Rev Cubana de Oftalmol 1999;12(2):129-35

Instituto de Neurologia y Neurocirugia

ALTERACIONES EN EL ELECTRORRETINOGRAMA
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RESUMEN: La distrofia muscular tipo Duchenne es la mas comiin y grave de las distro-
fias musculares, que afecta a uno de cada 3,500 varones nacidos vivos. La alta frecuencia con
que han sido reportadas alteraciones en el electrorretinograma (ERG) en pacientes con distro-
fia muscular de Duchenne (DMD), demuestra una posible relacion entre la actividad eléctrica de
laretina y las mutaciones presentes en el gen DMD que codifica para la proteina distrofina, respon-
sable del fenotipo DMD. La mutacion mas comiin del gen DMD son las deleciones del 70 % de los
pacientes, y se presentan con una gran heterogeneidad al igual que el ERG, por lo que nos propusimos
comparar estas variables para conocer si estan o no relacionadas. Se estudiaron 22 pacientes con
manifestaciones clinicas de DMD desde el punto de vista molecular y electrorretinografico para lo
cual se utilizé las técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa para chequear 18 regiones del
gen, y el registro electrorretinografico mesépico. El 69 % de los casos presentaron deleciones, las
cuales varian en extension y ubicacion de las cuales el 80 % se encontraba en el extremo 3" del gen.
Predomind el ERG de tipo negativo con marcada disminucion de la onda B y A en limite inferior
normal o también disminuida, con relacion bjfa menor de uno. Este tipo de ERG, estuvo relacionado
con la presencia de delecion (p= 0,027) y su ubicacion en el extremo 3" del gen (p= 0,03), con un nivel
de significacion de 0,05, por lo que se recomienda el estudio electrorretinografico como un elemento
para reforzar el diagndstico y sospechar el sitio de la delecion.

Descriptores DeCS: DISTROFIA MUSCULAR; ELECTRORRETINOGRAFIA.

! Investigadora Agregada.

2 Especialista de Il Grado en Oftalmologia. Profesor Auxiliar. Investigadora Titular.
3 Especialista de |l Grado en Neurologia. Investigador Titular. Director INN.

4Técnica de Laboratorio.

5 Especialista de | Grado en Oftalmologia.

6 Licenciada en Oftalmologia y Optometria.

7 Estudiante de 5to. afio de Bioquimica de la Facultad de Biologia.



La distrofia muscular tipduchenne

de la amplitud de la onda A sin relacion

es la mas comun y grave de las distrofias entre los resultados electrorretinogra-
musculares que afecta a uno de cada 3 500ficos, la clinica y el estado de la enferme-

varones nacidos vivdsExiste una forma

dad?® Esto hizo plantear, desde entonces,

menos grave de la enfermedad conocida una posible afectacion en la transmisién

como distrofia muscular d8ecker’ En

sinaptica en el nivel de la capa externa

ambas la causa esta dada por alteracioneglexiforme de retina, cuya alteracion pu-

moleculares en la region Xp 21,1-21y3

su fenotipo no incluye manifestaciones
oftalmoldgicas evidentes que provoquen
deterioro visual. Sin embargo, las notifi-

diera justificar las anormalidades en el
ERG de estos pacientes, lo que estuvo ava-
lado por los trabajos deliyataké? quien
habia reportado la presencia de distrofina

caciones previas de alteraciones en el en dicha capa en ratones con la enferme-

electrorretinograma (ERG) de pacientes
con distrofia muscular déuchenne

dad.
En 1996, se presentaron los resulta-

(DMD),*® demuestra una posible relacion dos obtenidos en una pequefia poblacion
entre la actividad eléctrica de la retina, que estudiada con métodos de biologia
este biopotencial recoge, y las mutacio- molecular en el INN, sugiriendo una posi-

nes presentes en el gen que codifica parable relaciéon entre la regién en que se en-

la proteina distrofina, gen DMD, que es
responsable del fenotipo DMD?

Se han descrito 8 isoformas de la pro-
teina distrofind! cuyas diferencias radi-

cuentra la delecion y el tipo de ERG.

