra región del cromosoma X y que por tanto existiría heterogeneidad no alélica en estas formas de la enfermedad.

Locus RPLX no informativo
Cuatro de las familias no fueron informativas para los marcadores que cubren la región de Xp donde se encuentran los loci RP2 y RP3, observándose ligamiento con Xp pero sin especificidad para uno u otro locus.

Esta no informatividad se debe al bajo número de familias grandes con suficiente número de individuos con status clínico conocido y por tanto, aptas para el estudio, así como a la escasez de meiosis informativas con suceso de recombinación entre los dos loci RP2 y RP3.

El análisis de haplotipos mostró, en la mayoría de las familias adecuadas para el estudio, cosegregación entre la región de Xp donde se encuentran los dos loci y la enfermedad. Por ello se concluye que la RP está ligada a alguno de los dos loci, pero sin poder distinguir el subtipo.

Locus RP2
Se han observado 2 familias con ligamiento positivo a XLRP2, habiéndose descubierto la mutación responsable en una de ellas.
Locus RP3
La existencia de recombinación o mutaciones ha permitido asignar el locus RP3 a la mitad de las familias estudiadas. En una familia la existencia de dos eventos de recombinación asignó el locus XLRP a RP3 inequívocamente.

Se está procediendo a completar el análisis mutacional del gen RPGR. Con excepción del exón 15, aún en fase de análisis, el resto del estudio directo del gen RPGR ha revelado la existencia de mutaciones en 4 de las familias.

Xl.5.5.1.1.
Gen RP GTPasa regulador (RPGR)
En 28 de las familias españolas se han estudiado los 19 exones inicialmente descritos del gen. Se han encontrado 3 mutaciones en cuatro de las familias (9%). La mayoría de las mutaciones observadas son o del tipo «nonsense» o «frameshift» comportando la producción de una proteína truncada o a la ausencia de proteína funcional.

En las poblaciones europea y americana el porcentaje de mutaciones observado en esta misma región del gen es similar al de la población española (10% de mutaciones fuera del exón 15, en las familias cuyo locus estaba localizado en RP3).

En el momento actual se está procediendo al estudio del exón 15, descubierto recientemente, que únicamente se expresa en retina y donde parecen encontrarse la mayoría de las mutaciones del gen RPGR.

Xl.5.5.1.2.
Gen RP2

Se han analizado los 5 exones del gen en 34 familias españolas, observándose únicamente una mutación en una de ellas, (tabla XI-47).
Tabla XI-47. Resultados del análisis genético directo de RPGR Y RP2.

	MUTACIONES RPGR*
	LOCUS RP3
	
	

	DelT545
	2 familias
	
	

	Thr99Asn
	1 familia
	
	

	IVS13-2A-+G
	1 familia
	
	

	TOTAL
	4/28 
	(12%)
	10/18

	MUTACIONES RP2
	LOCUS RP2
	
	

	303insT VaHOOFS
	1/34
	
	

	TOTAL
	1/34 
	(3%)
	2/18


XI.5.5.1.3.
XLRP: comparación con otras poblaciones y conclusiones
El porcentaje de familias españolas con mutaciones o asociadas al locus RP2 supone cerca del 10%, (figura XI-14) lo que es similar a lo observado en otras poblaciones europeas especialmente mediterráneas, aunque la población británica presenta una frecuencia algo superior. Hasta el momento se han comunicado 22 mutaciones en el gen RP2, incluyendo la de nuestra familia. La diversidad de mutaciones observadas con orígenes independientes, parece descartar un efecto «fundador» (Mears y cols., 1999).
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Figura XI-14. Hallazgos genéticos en familias XLRP: resultados en España y comparación con otros estudios.
•
Sin haberse completado hasta ahora el análsis del exón 15 de RPGR, en el estudio realizado en las familias RPLX se ha encontrado asociación al locus RP o mutaciones en el gen RPGR en un porcentaje parecido al del resto de las poblaciones analizadas.
XI.5.5.2.
Estudio molecular en familias españolas CHM
En las 6 familias CHM también se ha abordado el estudio molecular indirecto con marcadores polimórficos intragénicos, así como el screening de mutaciones de la secuencia codificante del gen (tabla XI-48).

XI.5.5.2.1.
Estudio genético indirecto en coroideremia
En 7 familias se ha diagnosticado coroideremia (CHM).

En 6 de ellas se realizó el diagnóstico aplicando tanto criterios clínicos como moleculares, al observarse una segregación ligada al X, pero con ausencia de ligamiento a los marcadores de RPLX3 y RPLX2. El diagnóstico de una de las 7 familias se basó en criterios clínicos y citogenéticos, puesto que presentaba una translocación esporádica que involucraba al cromosoma X y a un autosoma.

El análisis molecular ha revelado heterogeneidad genética alélica y no alélica para la coroideremia.

Tabla XI-48. Resultado del análisis molecular de coroideremia. Ligamiento a locus CHM y mutaciones en el gen REP-1.

	NO LIGADA CHM
	LIGADA CHM
	MUTACIÓN REP-1
	Reestructuración
	NO MUTACIÓN REP-1 (en estudio)

	3/7
	4/7
	2/7
	1/7
	1/7

	42%
	57%
	29%
	14%
	14%


A)
CHM causada por disrupción del gen y fenómenos epigenéticos (inactivación del X):
Una familia (14%), al tratarse de una CHM asociada a translocación X/4 «de novo», no era apta para el análisis de ligamiento, si bien se observó que la afecta había heredado los dos genes CHM paterno y materno, analizando 3 polimorfismos intragénicos, se observó que la paciente era heterozigota para 2 de ellos, lo que indica que, al menos en la región del exón 5 y del intrón 9 no hay pérdida de ninguno de los dos alelos paternos (ausencia de deleción).

