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“Todo hombre puede set, si se lo propone,

escultor de su propio cerebro”

“Observar sin pensar es tan peligroso
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1. ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

AAV (adeno-associated
virus): vectores del
virus adenoasociado

ADN: 4cido

desoxirribonucleico

AOCT: Angiografia-
tomografia por
coherencia dptica

ATP: adenosin
trifosfato

AV: Agudeza visual

BCVA (Best corrected
Visual Acuity) MAVC:
mejor agudeza visual
corregida

CH: células
horizontales

Cl-: cloro
CV: campo visual

DHR: distrofias
hereditarias retinianas

DMAE: degeneracion
macular asociada a la
edad

EMQ: edema macular
quistico

EPR: epitelio
pigmentario de la
retina

ERG:

electrorretinograma

EZ (ellipsoid zone):
zona de elipsoides =
EPIS (ellipsoid portion
of inner segments):
porcion elipsoides de
los segmentos internos
= ESI: elipsoides de los
segmentos internos =
IS/OS (inner segment/
outer segment): union
entre los segmentos
internos y externos de

los fotorreceptores.

FGF (Fibroblast
Growth Factor): factor
de crecimiento de
fibroblastos

FR: fotorreceptor o
fotorreceptores

GABA: dcido gamma-
aminobutirico

H20: agua

IGF-1 (Insulin-like
Growth Factor 1): factor
de crecimiento similar

ala insulina-1

1Z (interdigitation
zone): zona o capa de
interdigitacion

LEDGF (Lens
Epithelium-Derived
Growth Factor):
factor de crecimiento
derivado del epitelio
del cristalino

MER: membrana

epirretiniana

MLE: membrana
limitante externa

MLI: membrana

limitante interna

MPC:
micropseudoquistes

= MME (microcystic
macular edema): edema
macular microquistico

MYO7A-IRD:
(MYO7A-inherited
retinal dystrophies):
distrofias retinianas
hereditarias asociadas
a mutaciones del gen
MYO7A = USH1-
MYO7A: sindrome de
Usher tipo 1 secundario
a mutaciones del gen
MYO7A




NGS (Next Generation
Sequencing):
secuenciacion de nueva

generacion

OCT: tomografia por
coherencia dptica

OS (outer segments):
segmentos externos (de
los fotorreceptores)

PDGF (Platelet Derived
Growth Factor):

factor de crecimiento
derivado de plaquetas

PEDF (Pigment
Epithelium-Derived
Factor): factor derivado
del epitelio pigmentario

PEV: potenciales
evocados visuales

RP: retinosis
pigmentaria

SNC: sistema nervioso

central

SD- OCT (Spectral
Domain-OCT):
tomografia por

coherencia dptica de
Dominio Espectral

SSCP (Single-Strand
Conformation
Polymorphism):
polimorfismo
conformacinal de

cadena sencilla

SS-OCT: tomografia
por coherencia 6ptica
Swept Source

TD-OCT (Time
Domain-OCT):
tomografia por
coherencia dptica de
Dominio Temporal

USH: sindrome de
Usher

USH1: sindrome de
Usher tipo 1

USH1-MYO7A:
sindrome de Usher

tipo 1 secundario a
mutaciones del gen
MYO7A = MYO7A-
IRD (MYO7A-inherited
retinal dystrophies):
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distrofias retinianas
hereditarias asociadas
a mutaciones del gen
MYO7A

USH2: sindrome de
Usher tipo 2

USH3: sindrome de
Usher tipo 3

VEGF (Vascular
Endothelial Growth
Factor): factor de
crecimiento del
endotelial vascular

Vit A: vitamina A

WES (Whole
Exome Sequencing):
secuenciacion de

exoma completo

WGS (Whole
Genome Sequencing):
secuenciacién de

genoma completo

XLRP (X-linked
retinitis pigmentosa):
retinosis pigmentaria
ligada al cromosoma X
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3. RESUMEN

Titulo

Estudio de las alteraciones retinianas en pacientes con
sindrome de Usher de edad pediatrica

Introduccion

Las capas externas de la retina son las primeras en verse afectadas en pacientes
con retinosis pigmentaria en el contexto de sindrome de Usher tipo 1 (USHI)
secundario a mutaciones del gen MYO7A. Sin embargo, existe controversia
con respecto a la ubicacién exacta de MYO7A en la retina y si la enfermedad
resultante de las mutaciones de este gen se produce primariamente a nivel del

epitelio pigmentario de la retina o bien a nivel de los fotorreceptores.

Hipotesis
La retinopatia secundaria a mutaciones en MYO7A produce primariamente un
dafo a nivel de los fotorreceptores y la tomografia por coherencia 6ptica (OCT)

es una herramienta diagnostica util para detectar los primeros signos de la

enfermedad y monitorizar su evolucion.

Objetivos

o Principal: establecer en que localizacion anatémica de la retina se producen
los primeros dafios secundarios a mutaciones del gen MYO7A en pacientes

pediatricos diagnosticados de USHI.

o Secundarios: describir las alteraciones retinianas detectadas por OCT y
comparar estos hallazgos con informes publicados previamente, asi como,
determinar qué parametros de OCT proporcionan los datos mas utiles para
controlar la progresién de la enfermedad y estudiar la correlacion entre las
alteraciones estructurales detectadas y la mejor agudeza visual corregida

(BCVA, de sus siglas en inglés).
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Métodos

Un total de cincuenta y dos ojos de 26 pacientes con USH1 y diagnostico genético
de mutacién MYO7A se sometieron al examen con SS-OCT. El area subfoveal y
macular se analizé utilizando 12 barridos radiales de 12,0 mm. Se evaluaron las
anomalias estructurales y se correlacionaron con el tiempo de seguimiento y la

agudeza visual.

Resultados

La edad media de los pacientes fue de 9,92 + 4,1 anos. El tiempo medio de
seguimiento fue de 43 (+ 3,2) meses. Las anomalias cualitativas mas comunes
en el drea subfoveal fueron alteraciones en los segmentos externos de los
fotorreceptores (76,9% de los ojos) y en la zona de interdigitacion (IZ) (80,8%).
La presencia de edema macular quistico (EMQ) al inicio del estudio se asocio
de forma independiente con una menor agudeza visual en la evaluaciéon final
(estimacién = 0,142; t(45,00) = 2,78, p-valor = 0,009). La anchura media de las
capas elipsoide (EZ) e IZ disminuy®¢ significativamente a lo largo del seguimiento

(en 668 um y 278 um, respectivamente; ambas p<0,001).

Conclusiones

Los hallazgos de este estudio sugieren que la base fisiopatoldgica del sindrome
de Usher en etapa temprana pueden ser cambios en las capas externas de la
retina, concretamente en el punto de unién entre los fotorreceptores y las
microvellosidades del epitelio pigmentario de la retina (EPR). Nuestros datos
ponen de manifiesto el valor potencial de la medicion del elipsoide y la anchura
de la IZ durante el seguimiento para evaluar la progresion de la enfermedad, y el
valor de la monitorizacién de la aparicién de lesiones quisticas como biomarcador
de peor prondstico visual en pacientes con USH1 secundario a mutaciones del
gen MYO7A.
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4. INTRODUCCION

La vision es el sentido por el que percibimos el entorno a través los ojos. A
menudo se equipara el 0jo a una camara fotografica, pero este simil es sumamente
simplista, ya el ojo es un érgano mucho mds complejo que cualquier artilugio
construido por el ser humano. Todas las partes del ojo humano son importantes
para percibir correctamente el entorno, pero sin duda, la parte mas importante
para este proceso es laretina. La retina destaca como un tejido celular fotosensible,
responsable de convertir las sefiales luminosas en mensajes bioquimicos y éstos
en impulsos eléctricos, para posteriormente, transmitir estos impulsos hasta el
cerebro a través de las células ganglionares. (1) Este proceso nos permite establecer
las caracteristicas (geometria, movimiento, color, textura o brillo) de todos los

elementos que nos rodean.

Enlos ultimos afos, la comunidad cientifica se ha volcado en intentar comprender
la estructura y funcionamiento de la retina, interpretando que la retina no es
mas que una prolongacion del cerebro vy, por lo tanto, un modelo relativamente
simplificado y abordable del sistema nervioso central (SNC), de manera que,
comprender el funcionamiento de la retina, nos ayudara a abordar el complejo
funcionamiento del resto de SNC. Por este motivo, en las tltimas décadas se han
ido definiendo una gran cantidad de conceptos sobre la retina, tanto anatémicos,
fisiologicos como bioquimicos, entre los que destacan las descripciones
anatomicas de Santiago Ramoén y Cajal (1892) de los distintos tipos celulares que

conforman la retina de los vertebrados. (2)

Tomando como base estos conocimientos, recientemente, se han producido
grandes avances en el campo de la genética aplicada en el sistema visual.
Comprender mejor cudles son los mecanismos moleculares subyacentes a
cualquier proceso bioldgico y qué mecanismos fallan en las distintas enfermedades
retinianas, nos conducira a encontrar un tratamiento eficaz a las mismas, ya sea a

través de farmacos, implante de dispositivos electrénicos o terapia génica.

Con este trabajo pretendemos aportar nuestro pequefio grano de arena al
conocimiento de la fisiopatologia del sindrome de Usher, centrandonos en los
primeros hallazgos patologicos de la retina de pacientes de edad pediatrica, con
la finalidad de ayudar a asentar las bases que permitan establecer posibles vias de

tratamiento en el futuro.
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4.1. ANATOMIA Y FISIOLOGIA DE LA
RETINA

El objetivo de este capitulo es brindar una vision general acerca de la anatomia y
fisiologia de la retina, que nos ayude a comprender la fisiopatologia de la retinosis
pigmentaria en el sindrome de Usher. Para ello, centraremos nuestra atencién
en las estructuras anatdmicas y procesos fisioldgicos involucrados en esta
enfermedad, como son los fotorreceptores y el proceso de fotorrecepcion, pero
también trataremos de profundizar en el analisis de otras estructuras celulares
que, aunque menos reportadas, podrian estar involucradas en la fisiopatologia de

la retinosis pigmentaria (RP) como son las células del epitelio pigmentario.

4.1.1. Anatomia funcional de la retina

Dentro de las 3 capas que revisten el globo ocular de los animales vertebrados
(esclera, coroides y retina), la retina es la mas interna de las tres. (3) Podemos
diferenciar dos regiones anatémicas retinianas: 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 percepcion visual, gracias a su sensibilidad
alaluz. (figura 1) Esta region posterior, no solo tiene funcion receptora, sino que
también se encarga de integrar y codificar una respuesta eléctrica compleja que
contiene la informacién sobre los elementos del entorno (forma, luminosidad,
color y movimiento) que es transmitida al cerebro a través del nervio 6ptico. Como
estructuras bien diferenciadas de la retina sensitiva o posterior, encontramos la
papila del nervio dptico, que corresponde al punto ciego de la retina, mediante
el cual los axones de las células ganglionares abandonan la retina para formar el
nervio Optico, y la macula, el area de la retina que se sitiia en la parte final del eje
visual y mide unos 5 mm de didmetro. En el centro de la macula, encontramos la
fovea, que mide aproximadamente 1,5 milimetros de didmetro y posee la mayor
concentracion de conos y, por lo tanto, es la region de la retina que se encarga de

la visién de mayor precision y nitidez.



4. INTRODUCCION

Esclera
Humor
vitreo
Ligamento de suspension
del cristalino Retina
Cémara
anterior J
(humor acuoso) Macula
. hS Févea
Cornea
Cristalino —
; Conducto hialoideo
Iris
Cuerpo ciliar ‘ Vasos retinianos
UVEE
Nervio
dptico

Coroides

Figura 1. Estructura del globo ocular. (figura original)

4.1.2. Histologia basica de la retina

De forma simplificada, la retina fotosensible se puede diferenciar en distintas
capas identificables mediante microscopia: el epitelio pigmentario de la retina, las

capas neuronales de la retina y las membranas limitantes externa e interna.

Si observamos un corte transversal de la retina humana, encontramos una
estructura estratificada compleja, que no deja de ser una sucesion de relevos

neuronales interconectados. (figura 2)

1. Fotorreceptor (FR): constituye la primera neurona de la via visual. Se
diferencia en capa de conos y bastones y juntos configuran la capa nuclear
externa. Los FR transducen la sefial luminica y establecen sinapsis en la capa

plexiforme externa con la siguiente neurona: la célula bipolar.

2. Célula bipolar: constituye la segunda neurona y se encuentran en la capa
nuclear interna. Se encargan de recibir la informacion, enviada por la primera
neurona, y emitirla a través de sus axones a la capa plexiforme interna,

estableciendo contacto con la tercera neurona: la célula ganglionar.

3. Célula ganglionar: constituye la tercera neurona y se encuentra en la capa de
células ganglionares. Los axones de estas células se dirigen hacia la papila del

nervio optico formando la capa de fibras del nervio dptico.
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El espesor medio de la retina en un ojo normal es de unas 300 micras excepto
en la fovea que forma una depresion en la retina cuyo espesor es de unas 185
micras y difiere estructuralmente al resto de la retina: histolégicamente, la
depresion que la configura provoca que las capas mds internas de la retina -células
bipolares y ganglionares- estén muy aplanadas y proximas entre si, lo que permite
que la luz alcance directamente a los conos, que se encuentran a mucha mayor
concentracion que en el resto de la retina y son la unica célula fotosensible de
la macula. Para iniciar el proceso de fototransduccién en el FR, es decir, para
convertir el estimulo luminoso en una sefal electroquimica o impulso nervioso,
la luz debe de atravesar todas las capas de la retina, por lo que, esta diferencia
estructural de la févea se traduce en una mejora de la nitidez y el detalle en la

percepcion y en la imagen que se forma en la macula.
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Figura 2. Corte histologico transversal de la retina que muestra las distintas capas y conexiones neuronales y su
interpretacion esquematica. (figura modificada de Vecino y colaboradores)(4)
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4.1.3. Composicion celular de la retina

En 1892, Ramon y Cajal describié detalladamente la estructura celular de la
retina en los animales vertebrados. (2) (figura 3) A pesar de haber pasado mas
de un siglo desde entonces, hoy en dia sus esquemas anatomicos y algunas de sus
interpretaciones funcionales siguen vigentes. No obstante, mediante el empleo
de técnicas mas sofisticadas como la microscopia electrdnica, las tinciones de
inmunohistoquimica o el uso de la tomografia por coherencia éptica (OCT) de
alta resolucion, se ha conseguido definir con exactitud los tipos celulares en las
diferentes capas de la retina y sus funciones concretas, a la vez que se han ido
describiendo las distintas vias neuronales que codifican toda la informacion del
sistema visual, asi como, las vias metabolicas imprescindibles en la funcionalidad

de la retina como es la cascada de fototransduccion.

Figura 3. Esquema realizado por Santiago Ramoén y Cajal en 1892, en el que se muestra la estructura de la retina de los
vertebrados, ilustrando los principales tipos celulares.
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4.1.3.1.Epitelio pigmentario de la retina (EPR)

El epitelio pigmentario de la retina (EPR) es la capa mads externa de la retina, esta
en contacto con otras dos capas: la coroides, mediante su zona basal (el EPR se
encuentra fuertemente adherido ala membrana de Brusch dela coroides) y conlos
FR, mediante su zona apical. (figura 4) Debe su nombre a su aspecto macroscépico
de color negro, el cual es debido al gran numero de granulos de pigmento,
que se localizan principalmente en el citoplasma apical. Microscdpicamente,
estd formado por células columnares que contienen melanina. Estas células
poseen microvellosidades y vainas cilindricas en el polo apical de su membrana

plasmatica, las cuales envuelven a los segmentos externos de los FR. (5)

o Retina:
Fotorreceptores
(o@le]e) | -

Coroides (aporte
vascular)

Figura 4. Interconexiones del epitelio pigmentario de la retina con los fotorreceptores y la coroides.
(figura original)

Las funciones del EPR son basicas para el proceso visual y la supervivencia de los
FR y los capilares coroideos, ya que la destruccién mecénica o quimica del EPR,
conduce a la atrofia de FR y vasos coroideos. (6) Entre las funciones especificas
del EPR destacan: (7)(8)(9)(figura 5)
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. Barrera hematorretiniana externa y privilegio inmunolodgico: el EPR es en
si mismo una barrera entre la circulacién coroidea y las capas externas de la
retina. Esta caracteristica se consigue mediante las uniones estrechas entre las
superficies laterales del epitelio, que confiere a la retina interna un aislamiento

de las influencias sistémicas, otorgandole un privilegio inmunolégico.

. Fagocitosis de los discos y segmentos externos de los fotorreceptores: los
segmentos externos de los FR estan expuestos a un estrés fotooxidativo, por lo
que sufren una destruccion constante. Este hecho hace que los FR se renueven
continuamente al desprenderse de su extremo, que es fagocitado y digerido
por el EPR.

. Transporte epitelial: un transporte altamente selectivo de sustancias para
un entorno estrictamente controlado. El EPR suministra nutrientes a los FR,
controla la homeostasis de iones y elimina agua y metabolitos desde el espacio

subretiniano.

. Absorcion de la luz: esta accion mejora la calidad del sistema 6ptico. La alta
perfusion de la retina comporta un ambiente de alta tensién de oxigeno, de
manera que, la combinacion de luz y oxigeno genera estrés oxidativo. Mediante
la sintesis de melanina en los melanosomas se absorbe la luz excedente que no

es capturada por los FR, reduciendo asi el estrés fotooxidativo.

. Ciclo visual: contribuye de manera fundamental al ciclo visual, manteniendo
la excitabilidad de los conos y bastones al ser un reservorio de vitamina A
que cede periddicamente a los FR en el proceso de la fototransduccion. La
vision con intensidades de luz bajas requiere una tasa de rotacion mas baja del
ciclo visual, mientras que, durante la exposicion a la luz, la tasa de rotacion es

mucho mayor.

. Amortiguacion espacial idnica: los cambios en el espacio subretiniano son
rapidos y precisan una compensacion por parte del EPR, ya que el transporte
transepitelial usual de iones seria demasiado lento para compensar con la
suficiente rapidez estos cambios. (10) El proceso de fototransducciéon implica
la participacion de varias células, si éstas no se compensaran, ya no serian

excitables y la transduccion no seria posible. (11)

. Secrecion: el EPR interactta estrechamente con los FR, pero también con el
endotelio dela coriocapilar. Para poder comunicarse conlos tejidos adyacentes,
el EPR es capaz de secretar una gran variedad de factores crecimiento y
moléculas de sefalizacién como los factores de crecimiento de fibroblastos
(FGF-1, FGF-2y FGF-5), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGEF),

factor de crecimiento del endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento
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similar a la insulina-1 ( IGF-1), factor de crecimiento derivado del epitelio del
cristalino (LEDGF), interleucinas o factor derivado del epitelio pigmentario
(PEDEF), entre otros.

.5 . Amorti-
Fago- Transporte Absorcién Ciclo ., ‘.
el o - guacién Secrecion
citosis epitelial de luz visual o
i6nica

Glucosa

Figura 5. Esquema representativo de las funciones principales del epitelio pigmentario de la retina. OS: segmentos
externos ; H20: agua; Cl-: Cloro; Vit A: vitamina A; PEDF: factor derivado del epitelio pigmentario; VEGF: factor de
crecimiento del endotelio vascular. (figura modificada de Olaff Strauss)(9)

Asi como es bien conocida la disfuncién del EPR en el albinismo, hasta hace
relativamente poco no se conocia ningin gen relacionado con una funcién
concreta del EPR que hubiera aparecido alterado en procesos degenerativos
de retina. No obstante, en las ultimas décadas, han surgido estudios que
respaldan la hipoétesis de que las funciones especificas de las células del EPR
podrian estar alteradas en algunas formas de distrofias retinianas como la
retinosis pigmentaria (RP). (12) En este sentido, destaca el descubrimiento en
el aflo 1997 de tres grupos de investigacion independientes que encontraron
mutaciones relacionadas con la RP y la amaurosis congénita de Leber en dos
genes expresados en el EPR y relacionados con el ciclo de la vitamina A (RPE65
y CRALBP). (13)(14)(15)

4.1.3.2.Fotorreceptores: conos y bastones

Los FR son neuronas especializadas sensibles a la luz, localizadas en la retina
externa de los vertebrados. Se trata de las células mas abundantes de la retina
y unas de las células mas especializadas y complejas de nuestro organismo,

responsables del proceso de fototransduccion. Se dividen en conos y bastones:
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« Conos: encargados de la vision diurna y en color; su fotopigmento es la opsina.
A su vez, los conos se pueden subdividir, de acuerdo con el fotopigmento que

contienen en: rojos, verdes y azules.

« Bastones: encargados de la visién nocturna y en blanco y negro; su pigmento

es la rodopsina.

La distribucién y tipologia de los FR varia enormemente dependiendo de la
region de la retina en la que se encuentren. Asi, la févea es la region que contiene
mayor densidad de FR y los subtipos mas frecuentes en esta localizacién son los
conos verdes y rojos. (16) La densidad de FR desciende progresivamente cuanto
mas nos alejamos de la févea, reduciéndose el porcentaje de conos rapidamente vy,
en consecuencia, disminuye también la agudeza visual. Por consiguiente, mientras
que en la fovea, encontramos conos verdes y rojos de forma casi exclusiva, en la

retina periférica, los bastones son los FR predominantes. (17) (figura 6)
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Figura 6. Grafica de distribuciéon de la densidad de conos (verde) y bastones (rojo) en la retina. (figura
modificada de Osterberg, 1935)(17)

Podemos definir los FR como células nerviosas alargadas, con una funcién
especifica: la fototransduccion. Neuroanatdmicamente, deben considerarse como
la primera neurona de la via visual. Los conos y bastones tienen una morfologia
comun, contienen varias regiones en las cuales se realizan funciones especificas:
un segmento externo, un segmento interno, un cuerpo celular y un terminal

sinaptico. (figura 7)
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Segmento externo de los FR

El segmento externo de los FR es una prolongacion celular que adopta la forma de
cono o baston, de modo que esta porcion esla encargada de diferenciar alos dos tipos
de FR. Ademas, los segmentos externos de los FR constituyen la region sensorial
de la célula y estan estrechamente vinculados al EPR tanto en términos anatémicos
como funcionales. Alrededor del 40% del segmento externo contiene el pigmento
que se activa con la luz (fotoactivaciéon) y desencadena la cascada bioquimica
de la fototransduccion. (18) En este proceso participan segundos mensajeros y
numerosas proteinas que, mediante complejas reacciones bioquimicas, regulan la
aperturay cierre de canales en la membrana del FR, permitiendo el flujo de iones de
sodioy calcio. Esta circulacién de iones determina la polarizacién o despolarizacion
de la célula, lo que a su vez controla la liberacion o retencidon de neurotransmisores

en el terminal sindptico, localizado en el extremo opuesto de la célula.