Hoy se conoce que en la retina se pre-
sentan 3 isoformas de la distrofina (Dp),
caracterizadas por presentar diferentes

can en el tamafio y secuencia con respec-pesos moleculares y secuencias Unicas en

to a la forma bésica, producto de procesos el

moleculares como:

extremo amino terminal, estas
isoformas se nombran Dp427, Dp260 y
Dp71. Desde el punto de vista funcional

1. El usos de diferentes promotores para las isoformas Dp260 y Dp71 presentan

la proteina en diferentes tejidos.

2. El"splicing" diferencial del RNA mensa-
jero.

3. Diferentes sitios de poliadenilacién.

Una o varias isoformas de la proteina

se han detectado en diferentes tejidos,

como son el musculo esquelético, el car-
diaco, el sistema nervioso central (SNC),
y la retinal? lo que justifica la alteracion
en el ERG de estos pacientes.

En 1994, se reportaron los primeros

estudios realizados en el Instituto de Neu-

rologia y Neurocirugia (INN) con 20 pa-
cientes DMD, midiendo los cambios
morfolégicos del ERG, y se encontré que

la mayoria presentaban un ERG de tipo ne-

gativo, o subnormal con gran disminucion

mayor importancia y entre ellas se dife-

rencian en la secuencia del carbono ter-
minal y en la regién en que se encuentran:
la Dp260 se encuentra en la capa
plexiforme externa de laretinay la Dp71

en la membrana limitante interna y en los
vasos sanguineds.

La mutacion mas comun del gen DMD
son las deleciones del 70 % de los pacien-
tes!® que se presentan con una gran varia-
bilidad en cuanto a localizacion y exten-
sion en el gen, tanto en pacientes con DMD
como con Distrofia Muscular de Becker
(DMB).

La heterogeneidad del comporta-
miento del ERG vy las deleciones en estos
pacientes motivd su estudio, para definir
si existe alguna relacion entre ellos.
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En este trabajo nos propusimos, au- 18 regiones de gen DMD que coinciden
mentar el nUmero de pacientes y las posi- con los exones mas susceptibles de sufrir
bilidades de deteccion de deleciones al deleciones, desde el promotor del gen has-
98 %, para corroborar la posible relacion ta el exon 60 (el gen DMD tiene 79
entre el ERGy la presencia o no de delecién, exones).

y la zona en que ella se encuentra. Estos Los resultados se observan por ausen-
resultados podrian contribuir ala compren- cia o presencia de banda en el patrén
sion del comportamiento de la distrofina electroforético en un gel de agarosa al 2 %.
en la retina y ademas conocer la posibili- Se compar6 el ERG con la presencia
dad de utilizar este estudio como un com- de delecién y con la region en que se ubi-
plemento diagnéstico en tan controverti- c¢6 la delecion en el gen. Se uso para ello
da enfermedad. el método estadistico de chi cuadrado, con
un nivel de significacion de 0,05.

Meétodo
Resultados

Se estudiaron 22 pacientes con carac-
teristicas clinica o fenotipicas de DMD Se estudiaron 22 varones comprendi-
avalada por historia de fuerza muscular dos entre las edades de 4 y 16 afios. En 15
disminuida, seudohipertrofia gemelar, de estos pacientes se detectd una delecion
enzimas creatinfosfoquinasa (CPK) eleva- como causa de la enfermedad, para el 68 %,
das, biopsia y electromiograma miopatico. por lo que de acuerdo con la eficiencia del

Se realizé estudio neuroftalmolégico método, que es del 98 % de delecion, se
y el registro electrorretinogréafico se lle- pudo decir que el 69 % de los casos presen-
v6 a cabo en un equiptandayacon esti- taron una delecion. Estas deleciones varia-
mulos de 5y 20 joules y 8 promediaciones ron en su extension desde un exén hasta 4
con intervalo inter estimulos de 3 s, cons- exones y en cuanto a ubicacion, el 80 % se
tantes de tiempo de 300 ms. No se us6 situd en el extremo 3 del gen involucrando
medicacion midriatica. Se evaluaron los fundamentalmente los exones desde el 44
registros segun la norma establecida parahasta el 51. De los pacientes que presenta-
cada edad en poblacién sana del propio la- ron delecion ésta se extendié mas alla del
boratorio, segun latencia y amplitud. exon 60.