En el análisis molecular directo del gen de coroideremia (CHM) mediante SSCP y/o secuenciación directa, de toda la región codificante, no se encontraron cambios en ninguno de los 15 exones del gen REP-1.

El estudio molecular citogenético, mediante FISH del gen de CHM, (cósmidos de 40 kb 103D7 y 293, de los extremos (5' y exon 1 y 3' y exones 14 y 15) mostró hibridación de la sonda CHM3' sobre el cromosoma X normal y sobre el cromosoma derivado del X. Sin embargo la sonda CHM5' híbrido sobre el cromosoma X normal y sobre el derivado del cromosoma 4, indicando que la translocación ha interrumpido el gen de CHM y que la región del exón 1 y de los exones 14 y 15 están conservadas en ambas copias del gen. De este modo, ha quedado establecida la causa de CHM en esta paciente como consecuencia de una interrupción del gen CHM en el cromosoma X traslocado que, junto a la inactivación funcional («lyonización» del X normal) del gen CHM del cromosoma X normal, conduce a una ausencia de proteína normal (figura XI-15).

B)
En tres familias (42%) se observó que no existía ligamiento entre la enfermedad y los marcadores intragénicos CHM de la enfermedad y el análisis genético directo fue normal, lo que apoyaría la existencia de un segundo gen en el cromosoma X, responsable de la enfermedad.
C)
En otras tres familias (42%) se observó cosegregación entre la enfermedad y los marcadores intragénicos para CHM, (tabla XI-49).
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Figura XI-15. Estudio citogenético en 1 caso de mujer afecta de coroideremia con una translocaión X; autosoma.

15a) (inferior izquierda) Cariotipo parcial con bandas GTG, mostrando la translocación Xq21; 4p16. 15b) (superior izquierda) Refinado mediante FISH con sonda de la región 4p16 que está translocada al brazo largo del derivado del cr X. 15 c) (superior derecha) Bandas RBG que muestran que el X inactivo es el X normal no translocado. 15d) (inferior izquierda) Con sonda X painting se observa el X normal, el X translocado y el 4 translocado.

Tabla XI-49. Resultados del análisis genético directo gen REP-1.

	MUTACIONES REP-1
	

	Ser340Stop (C→A) Exón 2
	1 familia

	555-556 delAG (Exon 5b)
	1 familia

	translocación X;4
	1 familia

	TOTAL
	3/7    (42%)


Xl.5.5.2.2.
Estudio genético directo en CHM: Gen REP-1

El análisis genético directo de la secuencia codificante mostró mutaciones en 2 familias, en un caso un cambio «nonsense» y en el otro una deleción de 2 pb (mutación «frameshift»), lo que origina en ambos casos una proteína truncada o ausente.

En la tercera familia en la que se había observado ligamiento a los marcadores intragénicos del gen GGT se está completando el estudio mutacional.

XI.5.6.
Resultados en familias españolas con el síndrome de Usher

XI.5.6.1.
Estudio epidemiológico y genético clínico

Se realizó un estudio inicial con 89 afectos de síndrome de Usher pertenecientes a 46 familias españolas. El diagnóstico y clasificación clínica se llevó a cabo en base a los resultados de las exploraciones oftalmológicas, neurofisiológicas, audiológicas y vestibulares (Espinos y cols., 1999).

En nuestra serie el porcentaje de casos USH2 es superior al de USH1, como últimamente ocurre en la mayoría de las series. Este hecho puede atribuirse, al menos en parte, a que un gran número de familias han sido seleccionadas a través de asociaciones de afectados por RR Por otro lado, también es importante destacar que, aunque inicialmente no se tenía constancia de apenas algún caso de síndrome de Usher tipo III, una anamnesis dirigida a definir de forma más precisa las caracterísicas de la pérdida auditiva en pacientes con sordera moderada o severa, está dando como resultado un incremento en el procentaje de casos compatibles con USH3 a la vez que se incrementa el número total de casos USH, teniendo hasta la actualidad censadas más de 100 famiias con síndrome de Usher.

Para determinar si el patrón observado de fenotipos en nuestra muestra era consistente con un modelo de herencia autosómica recesiva se realizó un análisis de segregación. Se utilizaron dos métodos: el de Fisher (1934) con la corrección de Crow (1965) y el de Davie (1979), observándose que el coeficiente de segregación por ambos métodos (P=0,252 y P=0,264, respectivamente) no difería significativamente de lo esperado de acuerdo con una herencia autosómica recesiva (p = 0,25). Para analizar si todas las familias con un único afecto correspondían a casos de herencia autosómica recesiva se realizó una estimación de los casos esporádicos mediante una función de probabilidad estadística, observándose un valor negativo indicativo de la ausencia de casos no hereditarios.

Dada la sugerencia, por parte de algunos autores, de la posible existencia de una herencia ligada al cromosoma X en algún caso de Usher, realizamos una estimación del número de fratrías múltiples con sólo varones en nuestra serie, observándose un exceso significativo respecto al número esperado. Es tentador especular acerca de la posibilidad de que este exceso pueda ser provocado por un gen o genes ubicados en el cromosoma X que de algún modo interaccionen con genes autosómicos causantes del Usher. Esta hipótesis se ve reforzada por el hecho de que Chaib y cols. (1997) publicaron la existencia de dos familias USH1, cada una de ellas con dos varones afectos que no presentaban ligamiento a ninguna de las localizaciones Usher hasta ahora conocidas.

