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Introduccion. El albinismo oculocutaneo es un desorden hereditario
autosomico recesivo relacionado con la pigmentacion. Sus manifestaciones
clinicas incluyen hipopigmentacion en piel, cabello y ojos, hipoplasia en la
févea y baja vision. A nivel mundial, hasta el momento, han sido reportadas
aproximadamente 230 mutaciones en el gen TYR que causan albinismo
oculocutaneo tipo 1. Este gen codifica para la tirosinasa, enzima principal de la
biosintesis de melanina.

Objetivos. Identificar mutaciones en el gen TYR responsables del albinismo
oculocutaneo tipo 1 en cinco individuos colombianos; cuatro de ellos
pertenecen a una misma familia y el otro individuo es un caso aislado no
relacionado con la familia. Asimismo, se pretende evaluar un sistema oftalmico
que permite corregir problemas de refraccion, disminuir el nystagmus y la
fotofobia en uno de los casos.

Materiales y métodos. Secuenciacion de los cinco exones del gen TYR en los
cinco individuos de estudio y busqueda de portadores en la familia. Evaluacién
clinica oftalmoldgica e implementacion del sistema correctivo.

Resultados. Se encontraron las mutaciones G47D y 1379 del TT en la familia;
en el individuo aislado se encontré que es heterocigoto compuesto para la
mutacion G47D y la mutacion D42N. La implementacién del sistema 6culo-
visual logré incrementar la agudeza visual y disminuir el nystagmus.
Conclusiones. Por ser el primer estudio en albinismo de este caracter en el
pais, estos resultados marcan una pauta para estudios posteriores de tamizaje
molecular de albinismo poblacidon colombiana.

Palabras clave: albinismo ocular, mutacién, monofenol monooxigenasa,

Colombia



Introduction. Oculocutaneus albinism is a pigment-related inherited disorder
characterized by hypopigmentation of the skin, hair and eyes, foveal hypoplasia
and low vision. To date, 230 mutations in the TYR gene have been reported as
responsible for oculocutaneus albinism type 1 worldwide. TYR gene encodes
the enzyme tyrosinase involved in the metabolic pathway of melanin synthesis.
Objectives. Identify mutations in the TYR gene responsible for oculocutaneous
albinism type 1 in five Colombian individuals; four of them belong to a single
family and the fifth one is an isolated case not related to the family. Test a
newfangled ophthalmic system to correct refraction defects, decrease
nystagmus movements and photophobia in a patient with oculocutaneous
albinism in one of the patients.

Materials and methods. Sequencing of the five exons in the TYR gene and
search for possible carriers in the family. Clinical ophthalmological evaluation
and implementation of an oculo-visual system.

Results. We identified the G47D and 1379delTT mutation in the family, the
isolated case was a compound heterozygote for the G47D and D42N mutations.
The oculo-visual corrective system was able to increase visual acuity and to
diminish the nystagmus.

Conclusions. This is the first study in Colombia where albinism mutations are
reported enabling future molecular screening studies in our Colombian
population.

Keywords: Albinism, ocular; mutation, monophenol monooxygenase, Colombia



El albinismo oculocutaneo (Oculocutaneous Albinism, OCA) es una condicion
clinica y genéticamente heterogénea. Se caracteriza por ser un desorden de
herencia autosémica recesiva, definido clinicamente por la ausencia parcial o
total de melanina; pigmento producido en los melanocitos que se encuentran
en pelo, piel y ojos (1-3). La ausencia de melanina en la zona uveal del ojo (iris,
coroides y cuerpo ciliar) y en el epitelio pigmentario de la retina, ocasiona
hipoplasia en la févea y a su vez un enrutamiento erréneo de las fibras del
nervio optico en el quiasma durante el desarrollo embrionario (4,5). Lo anterior
se traduce en una reduccion considerable de la agudeza visual ademas de
errores de refraccion de la luz (miopia, astigmatismo e hipermetropia) (6), y un
movimiento de caracter oscilatorio horizontal involuntario denominado
nystagmus que reduce la capacidad para enfocar un punto fijo, contribuyendo a
la baja visién caracteristica de individuos con albinismo (7).