Se utilizé la clasificacion dEarpe y En la muestra en general predominé el
Henkespara evaluar el registro del ERG ERG de tipo negativo con una relacion
(normal, supernormal, subnormal, negati- b/a <1, lo que estuvo relacionado (p=0,027)
VO e inexistente). Ademas se midid la re- con la presencia de deleciones. El ERG fue
lacion b/a del ERG (normal 1,5 0 mas).  anormal en 14 pacientes (64 %), con marca-

El patron de herencia de la enferme- da disminucion de la onda B y A en limite
dad en cada familia se defini6 de acuerdo inferior normal o también disminuida, siem-
con el arbol genealégico. pre con relacién b/a menor de 1, en los 14

El estudio molecular se realiz6 me- casos. Estos tipos de ERG se vieron soélo
diante el método mudltiple de reaccion en en los casos cuya delecion estaba en el ex-
cadena de la polimerasa (PCR) descrito tremo 3', con dependencia entre el ERG al-
por Chamberlainy otros 198%y Beggs terado y la presencia de delecion (p < 0,003)
y otros 19907 con lo cual se chequean (Fig.). S6lo un caso con delecion en el ex-
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FIG. Representacion esquematica del gen DMD 5' del gen hasta extremo 3.

Las deleciones se representan como lineas horizontales sobre los exones promotores del gen. En el borde izquierdo
se relacionan los resultados del ERG, normal o negativo. En el extremo derecho se indica el nimero de pacientes para
genotipo y fenotipo relacionado.

tremo 3' del gen tuvo ERG normal y se co- incide con lo expresado por otros autétes
rrespondié con una distrofia muscular de y con lo notificado previamente por noso-
Becker(DMB), cuya evolucion clinica es  tros en la poblacion cubaffeEsto permite
muy diferente al resto de los pacientes, por conocer con qué frecuencia se puede de-
lo que no es raro que el comportamiento de tectar de forma directa la mutacion en la
ERG también difiera de lo esperado. poblacion afectada, lo que puede aplicarse
En el extremo 5' del gen solo 3 pacientes para los diagnosticos presintomaticos, de
presentaron delecién, nunca se incluyé el portadoras y casos prenatales de la enfer-
promotor del geny en ellos el ERG fue normal. medad.
En 15 de los pacientes que tuvieron
delecién, 11 presentaban alteracion del
Discusion ERG con disminucion preferencial de la
onda B, y 4 con ERG normal, por lo que al
La DMD se presenta, generalmente, comparar estas variable§ podemos plantear
en nifios varones a causa del tipo de he-du€ hay una dependencia entre el ERG al-
rencia: ligada al sexo. Tiene un caracter terado y la presencia de delecion
irreversible y los primeros sintomas se (P=0,027).Piller et al. 1993 reporta re-
presentan alrededor de los 4 afios de edadsultados similares con respecto al ERG,
De los 22 pacientes estudiados, 15 Sin embargo no encuentra relacion entre
tuvieron delecién. La presencia de la las variables por nosotros comparadas.
delecion en un elevado porcentaje de estaEsto pudo estar determinado por la mues-
muestra, como causa de la enfermedad, co-tra que utiliza de sélo 8 pacientes.
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En la DMD el extremo 3' del gen es el no son detectadas), pero que altere la trans-
mas susceptible de sufrir mutaciones, y los cripcién de una de las isoformas expresa-
exones ubicados entre el 45 y 51 son los das en la retina, como la Dp71, que su ex-
mas propensos a estar ausentes, por lo quéyresién depende de los exones posterio-

se conoce este sitio como "hot spot” por res al 63 y el método utilizado sélo detec-
su alta frecuencia de mutaci&iNuestro ta hasta el exén 60.

estudio reafirma que la ubicacién de las
deleciones es mas comun en el extremo 3',
pues se encontré que en el 80 % de los
casos la delecidn ocurria en esa region. El
comportamiento heterogéneo en cuanto a
longitud de la delecion fue también el espe-
rado?®