La prevalencia calculada de acuerdo con la ecuación de Emery (1976) resultó ser inicialmente de 1/100.000 (Espinos y cols., 1998b), valor inferior al estimado en otras poblaciones. Teniendo en cuenta que, con respecto a los primeros sondeos, en la actualidad el número de familias USH se ha duplicado, es de suponer que la prevalencia real debe ser considerablemente mayor.
XI.5.6.2.
Estudio genético molecular

Para el estudio genético molecular, se extrajo DNA leucocitario de los afectados y en un alto porcentaje de casos también de familiares de primer grado.

En las primeras fases del estudio, y con objeto de identificar si los genes responsables en la población USH española se correspondían con los descritos en otras poblaciones, 19 familias USH1 y 18 USH2 con suficiente nivel de informatividad fueron sometidas a análisis de ligamiento genético y estudio indirecto mediante marcadores polimórficos ligados a los loci USH1B y USH2A, los primeros descritos como mayoritariamente implicados en esta patología. Las familias no ligadas a ellos se analizaban posteriormente en el mismo sentido para otras localizaciones menos frecuentes que progresivamente se iban describiendo en las distintas formas de USH.

El análisis de haplotipos y de ligamiento genético se llevó a cabo utilizando marcadores polimórficos estrechamente ligados a los loci objeto de estudio y mediante el cálculo del valor lodscore. Se resumen a continuación los principales datos que hemos obtenido en relación con el estudio genético molecular, ya sea análisis de ligamiento genético como estudio de mutaciones. La mayor parte de estos resultados se han difundido ya por medio de comunicaciones a congresos o publicaciones (Espinos y cols., 1998a, 1998c; Cuevas y cols., 1998,1999; Beneyto y cols., 2000) y han sido objeto de tesis doctorales y tesis de licenciatura.

Mediante análisis de ligamiento efectuado con marcadores polimórficos a los distintos loci USH en familias informativas de diferentes regiones españolas, hemos puesto de manifiesto que ~67% de familias USH1 son compatibles con ligamiento al USH1B (Zmáx = 14,032 para D11S527, 0 = 0,000 y 13,524, G = 0,000 para D11S911), mientras que -94% de familias USH2 lo son al USH2A (Zmáx = 5,945, 0 = 0,000 para D1S237 y 4,538, O = 0,000 para D1S474). En dos de las familias clínicamente catalogadas como Usher tipo I que no presentaron ligamiento a los marcadores localizados en el brazo largo del cromosoma 11, el estudio de los haplotipos con marcadores del cromosoma 3q (figura 8.3), hacía pensar en la existencia de ligamiento al locus del USH3 allí ubicado (Espinos y cols., 1998c) obteniéndose un lod score de 1,880 (θ = 0,000) para D3S1279. Hasta la fecha no se habían encontrado familias USH1 relacionadas con este locus, aunque la posibilidad de que los mismos pacientes USH3 muestren un fenotipo similar al USH1 o al USH2 ya había sido sugerido (Pakarinen y cols., 1995b). El análisis llevado a cabo con marcadores localizados en cromosomas relacionados con otros tipos de USH dio como resultado valores lod negativos en estas dos familias. Del resto de las familias no ligadas a estos loci mayoritarios únicamente en una familia USH1 se han obtenido resultados que sugieren ligamiento al USH1D. Nuestros resultados confirman una elevada heterogeneidad genética en nuestra población USH1 mientras que la práctica totalidad de familias USH2 pertenecen al subtipo USH2A. La baja informatividad en alguna de estas familias no permite obtener resultados totalmente concluyentes en cuanto al locus implicado.

El análisis de mutaciones se llevó a cabo mediante SSCP (análisis de polimorfismos de conformación de cadena simple) (figura XI-16), seguido de secuenciación directa en los casos de observarse un patrón electroforético de SSCP anómalo (figura XI-17). Hasta el momento se ha llevado a cabo tal análisis en los genes USH1B (MYO7A) y USH2A (Usherina), estando programado el estudio a corto plazo del gen USH1C.

En el caso del gen MYO7A se han analizado las familias clasificadas como USH1B, así como los casos esporádicos de síndrome de Usher tipo 1, lo que nos ha llevado a identificar ~50% de las mutaciones patogénicas, porcentaje similar al de otros autores. Como puede observarse en la tabla todas las mutaciones identificadas son específicas de nuestra población, excepto una mutación detectada en heterocigosis en uno de nuestros pacientes. La mutación que hemos detectado con mayor frecuencia es la Gln821STOP en el exón 21; esta mutación se ha detectado en tres familias USH1 españolas procedentes de distintas regiones, en homocigosis en una de ellas, lo que la convierte en principal candidata para el rastreo mutacional en pacientes españoles diagnosticados de USH1, seguida por la 2009delG en el exón 44, identificada en dos familias, una de ellas en homocigosis. El resto de mutaciones son individuales en su mayor parte; en algunos pacientes sólo se ha identificado la mutación en un alelo.
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Figura XI-16. Movilidad anómala mediante SSCP de los individuos afectados respecto a los sanos en la familia USH1.5.
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Figura XI-17. Secuenciación del exón 16 del gen MYO7A que origina el cambio de una cisteína por un codón de parada en la familia USH1.5.

Hemos detectado varios polimorfismos en el gen MYO7A, aproximadamente la mitad de ellos descritos en otras poblaciones de distintos países. Dada la elevada heterogeneidad genética en USH1, tales polimorfismos son de gran utilidad para confirmar o descartar el gen MYO7A como responsable del cuadro de USH en una familia informativa.