Hasta el momento, el albinismo oculocutaneo ha sido clasificado clinicamente
en cuatro tipos; (OCA1 A/B), (OCA2), (OCA3) y (OCA4). EI (OCA1A) (MIM
203100) es el mas severo, caracterizandose por una carencia total en la
produccién de melanina y dando como resultado color blanco en el cabello,
pestafias, cejas y piel. El iris es de color azul claro casi rosa y totalmente
translucido. Los otros tipos de son mas dificiles de determinar a nivel clinico,
siendo el diagnodstico molecular una herramienta indispensable para la correcta
caracterizacion de este desorden (8).

El albinismo oculocutaneo ha sido reportado en casi todas las poblaciones
humanas con una frecuencia promedio de 1 en 17.000 personas, es decir que
aproximadamente uno de cada setenta pacientes es portador de mutaciones en

genes implicados. Por otro lado, el OCA1 presenta una prevalencia de



aproximadamente 1 en 40.000 pacientes en la mayoria de poblaciones
humanas (9). En Colombia se han reportado casos de albinismo oculocutaneo
en poblaciones indigenas como los Kuna del Chocé (10) y en municipios de
Antioquia como Marinilla (11) y Santuario (12,13), que se caracterizan por tener
poblaciones con una alta endogamia. En los departamentos de Cundinamarca
y Boyaca, no se han encontrado reportes en la literatura hasta el momento.

El gen tirosinasa (TYR, MIM 606933), localizado en el cromosoma 11q14.3
(14), es el que esta comprometido en el OCA1 Ay B. Este gen estd compuesto
por 5 exones que codifican para una proteina de 529 aminoacidos denominada
enzima tirosinasa (15). Esta enzima es una proteina que utiliza cobre como
cofactor y esta encargada de catalizar la conversion de tirosina a L-
dihidroxyfenilalanina (DOPA) y de DOPA a DOPAquinona en la ruta metabdlica
de la biosintesis de la melanina (16). Hasta el momento han sido reportadas
aproximadamente unas 230 mutaciones en el gen TYR como responsables de
OCA1. Dentro de estas mutaciones existen aquellas que ocasionan una
disrupcion total en la estructura o en la funcién de esta enzima y son
responsables del OCA tipo 1A. Mientras que las mutaciones donde la enzima
es parcialmente funcional son responsables de OCA tipo 1B, permitiendo la
acumulacion de pigmento en el transcurso de la vida (9). En ambos tipos se ha
reportado que la mayoria de los pacientes son heterocigotos compuestos, es
decir que contienen dos mutaciones diferentes en el gen TYR, y en menor
frecuencia se encuentran casos en estado homocigoto. En algunos casos,
unicamente se ha encontrado una mutacién en un alelo, lo que sugiere que

mutaciones en otros genes podrian estar implicadas en esta condicion y que de



alguna forma estan interactuando con el gen TYR. Por otra parte, es usual
hallar mutaciones fundadoras o propias de ciertas poblaciones (17,18).

Este trabajo se desarroll6 con el propésito de identificar mutaciones en el gen
TYR que sean responsables del OCA1 en cinco individuos. Igualmente, se
pretende evaluar un sistema correctivo 6culo-visual en uno de los individuos.
Segun el conocimiento de los autores, hasta el momento no existen reportes de
mutaciones implicadas en albinismo oculocutaneo en casos colombianos,
siendo este el inicio de estudios genéticos para OCA en el pais.