Los exones mas distales chequeados
fueron el promotor del gen en el extremo
5'y el ex6n 60 en el extremo 3'; ambos es-
tuvieron presentes en todos los pacientes
por lo que la delecidon nunca se extendi6
hasta los extremos del gen. Sin embargo,
no podemos descartar la posibilidad de que
en algunos de los pacientes en los que no
se detectd delecion, estuviera ausente al-
gun sitio posterior al exén 60 que pudiera
0 no extenderse hasta la region mas dista

del ixtrgmo 3ddel gen. ire la ubicacion d tes). La comprobacion de esta hipote-
a dependencia entre fa ubicacion A€ q;q" contribuiria al conocimiento en

las deleciones en el extremo 3'del gen y cyanto a la funcién de cada una de estas
las alteraciones en el ERG puede ser ex-jsformas de la distrofina en la retina,
plicado ya que las isoformas de la ademas permitiria una relacion entre el
distrofina con una contribucién funcional ERG y la regién del gen que esta afec-
importante en la retina son, las isoformas tada, util a la hora derientar los estu-
Dp260, cuya transcripsion comienza por dios moleculares.
un promotor localizado en el intron 29 del Con el aumento de la eficiencia del
gen DMD, y la Dp71 que presenta el pro- método utilizado para detectar mutaciones
motor en el exon 63por tanto los exones en el gen DMD y del nimero de la mues-
del extremo 5' del gen no son transcritos tra, pudimos corroborar la relacion que
para codificar estas isoformas de la existe entre las deleciones presentes en
distrofina: por esto, una delecion en el dicho geny el ERG de los pacientes con
extremo 5’del gen, puede no contribuir a DMD. Ademas sobre la base de nuestros
la alteracion del ERG en estos pacientes. resultados recomendamos profundizar en
A pesar de haber encontrado relacion el estudio electrorretinografico, como un
entre presencia de delecion y alteracion elemento para reforzar el diagnéstico y
del ERG, 2 pacientes que no presentabansospechar el sitio de la delecion en el gen.
delecién tuvieron ERG negativo. Esto lo En otro sentido se debe prestar espe-
podemos atribuir a que la delecion se en- cial atencion a los casos que no tuvieron
cuentre en una region no detectada por el delecion y presentan ERG normal, pues
método utilizado (2 % de las deleciones pudieran no corresponder a una DMD.

La presencia de la Dp260 en la capa
plexiforme externa de laretinay de laDp71
en la membrana limitante interna y en los
vasos sanguineos, hace pensar en una con-
tribucion esencial pero diferente desde el
punto de vista funcional de cada una de
ellas, por lo que podria esperarse alguna
diferencia en cuanto a la caracteristica del
ERG entre los pacientes que presenten una
alteracion en las isoformas Dp260 y la
"Dp71. Por tanto, al profundizar en el estu-
dio electrorretinografico, se podria encon-
trar diferencias entre los pacientes que
presentan ERG alterado y una delecion
anterior al exén 63 (11 pacientes) y los
pacientes que tienen ERG alterado, y por
|no detectarse mutacion, pudieran tener una
delecién posterior al exén 63 (2 pacien-
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SUMMARY:: Duchenne muscular dystrophy is the most common and serious of all muscu-
lar distropies affecting one in 3 500 males born live. The high frequency of reported alterations
in electroretinographies of patients with Duchenne muscular dystrophy (DMD) proves that
there is a possible relationship between the electrical activity of retina and the DMD gen
mutations, a gen which codes for dystrophin protein responsible for DMD phenotype. The most
common DMD gen mutation is deletions in 70 % of patients and they occured with a high
heterogeneity as it happens in electro retinography; so we intended to compare these variables
to find out whether thy are related. 22 patients with DMD clinical manifestations were studied
from the molecular and electroretinographic viewpoints. Polymerase chain reaction technique
was used to check 18 gen regions and the mesopic electroretinographic recording. 69 % of
cases had deletions which varied in extension and location; 80 % of deletions was found in gen
3' extreme. ERG of negative type with marked reduction of B and A waves in normal lower limit
or also decreased were predominant; bja relation was under 1. This type of ERP was related to
deletion (p=0,027) and its location in gen 3' extreme (p=0,03). The level of significance was
0,05, so we recommend the electroretinographic study as a way of strenghtening diagnosis
and detecting the suspected deletion locus.