En las tablas 50 y 51 pueden observarse los resultados del análisis mutacional realizado en nuestros pacientes USH2. La mutación mayoritaria 2299delG se encuentra en el 16% de los cromosomas USH2 analizados, porcentaje que se encuentra en los niveles más bajos de los distintos referidos para esta mutación mayoritaria, especialmente en relación a su frecuencia en otras poblaciones del norte de Europa. Las restantes mutaciones con supuesta repercusión patogénica detectadas en nuestros pacientes, habiendo rastreado la casi totalidad de la secuencia codificante y secuencias intrónicas colindantes del gen USH2A, representan el 21% de las mutaciones esperadas dada la poca heterogeneidad genética en esta forma del síndrome de Usher. Este porcentaje es algo inferior al obtenido por Weston y cols. (2000) en una heterogénea población en cuanto a su origen, y sobre todo es muy inferior al nivel de detección descrito por Dreyer y cols. (2000) en la población con USH2 del norte de Europa. No obstante, y aparte de la 2299delG, las otras mutaciones patogénicas identificadas, así como los diversos polimorfismos detectados en nuestros pacientes con USH2, son cambios que en su mayoría ya han sido descritos en los dos trabajos anteriormente citados.
Tabla XI-50. Análisis de mutaciones en gen MYO7A.
	MUTACIÓN
	EXÓN
	STATUS
	Nº DE FAMILIAS

	A397D
	11
	Heterocigosis
	1

	C628X
	16
	Homocigosis
	1

	Q821X
	21
	Homoc.(1)/Heteroc.(2)
	3

	K1080X
	25
	Heterocigosis
	1

	E1170K
	28
	Heterocigosis
	2

	E1327K
	31
	Heterocigosis
	1

	Nt4041(del15)
	31
	Heterocigosis
	1

	T1566M
	35
	Heterocigosis
	1

	Y1719C
	37
	Heterocigosis
	2

	Nt6027(delG)
	44
	Homoc.(1) / Heteroc.(1)
	2

	Nº de familias analizadas: 30  Porcentaje de mutaciones detectadas:53%


Tabla XI-51. Mutaciones en el gen USH2A detectadas en pacientes españoles con USH2.
	MUTACIÓN
	EXÓN/INTRÓN
	STATUS
	Nº DE FAMILIAS

	Nt377(delgt)
	2
	Heterocigosis
	1

	239-240insGTAC
	2
	Heterocigosis
	1

	G713R
	12
	Heterocigosis
	1

	IVS12+5AG
	12
	Heterocigosis
	1

	C759F
	13
	Heterocigosis
	3

	2299delG
	13
	Homoc(4)/Heteroc(11)
	15

	2431delAA
	13
	Heterocigosis
	1

	Nº de familias analizadas: 59         Porcentaje de mutaciones detectadas: 21%


Teniendo en cuenta la menor heterogeneidad genética del tipo II con respecto al tipo I del síndrome, el bajo porcentaje de mutaciones en pacientes españoles con USH tipo II en relación al detectado en los que tienen USH tipo I, a pesar de la utilización de la misma metodología, todo induce a pensar en la existencia de otros factores genéticos o adquiridos que fueran los responsables del defecto visual asociado a la hipoacusia en un número apreciable de nuestros pacientes. Otra posible explicación sería la existencia de otro gen responsable en la región de la parte distal del cromosoma 1q donde se localiza el gen USH2A.
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CAPITULO XII
PERSPECTIVAS DE LA RETINOSIS PIGMENTARIA
Guillermo Antiñolo, Agustín Ruiz, Irene Marcos, Salud Borrego. Unidad de Genética y Diagnóstico Prenatal. Hospital Universitario Virgen del Rocío. Sevilla
XII.1.
ETIOLOGÍA DE LA RP
La Retinosis Pigmentaria (RP) es la distrofia retiniana más frecuente. Sus características clínicas son ceguera nocturna y estrechamiento del campo visual. Usualmente el fondo de ojo presenta movilización pigmentaria en forma de espícula ósea, palidez cérea del disco óptico y notable atenuación de los vasos sanguíneos. En aquellos pacientes con RP típica, el electrorretinograma está notablemente disminuido o incluso abolido. Los estudios de genética molecular en RP son particularmente complejos, debido a la heterogeneidad alélica y no alélica que se está demostrando en el curso de la investigación de las causas genéticas de la RP. Estas dos situaciones hacen vislumbrar un futuro arduo, pero fascinante para conseguir la identificación de los distintos genes responsables de la enfermedad.

A pesar de los esfuerzos de la comunidad científica internacional (se han localizado más de 40 genes relacionados con RP desde 1989), la mayoría de las mutaciones responsables de RP no son conocidas. Dos son los problemas básicos que impiden el avance substancial en el conocimiento de las bases genéticas de esta enfermedad. De un lado, las técnicas de diagnóstico molecular disponibles no permiten un análisis a gran escala de los genes responsables de RP. Por otro lado, la heterogeneidad genética. En las formas autosómicas dominantes de RP, tan solo el gen de la rodopsina explica un número importante de los casos dominantes de RP (20-25%)(Gal y cols., 1993; Dryja y cols., 1991; Antiñolo y cols., 1997; Inglehearn y cols., 1992; Dryja y cols., 2000). El resto de los genes dominantes identificados, excepto los genes RDS, ROM1, RP1, NRL, CRX y PRKCG (Al-Maghtheh y cols., 1998; Dryja y cols., 1999; Pierce y cols., 1999; Sullivan y cols., 1999; Bessant y cols., 1999; Sohocki y cols., 1998), son loci anónimos, en los que se desconoce el gen subyacente. En el caso de formas recesivas de RP (RPAR), la forma más común de RP en España (Ayuso y cols., 1997), el problema es similar, las mutaciones en las diversas subunidades de la fosfodiesterasa de bastones podrían explicar, en conjunto, el 5% de los casos (Mclnnes y cols., 1995; Dancinger y cols., 1996). El resto de loci no explican un porcentaje elevado de casos de RPAR (Huang y cols., 1995); aunque recientemente se ha identificado un nuevo locus RPAR en familias españolas (RP25) que podría explicar un notable número de casos RPAR (Ruiz y cols., 1998). En cuanto a la RP ligada al cromosoma X (RPLX) 2 genes han sido identificados, RPGR responsable del 70% de los casos de RPLX (Meindl y cols., 1997, Vervoort y cols., 2000) y RP2 del 10% (Sharon y cols., 2000).