Materiales y métodos

Casos de estudio

En este trabajo se estudiaron en total cinco individuos con albinismo
oculocutaneo, de los cuales cuatro pertenecen a una misma familia. La
individuo propdsito es una mujer de 24 afios de edad, habitante de la ciudad de
Bogota, con diagnéstico primario de OCA1A; piel y el cabello blanco, ojos
violeta y nystagmus. A este individuo, ademas del estudio molecular le fue
evaluado un sistema oftalmico para mejorar la calidad visual. El segundo
individuo es un nifio de 12 ainos de edad, primo en tercer grado de la individuo
propésito, habitante de la ciudad de Bogota, con diagndstico primario de
OCAA1B; cabello rubio, piel blanca, ojos azules y nystagmus. Por otro lado, en el
municipio de Ciénega-Boyaca, de donde es oriundo el padre de la individuo
propésito, residen dos mujeres hermanas de 52 y 53 afios, quienes tienen
cabello blanco, piel hipopigmentada, ojos claros y nystagmus. El quinto
individuo, hombre de 22 afios, habitante de la ciudad de Bogot4, sin parentesco
familiar con los cuatro pacientes anteriores y con diagndstico primario de

albinismo oculocutaneo tipo IA; piel y cabello blanco, ojos violeta y nystagmus.
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Analisis molecular

Para realizar la busqueda de mutaciones en el gen TYR se tom6 una muestra
de aproximadamente 10 ml de sangre periférica a los cinco pacientes y al
mayor numero de familiares que dieron su consentimiento/asentimiento
informado previo para participar en este estudio. EI ADN gendémico fue extraido
mediante la técnica de “salting out” utilizando el kit Corpogen™ DNA 2000
(Corpogen, Colombia) siguiendo las especificaciones de manufactura. Se
amplificaron los 3 primeros exones del gen TYR mediante reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) empleando los cebadores que se muestran en el
cuadro 1 y utilizando las siguientes condiciones de PCR: Un ciclo inicial de
denaturacion a 95 °C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos que constan de una
denaturacion a 95 °C por 45 segundos, anillamiento a 60 °C por 45 segundos y
extension a 72 °C por un minuto. Al terminar los 30 ciclos se realiz6é una
extension final a 72 °C por 4 minutos. La reaccion se llevé a un volumen final
de 25ul (12,51 de GoTaq® Green Master Mix (Promega, USA), 50-100 ng ADN
genodmico, 0,2 uM de cada cebador). Dada la alta homologia que los exones IV
y V presentan con el pseudogen TYRL, se emplearon los cebadores
propuestos por Chaki y colaboradores (19). Los productos amplificados fueron
enviados a secuenciar a Macrogen Sequencing Service (Macrogen, Korea).
Una vez se obtuvieron las secuencias, se compararon con la secuencia
referencia del gen TYR (NG_008748.1) disponible en GenBank. Después de
identificar las mutaciones en el paciente propoésito y en los otros cuatro
pacientes, se procedio a identificar los portadores en el grupo familiar que
participo en el estudio mediante secuenciacion o analisis de perfil de restriccion

(RFLP) con la enzima Haelll.



Evaluacion clinica oftalmolégica e implementacion del sistema de
correccién oculo-visual

A la individuo propdsito se le realizé un diagnéstico ocular el cual evalua
fotofobia, defectos refractivos, transiluminacién del iris, movimientos anormales
del globo ocular (nystagmus, estrabismo) y disminucién en la agudeza visual e
hipoplasia foveal. Para elaborar el sistema 6culo-visual de la paciente se
implemento la férmula de correccion de la miopia en lentes de contacto blandos
cosmoprotésicos de la casa comercial Keratos para ambos ojos, simulando la
presencia de un iris opaco con pupila transparente, en la cara posterior (figura
1). Para la correccién del astigmatismo, se implementaron anteojos con filtro
UV y la respectiva férmula.

Resultados

Analisis molecular

La individuo proposito es heterocigoto compuesto para las mutaciones G47D y
la 1379delTT en el gen TYR (figura 2a y 2b). Ambas mutaciones han sido
reportadas en la literatura. Por el lado paterno se identificé la sustitucion de
guanina por adenina en el nucledtido 140 localizado en el primer exén, la cual
resulta en un cambio en el aminoacido 47 de glicina por acido aspartico (G47D)
(20). Por el lado materno se identifico una delecion de dos timinas en el
nucleotido 1379 ubicado en el exon V (1379delTT). Esta mutacion cambia el
marco de lectura produciendo una proteina no funcional (21).