Subject headings: MUSCULAR DYSTROPHY; ELECTRORETINOGRAPHY.

Referencias Bibliograficas 8.

Rodriguez M, Santiesteban R, Ferreira R, Luis S.

1. Duchenne GA. Recherches sur la paralysie

musculaire pseudohypertrophique ou paralysie

Correlacion entre las deleciones en el gen DMD
y las alteraciones en el electrorretinograma de
pacientes con distrofia muscular de Duchenne.
Rev Cubana Oftalmol 1996;2:92-5.

myo-sclerosique. Arch Gen Med 1868;5(25):179- 9. Haward PL, Dally GY, Wong MH, et al. Localization

209. of dystrophin isoform Dp71 to the inner limiting
2. Hidalgo PC. Bases moleculares de las distrofias membrane of the retina suggests a unique

musculares ligadas al cromosoma X: Duchenne 'y functional contribution of Dp71 in the retina. Hum

Bercker. Inicio de una nueva época en la medici- Mol Gen 1988; 7(9):1385-91.

na, Medicentro 1989;4(2):254-7. 10. Pascual Sl, Molano J, Pascual-Castroviejo I.
3. Davies KE, Parson PL, Harper PS, etal. Linkage Electroretinogrgm in Duchenne/Becker muscular

analysis of two cloned DNA sequences flanking dystrophy. Pediatr Neurol 1998;18(4):315-20.

the DMD locus of the short arm of the human X- Ino-ue M, Honda S, Nishio H, Matsuo M,

chromosome. Nucleic Acids Res 1983; 11:2303-12. (’;‘Iz‘éﬁg}g‘tm; Eétz:rac‘)rg:rr:;(i)t;oinMD'u(ér?enr?r%pn?uzgg
R e L L

) 12. Miyatake M, Milke T, Zhao JE, Yoshiaka K, Uchino

. Santieste R et al.

cular dystrophy: evidence for dysfunction in the
photoreceptor/depolarizing bipolar cell pathway.
J Clin Invest 1994;93(6):2425-30.

ERG in Duchenne disease.
Proceding simpos. NANOS, 1994.

de Duchenne. Estudios electrorretinograficos.
Rev Cubana Oftalmol 1996;9(2):86-91.

. Pillers DM, Bulman DE, Weleber RG, Sigesmund

DA, Musarella MA, Powell BR, et al. Dystrophin
expression in the human retina is required for
normal function as defined by electroretino-
graphy. Nature Gen 1993;4:82-6.

M, Usuku G. Dystrophin: localization and
presumed function. Muscle Nerve 1991;14:113-9.

13. Lindlof M, Kiuru A, Kaariainen H, Kalimo H, Lang

. Santiesteban y otros. Laretina en la enfermedad 14,

15.

134

H, Pihko H, et al. Gene deletions in X-linked mus-
cular dystrophy. Am J Hum Gen 1989;44:496-503.
Chamberlain JS, Gibbs RA, Rainier JE, Nguyen
PN, Caskey CT. Deletion screening of the
Duchenne muscular dystrophy locus via multiplex
DNA amplification. Nucleic Acids Res
1988;23:11141-56.

Beegs AH, Koenig M, Boyce FM, Kunkel LM.
Detection of 98-percent of DMD/DMB gene
deletion by PCR: Hum Gen 1990;86:45.



16. Rodriguez M, y col. Diagnostico prenatal y de 18. Rodriguez M, Ferreira R, Gayol LA, Luis RS. Ca-

17.

portadoras de la distrofia muscular de Duchenne. racterizacion de deleciones en la DMD: su fre-
Rev Cubana Pediatr 1996:(1):11-20. cuencia en la poblacion cubana. Rev Cubana Med
Den-Dunnen JT, Gootscholten PM, Bakker E, et 1996:68(1).

al. Topography of the DMD-gene: FIGE-and  pacipido: 1r0. de diciembre de 1998. Aprobado: 12 de
cDNA analysis of 194 cases reveals 115 deletions jyjio de 1999.

and 113 duplications. Am J Hum Gen 1989;45: Dra.Mayra Rodriguez Hernandelnstituto de Neu-
835-47. rologia y Neurocirugia, Ciudad de La Habana, Cuba.

135