Ultraestructuralmente, los segmentos externos de los FR estdn constituidos por
microvesiculas que forman discos. En los bastones estos discos se encuentran
apilados y rodeados de la membrana plasmatica, mientras que en los conos, los
discos estan formados por repliegues de la propia membrana. Es en este nivel
donde podemos localizar el pigmento fotosensible (opsina en el caso de los
conos y rodopsina en el caso de los bastones) responsable de iniciar el proceso
de fototransduccién. (19) Tal y como se ha mencionado anteriormente, estas
estructuras no son estaticas, sino que parecen estar sujetas a un proceso de
reciclaje continuo, migrando hacia el extremo del FR de manera progresiva y

siendo fagocitadas y digeridas por el EPR.

Segmento interno de los FR

Separando el segmento externo del segmento interno se encuentra un cilio
conector que tiene una estructura similar a los cilios o flagelos presentes en otras
células. Este cilio actia como un conducto para el transporte de vesiculas entre

los dos segmentos de los FR.

Ultraestructuralmente, esta estructura se divide en dos partes: elipsoide y mioide;
en la primera se encuentran numerosas mitocondrias, mientras que en la segunda,
reside la maquinaria de sintesis de macromoléculas y se encarga de aportar la
energia requerida para el proceso de fototransduccién. De hecho, los FR son las
células de nuestro cuerpo que mas oxigeno consumen y mas energia generan.
Debido a la alta actividad metabdlica de los FR, son las unicas células que tienen

una region rica en mitocondrias, como es la elipsoide. (figura 7)
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La parte mas interna del segmento interno de los FR estd compuesta por el
nucleo y el cuerpo sinaptico, donde se produce el primer relevo de la via visual,
al establecerse la sinapsis con las células bipolares y horizontales, mediante
la liberaciéon de neurotransmisores (glutamato). El polo sinaptico presenta
una estructura compleja que varia entre conos y bastones. Aparte de las
sinapsis quimicas establecidas por los FR con las células bipolares y las células
horizontales, la microscopia electrénica ha permitido identificar uniones tipo gap
entre los conos y bastones, las cuales podrian ser cruciales durante los procesos

de adaptacion a la luz y a la oscuridad. (20)
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Figura 7. Esquema de la estructura interna de los dos tipos de fotorreceptores (imagen propia)

Como se menciond previamente, la conversion de laluz en sefiales visuales se ejecuta
en los discos del segmento externo de los FR (figura 7). De manera sintetizada,
podemos decir que el fotorreceptor funciona como un sensor de luz, cambiando su
potencial de membrana en respuesta al estimulo luminoso, lo cual desemboca a la

liberacion de glutamato al espacio sinaptico en la capa plexiforme externa.

Hasta hace poco tiempo, los FR eran las tnicas células sobre las que habian sido
claramente reconocidas alteraciones genéticas como causa directa de la RP. En
este sentido, se han descrito mutaciones en proteinas involucradas en la cascada
bioquimica de la fototransduccién(21), alteraciones en proteinas estructurales
del segmento externo del FR(22), asi como alteraciones en el metabolismo de la

vitamina E(23) y apoptosis celular.
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4.1.3.3.Células bipolares

Las células bipolares representan la segunda neurona de la via visual: establecen
sinapsis principalmente con los FR, pero también con las células horizontales,
en la capa plexiforme externa y emiten sus axones a la capa plexiforme interna,
donde se produce el tercer relevo sinaptico, conectando con las dendritas de dos

células diferentes: la célula ganglionar y la célula amacrina. (24)

Existen diversas clasificaciones de las células bipolares en funciéon de su anatomia,
nimero de conexiones sindpticas, estructura de las conexiones, patron de

respuesta a la luz, etc.

En 1892, Ramén y Cajal ya describid dos tipos fundamentales de células bipolares:
unas que se relacionaban tUnicamente con conos y otras exclusivamente con
bastones, de forma que se denominan células bipolares de bastones o bipolares de
conos. (2) Por otro lado, histolégicamente, las células bipolares se dividen en dos
tipos: las monosindpticas, que se conectan con un solo FR (siempre un cono) y

las difusas, que pueden establecer contacto con dos o mas FR (conos o bastones).

Segtin la forma en que se conectan con los conos a nivel de la capa plexiforme
externa, las células bipolares de los conos se clasifican en tres tipos: invaginada
(con una invaginacion en su conexién con el cono para formar la clasica triada, y
conectan lateralmente con las células horizontales), plana (realizan una sinapsis
plana con el pediculo sinaptico del cono) y semiinvaginada (establecen un tipo

intermedio de conexidn entre las dos anteriores). (25) (figura 8)

En cuanto a su patrén de respuesta ante la luz, se han descrito células bipolares
de conos “On” y “Oft”. Estos términos, asi como “centro-periferia’, se refieren al
mismo principio. Las células ganglionares de centro o “On” se activan cuando
la parte central de su campo receptivo recibe luz y la periferia no, mientras que
en las células “Oft” o de periferia ocurre lo contrario. Las células “On” parecen
estar especializadas en detectar aumentos de la intensidad luminosa, mientras
que células ganglionares “Off” responden ante la disminucién de la intensidad
de la luz. Sin embargo, el antagonismo centro-periferia es relativo, ya que lo
que realmente determina la respuesta de una célula ganglionar “On” o “Off” no
es la intensidad absoluta de la luz, sino la diferencia entre la luz que incide en
el centro y la que llega a la periferia de su campo visual. De manera que esta
diferenciacion a nivel de las células bipolares es esencial para que el sistema visual
detecte contrastes sutiles y pequenas variaciones en la intensidad de la luz, con
independencia de la luz global. (26)(27)
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Llegado este punto, es relevante mencionar que la respuesta dicotémica generada
por las células bipolares se debe a la expresion diferencial de varios receptores de

glutamato que se encuentran en sus dendritas, en la capa plexiforme externa.

El papel que la célula bipolar puede jugar en la fisiopatologia de la RP se desconoce
hoy en dia. Sin embargo, hay indicios que sugieren una posible conexién, como

SOn:

1. La observacién de cambios degenerativos en la retina de ratones cuando se

bloquean los segundos mensajeros de los receptores de glutamato. (28)

2. La identificacién del receptor de glutamato GRMS8 en el mismo locus que
el gen RPIO0 en el genoma humano, lo que lo posiciona como un candidato
plausible para la RP. (29)
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Figura 8. Esquema del relevo sinaptico establecido en la via visual. (imagen propia)
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4.1.3.4. Células horizontales

Las células horizontales (CH) son neuronas que se interconectan lateralmente
en la retina de los animales vertebrados. Sus cuerpos celulares se localizan en la
capa nuclear interna, mientras que sus amplios drboles dendriticos y axones se

encuentran en la capa plexiforme externa.

La comprension sobre estas neuronas se inici6 con los estudios de Ramoén y Cajal
en 1892. (2) Durante afos, se cuestiono si estas células poseian caracteristicas
propias de células gliales debido a su estructura y funcién. Sin embargo, el uso
de microscopia electronica para examinar sus conexiones sinapticas confirmoé su

naturaleza neuronal. (30)

Las terminaciones dendriticas de las CH establecen sinapsis con los FR y las
células bipolares. Se estima que una sola célula horizontal puede conectar con
miles de bastones. Segun sus patrones de conexidn, se han identificado tres tipos
de células horizontales: H1, H2 y H3. Las CH H1 se conectan tanto con circuitos
de conos como de bastones, mientras que las H2 y H3 estdn exclusivamente

asociadas a los circuitos de conos. (31)

Se han postulado multiples funciones de las CH, aunque lo cierto es que, hoy
en dia, las funciones especificas de estas células no se conocen con exactitud.
Dado que son neuronas gabaérgica (utilizan el neurotransmisor inhibidor acido
gamma-aminobutirico o GABA) se supone que participan en la retroalimentacion
y modulacién de las distintas vias visuales descritas, incluyendo la inhibicién
lateral. Concretamente, se cree que envian senales inhibitorias hacia los FR, (32)
(33) integrando informacién de sus campos receptivos en la capa plexiforme
externa. A su vez, estos pequefos circuitos locales, generados en la capa
plexiforme externa, proporcionan a las células bipolares informacién sobre un
campo receptivo antagonista, lo que sugiere que las CH desempefian un papel

clave en la percepcion del contraste y la adaptacion a la luz. (34)

4.1.3.5. Células amacrinas

Ramoén y Cajal acuiid el término “amacrina” para describir células que carecen
de axdn. Estas células son interneuronas que se encuentran predominantemente
en la capa plexiforme interna, la cual constituye la segunda capa sinaptica de
la retina, donde las células bipolares y ganglionares establecen conexiones

sinapticas. (1)
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Se sabe relativamente poco sobre las funciones de las células amacrinas. La
complejidad de sus funciones se evidencia en la existencia de mas de 40 tipos
diferentes de neuronas amacrinas. Se cree que, al igual que las CH, las células
amacrinas transmiten sefales lateralmente en la retina a través de sus extensos
arboles dendriticos, contribuyendo asi a la inhibicién de la retroalimentacion de

las células bipolares y ganglionares.

Cada tipo de célula amacrina se conecta con un tipo especifico de célula bipolar
y generalmente utiliza un neurotransmisor particular. De hecho, otro dato que
consolida la teoria de la diversidad funcional de estas células es que se han
identificado multiples neurotransmisores reactivos para algin subtipo de célula
amacrina (GABA, Acetilcolina, Glicina, Dopamina, Somatostatina, etc). Este
dato ha sido interpretado por diversos autores con la idea de que la retina ha
desarrollado un sistema sofisticado de modulacién dependiente de la luz para
ajustar su respuesta de manera precisa. Es importante destacar que la retina tiene
una capacidad significativa de autorregulacidn, ya que recibe escasas influencias

externas que modulen su actividad. (16)

4.1.3.6.Células ganglionares

Las células ganglionares representan la ultima conexioén sindptica para la
informacion visual en la retina antes de ser enviada al cerebro. Tal y como se ha
mencionado anteriormente, éstas reciben la informacién de los FR a través de dos

tipos de interneuronas: las células bipolares y las células amacrinas.

Sus somas se encuentran en la capa de células ganglionares y envian sus largos
axones para formar el nervio dptico, que sale de la retina por el punto ciego y hace

relevo sindptico en el nucleo geniculado lateral del cerebro.

La funcién principal de estas células consiste en extraer la informacion de las
diferentes caracteristicas de la imagen (como el contraste, el color, el movimiento,

la textura o el nivel de luz absoluto) y enviarla al SNC. (35)(36)

Actualmente se cree que existen al menos 18 tipos diferentes de células
ganglionares en la retina humana, todas ellas funcional y morfolégicamente
distintas. La ubicacidn, tipo celular y la extension de sus ramificaciones dendriticas

determinan los diferentes circuitos presentes en la retina. (37)
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4.1.3.7.Células gliales: células de Miiller

Las células gliales, también conocidas como glia, son componentes del tejido
nervioso que proporcionan soporte a las neuronas, las cuales son cruciales para
la funcién nerviosa. Estas células forman una matriz interneural, compuesta
por una gran variedad de células estrelladas y fusiformes, que se distinguen de
las neuronas principalmente porque no establecen conexiones sinapticas. Las
membranas de las células gliales contienen canales i6nicos y receptores que les
permiten detectar cambios en el entorno. Ademas, desempefian un papel activo
en la regulacion de la composicion i6nica, los niveles de neurotransmisores, asi

como de factores de crecimiento o citoquinas.

Los cortes histologicos de la retina revelan la presencia tanto de células gliales
tipo astrocitos como de microgliales, siendo la célula de Miiller la mas destacada

entre todas las células gliales.

Las células de Miiller fueron descritas por primera vez por Heinrich Miiller. (38)
Estas células estan dispuestas verticalmente en relacion a las capas de la retina
y son de gran tamafio, ya que se extienden a lo largo de todas ellas: sus nucleos
se encuentran en la capa nuclear interna y sus prolongaciones se extienden
desde la limitante externa (donde forman uniones adherentes con los segmentos
internos de los FR) hasta la limitante interna (donde terminan como elementos
aplanados -pies terminales- rodeando vasos sanguineos y manteniendo contacto
con el humor vitreo). A medida que atraviesa las diferentes capas, la célula de
Miiller cubre los cuerpos y dendritas de los diversos tipos celulares mencionados

anteriormente. (39)

La célula de Miiller expresa numerosos canales idnicos, asi como receptores
para neurotransmisores; esto le permite regular del entorno extracelular y, en
consiguiente, modular la actividad neuronal. Por tanto, podemos decir que la
célula de Miiller desempefia un papel fundamental en el control de la homeostasis
de las células de la retina. (1)(40)
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4.2. ENFERMEDADES HEREDITARIAS DE LA
RETINA: DISTROFIAS RETINIANAS

Las distrofias hereditarias retinianas (DHR) son enfermedades genéticas poco
comunes y variadas que afectan cronicamente la retina, causando gran diversidad
de manifestaciones clinicas, entre las que destaca la pérdida progresiva y severa
de visién, a causa de alteraciones anatémicas y/o funcionales de la retina.
Generalmente, se produce una disfuncién de los FR y/o del EPR, pero también
puede deberse a alteraciones en la coriocapilar. El deterioro de la vision puede
variar desde una mala vision periférica o nocturna hasta la ceguera total, y la

gravedad suele aumentar con la edad.

Como se ha indicado anteriormente, las distrofias retinianas tienen un origen
genético que puede trasmitirse de generacidon en generaciéon mediante diferentes
patrones: herencia autosémica recesiva, herencia autosémica dominante y herencia
ligada al cromosoma X. Ademas, aunque menos frecuentemente, también se han

descrito casos esporadicos por aberraciones cromosdmicas. (41)

Debido a su baja prevalencia en la poblacién, las distrofias retinianas son
consideradas enfermedades minoritarias o “raras” Se calcula que afectan a 1 de
cada 3000-5000 personas en Europa y Estados Unidos, mientras que, en Espaia,
se ha estimado que existen mas de 15.000 personas afectadas segun el estudio
PREVARET. (41)

Estas patologias se pueden clasificar en distintos grupos segun el tipo de
fotorreceptor afectado y las manifestaciones clinicas. Tal y como hemos visto
en el capitulo anterior, podemos decir, grosso modo, que los conos son los
responsables de la vision del color y en detalle, mientras que los bastones se
encargan de la vision en la oscuridad y periférica. De esta manera, si tenemos
en cuenta la afectacion predominante de un tipo de fotorreceptor u otro,
podemos clasificar las distrofias en 3 categorias: aquellas dominadas por dafo
en los bastones, las dominadas por afectacidon en los conos y las degeneraciones
retinianas generalizadas que involucran a ambos tipos de fotorreceptores
simultaneamente. De entre todas las DHR, las mas comunes son la RP y la

enfermedad de Stargardt/fundus flavimaculatus. (41)

Basandonos en las manifestaciones clinicas y la region anatémica afectada,

podemos clasificar la mayor parte de DHR segtin se muestra en la siguiente tabla:
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Tabla 1. Clasificacion de las DHR segtin las manifestaciones clinicas y la afectacion anatémica (tabla
modificada de la Guia de la Sociedad Espariola de Retina y Vitreo)(41)

A. DISTROFIAS CON CEGUERA NOCTURNA

A.1.- Retinosis Pigmentaria (RP) o Distrofia de Bastones y Conos
A l.a.- Formas aisladas de RP: tipicas, atipicas y localizadas o segmentarias.
A.1.b.- Formas sindrémicas de RP: sindrome de Usher

A2.- Coroideremia

A3.- Atrofia Girata

A.4.- Ceguera Nocturna Congénita Estacionaria

B. DISTROFIAS CON AFECTACION PRIMARIA DE CONOS

B.1.- Distrofias progresivas de conos y distrofias progresivas de conos y bastones
B.2.- Disgenesias no progresivas de fotorreceptores
B.2.a.- Monocromatismo congénito de bastones o Acromatopsia congénita
B.2.b.- Monocromatismo de conos
B.2.b.1.- Monocromatismo de conos rojos y verdes
B.2.b.2.- Monocromatismo de conos azules ligado a X

C. DISTROFIAS MACULARES

C.1.- Mutaciones en ABCA4: Enfermedad de Stargardt y Fundus Flavimaculatus
C.2.- Mutaciones en ELOVL4: Distrofia macular autosémica dominante Stargardt-like
C.3.- Distrofia Coroidea Areolar Central
C.4.- Distrofias maculares que cursan con drusas
C.4.a.- Drusas Dominantes
C.4.b.- Distrofia Pseudoinflamatoria de Sorsby
C.4.c.- Distrofia macular North Carolina
C.5.- Distrofia Macular Anular Concéntrica Benigna
C.6.- Distrofia Macular Oculta
C.7.- Distrofia Viteliforme Macular de Best
C.8.- Distrofias en patron del Epitelio Pigmentario de la Retina
C.8.a.- Distrofia en patrén en Alas de Mariposa
C.8.b.- Distrofia Viteliforme del adulto

D. DISTROFIAS VITREORRETINIANAS

D.1.- Sindrome de Wagner-Stickler

D.2.- Retinosquisis Juvenil ligada a X

D.3.- Enfermedad de Goldman-Favre

D.4.- Vitreorretinopatia Exudativa Familiar

Lamayoria de las distrofias retinianas son patologiaslocalizadas, que afectan al ojo
de forma exclusiva, aunque ocasionalmente pueden asociarse a manifestaciones
extraoculares, como el sindrome de Usher. Cuando esto ocurre, se las denomina

distrofias retinianas sindromicas.
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4.3. RETINOSIS PIGMENTARIA

El primer reporte de la retinopatia familiar asociada al hallazgo de pigmento en
el fondo de ojo fue realizado por Donders en 1855. (42) El término “retinosis
pigmentaria” (también conocida como retinitis pigmentaria, ceguera nocturna o
hemeralopia congénita) es algo impreciso, ya que no hace referencia a una tnica
enfermedad, sino que abarca un grupo de enfermedades hereditarias causadas por
mutaciones en diversos genes (hasta ahora se han identificado mas de 100 genes
diferentes involucrados en esta enfermedad). Estas mutaciones provocan una
degeneracion progresiva de la retina que resulta en una pérdida gradual de la vision,

especialmente en condiciones de poca luz, como la vision nocturna. (43)(44)(45)

La RP representa la principal causa de ceguera genética en adultos y afecta
aproximadamente a 1 de cada 4000 personas, (46) aunque esta cifra puede
variar segun la ubicacién geografica, por lo que se considera una enfermedad
minoritaria. Es mds comun en hombres, siendo el 60% de los afectados varones
y el 40% mujeres. Se estima que hay alrededor de 25.000 personas afectadas en
Espana. (47)

Tal y como ya se ha mencionado, se trata de una enfermedad congénita, no
obstante, los sintomas generalmente no aparecen hasta la segunda década de la
vida, y en muchos casos, los pacientes no notan ningtin sintoma hasta estadios

avanzados de la enfermedad.

Aunque durante afos se ha dicho que, en las fases tempranas de la enfermedad,
se produce un dafo Unicamente en los bastones, actualmente, numerosos
estudios apuntan a que en realidad se afectan tantos bastones como conos, en
mayor o menor grado, desde el principio. Esto sugiere la existencia de dos formas
clinicas distintas, dependiendo de qué tipo de fotorreceptor presente disfuncion
en primer lugar. La forma mas comun es la que afecta tanto a bastones como a
conos, donde las alteraciones funcionales de los bastones preceden a las de los
conos (distrofia de bastones-conos). Esto se manifiesta con la pérdida de la vision

nocturna (nictalopia) y la afectacion del campo visual periférico. (1)

4.3.1. Sintomas de la retinosis pigmentaria

En la siguiente tabla se describen los sintomas que pueden manifestar los
pacientes afectos de RP, siendo los mas caracteristicos la nictalopia y la afectacion

campimétrica.




ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES RETINIANAS EN PACIENTES CON SINDROME DE USHER DE EDAD PEDIATRICA

Tabla 2. Resumen de los sintomas caracteristicos de la RP

Nictalopia Es generalmente el primer sintoma de debut de la enfermedad: los enfermos

presentan dificultad en la adaptacién a la oscuridad.
Disminucion del Suele aparecer después de la nictalopia.
campo visual Es consecuencia de la afectacion inicial de los bastones y se presenta como una

disminucién del campo visual periférico, conocida como “visién en tunel”
Clasicamente, al inicio se presenta una afectacion anular de la periferia media y
conforme avanza, afecta a la retina periférica y finalmente el campo central.

Fotofobia La sensibilidad a la luz aumentada es frecuente. Suele aparecer en fases avanzadas
de la enfermedad.

Fotopsias Suelen presentarse entre la region central y periférica del campo visual.

Disminuciondela  Tipicamente, la agudeza visual permanece preservada hasta fases avanzadas de

agudeza visual la enfermedad, conforme aparece el dafio en los conos y el compromiso del area
macular.
Discromatopsia La capacidad para percibir colores se mantiene sin cambios hasta que los conos

comienzan a deteriorarse, especialmente en el espectro de tonalidades que van
desde el azul al amarillo.

4.3.2. Signos clinicos de la retinosis pigmentaria

o Biomicroscopia:

Si bien la opacidad del cristalino en forma de catarata subcapsular posterior es el
hallazgo mas frecuente en la edad adulta, la exploracion del segmento anterior en

nifios con RP suele ser anodina.