La figura 3 corresponde al arbol genealdgico de la familia en cuestion, donde
se muestran los individuos que portan las mutaciones G47D y 1379delTT. Por
el lado paterno del propdsito (VI-29), se encontrd que el padre (V-19) y la

abuela (IV-11) son portadores de la mutacion G47D. Al individuo con OCA1B
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(VI-1) solo se le encontré una copia de la mutacion G47D, sin presentar mas
mutaciones en ninguno de los cinco exones del gen TYR. Dado que la linea
paterna de la individuo propésito es oriunda del municipio de Ciénega-Boyaca,
se decidi6 realizar una visita donde se tuvo conocimiento de dos hermanas
albinas. Luego de indagar con familiares del individuo propdsito y de las dos
hermanas con albinismo, se sospeché de un posible parentesco familiar que
fue confirmado al revisar las partidas de bautizo. Se trata de una raiz parental
(11-3 y 11-4) que data del afio 1850. En el arbol genealdgico las hermanas se
ubicaron en las posiciones V-8 y V-9. Al amplificar y secuenciar el gen TYR, se
encontré que las dos presentan la mutacién G47D en estado homocigoto.

La busqueda de la mutacion 1379delTT en la linea materna de la propdsito
arrojo como resultado que los familiares IV-19, V-20, V-23 y VI-30 y VI-36 son
portadores. En el arbol genealdgico se puede observar que el tio abuelo (1V-19)
es portador y descendiente de un ancestro (lI-5) quien por tradicion oral de la
familia se dice que tuvo albinismo. De este hecho se pueden inferir dos cosas
interesantes: la primera es que posiblemente el ancestro si tuvo albinismo, y la
segunda es que muy probablemente el abuelo fallecido (I1V-20), fue también
portador de esta mutacion, por lo tanto la pudo heredar a la madre (V-20) y ella
a su hija que es la propésito (VI-29).

El quinto individuo, aunque no esta relacionado con la familia anterior, también
presento la mutacién G47D en estado heterocigoto, quien ademas tiene otra
mutacién reportada en la literatura como D42N (22) (Figura 2c). La mutacion
D42N es una sustitucién de guanina por adenina en el nucleétido 124 ubicado
en el primer exon y traduce un cambio en el aminoacido 42 de acido aspartico

por asparagina. Este paciente también presenta un polimorfismo reportado
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como Y/S192 que consiste en una sustitucion de citocina por adenina en el
nucledtido 575 del primer exén del gen TYR. Este polimorfismo genera un
cambio sindnimo de serina por tirosina en el aminoacido 192 sin alterar la
viabilidad de la proteina (23).

Analisis del haplotipo asociado con la mutacion G47D

Diferentes estudios basados en analisis de haplotipos en poblacién judio
sefardita (24) y en poblacién puertorriquefa (25,26), han demostrado que la
mutacién G47D en ambas poblaciones parece tener el mismo origen ancestral.
Con el fin de explorar si la mutacion G47D en nuestra poblacién también esta
asociada al haplotipo judio-sefardita se analizaron dos de los cuatro sitios
polimérficos del gen tirosinasa utilizados en los estudios anteriores. El primer
sitio polimérfico denominado Y/S192, localizado en el primer exén del gen fue
observado por secuenciacion. El segundo polimorfismo, ubicado en el
nucledtido -199 de la regidon promotora, contiene una variacion de tipo SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) de C/A qué se puede diferenciar mediante la
enzima de restriccion Taql (25).

Individuos albinos con la mutacién G47D e individuos no albinos portadores de
la mutacién, que han sido estudiados en poblaciones judio-sefardita y
puertorriquefia presentan la variante S (serina) en el codén 192 y la variante C
en el polimorfismo -199 (25). En el estudio presente, la propdsito y sus
familiares que tienen la mutacion G47D, y el quinto individuo, también presenta
la variante S en el codén 192 y la variante C en la posicion -199 en estado
homocigoto. Respecto al individuo con OCA1B, se encontré que es
heterocigoto para la variante Y/S192 y homocigoto para la variante C en la

posicidén -199. De lo anterior se sugiere que la mutacion G47D reportada en
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casos colombianos puede tener el mismo origen ancestral de la encontrada en
los judios-sefarditas y en los puertorriquefios. Sin embargo es necesario
realizar un estudio de haplotipos del gen TYR mas profundo para poder
concluir esta posibilidad de forma contundente.