XII.1.1.
El futuro del diagnóstico molecular
La caracterización de mutaciones en genes ya implicados en RP, y por ende el diagnóstico etioiogico basado en análisis de ADN, es en la actualidad una tarea de alto coste y muy laboriosa. Aunque la introducción de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) a mediados de los años ochenta (Saiki y cols., 1985), cambia radicalmente el análisis molecular, las técnicas actuales basadas en la PCR son insuficientes para efectuar un análisis sistemático de los genes implicados en la RP. Estos genes (Rodopsina, RDS, ROM1, PDEA, PEDB, CGNN1, RPGR, RPE65...), son rastreados, en la actualidad, por múltiples grupos de investigación a la búsqueda de mutaciones relaccionadas con la enfermedad mediante técnicas de detección de mutaciones basadas en la PCR tales como el SSCP (Orita y cols., 1989), DGGE (Myers y cols., 1987) y EMD (del Tito y cols., 1998); que por otro lado, tienen una sensibilidad discutible y, en general, poco estudiada (Ruiz y cols., 1997).

Junto a estas metodologías para el rastreo de los genes implicados, algunos grupos de investigación han desarrollado métodos indirectos mediante el empleo de microsatélites intragénicos o ligados a los genes candidatos que permiten efectuar análisis de segregación de un locus determinado en las distintas familias afectas de RP, previo al análisis directo del gen mediante SSCP.DGGE o EMD (Bayes y cols., 1996; Marcos y cols., 2000, Marcos y cols, en prensa). El problema de esta estrategia, es que tan sólo es aplicable en familias informativas y, por tanto, es una solución limitada en el abordaje de genes implicados en la RP. No obstante, su utilidad se incrementa en la identificación de nuevos genes relacionados con RP, siempre que se realice una buena selección de familias.

Para solventar el problema de la fiabilidad, coste y rapidez del análisis de los genes implicados en la RP será necesario la aplicación de las nuevas tecnologías actualmente emergentes en el campo del diagnóstico molecular. Específicamente, la implementación de la tecnología de microchips de ADN gen-específicos (Hacia y cols., 1996), junto a la estandarización de las técnicas de PCR de fragmentos largos, (Barnes, 1994) podrían ser de gran utilidad para la comunidad científica y prometen completar el análisis de estos genes en los pacientes con RP en escasos días en un futuro no muy lejano. Este análisis incluirá tanto intrones como exones, localizando en un solo paso las mutaciones y polimorfismos que se presentan en diversos genes. El desarrollo de otras herramientas biotecnológicas, hoy incipientes, como la secuenciación bidireccional a gran escala, la bio-nano-manipulación, el rastreo molecular dinámico (DMC), la genotipación espectral y la espectrometría de masas o las nuevas técnicas de microscopía, prometen una mejora, a medio plazo, de las técnicas de rastreo del genoma y la búsqueda de mutaciones (Fischer y Klose, 1995). Estas y otras tecnologías permitirán reducir notablemente el tiempo de diagnóstico y la catalogación de los pacientes con mutaciones en genes conocidos, así como un rápido rastreo de múltiples genes candidatos. El caudal de información que generará el análisis completo de mutaciones y polimorfismos de múltiples funciones génicas relacionadas con la RP revolucionará la concepción que actualmente se tiene de la correlación fenotipo/genotipo y la información sobre el pronóstico de la RP. En este sentido, se podrán identificar los factores que modulan las distintas mutaciones relacionadas con la RP, así como sus patrones clínicos de una forma más precisa e inteligible. (Lisman y Fain, 1995).
XII.1.2.
La identificación de nuevos genes relacionados con la RP

Se postula que la mayoría de los genes relacionados específicamente con la fisiología de la retina podrían estar mutados en algunos de los déficits visuales hereditarios (Dryja, 1990). Esta concepción abre un amplio abanico de posibilidades en cuanto al abordaje molecular de las bases genéticas de la RP.

El desarrollo de las diferentes estrategias de identificación de nuevos genes de RP ha estado estrechamente relacionado con los progresos del proyecto genoma humano en dos de sus materias fundamentales: I) La identificación de nuevos genes, ya sea mediante análisis de ligamiento y posterior mapeo físico de regiones cromosómicas, o mediante la localización y aislamiento de funciones fisiológicas en diferentes modelos de estudio y la posterior identificación y localización de los genes ortólogos homólogos en humanos (clonaje posicional y funcional). II) El progresivo desarrollo de los mapas genéticos basados en secuencias polimórficas en tándem (VNTR y STR) han dotado a los genetistas de una batería de polimorfismos impensable hace tan sólo diez años (Dib y cols., 1996).

Ambas fuentes de información han generado dos estrategias paralelas para la identificación de genes relacionados con la retinosis pigmentaria y otras enfermedades genéticas. La primera, tal vez la más efectiva en el campo de la RP, es el análisis directo de genes candidatos, que defiende la formulación y comprobación de una hipótesis de relación entre una proteína y una determinada patología merced a la función desarrollada por la proteína y su hipotética vinculación con la patogenia y clínica de la enfermedad (Dryja y Berson, 1995). Buena parte de los genes RP han sido identificados mediante esta estrategia (Rodopsina, RDS, ROM1, PDEB, PDEA, CGNN, MERTK...) La desventaja de esta metodología es que reduce el campo de trabajo a los conocimientos de la fisiología del tejido diana y la etiopatogenia de la enfermedad, en la actualidad muy incompleta.