La fisiopatologia de la conformacién de cataratas en la RP, asi como el motivo de
su organizacién tipica en forma de subcapsular posterior, sigue hoy en dia sin
conocerse. Algunos autores han propuesto que la peroxidacion lipidica puede ser

la causante del desarrollo de la opacidad lenticular. (48)

« Examen fundoscdpico:

En la exploraciéon fundoscépica son caracteristicos la palidez papilar, la
constriccion del didmetro vascular y el acimulo de pigmento en la periferia media
delaretina, denominados espiculas dseas, como consecuencia de la degeneracion

precoz de los FR. Ademas, conforme avanza la enfermedad, se pueden observar
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distintos grados de atrofia retiniana, que empieza presentandose en la periferia
media y avanza hacia la retina mas periférica y no afecta a la retina central hasta
las fases mas avanzadas. Estos cambios ocurren simultaneamente en los dos ojos,
aunque en ocasiones el progreso de la enfermedad puede ser desigual entre ellos.
(tabla 3) (figura 9)

Tabla 3. Resumen de las posibles alteraciones retinianas observables en el examen fundoscdpico de los
pacientes con RP

Estructura Principales hallazgos patoldgicos

Papila dptica Tipicamente se describe como “palida’, aunque puede presentarse sin alteraciones o incluso
hiperémica. La palidez papilar parece estar relacionada con la presencia de una membrana
previa al disco optico, formada por un crecimiento excesivo de células astrogliales. En
consecuencia, en esta situacion, la palidez no indica necesariamente una atrofia papilar,
ya que las células ganglionares y la capa de fibras nerviosas permanecen preservadas hasta
etapas avanzadas de la enfermedad. (49)

Vasos retinianos Caracteristicamente, encontramos una reduccién del didmetro vascular. Es un signo muy
frecuente, pudiendo llegar a encontrar arterias filiformes, que recuerdan a las retinopatias
hipertensivas.

Retina Es muy variable segun el estadio, por lo que en nifios con RP en fases muy iniciales podemos
encontrar retinas de aspecto normal, aunque encontremos ya alteraciones en el campo visual
(CV), la OCT o el electrorretinograma (ERG). En los casos mas evolucionados podemos
observar acumulos de pigmento en forma de espiculas 6seas distribuidos de forma difusa,
pero con predominio a nivel paravascular y en periferia media. La pigmentacién retiniana
en pacientes con retinosis pigmentaria puede mostrar un patrén moteado y, ocasionalmente,
signos de atrofia.

Mécula Inicialmente, puede ser normal, pero con el tiempo, se vuelve deslustrada y de tono grisaceo.
A veces, estos cambios destacan mas cuando se compara con la evidente alteracion en el
EPR que la rodea. En estadios avanzados, aparece una afectacion macular franca, mostrando
signos de atrofia retiniana o depositos de pigmento similares a los encontrados en el resto de
areas de la retina.

Coroides Es frecuente encontrar una atrofia de la coriocapilar en estadios finales de la enfermedad.
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Figura 9. Retinografia de campo amplio de paciente con RP por USH1 (imagen superior: ojo derecho; imagen inferior:
ojo izquierdo). Se observan la atrofia retiniana, junto a los depdsitos de pigmento en periferia media y el estrechamiento
vascular caracteristico (imagen propia)
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4.3.3. Criterios diagnésticos de la retinosis
pigmentaria

En 1982 Marmory colaboradores establecieron los siguiente criterios diagndsticos,

que siguen vigentes a dia de hoy: (50)

1. Bilateralidad

Aunque puede presentar cierta asimetria, muy raramente encontramos casos
de RP en un solo ojo. De hecho, muchos diagnésticos de “RP unilateral” son
en realidad secuelas de cuadros inflamatorios, traumaticos, o de oclusiones
vasculares mal diagnosticados, en los que se produce una movilizacién del

pigmento retiniano que recuerda a la RP. (51)(52)

2. Constriccion del campo visual

La pérdida de vision en el campo visual periférico indica principalmente un
deterioro de los bastones, ya que éstos se encuentran en mayor concentraciéon en

la retina periférica media.

3. Disfuncién de los bastones (alteraciones electrofisiolégicas)

El electroretinograma (ERG) proporciona informacién sobre la funcién de los
FRy permite distinguir entre la respuesta de los bastones y la de los conos, lo que
ayuda a evaluar el avance de la enfermedad. En la RP la disfuncién de los bastones

se identifica por:

- Un umbral elevado de la adaptometria en el segmento de bastones.

- Alteracién en la respuesta aislada de bastones del ERG.

4. Pérdida progresiva de la funcion de los fotorreceptores

La progresién observable de la enfermedad es un marcador distintivo que
la diferencia de otras condiciones similares pero estables, como la Ceguera
Congénita Estacionaria Nocturna. Ademds, indica la afectaciéon tanto de los

bastones como de los conos, y no solo de uno de los tipos de FR.

Aunque el diagndstico genético de la Retinosis Pigmentaria (RP) se estd volviendo
mas comun, todavia existen numerosos casos en los que solo se puede establecer
un diagndstico clinico. La identificacion clinica de los pacientes con sintomas
proporciona informacién para trazar el arbol genealdgico y dirigir la busqueda

de la mutacion genética.
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La variabilidad en la presentacién clinica tanto entre familias como dentro de
una misma familia, junto con la falta de correlacion absoluta entre el fenotipo
(manifestaciones clinicas) y el genotipo (cambios genéticos), subraya la necesidad
de un enfoque multidisciplinario. Al evaluar a un paciente con sospecha de RP o

a sus familiares, es crucial tener en cuenta los siguientes puntos:

o Existen casos de RP con presentacion atipica.

« En las etapas iniciales, pueden faltar o ser muy sutiles algunos sintomas y

signos.

« Cada tipo genético (autosémica dominante, autosémica recesiva y ligada al

sexo) tiene algunas caracteristicas tipicas.

« Un porcentaje significativo (alrededor del 15-20%) de casos de RP son formas
sindrémicas, como el sindrome de Usher o el sindrome de Bardet-Biedl. (53)
(54)

 Algunas mutaciones genéticas se asocian con un fenotipo clinico especifico y

viceversa, lo que implica una correlacién genotipo-fenotipo.



4. INTRODUCCION

4.4. SINDROME DE USHER

El sindrome de Usher (USH) es una condicién genética hereditaria que sigue un
patrén de transmision autosomica recesiva. Se caracteriza por la combinacion de
retinosis pigmentaria (RP), pérdida auditiva neurosensorial y, a veces, problemas

en la funcién vestibular.

El USH es considerado la causa mas comun de sordo-ceguera de origen genético
en la poblacién humana, siendo responsable del diagndstico de mas del 50% de
los casos de sordo-ceguera. (55) Tal y como se ha mencionado anteriormente,

este sindrome representa el 15-20% de todos los casos de RP. (53)(54)

La prevalencia de esta enfermedad varia seguin la fuente consultada, pero se
calcula en un rango de 3,2 a 6,2 por cada 100.000 nacidos vivos en Europa. (56)
Concretamente, en Espafa, se calcula una prevalencia de 4,2 casos por cada
100.000 personas. (57)

4.4.1. Historia del Sindrome de Usher

En 1858, el oftalmoélogo aleman Albrecht von Graefe report6 por primera vez la
combinacién de sordera congénita y retinosis pigmentaria (RP) en tres hermanos.
(58) Sin embargo, fue el oftalmologo escocés Charles Howard Usher quien, en
1935, destaco la naturaleza familiar de los hallazgos y sugirié que se trataba de un

sindrome especifico. (59)

Cabe destacar que, antes de que el sindrome obtuviese nombre propio, en 1922,
la genetista britanica Julia Bell observé diferencias en el grado de sordera entre
varios pacientes sordo-ciegos, lo que indicaba la variabilidad fenotipica de
la enfermedad. (60) Este hecho sent6 las bases para la posterior clasificacion
del sindrome de Usher realizada por Davenport y Omenn en 1977. (61)(62)
Finalmente, en 1994, Smith y colaboradores dividieron el sindrome en los tres
subtipos clinicos que conocemos en la actualidad, segun la progresion, la gravedad
y la edad de inicio de los sintomas. (63) Un afio después, Weil y colaboradores

identificaron el primer gen responsable de la enfermedad: MYO7A. (64)

Hoy en dia, se sabe con certeza que el USH es un sindrome clinico y genéticamente
heterogéneo, como lo demuestra la gran cantidad de genes asociados a la
enfermedad (once en total, siendolos genes mutados con mayor frecuencia USH2A
y MYO7A). No obstante, a pesar de los numerosos avances en la investigacion de

este trastorno, todavia queda mucho por descubrir sobre su fisiopatologia.
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4.4.2. Clasificacion y presentacion clinica

Tal y como se ha mencionado en el apartado anterior, clinicamente podemos
dividir el USH en tres tipos segin la gravedad y progresion de la pérdida auditiva,
la edad de inicio de la RP, y la presencia o ausencia de trastornos vestibulares. (62)
(63) Sin embargo, hay casos en los que las manifestaciones clinicas no coinciden
exactamente con las caracteristicas de estos tres grupos, siendo clasificados como

USH atipico.

Sindrome de Usher tipo 1 (USH1)

Esta forma del sindrome es la mas severa y se caracteriza por una pérdida auditiva
neurosensorial congénita de severa a profunda, la cual tiende a ser estable en su
progresion, con cierta capacidad auditiva residual solo en bajas frecuencias. Los
individuos con USH Tipo 1 generalmente pierden completamente su audicién
durante su primer afio de vida, lo que les dificulta el desarrollo del habla a menos

que se sometan a un implante coclear.

Ademas, el USH Tipo 1 se caracteriza por una deficiencia vestibular que se
manifiesta en el primer afo de vida, causando retrasos en el desarrollo motor. La
mayoria de los pacientes no logran sentarse sin apoyo hasta los 6 meses de edad y

no son capaces de caminar sin ayuda hasta después de los 18 meses. (63)

Como consecuencia de la RP, los pacientes con USH1 suelen presentar como
primer sintoma visual la nictalopia, que con frecuencia se manifiesta en la
primera década de vida, mientras que el diagndstico de RP no suele establecerse
hasta a mediados de la segunda. Sin embargo, ante sospecha diagndstica por
la existencia de antecedentes familiares, los cambios en la retina pueden ser
detectados mediante electroretinografia (ERG) alrededor de los 2-3 afios, incluso

antes de que se observen signos en el examen del fondo de ojo.

Sindrome de Usher tipo 2 (USH2)

El Sindrome de Usher Tipo 2 (USH2) es el mas frecuente y es menos grave
en comparacion con el USH1. La pérdida auditiva varia desde moderada en
frecuencias bajas hasta severa en frecuencias mas altas, y tiende a mantenerse
estable con el tiempo. Aunque la hipoacusia es congénita, a menudo se
diagnostica mas tarde cuando los nifios comienzan a experimentar dificultades
en el desarrollo del lenguaje. Sin embargo, debido al grado de pérdida auditiva

que experimentan, aun pueden desarrollar habilidades lingiiisticas y comunicarse
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efectivamente. Ademas, el uso de audifonos puede mejorar significativamente su

capacidad auditiva.

La funcién vestibular es normal en el USH2, lo que significa que los nifios no

enfrentan dificultades en su desarrollo motor.

Los sintomas de la RP suelen aparecer mas tarde en comparacion con el USH1,
tipicamente durante la segunda década de vida. La gravedad y el ritmo de la
pérdida visual pueden variar ampliamente entre familias y dentro de la misma
familia, pero generalmente tiende a progresar de manera mas lenta que en el caso
del USHI.

Sindrome de Usher tipo 3 (USH3)

Los individuos con Sindrome de Usher Tipo 3 (USH3) por lo general mantienen
niveles auditivos normales durante su infancia, lo que les permite adquirir el
lenguaje sin dificultades. Sin embargo, experimentan una pérdida auditiva
neurosensorial después de haber desarrollado el lenguaje (sordera postlingual),
la cual progresa de manera no lineal y puede comenzar desde la primera
hasta la tercera década de vida. En las etapas iniciales, la pérdida auditiva se
asemeja a la del USH2, pero con un mayor impacto en las frecuencias altas y
una progresion que varia ampliamente, llegando en la mayoria de los casos a la

sordera profunda.

La presencia de alteraciones en la funcién vestibular también varia, afectando
aproximadamente a la mitad de los pacientes. Sin embargo, es raro observar una
completa ausencia de funcién vestibular, y no se ha determinado con certeza si

esta alteracion es progresiva o no. (65)

De la misma manera, el inicio de los sintomas de la RP puede variar, pero suele

manifestarse entre la primera y segunda década de la vida.

Los sintomas y signos tipicos de la RP se describen en el capitulo 1.1, siendo
indistinguibles los hallazgos en la RP no sindrémica con respecto a la RP

sindrémica en contexto de USH.
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Tabla 4. Resumen de la clasificacion clinica del USH basada en la clasificacién de Davenport y Smith (62)

(63)
Vision (aparicion de  Audicion (pérdida de Equilibrio (funcién
la RP) audicion) vestibular)

USHER tipo 1 Antes de la pubertad Congénita, de severaa  Arreflexia vestibular
profunda. Estable

USHER tipo 2 Después de la Congénita, de Normal

pubertad moderada a severa.

Estable

USHER tipo 3 Variable tanto en edad ~ Variable, postlingual. Variable: se observa un

de aparicién como en

Progresiva

equilibrio que es normal o

casi normal en la infancia.
Sin embargo, existe la
posibilidad de que se
presenten problemas en
etapas posteriores.

gravedad

4.4.3. Genética del sindrome de Usher

Como se ha mencionado previamente, el USH es altamente variable tanto en su
presentacion clinica como en sus bases genéticas, ya que cada uno de los tres tipos

clinicos puede a su vez corresponderse con distintos subtipos genéticos.

Hasta la fecha, se han identificado un total de 11 genes responsables del USH: 10
de ellos como causa independiente y un gen modificador. (tabla 3) Aunque en
un principio se consideraron tres locus adicionales (USH1A, USH1]J y USH2B),
estudios recientes han descartado su participacion en el sindrome de Usher. (66)
(67)(68)

En 2010, Ebermann y colaboradores identificaron el gen PDZD?. Este gen parece
contribuir a la conformacién del fenotipo de los pacientes USH2A a través de
interacciones con la proteina Usherina, pero por si solo no es causa del sindrome
de Usher. (69)

La mayoria de estos genes son responsables también de patologias auditivas o

visuales no sindrémicas. (70)
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Tabla 5. Locus, localizaciéon cromosoémica, genes identificados y proteinas expresadas para cada subtipo
clinico de USH (Tabla modificada de Whatley et al y Castiglione et al) (68)(70)

TIPO LOCUS LOCALIZACION GEN PROTEINA GRADO DE
CLINICO EVIDENCIA
USH1 USH1B 11q13.5 MYO7A Miosina VIIa Confirmado
USH1C 11p15.1 USHIC Harmonina Confirmado
USH1D 10q22.1 CDH23 Cadherina 23 Confirmado
USHIF 10g21.1 PCDH15 Protocadherina 15 Confirmado
USHIG 17g25.1 USHIG SANS Confirmado
USH2 USH2A 1q41 USH2A Usherina Confirmado
USH2C 5ql4.3 GPR98 o Proteina G de Confirmado
ADGRV1 adhesion-receptor
acoplado-V1
USH2D 9g32 WHRN o Whirlina Confirmado
DFNB31
USH3 USH3A 3g25.1 CLRN1 Clarina I Confirmado
USH3B 5q31.3 HARSI Histidino-tRNA ligasa Rol pendiente de
confirmacion
Modificador = PDZD7 10q24.31 PDZD7 Proteina 7 con Rol pendiente de
de USH dominio PDZ confirmacion

4.4.3.1.Gen MYO7A en el Sindrome de Usher tipo 1

El locus USH1B en el cromosoma 11q13.5 fue reportado por primera vez en
1992. (71) Unos afios después, en 1995, Weil y colaboradores identificaron
el gen relacionado con este subtipo de USH: el gen MYO7A. (64) Ademas de
ser responsable del USH1B, se ha vinculado el gen MYO7A con trastornos de
audicion no sindromicos, tanto de herencia autosémica dominante (DFNA11),

como autosomico recesivo (DFNB2). (72)(73)

El gen MYO7A esta formado por 49 exones, de los cuales 48 son codificantes. Hoy
en dia, solo se ha identificado una isoforma proteica como proteina codificada
por el MYO7A, la cual esta constituida por 2215 aminodacidos. Esta proteina
presenta una estructura distintiva que incluye un dominio motor en el extremo
N-terminal, seguido de un cuello en la regién intermedia y una cola en la parte
final. (74)(75) (figura 10)
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Motor ngena g
| ligera

SH3

Cuello

Talin

Figura 10. Estructura de la proteina Myosina VIIa. Imagen modificada de Hasson, Current Biology,
1999. (75)

La Miosina VIla es una proteina motora que tiene la capacidad de desplazarse alo
largo de los filamentos de actina. Su dominio de la cabeza contiene sitios de unién
tanto para la actina como para el ATP, siendo la hidrdlisis de este ATP, la que le

proporciona la energia necesaria para este movimiento.

Numerosos investigadores han dirigido su atencién hacia el papel que desempeiia
la miosina VIIa en el oido interno y en la retina. En la cdclea, se ha observado
que esta proteina se localiza en las células ciliadas, donde su actividad motora

contribuye a procesos como la diferenciacién y organizacion de los estereocilios.

En cuanto a la retina, hay cierta controversia respecto a la ubicacion exacta de la
miosina VIIa. Algunos autores como Jacobson y colaboradores han reportado
que los fotorreceptores son el primer sitio detectable de la enfermedad MYO7A
en individuos jovenes o en etapas tempranas de la enfermedad. (76) Por otro
lado, Hasson et al. (77) y Williams et al. (78) han postulado que la mayor parte
del MYO7A en la retina estd presente en el EPR, y una pequefa cantidad estaria

asociada a los FR.

Los estudios con ratones deficientes en MYO7A han demostrado que MYO7A se
localiza en la region apical de los melanosomas del EPR y puede estar involucrado
en la eliminacion de fagosomas del EPR apical para su entrega a los lisosomas en
el EPR basal. En los FR que carecen de MYO7A, la opsina se acumula de manera
anormal en la zona de transicion del cilio, lo que sugiere que MYO7A funciona
como una barrera selectiva para las proteinas de membrana en el extremo distal
de los FR y desempefaria un papel clave en el mantenimiento de la estructura
periciliar. (78) (tabla 6) (figura 11)
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Tabla 6. Resumen de las localizaciones y funciones descritas de MYO7A en la retina. (77)(78)

LOCALIZACION FUNCION

Disposicion y desplazamiento de melanosomas y fagosomas en el EPR

EPR Transporte de las moléculas residuales generadas durante la renovacion de los discos del

segmento externo de los fotorreceptores

Requisito para la translocacion dependiente de la luz de la enzima del ciclo visual RPE65

Control del transporte de opsinas hacia el segmento externo de los FR

FR Barrera selectiva de proteinas de membrana en los FR

Conservacion de la integridad de la estructura ciliar mediante su interacciéon con las
proteinas Usherina y GPR98

FOTORRECEPTORES

Dineina *} [®
Quinesina # [*
Rab27a

MyRIP @

MT -
ACtiNg eom—

MYO7A

Dimero de MYO7A
Vesicula de Serotonina @

EPITELIO PIGMENTARIO DE LA
RETINA

Melanosoma <

Fagosoma @

Figura 11. Esquema de las localizaciones y posibles funciones de MYO7A en la retina (Imagen modificada de Williams
et al) (78)
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4.4.4. Diagnostico del Sindrome de Usher

En cuanto al diagnéstico del USH es imprescindible un enfoque multidisciplinar
que incluya un estudio de la audicién y el equilibrio por parte de otorrinolaringo-
logia, la retinosis pigmentaria a nivel oftalmolégico y finalmente la confirmacién

genética.

En la mayoria de los paises con altos recursos, el diagnostico clinico es seguido
por una confirmacion genética, pero esto probablemente cambiara en un futuro
proximo, dando paso al uso de la secuenciacion de préxima generacion con paneles

de genes ampliados tras el diagndstico neonatal de la discapacidad auditiva.

4.4.4.1.Pruebas de audicién y funcion vestibular

Con el objetivo de determinar el grado de pérdida auditiva y descartar neuropatia

auditiva, el estudio audiolégico neonatal debe incluir:

o Estudio de la emision otoacustica

o Estudio de la respuesta auditiva del tronco encefdlico con mediciones de

umbral
o La respuesta auditiva de estado estacionario

o Los reflejos estapediales

Mas adelante en la infancia y durante el curso de la vida, se debera incluir una

audiometria de tonos puros y una audiometria del habla.

Cabe recordar que la localizacion del dafio a nivel auditivo en el USH es coclear, a
causa de la pérdida de células ciliadas internas y externas y aunque la hipoacusia
es bilateral, simétrica y neurosensorial en todos los pacientes con USH, debemos
tener presentes las caracteristicas diferenciales en los distintos subtipos clinicos
de USH: (68)

o USHI: Sordera bilateral profunda congénita.

« USH2: Pérdida auditiva bilateral congénita de moderada a severa. En la mayor
parte de los casos, la pérdida auditiva estable ocurre durante las primeras 3
a 4 décadas. La pérdida auditiva tiene frecuentemente un patrén inclinado:
de leve a moderada en las frecuencias bajas y de severa a profunda en las

frecuencias mas elevadas.
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« USH3: Hipoacusia congénita, que suele ser leve durante la infancia con un
patrén tipico de pendiente. La pérdida auditiva es mds variable, lo que difiere
de la del USH2.

En cuanto al estudio de la funcién vestibular, debe considerarse una parte esencial

del diagnostico clinico del USH:

Mientras que en los pacientes con USH2, la funcién vestibular y la consecucién de
hitos motores son normales, en los niflos con USH1, una prueba de rotacién en una
silla de oficina usando gafas de Frenzel de video revelara un nistagmo horizontal
ausente durante la rotacion. A su vez, en estos pacientes, la evaluacion del desarrollo
de los hitos motores mostrara un desarrollo motor grueso retrasado con hipotonia
en los recién nacidos; mientras que en los nifos se observard un retraso para
sentarse y gatear y, por lo general, un retraso en la edad de deambulacién (>18
meses). Por otro lado, en pacientes con USH3, la funcién del equilibrio suele ser

normal durante la infancia y la edad adulta temprana y disminuye mas adelante.