Evaluacién clinica oftalmoldgica e implementacion del sistema de
correccién 6culo-visual

A la paciente propésito se le realizé un examen oftalmolégico completo donde
se concluye que presenta un nystagmus congénito y no refiere sensaciéon
subjetiva de movimiento del campo visual u oscilopsia. La nistagmoscopia
evidencio la presencia de un nystagmus horizontal pendular en la mirada
horizontal, inconstante, que se hacia constante en las miradas arriba y abajo, y
mas aun en las laterales. En cuanto a la condicion refractiva, presenté un grado
importante de astigmatismo miépico compuesto: OD. (ojo derecho) -3.75
dioptrias de miopia -6.00 de astigmatismo en 0° y agudeza visual de 20/400; Ol
(ojo izquierdo) -3.00 de miopia, —6.10 de astigmatismo en 120°, y una
agudeza visual de 20/400.

Como resultado del uso del sistema 6culo-visual se logré una agudeza visual
final de 20/80 en ambos ojos y una disminucion considerable del nystagmus en
términos de amplitud y frecuencia de los movimientos. La paciente manifesto
experimentar mejor agudeza visual, haciendo lectura a mayor distancia que sin
el sistema. No obstante, expreso la sensacion de campo visual reducido
lateralmente. Tiempo después la paciente fue valorada para contemplar la
posibilidad de corregir los errores refractivos mediante una intervencion
quirurgica con laser en ambos ojos, LASEK (Laser Assisted Subepithelial

Keratomileusis). Actualmente la paciente se encuentra en el periodo de
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cicatrizacién que tarda dos afos. Una vez transcurra este tiempo sera valorada
nuevamente para determinar los resultados definitivos de la cirugia e
implementar de nuevo el lente de contacto cosmoprotésico sin correcciones
refractivas.

Discusion

Segun el conocimiento de los autores, este es el primer trabajo donde se
reportan mutaciones relacionadas con albinismo oculocutaneo en Colombia.
Las mutaciones G47D y 1379delTT han sido reportadas en diferentes lugares
del mundo y ambas son responsables de OCA1A, bien sea en forma
homocigota o heterocigota compuesta. La mutacion G47D ha sido reportada en
poblacioén de judios marroquies y sefarditas (26), en las Islas Canarias y Puerto
Rico (24), México, Cuba y en caucasicos de origen no-hispano residentes en
Estados Unidos (8,27,28). Mientras que la mutacién 1379delTT ha sido
unicamente reportada en poblacion Bengali occidental en la India (21,22).

El encontrar mutaciones que ya han sido reportadas en otras poblaciones
humanas genera un indicio de posibles eventos pasados de migracion. Este es
el caso de la mutacion G47D y la poblacion judio marroqui y judio sefardita.
Esta poblacién tuvo varias oleadas de emigracion hacia el norte de Africa y al
sur de Europa en el siglo VIl y en el siglo X1V, y llegaron a América en el siglo
XV huyendo de las persecuciones. Algunos de ellos se convirtieron al
cristianismo. Las Islas Canarias y Puerto Rico hacian parte de los lugares que
visitaron en sus viajes de exploracion (29), de esta forma probablemente
trajeron consigo la mutacion G47D. Esta mutacion se ha encontrado asociada a
un mismo haplotipo genético en las poblaciones de Puerto Rico, islas canarias