La otra estrategia (clonaje posicional), parte del estudio de ligamiento mediante marcadores genéticos polimórficos de familias afectas de RP para la identificación, inicialmente, de regiones cromosómicas donde se ubican los genes responsables de la enfermedad. A partir de aquí, dos son los caminos a seguir, por un lado el análisis de genes candidatos por posición: rastreo de aquellas funciones localizadas dentro de la región ligada, que pudieran relacionarse con la enfermedad en cuestión. En el caso de no existir genes candidatos se procede al mapeo físico de la región y al análisis sistemático de los genes contenidos en la misma (una tarea sin duda formidable con la tecnología actual, puesto que en un intervalo de 2-4cM del mapa genético suelen concurrir entre 60-120 genes que deben ser reconocidos, aislados y rastreados en busca de mutaciones).
La extraordinaria heterogeneidad de la RP ha llevado al estancamiento de muchos de los proyectos de clonaje posicional. De hecho, mediante esta estrategia tan sólo se ha identificado siete genes RP hasta la fecha, todos ellos en los últimos cinco años merced a las nuevas herramientas de mapeo físico o al abordaje directo de genes candidatos por posición (Meindl y cols., 1996; Gu y cols., 1997; Maw y cols., 1997; Martínez-Mir y cols., 1998; Hagstrom y cols., 1998; Schwahn y cols., 1998; Pierce y cols., 1999; Sullivan y cols., 1999). El resto de los locus permanecen como localizaciones anónimas dentro del genoma y los genes subyacentes continúan sin conocerse. Sin embargo, su conocimiento permitirá identificar nuevas funciones o vías metabólicas que están relacionadas con la etiología de la RP, a diferencia de lo que ocurre cuando analizamos genes candidatos (Dryja y Berson, 1995).

En este escenario es fácil comprender cómo los avances en el proyecto genoma humano favorecen y favorecerán en un futuro el desarrollo de las estrategias anteriormente propuestas. Así, por ejemplo, la densidad creciente de mapa genético disponible ha pemitido implementar estrategias de ligamiento como el mapeo de homocigosis (Lander y Botstein, 1987), que hace pocos años eran pura teoría, con unos resultados espectaculares en cuanto al número de nuevos locus identificados desde su aplicación a partir de la primera generación de los marcadores de provistos por Généthon (Farral, 1993). Además se están diseñando estrategias analíticas (Reis y cols., 1996) y matemáticas (Kruglyak y cols., 1995) para estandarizar las búsqueda sistemática a lo largo del genoma (genome wide scanning) y de esta manera desarrollar herramientas genéticas para el análisis de enfermedades de herencia compleja, multifactorial o poligénica (Kruglyak y Lander, 1995).

Sin esperar a que estos conceptos arraigen en la comunidad científica, una nueva generación de marcadores (marcadores parsimoniosos) se está introduciendo ya en el campo de la genética molecular. El desarrollo de este nuevo mapa genético, basado en marcadores dialélicos (SLP: single lenght polymorphism), promete modificar radicalmente las estrategias de ligamiento y clonaje posicional para mejorar la eficiencia del mapeo y la identificación de nuevos genes relacionados con las enfermedades genéticas (Brown y Hartwell, 1998). Aunque el rápido desarrollo de las técnicas de ligamiento que no necesitan la genotipación de marcadores polimórficos (GMS: genome mismatch scanning) podrían dejar obsoletos estos mapas incluso antes de que aparezcan (Nelson y cols., 1993; Kruglyak y McAllister, 1998).

Otra iniciativa emergente y muy prometedora dentro del proyecto genoma es la localización sistemática de genes o fragmentos de secuencias expresadas (ESTs), mediante el empleo paneles de células híbridas ratón/humana, dentro del denso mapa genético disponible. Este esfuerzo ha supuesto la aparición de una nueva y revolucionaria herramienta para el rastreo de genes relacionados con la RP y otras enfermedades: el mapa de transcripción humano (Schuler y cols., 1996), del que ya aparecen prometedoras aplicaciones en el campo de la genética médica (Ruiz y cols., 1998) así como interesantes propuestas encaminadas a mejorar la eficiencia de los estudios de ligamiento basadas en la densidad de genes a lo largo del genoma (Inglehearn, 1997).

Una vez que el mapa de transcripción esté completado, se conocerán todos los genes existentes en la dotación genómica humana, su precisa localización y la expresión de los mismos en diferentes librerías de ADNc tejido-específicas. Esto ayudará a localizar con precisión los productos génicos menos ubicuos (tejido-específico) que serán una fuente interesante de funciones candidatas. Sin embargo, después de culminar este mapa, quedará la tarea más complicada y a su vez estimulante del proyecto genoma humano para los científicos del próximo siglo: la de comprender e interrelacionar las diversas funciones de estos genes así como la de buscar sus relaciones con las distintas enfermedades que padece nuestra especie, objetivo prioritario del Proyecto Genoma Humano (Strachan yRead, 1996).