4.4.4.2.Pruebas oftalmolégicas

Realizar una exploracién oftalmoldgica completa es imprescindible para
establecer el diagndstico de USH. Para ello, el primer paso sera realizar una
exploracion meticulosa que incluya la toma de agudeza visual en cada visita,
asi como la exploraciéon en la lampara de hendidura y la realizacién del examen

fundoscopico.

Durante la edad pediatrica, la mayoria de pacientes con USH presentan signos
precoces de RP, aunque en un rango variable, pudiendo observar desde fondos de
ojo practicamente normales a signos evidentes de RP como la atrofia retiniana y los
depdsitos de pigmento. Debemos tener en cuenta que una misma mutacién puede

tener varias expresiones fenotipicas, con signos fundoscdpicos muy diversos.

Anteriormente, en el capitulo 2, se han comentado detalladamente los signos
clinicos de la retinosis pigmentaria, por lo que, en este capitulo, centraremos la
atencion en el resto de pruebas complementarias necesarias para establecer el

diagndstico de USH en pacientes de edad pediatrica.

Campimetria

Tal y como hemos mencionado en capitulos anteriores, los cambios en el campo

visual comienzan con una disminucion generalizada y difusa de la sensibilidad.
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Posteriormente, surgen dreas de pérdida absoluta de vision (escotomas) formando
un anillo alrededor del campo central. Este defecto en forma de anillo es el
resultado de la afectacion inicial de los bastones, que se encuentran en mayor
densidad en la periferia media de la retina. Este defecto anular se expande hacia
fuera de forma centrifuga, provocando una restriccion periférica del campo visual.
Con el tiempo, la parte central del campo visual se vera comprometida, aunque
un pequeiio islote central permanecera preservado incluso en etapas avanzadas
de la enfermedad, lo que se conoce como campo visual en “cainén de escopeta”
o en “tunel”. (figura 12) Por lo general, los defectos en el campo visual coinciden
con las dreas alteradas en el fondo de ojo; sin embargo, en algunos casos, pueden

observarse areas de campo visual mas afectadas de lo esperado.

servados

[ [e¥] Anaiisis de campo tinico Central 10-2 Prueba de umbral
Menitor de fijacion: Apagado Estimulo: 1ll, Blanco Fecha: 15-may.-2023
Objetivo de fijacion: Central Fondo: 31,5asb Hora: 8:26
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Figura 12. Campo visual en paciente con RP : observamos un defecto periférico en tinel o caiién

de escopeta (imagen propia, cortesia de la Dra. E.Cobos)
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Adaptometria

Desde etapas tempranas de la RP, las pruebas de adaptaciéon a la oscuridad
muestran resultados anormales. Estas pruebas evalian como la sensibilidad de
la retina aumenta cuando el ojo se adapta a la oscuridad. Se registra el umbral
visual a lo largo del tiempo, generando una curva con dos fases distintas: una
correspondiente a los conos y otra a los bastones. Los bastones alcanzan umbrales

mucho mas bajos que los conos.

Pruebas electrofisioldgicas

Entre las distintas pruebas elecrofisiolégicas oculares disponibles hoy en dia
(potenciales evocados, electro-oculograma, electrorretinograma, etc.), la mas

estandarizada para el diagndstico de la RP es el ERG.

ElERG es una prueba imprescindible para diagnosticar las distrofias en general. Su
importancia diagnostica reside en que permite detectar una alteracion funcional
de la retina de forma precoz, incluso en ausencia sintomas o signos clinicos: dado
que en la retinosis pigmentaria (RP) se afectan los fotorreceptores, las respuestas

eléctricas se ven alteradas desde fases muy tempranas.

Entre los distintos tipos de ERG, el realizado mediante flash (ERG-Flash)
constituye la prueba neurofisiolégica mas estandarizada en el diagndstico de la
RP. Esta prueba consiste en estimular la retina mediante destellos de luz de cierta
intensidad y duracién, administrados por un estimulador o electrorretindgrafo,
mientras una lente de contacto corneal actiia como electrodo de registro para
recoger las respuestas. Dado que los conos y los bastones responden de manera
diferente, es necesario registrar las respuestas en condiciones distintas para

distinguir entre ambos tipos de fotorreceptores.

En el ERG-flash, se observa tipicamente una reduccién en la respuesta a baja
intensidad, inicialmente durante la evaluacién escotdpica, la cual empeora a
medida que avanza el proceso. (79) (figura 13) Es importante tener en cuenta que
el ERG-flash es de campo completo y utiliza un estimulo difuso, lo que significa
que recoge la sefal de toda la retina en conjunto. Esto implica que las lesiones
focales, que pueden afectar a una pequefa cantidad de fotorreceptores, pueden
no reflejarse en el resultado, que podria considerarse normal. Por ello, es posible
encontrar pacientes con enfermedades maculares como la degeneracién macular
asociada a la edad (DMAE) y una visién reducida a menos de 0.1, pero con un
ERG-flash completamente normal. En contraste, el ERG multifocal genera un

mapa de la respuesta retiniana, permitiendo distinguir entre diferentes dreas de
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la retina central. (41) (figura 14) Segun algunos expertos, se podria descartar el
diagndstico de RP en individuos con sospecha clinica pero con ERGs normales

después de los seis anos de edad. (80)

Por otro lado, los potenciales evocados visuales (PEV) evaldan la via visual hasta
el cortex occipital. La respuesta proviene de las fibras de la retina central, por lo
que se altera precozmente en las afecciones maculares, pero en la RP solo se afecta

en etapas avanzadas.

Dark-adapted 10.0 ERG Stimulator: Ganzfeld

250,00 pVidiv oD os
1
N b N b |2
T a a
A° A° 20,0 ms/div
Etapa a [ms] b [ms] a-wave [pV] b-wave [pV] b/a  Avgs.
Normal 14,1-16,1 32,6-49,9 155,0-342,0 201,0-508,0
1: 0D-1 9,96 (1) 49,8 3.5 (1) 17,2 (1) 4.9 5
2: 0%-2 23,1 (1) 48,0 2,3 (1) 5.7 (1 2.4 5

Light-adapted 3.0 Flicker 30 Hz Stimulator: Ganzfeld

50,00 pv/diy oD os
P P
2
TH TH

20,0 ms/div
Etapa IT-b [ms] A-b [pV] Avgs.
Normal 26,0-30,0 51,9-152,0
1: 0D-1 21,1 (1) 14,9 (1) 12
2: 0§-2 21,1 (1) 15,2 (1) 12

Figura 13. ERG flash de paciente con RP: en la parte superior observamos una respuesta abolida en condiciones
escotopicas (ya que no hay respuesta por parte de los bastones), mientras que en la parte inferior, observamos
el flicker fotopico que valora la respuesta de los conos y muestra una respuesta parcialmente conservada con
disminucién de la amplitud (imagen propia, cortesia de la Dra. E.Cobos)
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Figura 14. ERG multifocal alterado en paciente con RP: en la parte superior se observan las respuestas sectoriales y en la
parte inferior, la representacion en 3 dimensiones. Se identifica una onda P1 con amplitud preservada en el primer anillo
(anillo foveal) y aplanamiento en el resto de los anillos mas periféricos (imagen propia, cortesia de la Dra E. Cobos)

Sensibilidad al contraste

En ocasiones, antes de que los pacientes con RP experimenten una disminucion
de la agudeza visual, pueden manifestar una reduccién en la capacidad para la

percepcion del contraste.

Autofluorescencia

De manera caracteristica, se puede identificar un anillo hiperautofluorescente
alrededor de la févea, donde el area del interior de este anillo muestra una funcién
fotopica preservada. Esto sugiere que las anomalias en la autofluorescencia poseen
un significado funcional y pueden servir como herramienta para la identificacion

de pacientes. (figura 15)
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Figura 15. Autofluorescencia en paciente con RP a USHI1. (imagen propia)

Tomografia por coherencia dptica

La tomografia de coherencia 6ptica (OCT) es una prueba diagndstica basada
en el uso de haces de luz de baja coherencia que permite obtener exploraciones
tisulares multinivel especialmente precisas y fiables, con la gran ventaja de que se

trata de una prueba no invasiva, rapida e inocua para el paciente.

La primera generacion de OCT era de baja resoluciéon y no nos permitia distinguir
las estructuras microscopicas de la retina. Paulatinamente, se ha ido produciendo
una mejora significativa en la resolucion de la OCT, hasta el dia de hoy, en que
disponemos de distintos OCTs de alta resolucién que se diferencian entre ellos
por el sistema que utilizan a la hora de adquirir la informacién del tejido y por
la imagen bidimensional obtenida. De esta manera, podemos diferenciar entre:
OCT de dominio temporal (Time Domain o TD-OCT), los OCT de dominio
espectral (Spectral Domain o SD-OCT) y los OCT Swept Source (SS-OCT).

Hoy en dia, los mads utilizados en la consulta rutinaria son los SD-OCT y los SS-
OCT. Cabe destacar que el SS-OCT posee una longitud de onda superior que
el resto, lo que le confiere una mayor penetracion del tejido. Gracias a la luz de
longitud de onda larga (1050 nm), la penetracion en los tejidos oculares se ha
optimizado, esto nos brinda la oportunidad de observar in vivo todas las capas
retinianas, con una correlaciéon directa con los estudios histologicos: el resultado
es comparable a una biopsia en imagenes de todas las capas retinianas e, incluso
de la coroides y la esclera. De modo, que es posible detectar lesiones tanto

cuantitativas (por ejemplo, una disminucién o aumento del grosor retiniano
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o coroideo) como cualitativas (apariciéon de edema macular cistoide, traccion

vitreo-macular, membrana epirretiniana, etc).

El analisis de la integridad de los FR y su relacién con el EPR es de gran
importancia para comprender la patogenia de las enfermedades degenerativas de

la retina como la RP en el USH.

De la misma manera que el ERG, la OCT permite también detectar alteraciones
precoces en el diagnostico de la RP, pero ademas tiene la ventaja de poder medir
estos cambios objetivamente, lo cual es de especial utilidad en el seguimiento de
enfermedades crénicas y progresivas como la RP en el USH. Por consiguiente, la
OCT resulta crucial para diagnosticar la enfermedad, monitorear su progresion
y evaluar la eficacia de los tratamientos que actualmente se estan investigando en

ensayos clinicos.

Algunos autores como Cuenca y colaboradores han realizado valiosos estudios
que correlacionan de manera precisa las imagenes obtenidas por OCT con las
estructuras histolégicas mediante técnicas de inmunohistoquimica sobre cortes

de retina humana a nivel de févea. (81) (figura 16)

No obstante, la nomenclatura mas extendida y vigente hoy en dia sobre para la
clasificacion de las capas y bandas retinianas y coroideas visibles en imagenes de
SD-OCT de un ojo normal, sigue siendo la propuesta en 2014 por Staurenghi y
colaboradores. (figura 17)(82)
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En cuanto a la valoracién de los FR mediante OCT, ésta aporta una valiosa
informacion, que en ocasiones resulta incluso superior a la que aportaria un corte
histoldgico, ya que estamos valorando un tejido “in vivo” a tiempo real. Cuando
se menciona la capa de los FR, en realidad se hace referencia a la expansion
externa de los mismos, ya que los FR forman las capas mas externas de la retina,
extendiéndose desde la capa plexiforme externa hasta el EPR, por lo tanto, para
una correcta valoracion del estado de los FR, debemos valorar las 6 capas en las

que se encuentran (de mas interna a mas externa): (figura 18)

1. Plexiforme externa: lugar de sinapsis de los FR con las células bipolares,

horizontales y amacrinas.

2. Nuclear externa: formada por los nicleos de conos y bastones. Se corresponde

con la capa hiporreflectante mas gruesa de la retina.

3. Membrana limitante externa (MLE): capa fina hiperreflectante por donde

pasan las fibras de los FR, formada por expansiones de las células de Miiller.

4. Mioide: franja hiporreflectiva, entre la MLE vy la elipsoides, que contiene
el aparato de Golgi, ribosomas y un extenso reticulo endoplasmico donde
se sintetizan las proteinas necesarias para fabricar las membranas y otros

componentes de los FR.

5. Elipsoide: también conocida como zona de elipsoides (ZE), porcion elipsoides
de los segmentos internos (EPIS), elipsoides de los segmentos internos (ESI) o
union entre los segmento internos y externos (“inner segment/outer segment”
o “IS/OS”). Es una franja hiperreflectiva muy bien definida dado que por su
estructura membranosa refleja casi toda la luz que le alcanza. Estd formada
por la acumulacién de mitocondrias que suministran la energia requerida

para llevar a cabo los elaborados procesos visuales, como la fototransduccion.

6. Segmentos externos de los FR: franja hiporreflectiva, que corresponde a la
franja mas externa de los FR, donde se encuentran los discos o repliegues de

membrana.

7. Interdigitacion del EPR o linea de Verhoeff: linea hiperreflectiva, no siempre
visible, que se corresponde con el lugar donde los FR son rodeados por los

procesos filiformes de la zona apical del EPR.
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Direccion de la luz

Capa Plexiforme Externa

Capa Nuclear Externa

Membrana Limitante Externa ——=.,
Capa Mioide
Capa Elipsoide

- @@ &
M Segmentos externos de los FR  —— WSwagQ
, Y

Interdigitacién del EPR

EPR

Figura 18. Correlacion de las capas de la retina externa con las distintas partes de los fotorreceptores. Con letras rojas se
representan las capas hiperreflectivas. (imagen propia)

4.4.4.3.Diagnostico genético

El diagnostico molecular del sindrome de Usher se ve dificultado considerable-
mente a causa de la amplia diversidad genética y el gran tamafo de algunos de
los genes involucrados. A continuacidn, se exponen de manera generalizada las
distintas tecnologias utilizadas para abordar su diagnéstico molecular, segun su

evolucién:

Secuenciacion Sanger

El diagnoéstico genético mas antiguo y usado ha sido la secuenciacion genética,
que consiste en un analisis completo gen a gen, empezando por los mas
implicados dentro de cada subtipo clinico. Alo largo del tiempo, se han empleado
diversos métodos para identificar las mutaciones causantes de la enfermedad.
Inicialmente, estos estudios combinaban el polimorfismo conformacional
de cadena sencilla (SSCP) y la secuenciaciéon de Sanger. El SSCP permitia
detectar variaciones en la secuencia segun el plegamiento diferencial de las
cadenas simples de ADN. Si se observaba un patrén electroforético anémalo,
se procedia a la secuenciaciéon automadtica mediante Sanger. Sin embargo,
debido a su menor sensibilidad en comparacion con la secuenciacién directa,
rapidamente se adoptd la secuenciacion completa de los genes. A pesar de que

esta técnica es altamente sensible, en el caso del USH, el gran tamafio de los
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genes involucrados, como USH2A o MYO7A, junto con la presencia de casos
atipicos o sin clasificar, hacen que la secuenciacién completa de genes sea un

proceso lento y costoso. (83)

Microarrays de genotipado

Los microarrays de genotipado tienen como objetivo simplificar los analisis
genéticos. Estos dispositivos consisten en multiples sondas de ADN adheridas a una
superficie solida, sobre la cual se hibridan muestras de ADN de los pacientes, lo que
facilita la identificaciéon de mutaciones. No obstante, es importante tener en cuenta
que un microarray solo puede detectar mutaciones que hayan sido previamente
descritas, y se requieren actualizaciones constantes para mantener su eficacia (la

ultima version en el diagndstico de USH incluye 651 mutaciones). (84)

Esta es una técnica bajo coste, por lo que puede ser ttil a la hora de priorizar el

gen a estudiar, como en los casos con historia familiar confirmada.

Secuenciacion de nueva generacion

En el ano 2005, surgié la primera plataforma de secuenciacién de nueva
generacion, también conocida como NGS (de las siglas en inglés: next generation
sequencing), marcando un hito en el ambito del diagndstico de enfermedades
genéticas. El término NGS engloba tecnologias disefiadas para analizar grandes
cantidades de ADN de manera masiva y paralela. Esta técnica ha transformado
la investigacion gendmica al permitir la secuenciacién de millones de bases de
manera mas rapida y econdmica. La interpretacion de los resultados es compleja

y requiere un exhaustivo proceso bioinformatico y clinico.

Actualmente, existen diversas plataformas de secuenciacion disponibles, todas
basadas en una amplificacién inicial del ADN seguida de la secuenciacién. Estas
son conocidas como secuenciadores de segunda generacion, aunque ya se estan
desarrollando los de tercera generacién, que prescindiran de la amplificacion
inicial. Ademas, existen diversas aplicaciones, como la secuenciacién completa
del genoma (WGS, por sus siglas en inglés, Whole Genome Sequencing) o la
secuenciacion completa del exoma (WES, por sus siglas en inglés, Whole Exome
Sequencing), que posibilitan el almacenamiento, procesamiento y gestion de la

informacion obtenida de las diferentes plataformas.

Por otro lado, se han creado secuenciadores de bancada, llamados bench-top, que

son sistemas NGS mas pequefios con protocolos y analisis de datos mas simples
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y econdmicos. (83) Tres de las principales plataformas que han desarrollado estos

secuenciadores de bancada son MiSeq, Ion Torrent PGM y 454 GS Junior.

Por ultimo, es importante destacar el empleo combinado de las técnicas
mencionadas anteriormente: la secuenciacién masiva junto con la captura de
secuencias. Esta combinacion posibilita la secuenciacion de regiones especificas
del genoma (resecuenciacion dirigida) con el propdsito de enriquecer esta parte
del genoma mediante diversas estrategias, para luego proceder a su secuenciacion.
En los ultimos afos, se han llevado a cabo numerosos estudios que han utilizado
esta estrategia, especialmente en la investigacion de enfermedades genéticamente

heterogéneas como el USH. (85)

4.4.5. Tratamiento y prondstico

Hoy en dia, no existe un tratamiento curativo para los pacientes con RP por USH.
Al ser una enfermedad cronica y progresiva, ésta conduce inevitablemente a la
ceguera. El momento en que se establece la ceguera legal es variable y depende
de varios factores, como el subtipo clinico de USH o la edad de aparicion de los
primeros dafios retinianos. Por este motivo, resulta de especial interés conocer
cuales son estas primeras alteraciones en la retina e identificar que variables nos

permitirian cuantificar dicha progresion.

Por todo ello, nuestro trabajo se centrard en establecer cudles son los primeros
biomarcadores detectados por OCT en un grupo homogéneo: pacientes de edad

pediatrica con sindrome de USH1 secundario a mutaciones del gen MYO7A.
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Se plantea que la retinopatia secundaria a mutaciones en MYO7A en pacientes
con sindrome de Usher tipo 1 se produce primariamente por un dafo a nivel de

las capas externas de la retina, particularmente en los fotorreceptores.

Por otro lado, la SS-OCT es una herramienta diagndstica util para detectar los
primeros signos de la enfermedad a nivel ocular, caracterizar mejor las diversas
etapas de esta retinopatia y monitorear su evolucién, lo que podria permitir

evaluar la respuesta a eventuales tratamientos en el futuro.
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6. OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

1. El objetivo principal del estudio es establecer en qué localizacién anatémica
de la retina se producen los primeros dafios secundarios a mutaciones del gen

MYO7A en pacientes pediatricos diagnosticados de sindrome de Usher tipo 1.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

2. Describir las alteraciones de la retina detectadas mediante tomografia por
coherencia Optica Swept Source y comparar estos hallazgos con informes

publicados previamente.

3. Correlacionar las alteraciones anatéomicas detectadas mediante tomografia

por coherencia dptica con la agudeza visual.

4. Determinar qué parametros son los mas ttiles para predecir la progresién de

la enfermedad.







MATERIAL, METODOS .
Y RESULTADOS






7. MATERIAL, METODOS
Y RESULTADOS

ARTICULO 1

Resumen del articulo 1

Objetivo: Describir las alteraciones retinianas detectadas con SS-OCT en
pacientes pediatricos con USHI1 y comparar estos hallazgos con informes

publicados previamente.

Métodos: Treinta y dos ojos de 16 pacientes (11 hombres y 5 mujeres) con
diagnoéstico genético de USH1 debido a mutaciones MYO7A se sometieron a
SS-OCT. Los pacientes tenian edades comprendidas entre 4 y 17 afos (media,

11,13 £ 4,29). Se analizaron el area subfoveal y macular mediante SS-OCT

a 1050 nm utilizando 12 barridos radiales de 12,0 mm. Las anormalidades
estructurales fueron evaluadas y se correlacionaron con la mejor agudeza
visual corregida (BCVA).

Resultados: La alteracidn retiniana cualitativa mas frecuente fue el dafio en
las capas externas del drea macular. Las alteraciones especificas incluyeron
pérdida o amputaciéon de la membrana limitante externa (27 ojos; 84,4%),
pérdida o amputacion de la capa mioide (27 ojos; 84,4%); alteracion de la
capa elipsoides (28 ojos; 87,5 %) y pérdida de los segmentos externos de
los fotorreceptores (29 ojos; 90,6 %). La alteracion del epitelio pigmentario
de la retina se dividié segun la pérdida de las diferentes capas: fagosomas
(30 ojos; 93,8%), melanosomas (29 ojos; 90,6%) y mitocondrias (0 ojos;
0%). La presencia de edema macular quistico (EMQ) se correlaciond
significativamente con alteraciones en los fotorreceptores. La amputacion
o ausencia de las capas mioide y elipsoide de los fotorreceptores fueron las
unicas variables asociadas de forma independiente a la disminucién de la
BCVA.
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Conclusiones: Los hallazgos de este estudio sugieren que la base fisiopatoldgica
del sindrome de Usher en los primeros estadios de la enfermedad pueden
ser cambios en las capas externas de la retina, particularmente en los
fotorreceptores, que a su vez pueden causar alteraciones, como el EMQ, en las
capas internas. En consecuencia, puede ser aconsejable monitorear el estado
de los fotorreceptores durante el seguimiento, para la deteccién temprana de

cambios patoldgicos en pacientes con USH1.
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Abstract

Purpose To describe retinal alterations detected by swept-source optical coherence tomography (SS-OCT) in paediatric
patients with Usher syndrome type 1 (USH1) and to compare these findings to previously published reports.