y judio sefardita, por tanto se concluye que muy probablemente la mutacion
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G47D tuvo origen en la poblacion judio sefardita/marroqui y se dispersé en las
oleadas de emigracién a estas poblaciones. En este estudio los resultados de
los analisis parciales para este haplotipo sugieren que la mutacién G47D
colombiana, hace parte de este mismo ancestro comun. No obstante aun
quedan interrogantes que se espera sean resueltos acerca de, si la mutacion
G47D es una mutacion antigua que fue traida a nuestro pais cuando los judios
sefarditas/marroquies fueron expulsados de Espana y empezaron sus viajes
exploratorios, o si por el contrario esta es una mutacién que aparecié de-novo
en nuestro pais. Por otro lado, tanto la mutacion 1379 del TT como la mutacién
D42N, unicamente han sido reportadas en poblacion de Bengali occidental,
donde aun no se han realizado estudios haplotipicos, dejando muchos
interrogantes acerca de como llegaron estas mutaciones a nuestro pais o si se
originaron espontaneamente en nuestra poblacion.

Respecto al problema oftalmolégico que presentan los pacientes, hasta el
presente no se han difundido tratamientos para el albinismo que permitan
generar pigmento o mejorar significativamente la capacidad visual, pero es
posible tomar medidas preventivas y correctivas. Al respecto, la Organizacién
Nacional para el Albinismo y la Hipopigmentacion de Estados Unidos (NOAH —
por sus siglas en ingles) (30), sugiere evitar la exposicion al sol, o aplicar
protectores solares de factor alto. En cuanto a los ojos, es muy recomendado
usar anteojos con proteccién UV y emplear férmulas oftalmicas en los casos
donde se presentan problemas de refraccion, incluso es posible corregirlos
mediante cirugia laser como es el caso de la paciente de este estudio (31).

El método 6culo-visual propuesto en este trabajo, plantea corregir defectos

refractivos y crear una barrera artificial para moderar la entrada de luz al ojo,
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generando un mejor contraste de las imagenes. Esta funcion la suele cumplir el
pigmento presente en el iris y en las pestafias, y que esta ausente en pacientes
albinos. La barrera es ensamblada en lentes cosmoprotésicos, que son
disefiados con una mascara opaca, cuya funcién es disminuir la intensidad de
la luz actuando igual que anteojos de sol, pero con la ventaja de ser menos
llamativos y permitir la combinacion con férmula correctiva de errores de
refraccion (32). Todo ello contribuye a atenuar el nystagmus mejorando asi la
agudeza visual. Este es un primer reporte del uso de lentes cosmoprotésicos
en un paciente con albinismo oculocutaneo evidenciando una mejoria de la
capacidad visual. Aunque cabe aclarar, el resultado depende de cada paciente
y de factores como su disciplina y su capacidad de adaptacién al tratamiento en
si, en especial a la reduccién del campo visual.
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Cuadro 1. Secuencias de cebadores empleados para amplificar los tres

primeros exones del gen TYR.

Exdn cebador 5'-3' Longitud de fragmento (pb)

I-A F agtgtttgatgctggaggtg 336
R caagtggtgcattggacaga

I-B F tggagaaggaatgctgtcca 353
R agtctgagctgatggtatgc

1-C F acagagagacgactcttggt 317
R caccgcaacaagaagagtct

1-D F gattttgcccatgaagcacc 293
R taccctgcctgaagaagtga

Il F ggagttccaacatttctgec 370
R cctcctaggactttggataag

1] F cacactgggtatccagaatg 382
R cacatttgataggcaccctc
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Figura 1. a) Lentes de contacto cosmoprotésicos dentro de estuche blanco. b) Ojos
sin lentes de contacto cosmoprotésicos. c) Ojos con lentes de contacto

cosmoprotésicos.
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Figura 2. Mutaciones en el gen TYR. a) Cromatograma de la secuencia del
proposito donde se observa la mutacion G47D de origen paterno. b)
Cromatograma de la secuencia del propdsito donde se observa la mutacién
1379delTT proviene de la linea materna. ¢) Cromatograma de secuencia del
quinto individuo (caso aislado) donde se observan las mutaciones D42N y

G47D, correspondientes al nucledétido 124 y al nucleétido 140 respectivamente.
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Figura 3: Arbol genealdgico de la familia con OCA1 donde se muestran los

individuos que portan las mutaciones G47D y 1379delTT
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