XII.2.
PATOGENIA DE LA RP
En la actualidad se desconoce el mecanismo por el cual una mutación de un gen expresado exclusivamente en los bastones o EPR conduce a la desorganización completa de las capas de conos y bastones, nuclear externa y plexiforme externa de la retina así como a la semiología propia de la RP (Papermaster y Windle, 1995). Sin embargo, gracias al estudio sobre modelos animales clásicos de degeneración retiniana (rd, rds, res) o ratones knock outytransgénicos ya existen algunos datos e hipótesis interesantes de lo que puede estar ocurriendo en la retina de los pacientes con RR

Durante la década de los noventa, varios estudios han apuntado hacia la apoptosis (muerte celular programada, PCD) como la vía final de degeneración en los distintos modelos de RP estudiados (Chang y cols., 1993; Papermaster y Nirl; Portera-Cailliau y cols.;Lolley y cols.; Tso y cols., 1994). Aunque es prematuro efectuar una generalización, esta aseveración implica que, en la patogénesis de la RP, podría ocurrir una activación anómala del programa de autodestrucción celular existente o latente en todas las células. La apoptosis aparece típicamente en las células del SNC (Sistema nervioso central) durante el desarrollo (Young, 1984; Penfold y Provis, 1986), pero, al completarse la ontogenia, se silencia por completo en la retina adulta y sana. El enlace entre la tremenda heterogeneidad etiológica que se demuestra en la RP y los mecanismos generales de apoptosis es, sin duda, uno de los puntos más oscuros de la patogenia de la RP. En cualquier caso, este es un campo de actualidad, no sólo en RP, debido a la implicación de genes apoptóticos y antiapoptóticos con la aparición del cáncer, el desarrollo del SNC y los procesos neurodegenerativos (Hengartner y Horvitz, 1994). Habrá que esperar pues en el futuro inmediato importantes avances en esta área que arrojarán nueva luz sobre su relación o no con la etiopatogenia de la degeneración retiniana.

Por su parte, los estudios de modelos animales han conducido al establecimiento de diversas hipótesis sobre el estado patológico a nivel del fotorreceptor. Así, estudios sobre el modelo rd de ratón parecen demostrar que la alteración de la homeostasis de los niveles de GMPc intracelulares en el bastón, antecede al proceso degenerativo (Lolley y cols., 1977). En el caso concreto del ratón rafia inactividad de la fosfodiesterasa sería la causa de la elevación de los niveles de GMPc (Bowes y cols.,1990). En el caso del modelo knockoutde rodopsina, sería la inactivación completa de la cascada (Humphries y cols., 1997). En el caso de la rata RCS(Royal College of Surgeons) es la inactividad del receptor de la tirosin quinasa Mertk y fallo de la fagocitosis del segmento externo del fotorreceptor (D'cruz y cols., 2000). Sin embargo, se especula sobre la posibilidad de que otros factores puedan elevar la concentración de GMPc intracelular mediante la activación o inactivación de otras cascadas bioquímicas alternativas, concomitantes o complementarias a la cascada de fototransducción.

Por otra parte, el modelo de degeneración retiniana mediada por luz demostrado en ratones y las mutaciones identificadas en el gen CGNN asociadas a la RP apoyan que las células de la retina de los pacientes RP, por mutaciones en distintos genes, pueden reproducir una situación equivalente a la exposición continua a la luz brillante (hipótesis del equivalente de luz, Fain y Lisman, 1993). Este mecanismo patogenético es muy discutido por diferentes autores (Sieving y cols.;Li y cols., 1995) pero los recientes trabajos sobre la prevención de la degeneración retiniana mediada por luz, en ratones knock-out del gen c-fos, parecen enlazar esta hipótesis con la apoptosis o con un mecanismo de degeneración de los fotorreceptores que pudiera ser común en alguno de sus procesos, (Hafezi y cols., 1997). Aunque los resultados no aclaran el porqué de esta situación, el experimento plantea, por primera vez, la posibilidad de intervención sobre los factores que parecen mediar en la degeneración retiniana (Steele, 1997). Este trabajo pone de manifiesto la importancia del fondo genético sobre el que aparecen las mutaciones, que moldea sobremanera el cuadro clínico final. Además, abre una nueva vía de investigación de la prevención de la ceguera en las degeneraciones retinianas a través del bloqueo farmacológico del proceso de degeneración de los fotorreceptores. Por otra parte, recientemente, estudios realizados en ratones deficientes del gen rpe65, involucrado en la regeneración de rodopsina, parecen indicar que la rodopsina es esencial para la generación de las señales de muerte intracelular mediadas por la luz (Grimm y cols., 2000).

Todos estos argumentos indican la importancia del desarrollo y meticuloso estudio de los modelos animales de degeneración retiniana. Las técnicas de ingeniería genética para la construcción de ratones knock-out o transgénicos dotan al investigador de una herramienta de primer orden para dilucidar la patogenia de las diversas formas de RP y son la base más apropiada para la elaboración de ensayos terapéuticos preclínicos de cualquier índole. Es por ello sencillo apostillar que, en base a la aplicación de estas tecnologías al campo de la RP, aparecerán nuevos datos relacionados con la compleja etiopatogenia de la RP en un futuro no muy lejano.
XII.3.
EXPECTATIVAS EN EL TRATAMIENTO DE LA RP
En la actualidad, la RP es una enfermedad sin tratamiento que conduce progresivamente a la pérdida visual de los individuos que la padecen. Las diversas disciplinas enfocan el problema de la terapéutica de la RP desde muy diversos prismas. Esta lógica disparidad de criterios en ocasiones se ha interpretado, por el colectivo de afectados, como un problema de conflicto de intereses entre los diversos profesionales involucrados en el estudio del problema o manejo de los pacientes. La realidad es que ninguna de las alternativas terapéuticas que se barajan para un futuro, debe considerarse como definitiva o excluyente del resto, sino complementaria de las demás y aplicable según el estadio y subtipo de la enfermedad que afecte al paciente.