Methods Thirty-two eyes from 16 patients (11 males and 5 females) with a genetic diagnosis of USH1 because of MYO7A
mutations underwent SS-OCT. Patients ranged in age from 4 to 17 years (mean, 11,13 +4,29). The subfoveal and macular
area were analysed with SS-OCT at 1050 nm using 12 radial scans of 12.0 mm. Structural abnormalities were evaluated and
correlated with best-corrected visual acuity (BCVA).

Results The most common qualitative retinal abnormality was external layer damage in macular area. Specific alterations
included external limiting membrane loss/disruption (27 eyes; 84.4%), disruption of the Myoid zone (27 eyes; 84.4%);
Ellipsoid zone disruption (28 eyes; 87.5%), and loss of the outer segments (29 eyes; 90.6%). The damage of the retinal
pigment epithelium was divided according to the loss of the different layers: phagosome zone (30 eyes; 93.8%), melanosome
zone (29 eyes; 90.6%) and mitochondria zone (0 eyes; 0%). The presence of cystoid macular oedema (CMO) was sig-
nificantly correlated with alterations in photoreceptors. Disruption or absence of the myoid and ellipsoid zones of the
photoreceptors were the only variables independently associated with decreased BCVA.

Conclusions The findings of this study suggest that the physiopathologic basis of early-stage Usher syndrome (USH) may be
changes in the outer retinal layer, particularly the photoreceptors, which in turn may cause alterations—such as CMO—in
the inner retinal layers. Accordingly, monitoring the condition of photoreceptors during follow-up may be advisable for the

early detection of pathologic changes.
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Introduction

Usher syndrome (USH) is an autosomal recessive disease
characterized by a combination of sensorineural hearing
loss (HL) and retinitis pigmentosa (RP) [1]. This syndrome
accounts for 18% of all cases of RP [2]. USH is a clinically
and genetically heterogeneous syndrome, as evidenced by
the large number of disease-associated genes (eleven in
total with the most frequently mutated genes being USH2A
and MYO7A). USH can be classified into three different
clinical types based on the specific genes involved and on
the severity of HL. The characteristic symptom of RP is
nyctalopia, caused by the loss of rod outer segments. In the
earliest stages of USH, rod loss results in ring-shaped
scotoma in the mid-periphery, which can progress to
involve the periphery and the macula. In the final stage,
damage to the cone photoreceptors induces central vision
loss [3].

SPRINGER NATURE
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The first generation of optical coherence tomography
(OCT) had low resolution and did not allow us to distin-
guish retinal microscopical structures. The improvement in
the resolution of the OCT with the arrival of spectral-
domain OCT or swept-source OCT (SS-OCT), provides the
opportunity to observe in vivo all the retinal layers, corre-
sponding with the histological studies [4]. The analysis of
the integrity of the photoreceptors and their relationship
with the retinal pigment epithelium (RPE) is of major
importance to understand the pathogenesis of degenerative
retinal diseases like the RP in USH.

The aim of this study was to use SS-OCT to identify the
qualitative alterations present in the retina of paediatric
patients with early stage MYO7A-associated Usher syn-
drome type 1 (USH1); determining the precise location of
the primary retinal damage and the associated pattern of
progression was of particular interest. Secondarily, we
sought to correlate these alterations with best-corrected
visual acuity (BCVA).

Methods
Patients and study design

In this retrospective study, we analysed 32 eyes from 16
patients (11 males and 5 females; age range 4-17 years;
median age, 11 +4,29 years) with a genetic diagnosis of
MYO7A-associated USHI1. Three pairs (n=06) of the
patients were brothers (Table 1).

A comprehensive medical history was taken to determine
age at diagnosis of USH, the first symptoms at onset, and
family history of USH.

A complete ophthalmologic examination was performed,
including determination of BCVA (decimal fractions with
Snellen equivalent), automated visual field, -electro-
retinography and SS-OCT.

The diagnosis of RP was based on the presence of
relevant symptoms together with fundoscopic features (as

Table 1 Demographic and clinical features of patients with USH

Characteristic Value

Age (years) (n=16)

Mean 11,13 (11)
(median)
Sex
Male 11 (68.75%)
Female 5 (31.25%)
Visual acuity
Mean 0.57 (0.6)
(median)

SPRINGER NATURE

diffuse retinal vessel attenuation and RPE pigmentary
changes), OCT alterations and severe reduction of the ERG
responses. In all cases, audiometry was performed prior to
study enrolment to confirm bilateral congenital HL. The
diagnosis of USH was confirmed by genetic analysis
(Table 2), with all of the patients having either one homo-
zygous or two compound heterozygous mutations.

Exclusion criteria were: (1) history of any other ocular
disease (cataract, uveitis or glaucoma); (2) refractive error >
5 diopters (due to its possible effect on choroidal thickness)
[5]; and (3) prior ocular surgery (within 6 months prior to
study enrolment).

The study was approved by the Research Ethics Com-
mittee at our hospital. All procedures were performed
according to the hospital code of ethics and the study design
adhered to the tenets of the Declaration of Helsinki.
Informed consent was obtained from all patients and/or their
parents.

Swept-source optical coherence tomography

We scanned the macular area of both eyes using a Triton
SS-OCT (Topcon Corporation, Tokyo, Japan) at a 1050 nm
wavelength and scanning speed of 100,000 A-scans/second
using a high-definition set of twelve 12.0 mm radial cuts.
Retinal foveal and choroidal thicknesses were automatically
measured and presented as a topographic map with nine
subfields as defined by the Early Treatment Diabetic Reti-
nopathy Study style grid.

The SS-OCT images were closely evaluated to identify
and describe any qualitative vitreoretinal alterations. For this
purpose, the following structures were analysed: vitreous;
inner limiting membrane (ILM), the presence of epiretinal
membranes (ERMs), macular micropseudocysts (MPC) and
cystoid macular oedema (CMO). With the aim of focusing
on photoreceptor health and the relationship between pho-
toreceptors and RPE, we used the nomenclature proposed by
Cuenca et al. [4], based on morphological correlation
between histology (using immunohistochemical methods)
and OCT. Therefore, the terms used to identify the different
segments of the photoreceptors are: external limiting mem-
brane (ELM), Myoid zone, cone Ellipsoids (ISeZ) and Cone
outer segment (OS). Whereas the RPE structures are: pha-
gosome zone of the RPE (PhaZ), Melanosome zone of the
RPE (RPEmel) and Mitochondria zone of the RPE
(RPEmitz).

All scans were performed with dilated pupils (using
cyclopentolate).

Statistical analysis

A descriptive analysis was performed. Measures of the
central value (mean and median) and dispersion (standard
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ARTICULO 1

Table 2 USH mutations in

. Patient Gene
this cohort

Mutations

Allele 1

Allele 2

MYO7A
MYO7A
MYO7A
MYO7A
MYO7A
MYO7A
MYO7A
MYO7A
MYO7A
MYO7A
MYO7A

O 0 N AN N R W N =

[
- O

12 MYO7A

13 MYO7A
14 MYO7A
15 MYO7A
16 MYO7A

¢.3508 G> A, p.Glul170Lys
¢.3508 G> A, p.Glul170Lys
¢.2215G>T, p.Glu739*
c.4489 G >C, p.Glyl497Arg
c.5944 G> A, p.Gly1982Arg
c2283-1G>T

c.6321 G> A, p.Trp2107*
c2914C>T, p.Arg972*
¢.5392C>T, p.GIn1798*
c.999 T>G, p.Tyr333*

¢.2874_2878delCCAGG, p.
GIn959Glyfs*5

¢.2874_2878delCCAGG, p.
GIn959Glyfs*5

c.999 T >G, p.Tyr333*
¢.4297delC, p.GIn1433Serfs*116
¢.4297delC, p.GIn1433Serfs*116
¢.6_9dupGATT, p. LeudfsAsp*39

¢.3508 G> A, p.Glul170Lys
¢.3508 G> A, p.Glul170Lys
c.722G> A, p.Arg241His

Exon 46 deleted

¢.5944 G> A, p.Gly1982Arg
¢.3594C> A, p.Cys1198*
¢.6025delG, p.Ala2009Profs*32
¢.4131dupT, p.Gly1378Trpfs*6
¢.5392C>T, p.GIn1798*

¢.999 T >G, p.Tyr333*

¢.2874_2878delCCAGG, p.
GIn959Glyfs*5

¢.2874_2878delCCAGG, p.
GIn959Glyfs*5

c.999T>G, p.Tyr333*
¢.6025delG, p.Ala2009Profs*32
¢.6025delG, p.Ala2009Profs*32
¢.5573 T>C, p.Leul858Pro

deviations [SD] and interquartile ranges [IQR]) were
determined for continuous variables. Categorical variables
were described as frequencies and percentages.

The Shapiro-Wilk test was performed to explore the
distribution of the numerical data. Univariate and multi-
variate linear regression models were performed to assess
the influence of the study variables on BCVA. All statistical
tests were two-tailed. Statistical significance was set at P <
0.05. All statistical analyses were performed using SPSS
version 24.0 (SPSS Inc., Chicago, IL; USA).

Results
Demographics

A total of 16 patients (5 females [31.25%] and 11 males
[68.75%]) were included. Of these, nine were of European
origin, five were of South-East Asian origin and two of
South-American origin. All patients had a genetic diagnosis
of USHI, determined by the presence of the mutated gene
MYO7A. (Table 2) We identified the disease-causing
mutations by multiplex PCR and SNP array/qPCR. How-
ever, all mutations were confirmed by Sanger sequencing
and the large deletion was confirmed by qPCR. All the
patients in this study were analysed in the previous study of
Bonnet et al. [5].

In six patients (37,5%), the parents were asymptomatic
carriers of Usher genes. The mean BCVA for the group was

0.57 (decimal scale), ranging from 0.1 to 1.0 (SD, 0.32)
(Table 1).

SS-OCT results

The SS-OCT results showed involvement of the ILM
(hyperreflective points or waviness) in nine eyes (28.1%).
MPCs and CMO were detected in 15 (46.9%) and 8 (25%)
eyes, respectively. By contrast, ERM was not observed in
any of the eyes.

In the analysis of the macular area, we analysed twelve
12.0 mm radial cuts centred on the fovea. The following
abnormalities in the external retinal layers were reported:
ELM loss or disruption (27 eyes; 84.4%); disruption of the
Myoid zone (27 eyes; 84.4%); ISeZ disruption (28 eyes;
87.5%), and loss of the OS (29 eyes; 90.6%). The damage
of the RPE was divided according to the loss of the different
layers: PhaZ (30 eyes; 93.8%), RPEmel (29 eyes; 90.6%)
and RPEmitz (0 eyes; 0%) (Fig. 1).

On the other hand, the same parameters in the subfoveal
area were analysed, showing the following results: ELM
loss or disruption (4 eyes; 12.5%); disruption of the Myoid
zone (6 eyes; 18.8%); disruption of the ISeZ (6 eyes;
18.8%), and loss of the OS (16 eyes; 50%). The damage of
the RPE was divided according to the loss of the different
layers: PhaZ (7 eyes; 21.9%), RPEmel (7 eyes; 21.9%) and
RPEmitz (0 eyes; 0%).

Eight eyes (25%) presented hyperreflective alterations in
the vitreous cavity. It must be emphasized though that none
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Fig. 1 SS-OCT scans of the
fovea of four patients affected
by USH, showing the most
representative qualitative retinal
and choroidal alterations. In the
inner layers, the hyperreflective
points (a, ¢) and waviness in
ILM (b, d) are marked with an
arrow. Alterations in other inner
layers in the form of MPCs

(a, d) (*) or CMO (c) are also
shown (**). The absence of the
ELM-IS/OS-OS/RPE complex
in the extrafoveal region of the
external layers can be seen in all
of these images, except for

¢, which shows the eye of a
patient with substantial CMO
leading to the disappearance of
all external layers in the
subfoveal area. Image d shows
important hyperreflective
condensations of the vitreous
(+). In the choroid, the presence
of finer alterations such as
thinning of Sattler’s layer

(a) and the presence of
hyperreflective foci (c, d) can be
seen (¢)

of the patients had vitreous cells in the ophthalmological
examination (Fig. 2).

If we perform a general analysis of the state of the
photoreceptors and the RPE, considering the damage in any
of its segments, we observe the following results: at the
macular area photoreceptors and RPE loss is 93.8% in both
cases. Whereas if we focus the analysis in the subfoveal
area we observe photoreceptors loss in 50% of the cases and
RPE damage in 21.9% (Table 3).

The following choroidal alterations were observed:
hyperreflective foci (25% of eyes); thinning/absence of
Sattler’s layer (15.6%); suprachoroidal hyporeflective space
(9.4%); and generalized thinning (3.1%).

SPRINGER NATURE

B s

Frhmmmnmg

T P G Ly

A univariate analysis was performed to assess possible
correlations between qualitative OCT findings in the sub-
foveal area and BCVA. That analysis showed that ELM
layer integrity and a preserved Myoid and Ellipsoid zones
of photoreceptor layer were associated with better BVCA.
In patients presenting absent ELM, the mean BCVA was
0.35 versus 0.5 in patients with normal ELM (p = 0.024).
Similarly, the mean BCVA for patients with normal versus
disrupted/absent myoid and ellipsoid zone was, respec-
tively, 0.52 and 0.32 (p <0.001). No significant association
was found between BCVA and any of the following: ILM
alterations, the presence or absence of CMO or MPCs,
alterations in the OS layer or damage in the RPE segments.
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Fig. 2 SS-OCT scans of four
patients affected by USH,
showing the most representative
external layers alterations in the
subfoveal area: a Disruption of
outer layers in the macular area,
preservation of them in the
subfoveal area. b Loss of OS
layer of the photoreceptors.

¢ Loss of all the photoreceptor
segments: MLE, myoid zone,
ellipsoid zone and OS. d Loss of
all the photoreceptor segments
and also inner segments of RPE
(loss of PhaZ and RPEmel and
RPEmit preservation)

Likewise, we found no association between BCVA and
qualitative choroidal alterations.

To control for confounding factors, we performed a
multivariate regression analysis. On that analysis, only
disruption or absence of the myoid and ellipsoid zones
remained independently associated with a lower BCVA
(R2 =0-47; t=—4.04; p=0.001).

Finally, to better understand the pathogenesis of macular
oedema in these patients, we evaluated the correlations
between CMO and ILM and between CMO and the
absence/disruption of any segment of photoreceptors in the
subfoveal area. That analysis showed that CMO was sig-
nificantly correlated with the presence of alterations in the
photoreceptor segments (p = 0.013; correlation coefficient,
0.433). By contrast, there was no statistically significant
correlation between the presence of CMO and ILM
abnormalities (p = 0.827).

Discussion

The main aim of the present report was to study the qua-
litative retinal alterations detected by SS-OCT in a group of
paediatric patients with MYO7A-associated USHI1. The
most common qualitative abnormality in the retina of the
macular area was external layers damage, including ELM
loss or disruption (84.4% of eyes), ISeZ disruption (28 eyes;
87.5%) and loss of the OS (29 eyes; 90.6%) The damage of
the different segments of RPE was: 93.8% PhaZ and 90.6%
RPEmel and 0% RPEmitz.

The presence of CMO was significantly correlated with
the presence of alterations in the photoreceptor segments.
However, on the multivariate analysis, the only variables
that were independently associated with decreased
BCVA were disruption or absence of the myoid and
ellipsoid zones. Overall, it can be speculated that the
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Table 3 Qualitative retinal alterations in macular area

Retinal alterations observed Frequency and percentage

(eyes, n=32)
ILM (altered) 9 (28.1%)
ERM (present) 0
MPCs (present) 15 (46.9%)
CMO (present) 8 (25%)
ELM (absent) 27 (84.4%)
Myoid zone (absent) 27 (84.4%)
ISeZ (absent) 28 (87.5%)
OS (absent) 29 (90.6%)
PhaZ (absent) 30 (93.8%)
RPEmel (absent) 29 (90.6%)
RPEmitz (absent) 0

ILM internal limiting membrane, ERM epiretinal membrane, MPC
retinal micropseudocysts, CMO cystoid macular edema, ELM external
limiting membrane, IsEZ ellipsoid zone, OS cone outer segments,
PhaZ phagosome zone, RPEmel melanosome zone, RPEmitz
mitocondria zone

pathophysiologic basis for MYO7A-associated USH in early
stage disease could be alterations to the outer retinal layers
(particularly the photoreceptors) and RPE. Plausibly, these
outer layer alterations could be responsible for changes in
the inner retinal layers—such as CMO.

OCT imaging can provide valuable data to better under-
stand the alterations induced by USH and to better char-
acterize the various stages of this disease. Prior studies using
spectral-domain (SD)-OCT in patients with USH or non-
syndromic RP have reported contradictory results [6—13].
Several different factors could account for these differences,
including the type of OCT used, the disease stage, patient
age and race, and the USH type.

Testa et al. [7] retrospectively evaluated 134 USH
patients. Of these, 42 were diagnosed with USH1 (mean
age, 34.4+17.0 years) and 91 with USH2 (mean age, 36.2
+13.0 years). The OCT findings revealed the presence of
macular abnormalities in 126 of the 268 eyes (47.0%), with
the most common abnormalities as follows: ERM (51 eyes;
19.0%), CMO (42 eyes; 15.7%), vitreomacular traction (38
eyes; 14.2%), and lamellar macular hole (7 eyes; 2.6%). In
that study, macular abnormalities, particularly CMO, were
more common in patients with USHI than in patients with
USH2. Sliesoraityte et al. [8] used SD-OCT imaging to
evaluate CMO in 76 USH patients (mean age, 42+ 14
years), finding cystic macular lesions in 37% of the eyes
overall and in 45 and 29%, respectively, of the patients with
MYO7A (the most common gene in USH1) or USH2A (the
most common gene in USH2). Although the authors found
some differences between the MYO7A and USH2A groups,
these were not statistically significant [8].
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Walia et al. performed OCT in 38 patients diagnosed
with USH2 (mean age, 38 years), detecting the presence of
CMO in 13 cases (34.2%) [9]. Tsilou et al. evaluated 81
patients diagnosed with either USH1 (n = 32; mean age, 33
years) or USH2 (n = 34; mean age, 42 years), finding that
cystic foveal lesions were more common in the USH1 group
[10].

Numerous studies have been carried out to evaluate
macular abnormalities in nonsyndromic RP, revealing wide
variability in the prevalence of macular abnormalities. In
one study, Grigoropoulos et al. evaluated 42 eyes (21
patients) with RP, finding that CMO and ERM were pre-
sent, respectively, in 19% (n = 8) and 64.3% (n = 27) of the
eyes [11]. However, other authors have found a much lower
prevalent of macular abnormalities in patients with RP.
Hagiwara et al. used OCT to study 622 eyes from 323
patients with RP, detecting CMO in 34 eyes (5.5%) and
ERM in only 4 eyes [12]. Between these two extremes, a
cohort study by Triolo et al., who used SD-OCT to examine
176 eyes from 90 patients with RP, found that the most
common retinal alterations were ILM thickening (118 eyes;
67%) and ERM (48 eyes; 27.3%). In that study, CMO and
MPCs were detected in only 12.5% and 18.2% of eyes,
respectively [13].

The present study is, to our knowledge, the first to use
SS-OCT to assess the presence of retinal abnormalities in a
cohort of paediatric patients diagnosed with USHI.
Importantly, cystic macular abnormalities (15 eyes with
MPCs and 8 eyes with CMO) were detected in more than
two-thirds (71,9%) of the eyes, a significantly higher per-
centage than reported in other series. By contrast, none of
our patients presented ERM, even though this alteration was
the most common change observed in other series. These
findings might support the hypothesis that ERM is more
common in USH?2 patients than in USH1. We found that
ERM was less common in USH1 than in nonsyndromic RP,
whereas the presence of CMO was more closely associated
with USH1 than with nonsyndromic RP and USH2. These
findings indicate that USH2 and nonsyndromic RP seem to
present similar structural damage patterns, whereas patients
with USHI tend to present a broader range of macular
abnormalities. However, larger studies are necessary to
determine whether these findings are age related or due to
genetically-determined conditions (i.e., Usher type); in this
regard, our patient cohort was younger than other published
studies and, based on the available evidence, CMO seems to
be closely associated with younger age, whereas ERM is
more common in older patients [6—13].

The main cause of cystic alterations in the macula is not
clear. Kim et al. [14] evaluated a total of 266 eyes—133 of
which were from patients with RP (mean age, 47.5 +18.1
years)—finding that vitreomacular interface abnormalities
(VMIAs) were present in 42.7% of the eyes with RP (they
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did not evaluate the ILM). In that study, VMIAs were
significantly more common in eyes with CMO than in those
without CMO (64.2% versus 36.8%; P <0.001); by con-
trast, the IS/OS junction was better preserved in patients
without CMO. Those authors did not assess other outer
layers. Triolo et al. [13]. observed ILM thickening in 67%
of RP eyes and ERM in 27.3%. Those authors found that
the IS/OS in the foveal region seems to be independent of
the association with an evident CMO, contrary to the report
by Kim et al. who found that CMO was strongly correlated
with IS/OS disruption [14].

One novel finding of the current study was the presence
of ILM alterations—in the form of hyperreflective points or
undulations—that have not been previously associated with
ERM or ILM thickening in USH patients (Fig. 1). Impor-
tantly, these ILM abnormalities were present in nearly one-
fourth of the eyes in our sample. The most common macular
alteration in our patient cohort was outer layer damage,
consisting of IS/OS disruption/absence in >90% of the eyes,
absence of the ELM in >80%, and OS/RPE disruption of
more than two-thirds of patients. CMO was significantly
correlated with alterations at the OS/RPE junction, but not
with ILM or IS/OS abnormalities. Surprisingly, while both
Triolo et al. [13] and Kim et al. [14] analysed the IS/OS
junction, neither assessed the OS/RPE junction.

Other authors have performed biomicroscopic ocular
evaluations in patients with RP, finding that vitreous
alterations—including floating cottonball-like condensa-
tions, fibrillary degeneration, pigmentary or non-pigmentary
vitreal particulation, and posterior vitreous detachment—are
common in these patients [15]. In our study, close to 30% of
the patients showed evidence of vitreous opacities on the
OCT scan.

Our findings suggest that USH1 may initially affect the
outer retinal layers, particularly the photoreceptors, and that
alterations in these layers promote the development of
CMO, regardless of the specific abnormalities present in the
vitreomacular interface. We hypothesize that degeneration
of the photoreceptors might induce a nonspecific inflam-
matory response, but the mechanisms leading to photo-
receptor cell death are still unclear. Previous studies
suggested that photoreceptor cell loss in RP is driven by
apoptosis [16], but more recent reports indicate that other
cell death pathways, such as the activation of cysteine-
proteases, lysosomal proteases, autophagy and complement-
mediated lysis, could be involved [17].

Another relevant question in this study is: Is MYOA7-
retinopathy in a USH1 a photoreceptor-first or RPE-first
disease? Due to the fact that none of the study participants
had RPEmitz lesions, it can be speculated that MYO7A-
retinopathy results in photoreceptor loss as a primary event.
In the progression of the disease, it might involve the inner
segments of the RPE (PhaZ and RPEmel). The fact that we

have not found RPEmitz lesions in any eye is the main
argument for this hypothesis.

There are two locations of mitochondria cells in the
retina: ellipsoid zone and RPE mitochondria zone. The
mitochondria are critical organelles for cell function and
survival. Their primary roles are adenosine triphosphate
(ATP) production, control of cellular metabolism and reg-
ulation of apoptosis (programmed cell death) [4]. Our
results show 87.5% of eyes with ellipsoid zone loss in the
macular area, but no single eye with RPEmitz loss.

Of the various retinal alterations described in this report,
only damage at the myoid and ellipsoid zones of photo-
receptors were independently associated with a decrease of
the BCVA. This finding is consistent with the report by
Battaglia et al., who found that changes to the ELM and OS/
RPE layers are independently associated with BCVA in
patients with RP [18].

The findings of the present study indicate that the phy-
siopathologic basis of early stage USH1 may be alterations
in the outer retinal layers, especially the photoreceptors.
Consequently, clinicians should consider monitoring the
condition of photoreceptors during follow up, as this could
permit the early detection and treatment of pathologic
changes. Indeed, the status of the photoreceptors and the
inner segments of the RPE (PhaZ and RPEmel) could be
important parameters to monitor to ensure proper follow-up
of USH patients. The main limitation of this study is the
cross-sectional design, which does not allow us to deter-
mine the time course of the changes to the photoreceptors.
More studies are needed to better characterize the correla-
tion between CMO and damage to the outer layers and to
better understand the cell death pathways involved in these
alterations.

Summary

What was known before

e Which were the retinal abnormalities in adult patients
with Usher syndrome detected by OCT, specially in
outer layers.

What this study adds

o The differences of these abnormalities in a cohort of
paediatric patients with Usher syndrome.
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Resumen del articulo 2

Objetivo: el objetivo principal fue dar respuesta a la pregunta: ;es la distrofia
retiniana hereditaria secundaria a mutaciones del gen MYO7A (MYO7A-IRD)
una enfermedad que prioriza los fotorreceptores o el epitelio pigmentario de
la retina? El segundo objetivo fue determinar los biomarcadores mas utiles
para monitorizar la progresion de la enfermedad en pacientes pedidtricos con
sindrome de Usher tipo 1B (USH1) secundario a la mutacién MYO7A.

Métodos: Cincuenta y dos ojos de 26 pacientes con diagndstico genético de
mutaciéon MYO7A se sometieron a SS-OCT. Las anomalias estructurales
se evaluaron y se correlacionaron con el tiempo de seguimiento y la mejor
agudeza visual corregida (BCVA, de sus siglas en inglés). Todos los pacientes

fueron evaluados al inicio y después de > 40 meses de seguimiento.

Resultados: La edad media de los pacientes fue de 9,92 (+ 4,1) afios. El tiempo
medio de seguimiento fue de 43 (+ 3,2) meses. En la evaluacion final, las
alteraciones cualitativas mds frecuentes en el 4area subfoveal fueron las

anomalias en los segmentos externos de los fotorreceptores (76,9% de los

0jos) y en la capa de interdigitacion (IZ) del epitelio pigmentario de la retina
(80,8%). La presencia de edema macular cistoide al inicio del estudio se
asocié de forma independiente con una menor BCVA en la evaluacién final
(estimacién = 0,142; t(45,00) = 2,78, p-valor = 0,009). La anchura media de las
capas elipsoide e interdigitacion disminuyd significativamente a lo largo del

seguimiento (en 668 um y 278 pum, respectivamente; ambas p<0,001).

Conclusiones: Este estudio muestra que las primeras alteraciones detectadas por
SS-OCT en las fases tempranas de la retinopatia MYO7A son una disrupcion
de los segmentos externos de los fotorreceptores y de la IZ. Nuestros datos
ponen de manifiesto el valor potencial de la medicion de la anchura de la
elipsoide y de la IZ durante el seguimiento para evaluar la progresiéon de la
enfermedad, asi como el valor de la monitorizacion de la aparicion de lesiones
quisticas como biomarcador de peor prondstico visual en pacientes con
USH1-MYO7A.
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Abstract

Purpose This study aims to answer a key question: is MYO7A-inherited retinal dystrophy (MYO7A-IRD) a photoreceptor-first
or retinal pigment epithelium-first disease? A second aim was to determine the most useful biomarkers to monitor disease
progression in pediatric patients with Usher syndrome type 1B (USH1) secondary to MYO7A mutation.

Methods Fifty-two eyes from 26 patients with genetically-confirmed MYO7A-IRD underwent swept-source optical coher-
ence tomography (SS-OCT). Structural abnormalities were evaluated and correlated with follow-up time and best corrected
visual acuity (BCVA). All patients were evaluated at baseline and after > 40 months of follow-up.

Results The mean (SD) patient age was 9.92 (+4.1) years. Mean follow-up time was 43 (+3.2) months. At the final evalu-
ation, the most common qualitative abnormalities in the subfoveal area were alterations in the photoreceptor outer seg-
ments (76.9% of eyes) and in the interdigitation zone (IZ) (80.8%). The presence of cystoid macular edema at baseline was
independently associated with worse BCVA at the final assessment (increase in LogMAR estimate =0.142; t(45.00) =2.78,
p=0.009). The mean width of the ellipsoid and interdigitation zones decreased significantly (by 668 pm and 278 pm,
respectively; both p <0.001).

Conclusion This study shows that disruption of the photoreceptor outer segments and the IZ are the first alterations detected
by SS-OCT in the early phases of MYO7A-IRD. These data highlight the potential value of measuring the width of the ellip-
soid and IZ to evaluate disease progression. These findings also demonstrate the utility of monitoring for the emergence of
cystic lesions as biomarkers of worse visual prognosis in patients with MYO7A-IRD.
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KEY MESSAGE

What is known

e The outer layers of the retina are the first layers affected in patients with MYO74-inherited retinal dystrophy

(MYO7A4-IRD). However, there is some controversy surrounding the exact location of MYO74: is MYO7A4-

IRD a photoreceptor-first or retinal pigment epithelium-first disease?

What is new

® This is the first longitudinal study to assess MYO74-IRD in pediatric patients. The results suggest that the

primary event of MYO7A4-IRD is damage at the connection point between the retinal pigment epithelium

microvilli and the outer segment of the photoreceptors.

e These findings point to photoreceptor cells as a therapeutic target for gene therapy treatment trials in patients

with Usher syndrome due to MYO74 mutations. Routine evaluation of the width of the ellipsoid and

interdigitation zones maybe useful to assess treatment response.

Introduction

Usher syndrome (USH) is an autosomal recessive disease
characterized by a combination of sensorineural hearing
loss and retinitis pigmentosa (RP); in some cases, vestibu-
lar dysfunction may also be present [1]. Mutations in nine
different genes have been associated with different forms
of USH, although MYO7A gene mutations are the most
common cause of USH type 1B (USH1B) [2].

The characteristic symptoms of RP include night
blindness, progressive peripheral visual field loss result-
ing from rod degeneration, and a gradual decline in cen-
tral visual acuity as cones become affected. To better
understand the pathogenesis of retinopathy in USH, it
is essential to evaluate photoreceptor integrity and the
relationship between the photoreceptors and the retinal
pigment epithelium (RPE). In eyes affected by USH1B,
swept-source optical coherence tomography (SS-OCT)
can be used to evaluate and monitor a wide range of reti-
nal alterations.

In this context, this study had two main aims: 1) to iden-
tify the biomarkers that are first detected by SS-OCT in
pediatric patients with USH1 secondary to MYO7A muta-
tion, and 2) to determine which of these parameters are
most useful to monitor disease progression.

@ Springer

Methods
Study design

This was a retrospective, longitudinal study involving 52
eyes from 26 patients (10 females, 16 males) with geneti-
cally confirmed biallelic MYO7A mutations associated
with USH1. All patients had either one homozygous or two
compound heterozygous mutations. Multiplex polymerase
chain reaction (PCR) and single nucleotide polymorphism
(SNP) array-quantitative (q) PCR were performed to iden-
tify the disease-causing mutations. Segregation analysis
was conducted in all patients to confirm the trans con-
figuration of the identified MYO7A variants. The DNA
sequencing methods used in this study have been described
in detail by Bonnet et al. [3].

A comprehensive medical history was taken in all
patients, including age at USH diagnosis, family history
of USH, and the first symptoms of the disease. Audiometry
was performed in all cases to confirm bilateral congenital
hearing loss. RP was diagnosed based on the presence of
characteristic funduscopic findings (i.e., RPE pigmentary
changes or diffuse retinal vessel attenuation), the presence
of those alterations on OCT, and a decrease in electrore-
tinogram response.

The study was approved by the Research Ethics Com-
mittee at our hospital. All procedures were performed in
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accordance with the hospital’s code of ethics. The study
adhered to the tenets of the Declaration of Helsinki.

Ophthalmologic assessment

A complete ophthalmologic examination was performed,
including the following: determination of best-corrected
visual acuity (BCVA) (Snellen charts converted to logarithm
of the minimum angle of resolution [logMAR] units for
statistical analysis); dilated fundus examination; color and
autofluorescence (FAF) ultra-widefield fundus photography
(Optos Inc., California, USA); Static Humphrey 242 visual
field and/or dynamic semi-automatic Humphrey visual field
with stimulus III and V; full-field electroretinography (fol-
lowing ISCEV guidelines with Diagnosis LLC mobile vis-
ual electrophysiology system, Dublin, Ireland); and Triton
SS-OCT (Topcon Corporation, Tokyo, Japan) at a 1050 nm
wavelength and scanning speed of 100,000 A-scans/second
using a high-definition set of twelve 12.0 mm radial cuts.

The patients ranged in age from 4 to 19 years at the start
of the study. All participants were evaluated at baseline and
after > 40 months (mean, 43; SD, 3.2 months) of follow-up.

Exclusion criteria were: refractive error > 5 diopters, his-
tory of any other ocular disease, and prior ocular surgery
performed < six months before study enrolment.

The macular area of both eyes was scanned with a Triton
SS-OCT. The twelve images of the SS-OCT radial cuts were
evaluated to identify qualitative vitreoretinal alterations. The
following features were evaluated: vitreous; inner limiting
membrane (ILM); presence of epiretinal membrane (ERM);
hyperreflective foci (HRFs; punctate hyperreflective dots
observed in the outer retinal layers); microcystic macular
edema (MME; small empty spaces or cavities confined to
the inner nuclear layer); and cystoid macular edema (CME).
The OCT images of the horizontal radial cut centered on the
nerve and fovea were used for quantitative measurements.
The measurements obtained at the baseline and final evalu-
ation were compared.

To better understand the relationship between the pho-
toreceptors and RPE, we analyzed the different layers that
involve any of the photoreceptor segments or RPE structures,
as follows: outer plexiform layer (OPL), outer nuclear layer
(ONL), external limiting membrane (ELM), myoid zone
(MZ), ellipsoid zone (EZ), outer segments of photoreceptors
(OS), interdigitation zone (IZ), and RPE-Bruch’s membrane
complex. The alterations in these OCT bands were inde-
pendently evaluated by two researchers. Any disagreements
between the observers were resolved by a third researcher.
Changes in the OCT bands were considered as qualitative
variables and classified as either “preserved” or “affected”
(i.e., absent or disrupted) layers in the macular and subfoveal
areas. Additionally, changes over time in the width of the EZ
and IZ were assessed as quantitative variables.

Statistical analyses

A descriptive analysis of the data was performed. Categori-
cal variables are described as frequencies and percentages
and numerical variables as means with standard deviation
(SD). QQ plots were used to assess distribution normality
of the numerical variables.

We performed multiple bivariate analyses. The Chi-
square and Fisher’s exact tests were used to evaluate pos-
sible associations between categorical variables. Repeated
measures correlation coefficients were calculated to evalu-
ate correlations between numerical variables while con-
trolling for non-independence between eyes from the same
participant. Depending on the type of distribution, the
Student’s t-test or Mann—Whitney’s U-test was applied, as

Fig. 1 SS-OCT scans of the fovea of three patients with MYO7A-IRD
showing the most representative retinal alterations. Disruption of the
EZ (A) and IZ layers was observed in all three of these patients (A).
The images show alterations in the vitreoretinal interface, including
internal limiting membrane waviness (arrows) and vitreous conden-
sations (*). Hyperreflective foci (), microcystic macular edema (°),
and cystoid macular edema (O) are present in the inner layers
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appropriate, to test for between-group differences in numer-
ical values.

For this study, the variables were measured at two time
points: at baseline and at the final assessment after at
least 40 months of follow-up. McNemar’s test was used
to study changes from baseline to the final follow-up for
categorical variables. For numerical data, we used the
Student’s t-test for paired data or Wilcoxon’s signed-rank
test, as appropriate, to compare the baseline and final
measurements.

The variables significantly associated with the vari-
ables of interest on the bivariate analysis were included in
a multivariate analysis. We used mixed models to account
for the non-independence of measures in both eyes in the
same participant. Linear or logistic mixed model regressions
were performed according to the type of dependent variable
(numerical or categorical).

Statistical significance was set at P <0.05. Bonferroni’s
correction for multiple testing was used for the bivariate
analysis. All statistical tests were two-tailed. RStudio
v.2021.09.0+ 351 and SPSS v. 24.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL; USA) were used to perform the statistical analyses.

Results

The mean age of the MYO7A-IRD patients at baseline was
9.9 years (SD, 4.1; range, 4-19). The mean time between
the baseline and final assessments was 43 months (SD, 3.2;
range, 40—48). The mean (SD) BCVA [logMAR] was 0.176
(£0.175) at baseline and 0.231 (£ 0.189) at the follow-up
examination.

Descriptive analysis of changes in OCT

In the analysis of the vitreoretinal interface, we observed
an incidence of ERM of 1.9% at baseline vs. 3.8% at fol-
low-up. Similarly, the incidence of ILM alterations rose
from 19.2% to 30.8%. Likewise, vitreous condensations
were found in 34.6% of patients at baseline and 38.5% at
follow-up.

Cystic retinal alterations were also found. MME was
observed in 42.3% of eyes at both time points (baseline and
follow-up). CME was present in 25% of eyes at baseline vs.
30.8% at follow-up. HRFs were detected in 36.5% of eyes at
baseline vs. 50% at follow-up (Fig. 1).

Table 1 Retinal layer alterations

. Layer Macular area Subfoveal area

in the macular and subfoveal involve-

areas at baseline and final ment Baseline Follow-up Baseline Follow-up

follow-up Number of eyes (%) Number of eyes (%) Number of eyes (%) Number of eyes (%)
OPL 29 (55.8)* 45 (86.5)* 13 (25)%** 26 (50)**
ONL 44 (84.6) 46 (88.5) 26 (50) 27 (51.9)
ELM 46 (88.5) 47 (90.4) 7 (13.5) 10 (19.2)
Mz 44 (84.6) 49 (94.2) 10 (19.2) 10 (19.2)
EZ 51(98.1) 52 (100) 10 (19.2) 13 (25)
oS 51(98.1) 52 (100) 26 (50)*** 40 (76.9)%*
1z 51(98.1) 52 (100) 29 (55.8)%ksk% 42 (80.8)%x*x
RPE 7 (13.5) 9(17.3) 0 0

Abbreviations: OPL Outer plexiform layer; ONL Outer nuclear layer; ELM External limiting membrane;
MZ Myoid zone; EZ Ellipsoid zone; OS Cone outer segments; /Z Interdigitation zone; RPE Retinal pig-

ment epithelium

Statistically significant changes in the analysis with McNemar test and Bonferroni correction (p <0.0029):

*McNemar x2 (1)=14.062, p-value=0.00018;

**McNemar x2 (1)=11.077, p-value=0.00087;

##*McNemar x2 (1)=12.071, p-value=0.00051; ****McNemar x 2 (1)=11.077, p-value =0.00087

Table 2 Study of cystic lesions

X 4 i Baseline Follow-up
during the observation period
CME (No) CME (Yes) CME (No) CME (Yes)
MME at baseline (No) 28 eyes (93.3%) 2 eyes (6.7%) 28 eyes (100%) 0 eyes (0%)
MME at baseline (Yes) 11 eyes (50%) 11 eyes (50%) 8 eyes (72.7%) 3 eyes (27.3%)

p=0.018, Fisher's Exact Test

Abbreviations: MME Microcystic macular edema; CME Cystoid macular edema
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Finally, we studied the involvement of the retinal layers
where the various parts of the photoreceptors and RPE are
located (from the inner nuclear layer to the RPE-Bruch’s
membrane complex). The analysis of the macular and subfo-
veal areas confirmed less involvement of the subfoveal area
at both study time points due to centripetal progression of
the RP. As a result, the subfoveal area had a greater speci-
ficity than the macular area in terms of the study of disease
progression (Table 1).

0.6

0.4

|_

BCVA at follow-up (LogMAR value)

}_

No Yes
CME at baseline

Fig.2 Final best corrected visual acuity (BCVA) according to the
presence or not of cystoid macular edema (CME) at baseline

Influence of patient age on retinal alterations
detected by OCT

Age was significantly associated with several baseline vari-
ables. The mean age of patients without macular involve-
ment of the ONL [t(49.8)= —-6.97, p<0.001], ELM
[t(24.95)= —5.2, p<0.001], and the MZ [t(32.27) = —4.04,
p<0.001] was lower than that of patients with macular
involvement. At the follow-up examination, involvement of
the OPL in the macular area was associated with a higher
median age [t(18.39)= —3.58, p=0.0021]. By contrast, age
was not significantly associated with the presence of cystic
retinal alterations (CME or MME).

Analysis of the emergence of CME and MME

We studied the relationship between presenting MME and
CME. We observed that 11 eyes (50%) of patients with
CME at baseline had MME simultaneously. There was a
significant positive association between the presence of
CME and MME (odds ratio, 13.2; 95% confidence interval:
2.35-141.82; p<0.001). To determine whether the pres-
ence of MME at baseline was associated with the subse-
quent development of CME, we excluded the 13 cases with
baseline CME. Of the 11 (50%) eyes who had only MME at
baseline, 3 eyes (27.3%) developed CME during the follow-
up period. By contrast, none of the patients without baseline
MME developed CME during follow-up period (p=0.018,
Fisher's Exact Test) (Table 2).

3932 pm

Fig. 3 Example of autofluorescence and measurements, based on SS-OCT, of the ellipsoid and interdigitation zones of the left eye in a patient

with USH1 at baseline (a and b) and 56 months later (¢ and d)
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On the bivariate study, the presence of HRFs
(chi(1)=9.36, p=0.002) and absence/disruption of the
subfoveal IZ (p=0.001, Fisher's exact test) at baseline were
both associated with the development of CME or MME.
However, on the multivariate logistic mixed model, neither
of these variables were significantly associated with the
development of CME or MME.

Association between baseline alterations and final
BCVA

On the bivariate analysis, lower BCVA at the final follow-up
was significantly associated with three baseline variables:
disrupted/absent MZ (W =45.5, p<0.001), EZ (W=45.5,
p<0.001), and 1Z (W =192.5, p=0.008). The presence
of CME at baseline was associated with worse BCVA at
the final evaluation (W =91, p<0.001). However, on the
multivariate analysis (mixed logistic regression model), the
only baseline variable that remained independently asso-
ciated with a lower BCVA at follow-up was CME (esti-
mate=0.142; t(45.00)=2.78; p=0.009) (Fig. 2).

Evaluation of rates of disease progression

To determine the best biomarker of disease progression we
evaluated changes in the width of the EZ and IZ over time,
finding significant decreases in both variables (668 pm and
278 pum, respectively). The estimated annual mean decrease
was 191 pm for the EZ and 79 pm for the IZ (Fig. 3).

On the mixed linear model, the best predictors of changes
in BCVA were a decrease in IZ and EZ width, both of which
were associated with worse BCVA. However, this asso-
ciation was statistically significant only for the IZ width
(p=0.01). In general, we found that when the EZ or 1Z
width at baseline was small, even minor changes in the width
resulted in more pronounced changes in BCVA.

Discussion

The main aims of this study were to identify the biomarkers
first detected by SS-OCT in the first two decades of life in
patients with MYO7A-IRD, and to determine which of these
parameters are most useful to evaluate disease progression
(retinal damage).