—
Terapia génica y transplante de retina: ¿las grandes esperanzas?
Sin duda, las expectativas generadas por los avances en el desarrollo de las estrategias de terapia génica y transplante de fotorreceptores o epitelio pigmentario (EPR) en el colectivo de pacientes hacen a estas dos iniciativas terapéuticas como las más conocidas. Actualmente, las vías mejores de acceso a las células diana (Mashhour y cols., 1994), el estudio de los vectores más adecuados para transfectar in vivo al ojo (Ali y cols., 1996, Takahashi y cols., 1999, Galileo y cols., 1999), el rescate in vivo o transgénico de diversos modelos animales (Lem y cols., 1992; Bennett y cols., 1996, Jomary y cols., 1997, McNally y dos., 1999) y el transplante de EPR o fotorreceptores fetales son temas de rigurosa actualidad en el campo de la retinosis pigmentaria (Gouras y cols., 1994, Sheng y cols., 1995, Sauve y cols., 1998, Little y cols., 1998, Luthert y cols., 1998).

En base a los primeros resultados, el futuro de la terapia génica parece prometedor a medio plazo. En cualquier caso, su aplicación sistemática indudablemente requiere un avance sustancial en las múltiples disciplinas que interaccionan en estos programas de tratamiento: virología, inmunología, genética molecular, bioquímica y fisiología retiniana, microcirugía oftalmológica, etc.

Tal vez el dato más desalentador sea la tasa de pacientes portadores de RP que en la actualidad podrían entrar en programas de terapia génica. Puesto que si nos atenemos a los criterios del comité de vigilancia de protocolos de terapia génica (RAC, ver tabla XII-1) sólo se pueden tratar aquellas patologías hereditarias en las que se conoce con certeza su base genética; es decir aquellos casos de RP en el que las mutaciones estén caracterizadas y perfectamente relacionadas con la patología en estudio; de nuevo el problema de la heterogeneidad genética paraliza las expectativas de tratamiento a gran escala.

Tabla XII-1. Requerimientos mínimos para una terapia de transferencia génica en un trastorno genético.
	— Identificación del locus afectado

	— Impacto sustancial de la enfermedad y proporción riesgo-beneficio favorable en comparación con terapias alternativas

	— Conocimiento suficiente de la base bioquímica de la enfermedad para asegurarse que la transferencia génica corrija la patología bioquímica y prevenga o invierta las anomalías fenotípicas fundamentales

	— Una célula diana apropiada con biología suficientemente definida y, de manera ideal, una vida media larga o buen potencial de replicación in vivo

	— Datos adecuados de cultivos celulares y de estudios en animales que sugieran que el vector, la construcción del gen y la célula diana son apropiados

	Recombinant DNA Advisory Comitee of the NIH.


Por su parte, los avances en neurobiología y microcirugía oftalmológica, han cosechados importantes avances en el campo de la transferencia de células, bien epitelio pigmentario, bien fotorreceptores, a la retina enferma de RP con resultados realmente interesantes (Gouras y cols., 1994; Sheng y cols., 1995). La controversia de estas técnicas tal vez aparezca debido a la necesidad de trabajar con tejidos vivos (usualmente fetales), así como el momento de la indicación de los transplantes. No obstante el cultivo de células nerviosas multipotentes y el estudio de los factores que controlan su diferenciación pueden dar sus frutos los próximos años para dar un vuelco a las expectativas de reconstrucción del tejido nervioso enfermo a partir de células nerviosas transplantadas o reactivadas (McKay, 1997).
—
La terapia farmacológica del siglo XXI
Las iniciativas terapéuticas anteriormente expuestas son deslumbrantes y de gran interés científico, pero no por ello se han de considerar como únicas vías de resolución del problema de la RR No son pocas las voces que se elevan insistiendo en que el desenmascaramiento del mecanismo patogénico de la RP conducirá, probablemente, a estrategias de tratamiento farmacológico efectivas (Meintiger, 1997).

En este sentido existen, en nuestra opinión, dos líneas de investigación cuyos resultados preliminares parecen muy prometedores: I) Se sabe que el crecimiento y supervivencia de muchas poblaciones neuronales depende de señales proveídas por sus células diana (Levi-Montalcini, 1987). La importancia del estudio de los factores que controlan la diferenciación, polaridad y tropismo neuronal en las retinopatías degenerativas, se ha puesto de manifiesto con estudios de rescate de la degeneración retiniana, mediada por luz, con el tratamiento mediante diversos factores neurotróficos (LaVail y cols., 1992, Ogilvie y cols., 2000). II) Otra línea emergente es el diseño de fármacos antiapoptosis para controlar el procesos de muerte celular programada (Holtzman y Deshmukh, 1997). El reconocimiento del mecanismo de activación y control de los genes de expresión temprana (lEGs, por ejemplo: c-fos) que parecen mediar en el proceso degenerativo (Hafezi y cols., 1997) ayudará a diseñar estrategias terapéuticas que modifiquen o detengan el curso de la RR III) Recientemente se ha llevado a cabo la aplicación de Diltiazem, fármaco que actúa bloqueando los canales de calcio tipo L, obteniendo el rescate del fotorreceptor degenerado de la retina del ratón rd (Frasson y cols., 1999). Sin embargo, ningún efecto se ha obtenido en los estudios realizados en la rata que lleva incorporado la mutación Pro23His en rodopsina (Bush y cols., 2000). La conclusión de todo lo anteriormente expuesto, no nos debe hacer adoptar una actitud pesimista en torno a la resolución de la retinopatía pigmentaria. Pero también es fácil comprender que la mayoría de las soluciones vendrán de la mano de un abordaje coordinado del problema por parte de las múltiples disciplinas que interactúan en el estudio de las degeneraciones retinianas. Tan sólo con el esfuerzo de todos se logrará preservar la visión del colectivo de pacientes con RP, objetivo final de nuestros estudios.
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