The most common qualitative abnormalities in the subfo-
veal area at baseline were alterations in the external layers.
However, the only variables showing a significant difference
between the baseline and final examinations were: the OS
band -at baseline, 50% of eyes were involved vs. 76.9% of
eyes at the final examination (p <0.001) - and the IZ band
-at baseline, 55.8% of eyes were involved vs. 80.8% at the
final follow-up (p <0.001)-.
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Ellipsoid zone
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photoreceptors and |
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Bruch’s membrane  _

Fig.4 Diagram showing the retinal layers to illustrate our hypothe-
sis that disease progression starts with initial damage at the connec-
tion point between the outer segments of the photoreceptors and the
microvilli of the retinal pigment epithelium

The exact location of MYO7A in the retina is somewhat
controversial. Jacobson et al. [4] suggested that the photore-
ceptor is the first detectable site of MYO7A disease in young
individuals and those with early-stage disease, although
the investigators only studied 3 pediatric patients with this
mutation. By contrast, Hasson et al. [5S] and Williams et al.
[6] have postulated that most of the MYO7A in the retina is
present in the RPE, with a small amount associated with
the ciliary and periciliary membrane of the photoreceptor
cells. Studies involving MYO7A-null mice have shown that
MYO7A localizes to the apical region of RPE melanosomes
and may be involved in the removal of phagosomes from the
apical RPE for delivery to lysosomes in the basal RPE [6-8].
In the photoreceptors, opsin abnormally accumulates in the
transition zone of the cilium, suggesting that MYO7A may
function as a selective barrier for membrane proteins at the
distal end of the transition zone of the photoreceptors, thus
playing an important role in the maintenance of the pericili-
ary structure [9].

Our findings suggest that the primary event of MYO7A-
IRD is damage at the connection point between the RPE
microvilli (represented by changes in the IZ) and the outer
segment of the photoreceptors (represented by changes in the
EZ). This hypothesis regarding the importance of the IZ as
a potential primary site of pathology may be explained by
the following facts: the IZ width is always smaller than the
EZ width, and 1Z is the most affected band of the outer lay-
ers at baseline and at the final follow-up (55.8% and 80.8%
of eyes, respectively). On the other hand, only 17.3% (9/52)
of the eyes in this study developed RPE/Bruch’s complex
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lesions in the macular area during follow-up, and we did
not observe any cases of RPE/Bruch’s complex lesions in
the subfoveal area during the entire follow-up period. This
finding suggests that progression of MYO7A-IRD starts with
involvement of the photoreceptor outer segments and the
1Z of the RPE, and then progresses centrifugally to involve
nearby layers (i.e., the ellipsoid and myoid zones) (Fig. 4).

This hypothesis regarding centrifugal evolution is fur-
ther supported by age differences between patients with and
without macular involvement of the external nuclear layer,
ELM, or MZ. Patients without macular involvement were
significantly (p <0.001) younger than those with macular
involvement, indicating that those layers do not appear to
be affected until the disease progresses over time (i.e., as
the patient ages). Similarly, we also found outer plexiform
involvement in older patients at the final follow-up evalua-
tion. These findings are consistent with the results of a pre-
vious cross-sectional study carried out by our group [10]
and with the study by Sousa et al. [11], who evaluated 48
eyes with RP. Those authors found that the three layers most
commonly absent in patients with RP were the EZ (absent
in 79.2%), 1Z (70.8%), and ELM (45.8%). However, those
authors did not evaluate the OS layer.

We evaluated the presence of cystic lesions in the macular
area in order to determine how they influence on BVCA.
Microcystic macular edema (MME or MMO) refers to the
presence of small retinal cysts confined to the inner nuclear
layer (INL) [12]. These cysts typically have square or rec-
tangular shapes with at least one border appearing concave
or straight, lacking an obvious wall, which has led some
authors to prefer the term micropseudocysts (MPC) [13,
14]. Recent research has mainly focused on MME in con-
ditions with optic neuropathy such as multiple sclerosis,
where MME is believed to result from the breakdown of
the blood-retinal barrier or focal inflammation [12]. Other
authors have described MME in optic neuropathies such as
compressive optic neuropathy, Leber's hereditary optic neu-
ropathy or dominant optic atrophy [15, 16]. Those authors
suggest that retrograde trans-synaptic degeneration from
optic neuropathy may contribute to the degeneration of the
INL and the formation of cystic spaces. Importantly, MME
(or MPCs) are not limited to optic disk pathologies and have
been documented in other conditions such as age-related
macular degeneration, idiopathic juxtafoveolar retinal tel-
angiectasis, tamoxifen retinopathy or RP [17-21].

Studies performed to assess macular cystic lesions in
individuals with nonsyndromic RP have found significant
variability in the occurrence of these irregularities. For
example, Grigoropoulos and colleagues examined 42 eyes
affected by RP, finding that CME and ERM were present in
19% (8 eyes) and 64.3% (27 eyes) of cases, respectively [20].
A cohort study by Triolo et al. in patients with RP used SD-
OCT to evaluate 176 eyes (90 patients), finding that the most

common macular alterations were thickening of the ILM
in 118 eyes (67%) and ERM in 48 eyes (27.3%); however,
MME and CME were detected in only 18.2% and 12.5% of
eyes, respectively [14]. Conversely, other researchers, such
as Hagiwara et al. [21], have reported a considerably lower
prevalence of cystic macular lesions in patients with RP.
In that study, which included 622 eyes (323 patients), the
authors found CME in only 5.5% of eyes and ERM in only
4 eyes. By contrast, the incidence of CME in our cohort was
significantly higher, with 50% of patients with CME at base-
line having comorbid MME. Moreover, those two variables
were significantly and positively associated, with 27.3% of
patients who developed CME during follow-up presenting
MME at baseline.

The primary cause of cystic macular alterations is not
well-understood. Kim et al. evaluated 220 eyes in 128 RP
patients (mean age +SD: 47.5+18.1 years) finding the pres-
ence of vitreomacular interface abnormalities in 42.7% of
RP-afflicted eyes, which was associated with CME in 64.2%
of the eyes (P <0.001). In that study, the CME group had a
significantly higher risk (p =0.016) of presenting disruption
of the inner segment/outer segment junction (IS/OS) [22].
By contrast, Triolo et al. found that disruption of the IS/OS
junction in the foveal region was independent of the pres-
ence of CME. Those authors found ILM thickening in 67%
of RP-affected eyes and ERM in 27.3% of cases [14]. In our
study, ERM was present at baseline in only 1.9% of eyes and
3.8% at the final follow-up; the incidence of ILM alterations
at baseline was 19.2% vs. 30.8% at follow-up. These results
suggest that ERM occurs less frequently in USH1 compared
to nonsyndromic RP, while the presence of MME or CME is
more closely associated with USH1 than with nonsyndromic
RP or USH2. However, it is important to underscore that
our patients were younger, on average than the cohorts in
most other published studies, which is relevant given that
the available data suggests that CME is more common in
younger individuals while ERM is more prevalent in older
patients [14, 20-22].

On the bivariate analysis, we found a statistically signifi-
cant association between HRFs or absent/disrupted subfo-
veal IZ at baseline and CME or MME at the final evaluation.
Nevertheless, on the multivariate analysis, none of these var-
iables were significant predictors of either CME or MME.
In this regard, the emergence of HRFs has been linked to
various factors such as lipid leakage, microglial activity, or
movement of RPE cells [23]. In the study by Huang et al.
involving 154 eyes in 77 RP patients, HRFs were positively
correlated with poorer vision, central macular thinning, and
EZ disruption (all P<0.001) [24], leading the authors to
conclude that the presence of HRFs could be an important
prognostic indicator of RP progression. Similarly, another
study by Kuroda et al. observed an increase in HRFs within
the outer nuclear layer of advanced RP patients. This
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increase was particularly evident in regions with EZ and
ELM disruption, suggesting a potential migration of RPE
cells following photoreceptor cell loss [25].

To better understand the likely course of the disease
and its prognosis, it is important to evaluate the BCVA
and to determine whether it is associated with any of the
variables detected on SS-OCT. On the bivariate analysis,
we found a significant association between poor BVCA
at follow-up and the following baseline variables: CME
(W=091, p<0.001), disrupted/absent MZ (W =45.5,
p<0.001), EZ (W=45.5, p<0.001), and IZ (W =192.5,
p=0.008). However, on the multivariate analysis, the only
baseline variable that remained independently associated
with a lower BCVA at follow-up was CME. This finding
underscores the importance of understanding the patho-
genesis of CME to identify the patients with a poor prog-
nosis and to help predict the course of the disease.

Finally, we sought to identify the most useful biomarkers
of disease progression. To do so, we evaluated changes in
the width of two hyperreflective outer retinal layers (which
makes them easier to measure), the EZ and IZ. Data from
studies that have performed anatomical reconstruction show
that the EZ corresponds to the outer portion of the photore-
ceptors where a large number of mitochondria are located,
which gives it its high reflectivity, while the IZ appears to
represent the interdigitation of the contact cylinders formed
by the apical processes of the RPE cells (i.e., microvilli) that
encase part of cone outer segments [26].

Several studies have evaluated retinal dystrophy progres-
sion by measuring EZ zone integrity [27, 28]. However,
those studies did not assess changes in the width of the IZ.
Nonetheless, other studies have demonstrated the value of
the IZ as a prognostic marker after surgery in other retinal
conditions such as retinal detachment [29], macular hole
[30], and ERM [31].

In previous studies involving patients with RP, the loca-
tion at which the EZ zone disappears is a structural bio-
marker for the edge of the functional visual field [32]. Oh
et al. compared disease progression in eyes with RP between
the different modes of inheritance, observing that the rate of
decrease in EZ line width was fastest for XLRP and slow-
est for autosomal dominant and recessive RP such as USH
[33]. Similarly, Takahashi et al. compared disease progres-
sion in patients with RP based on gene function, distinguish-
ing between patients with and without mutations in ciliary
genes [34]. In that study, patients with ciliary gene mutations
had a greater loss of the EZ zone.

In our cohort, there was a statistically significant decrease
in the width of the EZ and IZ from baseline to the final
assessment (decrease of 668 and 278 um, respectively). The
estimated annual reduction in the mean width of the EZ and
1Z was 243.6 and 79 pm, respectively. On the mixed linear
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model, there was an association between the decrease in EZ
and IZ width and worse BCVA, but this was only significant
for IZ width (p =0.01).

Our results suggest that IZ width may be the most reli-
able parameter to assess disease progression in this patient
population. However, it is important to keep in mind that
the IZ (unlike the EZ) is not always distinguishable from
the underlying RPE layer, even in healthy subjects [26,
35], and it has shown high variability among healthy
adults, which might be related to variability in the pho-
toreceptor distribution in healthy subjects [36]. For this
reason, we believe that the EZ provides more valuable
information about the patients as a group, whereas a close
evaluation of both the EZ and IZ (when distinguishable)
could provide useful information for individual changes
over time.

Strengths and limitations

The main limitation of this study is the sample size, which
is mainly due to the rarity of this disease. In this regard,
large multicenter studies are necessary to better character-
ize the correlation between EZ and IZ width and the rate of
disease progression in different age groups. Furthermore,
determination of the correlation between the EZ and 1Z
with visual fields requires a representation of their spatial
distribution, which implies a need for more comprehen-
sive studies that include OCT volume scans and microper-
imetry. By contrast, the main strength of our study is the
homogeneity of the group in terms of age and gene basis.
Moreover, since our patient cohort consisted of pediatric
patients, our data help to better understand the pathophysi-
ology of this disease in its early stages and the differences
with nonsyndromic RP.

Conclusions

To our knowledge, this is the first longitudinal study to
assess patients during the early years of MYO7A-IRD. Our
findings suggest that regularly performing SS-OCT in these
patients may be beneficial, as the data obtained through this
imaging modality can be used to evaluate the photorecep-
tor outer segments and the interdigitation zone of the RPE,
which are the first alterations that appear in the early phases
of MYO7A-IRD. Our findings also underscore the potential
value of routinely measuring the width of the IZ and EZ
(particularly the IZ, when feasible) during follow-up in order
to check for the presence of pathologic changes. This would
allow clinicians to monitor treatment response and to deter-
mine, for example, whether the decrease in the width of the
EZ or IZ slows after initiation of gene therapy.
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8. DISCUSION

La apariciéon de la OCT ha supuesto un antes y un después en el diagnostico
oftalmolégico, especialmente en cuanto a las patologias retinianas se refiere.
Tal y como se ha expuesto anteriormente, la OCT es una técnica diagnéstica no
invasiva que proporciona imagenes en profundidad de los tejidos como si de una
muestra histoldgica se tratase, pero con la gran ventaja de ser una prueba no

invasiva y de facil ejecucion.

Las imagenes de OCT proporcionan datos valiosos para comprender las
alteraciones inducidas por USH y para caracterizar mejor las diversas etapas de
esta enfermedad. Estudios previos han utilizado SD-OCT y SS-OCT en pacientes
con USH o RP no sindromica y han reportado cudles son las alteraciones
caracteristicas de estas patologias a nivel retiniano en pacientes adultos, no
obstante, no estan descritos estos cambios en pacientes con USH de edad
pediatrica, por lo que hasta ahora no se ha podido establecer con certeza cuales
son las primeras modificaciones retinianas producidas en esta enfermedad. (86)
(87)(88)(89)(90)(91)(92)

Ademas, este trabajo se centra en un grupo homogéneo de pacientes, tanto
por las caracteristicas clinicas como genéticas, ya que todos los pacientes
estudiados tienen menos de 20 afios y todos ellos cuentan con un diagnéstico
molecular confirmado de USH1 por mutaciones en el gen MYO7A. Gracias
a esto, nos planteamos el objetivo principal de esta tesis: establecer en qué
localizacién anatomica delaretina se producenlos primeros dafios secundarios
a mutaciones del gen MYO7A en pacientes pedidtricos diagnosticados de
USHI1.

Los resultados de esta investigacion han permitido dar respuesta al objetivo
principal asi como a los secundarios, que son: describir las alteraciones retinianas
detectadas mediante OCT en pacientes pediatricos con USH1 y comparar
estos hallazgos con las descripciones publicadas previamente, correlacionar
las alteraciones anatdmicas detectadas con la agudeza visual de los pacientes, y
determinar qué parametros son los mas ttiles para predecir la progresion de la

enfermedad.
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8.1. ANALISIS DE LAS ALTERACIONES
RETINIANAS DETECTADAS MEDIANTE SS-OCT

En la primera fase de nuestro estudio, se evaluaron las anomalias cualitativas de
la retina, siendo la mas comun el dafo de las capas externas del area macular,
incluyendola pérdida o disrupcién dela membranalimitante externa (MLE; 84,4%
de los ojos), la disrupcion de la capa elipsoides (EZ; 28 ojos, 87,5%) y la pérdida
de segmentos externos de los FR (OS; 29 ojos, 90,6%). El dafio de los diferentes
segmentos del EPR fue: 93,8% en la capa de fagosomas o de interdigitacion y
90,6% en la capa de melanosomas y 0% en la capa de mitocondrias o complejo
ERP-membrana de Bruch. Entre los resultados obtenidos, cabe destacar que la
presencia de edema macular quistico (EMQ), en un 25% de los pacientes, se

correlacion¢ significativamente con la presencia de alteraciones en los FR.

De manera plausible, estas alteraciones de las capas externas podrian ser
responsables de los cambios en las capas internas de la retina, como el EMQ.
En este sentido, si realizamos una revision de la literatura publicada, Testa et
al. evaluaron retrospectivamente 134 pacientes con USH, de estos, 42 fueron
diagnosticados con USH1 (edad media: 34,4 + 17,0 aflos) y 91 con USH2 (edad
media: 36,2 + 13,0 afos). Las exploraciones con OCT revelaron la presencia
de anomalias maculares en 126 de los 268 ojos (47,0%), siendo las anomalias
mads comunes las siguientes: presencia de membrana epirretiniana (MER; 51
0jos, 19,0%), EMQ (42 ojos, 15,7%), traccion vitreomacular (38 ojos, 14,2%) y
agujero macular lamelar (7 ojos, 2,6%). En ese estudio, las anomalias maculares,
particularmente el EMQ, fueron mas comunes en pacientes con USH1 que en
pacientes con USH2. Por otro lado, Sliesoraityte et al. (87) utilizaron imagenes
SD-OCT para evaluar el EMQ en 76 pacientes con USH (edad media, 42 + 14
aflos), encontrando lesiones maculares quisticas en el 37% de los ojos en general
y en el 45 y 29%, respectivamente, de los pacientes con MYO7A (el gen mas
comun en USH1) y USH2A (el gen mas comtn en USH2). Aunque los autores
encontraron algunas diferencias entre los grupos MYO7A y USH2A, éstas no

fueron estadisticamente significativas. (87)

Walia et al realiz6 un examen con OCT a 38 pacientes diagnosticados de USH2
(edad media: 38 afnos), detectando la presencia de EMQ en 13 casos (34,2%).
(88) En la misma linea, Tsilou et al. evaluaron a 81 pacientes diagnosticados con
USHI1 (n = 32; edad media: 33 afos) o USH2 (n = 34; edad media: 42 afos),
encontrando que las lesiones foveales quisticas eran mas comunes en el grupo
USHL. (89)
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Ademas de estos estudios en pacientes diagnosticados de USH, se han realizado
numerosos estudios para evaluar las anomalias maculares en la RP no sindrémica,
revelando una amplia variabilidad en la prevalencia de anomalias maculares.
Grigoropoulos et al. evaluaron 42 ojos (21 pacientes) con RP, encontrando que el
EMQ y la MER se presentaron, respectivamente, en el 19% (n = 8) y el 64,3% (n =
27) de los ojos. (93) Sin embargo, otros autores han encontrado una prevalencia
mucho menor de anomalias maculares en pacientes con RP: Hagiwara et al.
utilizaron OCT para estudiar 622 ojos de 323 pacientes con RP, detectando EMQ
en 34 ojos (5.5%) y MER en solo 4 ojos. (91) Entre estos dos extremos, un estudio
de cohorte realizado por Triolo et al., en el que utilizaron SD-OCT para examinar
176 ojos de 90 pacientes con RP, encontré que las alteraciones retinianas mds
comunes fueron el engrosamiento de MLI (118 ojos; 67%) y la MER (48 ojos;
27,3%). En ese estudio, se detectaron EMQ y micropseudoquistes (MPC) en solo
el 12,5% y el 18,2% de los ojos, respectivamente. (92)

El presente estudio es, hasta donde sabemos, el primero en utilizar SS-OCT
para evaluar la presencia de anomalias retinianas en una cohorte de pacientes
pediatricos diagnosticados con USH1. Es importante destacar que se detectaron
anomalias maculares quisticas (15 ojos con MPC y 8 ojos con EMQ) en mas de
dos tercios (71,9%) de los ojos, un porcentaje significativamente mayor que el
reportado en otras series. Por el contrario, ninguno de nuestros pacientes presentd
MER, a pesar de que esta alteracion fue el cambio mas frecuente observado en
otras series. Estos hallazgos podrian apoyar la hipétesis de que la MER es mas
comun en pacientes con USH2 o RP no sindromica que en pacientes con
USH]1, mientras que la presencia de EMQ se asociaria mas estrechamente a

los pacientes con diagndstico de USH1.

Estas conclusiones indican que el USH2 y la RP no sindrémica parecen presentar
patrones de dafio estructural similares, mientras que los pacientes con USH1
tienden a presentar una gama mas amplia de anomalias maculares. Sin embargo,
se necesitan estudios mas amplios para determinar si estas modificaciones estan
relacionadas con la edad o se deben a condiciones genéticamente determinadas
(es decir, subtipo de USH); en este sentido, nuestra cohorte de pacientes era mas
joven que otros estudios publicados y, segtn la evidencia disponible, el EMQ
parece estar estrechamente relacionado con una edad mds temprana, mientras
que la MER es mdas comun en pacientes de edades mas avanzadas. (86)(87)(88)
(89)(90)(91)(92) (figura 19)
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PACIENTE 1 PACIENTE 2 PACIENTE 3

Figura 19. OCT, retinografia de campo amplio y autofluorescencia del ojo derecho de tres pacientes afectos de USH1 por
MYO7A. Observamos distintos grados de edema macular quistico (EMQ) y micropseudoquistes (MPCs) en las OCTs
(imdgenes superiores), que no se correlacionan con el grado de atrofia retiniana observada en las retinogratias (imagenes
centrales) ni en las imagenes de autofluorescencia (imdgenes inferiores). (imagenes propias)

La causa principal de las alteraciones quisticas maculares no esta clara. Kim et
al. evaluaron un total de 266 ojos, 133 de los cuales eran de pacientes con RP
(edad media: 47,5 + 18,1 afos), encontrando que las anomalias de la interfaz
vitreomacular estaban presentes en el 42,7% de los ojos con RP (los autores no
evaluaron la MLI). En este estudio, las anomalias de la interfaz vitreomacular
fueron significativamente mds comunes en los ojos con EMQ que en aquellos sin
EMQ (64.2% versus 36.8%; P < 0,001); por el contrario, la capa elipsoides (EZ) o
IS/OS se conservd mejor en pacientes sin EMQ, no obstante, los investigadores no
evaluaron la correlacién con otras capas externas de la retina. (94) Por otro lado,
Triolo et al (92) observaron un engrosamiento de la MLI en el 67% de los ojos con
RP y la presencia de MER en el 27,3%. Las conclusiones de este estudio apuntan
a que los dafios la capa IS/OS en la region foveal parecen no estar asociados a la
presencia de EMQ, contrariamente al informe de Kim et al. que encontraron que

el EMQ estaba fuertemente correlacionado con la disrupcién en IS/OS. (94)
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Otro hallazgo novedoso de nuestra investigacion es la presencia de alteraciones
de la MLI, en forma de puntos hiperreflectivos u ondulaciones, que no se han
descrito previamente en pacientes con USH. Con respecto a esta constatacion,
cabe destacar que las anomalias de la MLI estaban presentes en casi una cuarta

parte de los ojos de nuestra muestra. (figura 20)

Figura 20. Alteraciones en la MLI en imagenes de OCT macular de distintos pacientes con USH1 por MYO7A.
Observamos puntos hiperrefringentes en las imagenes de la izquierda (*) y ondulaciones de la MLI en las imagenes de la
derecha (-ww) ). (imdgenes propias)

Tal y como hemos comentado anteriormente, la alteraciéon macular mds frecuente
en nuestra cohorte de pacientes fue el dano de las capas externas, que consistia
en la disrupcion o ausencia de IS/OS en mas del 90% de los ojos, la ausencia
de MLE en mas del 80% y la disrupcién de OS/EPR en mas de dos tercios de
los pacientes. El EMQ se correlaciond significativamente con alteraciones en
la unién OS/EPR, pero no con anomalias de la MLI o alteraciones en la unién
IS/OS. Sorprendentemente, aunque tanto Triolo et al. (92) como Kim et al. (94)

analizaron la unién IS/OS, ninguno evalué la unién OS/EPR.

Los resultados de nuestro estudio sugieren que el USH1 secundario a mutaciones
en MYO7A puede afectar inicialmente a las capas externas de la retina,
particularmente a los fotorreceptores, y que las alteraciones en estas capas
promueven el desarrollo de EMQ, independientemente de las anomalias
especificas presentes en la interfaz vitreomacular. Nuestra hipotesis es que la

degeneracion de los fotorreceptores podria inducir una respuesta inflamatoria
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inespecifica, pero los mecanismos que conducen a la muerte celular de los
fotorreceptores aun no estan claros. Estudios previos sugirieren que la pérdida
de células fotorreceptoras en la RP es impulsada por la apoptosis, (95) pero
informes mas recientes indican que otras vias de muerte celular, como la
activacion de cisteina-proteasas, proteasas lisosomales, autofagia y lisis mediada

por complemento, podrian estar involucradas. (96)

En otro orden de cosas, destacamos que cerca del 30% de nuestra cohorte de
pacientes mostraron evidencia de opacidades vitreas. (figura 21) Algunos autores
han realizado evaluaciones oculares con biomicroscopia en pacientes con RP
encontrando que las alteraciones vitreas, incluidas las condensaciones similares a
bolas de algodon, la degeneracion fibrilar, las particulas vitreas pigmentarias o no
pigmentarias y el desprendimiento vitreo posterior, son comunes en estos
pacientes. (97) El mecanismo exacto de estas anomalias no esta claro, sin embargo,

algunos autores apuntan que el humor vitreo en los ojos con RP difiere del de los

ojos sanos debido a la ruptura de la barrera hematorretiniana que se observa en
los pacientes con RP. (97)(98)(99)

Figura 21. OCTs maculares de pacientes con USH1 por MYO7A en las que observamos diferentes grados de opacidades
vitreas. (imagenes propias)
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8.2. CORRELACION DE LAS ALTERACIONES
ANATOMICAS DETECTADAS CON LA
AGUDEZA VISUAL

La funcidn visual en pacientes con RP y qué anomalias encontradas mediante
OCT influyen en su deterioro ha sido ampliamente estudiado en pacientes
con RP, dada a su repercusion en el dia a dia de los pacientes. Diversos
estudios han analizado las correlaciones de la MAVC vy las alteraciones
tomograficas mediante estudios univariados. Concretamente, Sandberg et al.
Informaron de que tanto el adelgazamiento (debido a la pérdida de células)
como el engrosamiento de la retina (debido al presunto edema) parecen estar
asociados con una menor AV en pacientes con RP tipica. (100) En esta misma
linea de investigacion, pero de forma mas precisa, Matsuo et al. encontraron
que la identificacién de un mayor nimero de capas retinianas externas se
correlacionaba con una mayor MAVC. (101) Otros autores han centrado
su atencién en el analisis de la unién IS/OS, encontrando una correlacién
estadisticamente significativa entre la longitud de IS/OS y la MAVC, (102)
(103), asi como una correlacion positiva entre la longitud de IS/OS y una
mejor sensibilidad al contraste. (104) No obstante, no existe una unanimidad
que confirme esta asociacién, ya que otros autores han informado de una
reduccion del grosor de OS/RPE en pacientes con RP y una correlacion
positiva entre esta mediciéon y la MAVC, sin encontrar asociacion entre la
MAVC y la longitud de IS/OS. (105)

En nuestro primer estudio transversal, aunque encontramos una asociacion
positivaentre [S/OSen el estudio univariado, al realizar el analisis multivariado,
las nicas variables que se asociaron de forma independientemente con
una disminucion de MAVC fueron las alteraciones en la MLE y en las capas
mioides, elipsoides y OS de los fotorreceptores. Estas conclusiones estan en
consonancia con los informes de Battaglia et al. (106), quienes confirmaron un

correlacién independiente entre la MAVC y la afectacién de la MLE.

Posteriormente, al profundizar en este analisis en el estudio longitudinal,
observamos una asociacion significativa entre un mayor descenso de la MAVC
en el seguimiento y la afectacion de las siguientes variables basales: presencia
de EMQ (W=91, p<0,001), ausencia o disrupcion de la capa mioide (W=45,5,
p<0,001), ausencia o disrupcién de la capa elipsoide (W=45,5, p<0,001) y ausencia
o disrupcion de la capa de interdigitacion (W=192,5, p=0,008). Sin embargo, en

el analisis multivariante, la inica variable basal que permanecié asociada
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de forma independiente con una MAVC mas baja en el seguimiento fue la
presencia de EMQ al inicio del estudio. Este hallazgo subraya la importancia
de comprender la patogénesis del EMQ para identificar a los pacientes con

mal prondstico y ayudar a predecir el curso de la enfermedad.
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8.3. LOCALIZACION DE MYO7A EN LA
RETINA Y TEORIA FISIOPATOLOGICA

La pregunta mas relevante que nos hizo plantear este estudio y que constituye el
objetivo principal del mismo es: ;Es la retinopatia MYOA?7 asociada a USH1 una

enfermedad causada por un dano primario en los FR o en el EPR?

Existe cierta controversia sobre la ubicacién exacta de MYO7A en la retina.
Algunos autores como Jacobson et al. (76) han sefialado a los FR como la
primera localizacién detectable de la enfermedad MYO7A en individuos jévenes
o en etapas tempranas de esta patologia, sin embargo, los investigadores solo
estudiaron 3 pacientes pediatricos con esta mutacion. Por el contrario, Hasson
et al. (77) y Williams et al. (78) han postulado que la mayor parte de MYO7A en
la retina esta presente en el EPR, y una pequefa cantidad estaria asociada con
la membrana ciliar y periciliar de las células fotorreceptoras. Los estudios con
ratones MYO7A-nulos han demostrado que MYO7A selocaliza en la regién apical
delos melanosomas del EPR y estaria involucrado en la eliminacién de fagosomas
del EPR apical para su entrega a los lisosomas en el EPR basal. Mientras que en los
FR, la opsina se acumula anormalmente en la zona de transicion del cilio, lo que
sugiere que MYO7A funcionaria como una barrera selectiva para las proteinas de
membrana en el extremo distal de la zona de transicion de los FR, desempefiando

asi un papel importante en el mantenimiento de la estructura periciliar. (78)

Nuestros hallazgos sugieren que el evento primario de la retinopatia
MYO7A es el daio en el punto de conexidon entre las microvellosidades
del EPR (representadas por cambios en la IZ) y el segmento externo de los
fotorreceptores (representado por cambios en la EZ). Esta hipdtesis sobre la
importancia de la IZ como posible localizacién primaria de esta patologia puede
explicarse por los siguientes hechos: la anchura de la IZ es siempre menor que
la anchura de la EZ, y la IZ es la banda mads afectada de las capas externas al
inicio y al final del seguimiento (55,8% y 80,8% de los ojos, respectivamente).
Por otro lado, solo el 17,3% (9/52) de los ojos de este estudio desarrollaron
lesiones complejas de EPR/Bruch en el area macular durante el seguimiento,
y no observamos ningun caso de lesiones complejas de EPR/Bruch en el drea
subfoveal durante todo el periodo de seguimiento. Este hallazgo sugiere
que la progresion de MYO7A-IRD comienza con la afectacion de los
segmentos externos de los fotorreceptores y la IZ del EPR, y luego progresa
centrifugamente para involucrar a las capas cercanas (es decir, las zonas

elipsoide y mioide). (figura 22)
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Figura 22. Ilustracion esquematica de las diferentes capas de la retina donde se refleja la hipdtesis del dafio inicial en los
OS de fotorreceptores y su progresion centrifuga en la retinopatia por MYO7A. (imagen propia)

Esta hipotesis sobre la progresion centrifuga se ve respaldada por el hecho de
que los pacientes sin afectacion macular de la capa nuclear externa, MLE o
mioide tenian una mediana de edad mas baja que los pacientes con afectacion
macular (p<0,001), lo que indica que la afectacion de esas capas no aparece
hasta que la enfermedad progresa con el tiempo, es decir, a medida que el
paciente envejece. Del mismo modo, también encontramos afectaciéon de la
capa plexiforme externa en pacientes de edad mas avanzada en la evaluacion
final de seguimiento. Estos hallazgos son consistentes con los hallazgos del
estudio de Sousa et al. que evaluaron 48 ojos con RP y encontraron que la EZ
(79,2%), 1Z (70,8%) y ELM (45,8%) fueron las tres capas mas comtinmente
ausentes en estos pacientes, no obstante, los autores no evaluaron la capa de OS
de los FR. (107)
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En conclusién, podemos decir que es probable que la base fisiopatolégica
de la etapa temprana de USH1 secundario a mutaciones de MYO7A sea el
resultado de la afectacion de las células fotorreceptoras y su uniéon con las

microvellosidades del EPR.

En consecuencia, se debe considerar la monitorizacion de la condicién de
los fotorreceptores durante el seguimiento, ya que esto podria permitir la
deteccidon temprana de los cambios patoldgicos. De hecho, el estado de los
fotorreceptores y las capa mas interna del EPR (IZ) podrian ser parametros
importantes a monitorizar para asegurar un seguimiento adecuado de los

pacientes con USH.
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8.4. INDICADORES DE PROGRESION DE LA
ENFERMEDAD

A través del estudio longitudinal, se buscé identificar los biomarcadores mas
utiles de la progresion de la enfermedad. Para ello, evaluamos los cambios en
la medicion de dos capas externas de la retina que son hiperreflectantes (lo
que facilita su medicion): la longitud de EZ e IZ. Los datos de los estudios con
reconstruccion anatéomica muestran que la EZ corresponde a la porcion externa
de los fotorreceptores donde se encuentra un gran nimero de mitocondrias,
lo que le confiere su alta reflectividad, mientras que la IZ parece representar la
interdigitacion de los cilindros de contacto formados por las apofisis apicales de
las células del EPR que recubren parte de los segmentos externos de los conos.
(82) Varios estudios han evaluado la progresion de la distrofia retiniana midiendo
la integridad de la zona EZ, (108)(109) sin embargo, esos estudios no evaluaron
los cambios en el ancho de la IZ. Si bien no existen datos sobre los cambios de
IZ en la literatura actual, si que encontramos estudios que han demostrado el
valor de esta capa de la retina como marcador pronostico después de la cirugia
en otras afecciones retinianas como el desprendimiento de retina, (110) el
agujero macular(111) y la MER (112), por lo que su valor en enfermedades
retininanas degenerativas como la RP se plantea como uno de los objetivos de

nuestra investigacion.

Respecto al valor de EZ como marcador de progresion de la RP, en estudios
previos realizados, el lugar en el que desaparece la zona EZ es un biomarcador
estructural para el borde del campo visual funcional. (113) Oh et al. compararon
la progresion de la enfermedad en los ojos con la RP entre los diferentes modos
de herencia, observando que la tasa de disminucién en el ancho de la linea EZ
fue mas rapida para la RP ligada al cromosoma X (XLRP) y mas lenta para RP
autosémica dominante y recesiva como USH. Del mismo modo, Takahashi et al.
(114) compararon la progresion de la enfermedad en pacientes con RP en funcién
de la mutacién génica, distinguiendo entre pacientes con y sin mutaciones en
los genes ciliares. En ese estudio, los pacientes con mutaciones en genes ciliares

tuvieron una mayor pérdida de la zona EZ.

En nuestro estudio, observamos una disminucién estadisticamente significativa
en elancho dela EZ ylaIZ desde el inicio hasta la evaluacién final, que disminuyd,
respectivamente, en 668 y 278 pm. La reduccion anual estimada en el ancho
medio de la EZ yla IZ fue de 243,6 y 79 um, respectivamente. En el modelo lineal

mixto, hubo una asociacién entre la disminucién de la EZ yla anchuradelaIZy
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el empeoramiento de la MAVC, pero solo fue significativa para la anchura de la
1Z (p = 0,01).

Nuestros resultados sugieren que la amplitud de la IZ puede ser el parametro
mas fiable para evaluar la progresion de la enfermedad. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que la IZ (a diferencia de la EZ) no siempre se
distingue de la capa subyacente del EPR, incluso en sujetos sanos. (82) Por esta
razén, creemos que la EZ proporciona informacion mas valiosa sobre los
pacientes como grupo, mientras que una evaluacion conjunta dela EZylaIZ
(cuando se distinguen) podria proporcionar informacion mas util para los

cambios individuales a lo largo del tiempo.

Tabla 7. Disminucion de la capa elipsoides (EZ) y la capa de interdigitacion (IZ) a lo largo del seguimiento
como medidas de progression de la enfermedad.

Variable Disminucion media p-value
(intervalo de confianza: 97.5%)

Longitud de EZ (um) 668 (402-935) p<0.001
Longitud de IZ (um) 278 (102-454) p<0.001
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8.5. LIMITACIONES

A pesar de que el presente trabajo representa el estudio con un mayor nimero
de casos de pacientes con retinopatia por mutaciones MYO7A en poblacion
pediatrica publicados hasta la fecha, la principal limitacién de este estudio es el
tamano de la muestra, que se debe principalmente a la rareza de esta enfermedad.
En este sentido, son necesarios grandes estudios multicéntricos para caracterizar
mejor la correlacion entre la EZ y la amplitud de la IZ y la tasa de progresion de

la enfermedad en diferentes grupos de edad.

Ademais, la determinacion de la correlacion entre la EZ y la IZ con los campos
visuales requiere una representacion de su distribucion espacial, lo que implica la
necesidad de estudios mas exhaustivos que incluyan exploraciones volumétricas

con OCT y microperimetria.

Por otro lado, el tiempo de seguimiento, aunque es largo en comparacién con
otros estudios publicados, es limitado, por lo que creemos que seria interesante
disenar nuevos estudios con un mayor tiempo de seguimiento para poder extraer

conclusiones sobre la evolucidn de estos pacientes, ya en la edad adulta.
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8.6. FORTALEZAS

La principal fortaleza de este estudio es la homogeneidad del grupo en términos
de edad y base genética. Ademds, gracias a que todos los pacientes han sido
diagnosticados y seguidos en un hospital pediatrico de referencia, la cohorte
estaba formada por pacientes pedidtricos, con una edad media mucho menor que
en los estudios hasta ahora publicados. Este hecho es importante porque nuestros
datos ayudan a comprender mejor la fisiopatologia de esta enfermedad en sus

estadios iniciales y las diferencias con la RP no sindrémica.

Por otro lado, se trata de una cohorte seguida de forma prospectiva lo que permite
una recogida de datos muy fidedigna. Ademas, no hubo pérdidas de seguimiento
y los pacientes fueron seguidos durante un periodo de tiempo largo, lo que nos ha
permitido poder documentar la evolucién de la enfermedad a través de cambios

tomograficos, a priori sutiles.
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8.7. FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

8.7.1. Relacioén de los hallazgos de OCT con
nuevas pruebas diagndsticas: micropertimetria y
angiografia-OCT

Una de las futuras vias de investigacion que nos plantea esta tesis doctoral es
correlacionar los resultados de nuestro estudio, los cuales nos muestran con
detalle la estructura de la macula en las primeras fases del USH1-MYO7A medida
por tomografia de coherencia dptica, y la funcién, medida por microperimetria.
Creemos que esta linea de investigacion sera muy interesante, ya que nos permitira
valorar cambios funcionales en etapas tempranas de la enfermedad, en las que la

agudeza visual todavia es relativamente buena.

La microperimetria es una prueba funcional que consiste en realizar pruebas del
campo visual mientras que simultdneamente, se estudia el punto de la retina que
se esta estimulando. Por este motivo, se trata de un método especialmente util
para evaluar los campos visuales muy afectados en pacientes con mala fijacion por
patologia retiniana con compromiso macular, como son las fases mds avanzadas
de la RP. Como se demuestra en nuestro estudio, en las etapas iniciales del USH1,
podemos encontrar alteraciones anatémicas con AV relativamente buenas, no
obstante, la calidad de vida de estos pacientes puede estar ya comprometida
debido a los defectos campimétricos. El objetivo de esta futura investigacion seria
realizar una correlacion estructura-funcion de la sensibilidad retiniana (medida
mediante microperimetria) y los indices de progresion estructurales detectados

mediante SS-OCT en esta tesis doctoral: la longitud de la elipsoides y de la IZ.

Por otro lado, creemos que seria interesante abordar la relaciéon entre la
hemodindmica ocular y los cambios estructurales detectados en nuestro estudio.
Para ello, hemos tomado imagenes de 6x6mm de angiogratia-OCT (AOCT) en
todas las visitas de seguimiento de nuestra cohorte de pacientes, asi como en
individuos sanos de edad pediatrica que representarian el grupo control. Estudios
anteriores han confirmado que existe una reduccion del en el flujo sanguineo en
pacientes con RP, (115) no obstante, quedan muchas preguntas por responder
sobre el papel de la disfuncién vascular en la degeneracion de los fotorreceptores.
El objetivo de este futuro estudio seria comparar los cambios en la vascularizacion
retiniana en el area macular de los pacientes USH1-MYO7A de edad pediatrica
con individuos sanos de la misma edad. Esto nos permitiria, en un primer lugar,

comprender mejor la etiopatogenia de esta enfermedad y, en un segundo lugar,



8. DISCUSION

detectar nuevos biomarcadores de especial interés para el seguimiento y la

evaluacion de posibles tratamientos dirigidos en un futuro préximo.

8.7.2. Correlaciones genotipo-fenotipo

Tal y como se ha comentado anteriormente, el gen MYO7A codifica la miosina
VIla, una proteina motora basada en actina que comprende varios dominios
funcionales y que se expresa en el oido interno y en la retina. En esta tesis doctoral
se han descrito las alteraciones retinianas de una cohorte de pacientes pediatricos
con USH diagnosticados genéticamente con mutaciones en MYO7A. A partir
de aqui, una vez esbozado el perfil fenotipico de estos pacientes, creemos que
seria de utilidad realizar un estudio transversal retrospectivo en el que podamos
realizar las correlaciones con el genotipo. Esto permitiria una evaluaciéon mas
precisa en futuros ensayos clinicos, ya que permitiria establecer si la aparicion, la
gravedad y la progresion de la enfermedad visual estan o no determinadas por el

tipo de mutacién en MYO7A o su ubicacion.

8.7.3. Utilidad de los resultados del estudio en la
evaluacion de futuros tratamientos

En los ultimos afos, se han producido grandes avances sobre estrategias
terapéuticas basadas en genes para enfermedades hereditarias como la amaurosis
congénita de Leber, producida por defectos en el gen RPE65. Estas estrategias
terapéuticas se ven favorecidas por el hecho de que la retina es un tejido muy
accesible, ademas de por su privilegiado sistema inmune y las propias barreras
internas del ojo que limitan la difusién sistémica de los vectores virales que

puedan ser utilizados en este tipo de tratamientos.

En el caso del sindrome de Usher la terapia de reemplazo de genes subretiniana ya
ha demostrado ser efectiva en varios modelos de raton Usher. (116) Los vectores
del virus adeno-asociado (AAV) se han utilizado en ratones knockout MYO7A
mediante la inyeccién subretiniana para restaurar la expresion del gen Usher
que era defectuoso. Por otro lado, también se han probado los vectores AAV
superpuestos duales para la administracion de MYO7A como una alternativa
mas segura para genes grandes, aunque parecen ser menos eficientes. (116)(117)
(118)(119) Mas recientemente, se han iniciado los ensayos clinicos de fase I/II de
terapia génica conocida como UshStat®. El objetivo de este tratamiento es permitir

el transporte de copias no mutadas del gen MYO7A a células de la retina afectadas
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de pacientes con USH1B, mediante el uso de la tecnologia Oxford’s LentiVector®,

que permite el transporte de grandes genes como el MYO7A.

Los resultados de nuestro estudio nos permiten conocer mejor el curso natural
de esta enfermedad y sus caracteristicas en los pacientes mas jovenes, que son
los que potencialmente mads se pueden beneficiar de las estrategias terapéuticas
basadas en reemplazamiento genético. De manera que, nuestros datos podran
ser utiles para la evaluacion de la eficacia de este tipo de tratamientos en futuros

ensayos clinicos.
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9. CONCLUSIONES

1. La base fisiopatoldgica de la etapa temprana del sindrome de Usher tipo 1
secundario a mutaciones del gen MYO7A es el resultado del dafio en los
fotorreceptores y su punto de unién con las microvellosidades del epitelio

pigmentario de la retina.

2. La afectacion de los fotorreceptores promueve el desarrollo de edema macular
quistico, independientemente de las anomalias especificas presentes en la
interfaz vitreomacular. La presencia de membrana epirretiniana es mas
comun en pacientes con sindrome de Usher tipo 2 o retinosis pigmentaria
no sindrémica que en pacientes con sindrome de Usher tipo 1, mientras que
la presencia de edema macular quistico se asocia mas estrechamente a los

pacientes con diagnoéstico de sindrome de Usher tipo 1.

3. La presencia de edema macular quistico se asocia de forma independiente a
una peor agudeza visual corregida, por lo que el hallazgo de edema macular es

util para identificar a los pacientes con mal prondstico y ayudar a predecir el

115
curso de la enfermedad.

4. Lacapade interdigitacion es el parametro mas fiable para evaluar la progresion
de la enfermedad. Sin embargo, esta capa (a diferencia de la capa elipsoides)
no siempre se distingue de la capa subyacente del epitelio pigmentario de la
retina, incluso en sujetos sanos. La evaluacién conjunta del descenso en la
longitud de la capa elipsoides y de la de interdigitaciéon (cuando se distingue)
es de utilidad para evaluar los cambios individuales a lo largo del tiempo,
mientras que la medicion aislada de la amplitud de la elipsoides proporciona

informacién mas valiosa sobre los pacientes como grupo.
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