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R E S U M E N

Objetivo: Reportar el hallazgo de la meibografía infrarroja en un paciente mexicano con

el  síndrome de EEC (Ectrodactyly-ectodermal dysplasia-cleft syndrome) confirmado por análisis

molecular del gen p63.

Caso clínico: Paciente varón de 31 años de edad que acude por presentar una historia de pér-

dida visual progresiva en ambos ojos asociada a fotofobia de larga duración. El paciente nació

con labio y paladar hendido, y ectodactilia de la mano derecha; posteriormente presentó dis-

plasia ungueal, anodoncia y alopecia, con lo que se diagnosticó displasia ectodérmica. Las

alteraciones oftalmológicas se limitaron a los anexos y la superficie ocular. La meibografía

infrarroja in vivo mostró la ausencia total de glándulas de Meibomio en los párpados inferio-

res  y deficiencia severa en los párpados superiores. Además, identificamos que el paciente

es  un portador heterocigoto de una mutación de sentido equivocado R304W (C → T) en el

exón  8 del gen p63.

Discusión: La mutación R304W en la región del gen p63 está definitivamente relacionada con

características tales como la ausencia de glándulas de Meibomio.
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Infrared  meibography  and  molecular  assessment  of  p63  gene  mutations  in
a  Mexican  patient  with  EEC  syndrome
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a  b  s  t  r  a  c  t

Objective: To report the finding of infrared meibography in a Mexican patient with EEC

syndrome (Ectrodactyly–ectodermal dysplasia–cleft syndrome) confirmed by molecular

analysis of the p63 gene.

Clinical case: A 31 year-old male patient was seen due to a history of progressive visual

loss  in both eyes associated with long-term photophobia. The patient was born with

cleft lip and palate, ectrodactyly of right hand, and afterwards, displayed nail dysplasia,

anodontia and alopecia, with which ectodermal dysplasia was diagnosed. The ophthalmolo-

gical findings were limited to the adnexa and the ocular surface. In vivo infrared meibography

showed total absence of Meibomian glands in the lower eyelids and severe deficiency in the

upper  eyelids. In addition, it was shown that the patient was a heterozygous carrier of a

missense mutation R304W (C → T) in exon 8 of the p63 gene.

Discussion: The R304W mutation in the p63 gene region is definitely related to characteristics

such  as the absence of Meibomian glands.

©  2018 Sociedad Española de Oftalmologı́a. Published by Elsevier España, S.L.U. All rights

reserved.
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(890 nm). Después de la eversión del párpado superior o infe-
rior, se adquiere una imagen de las glándulas de Meibomio y
posteriormente se analiza mediante un software (Phoenix

®
,

ntroducción

l síndrome de ectrodactilia, displasia ectodérmica y
abio/paladar hendido (EEC) es una enfermedad autosómica
ominante que causa múltiples anomalías caracterizadas por
alformación en las extremidades distales, las cuales recuer-

an la extremidad de las langostas, displasia ectodérmica y
abio y paladar hendidos. Muestra diversidad en el fenotipo
línico, que refleja variaciones en el gen p631. En Europa,
mérica del Norte y México las mutaciones R204, R227, R279,
280 y R304 en el exón 8 representan más  del 86% de los casos
e EEC2.

La diversidad clínica puede incluir algunas anormalidades
culares, tales como dacriocistitis, estenosis o agenesia del
unto lagrimal, conjuntivitis recurrente, cicatrización conjun-
ival, pannus con fotofobia, cicatrización corneal, entropión,
riquiasis y madarosis2–4. Las alteraciones posteriores de la
uperficie ocular y la deficiencia de células del limbo son
n sello distintivo del síndrome EEC3. Además de estas ano-
alías, unos pocos artículos han reportado la asociación de

lándulas de Meibomio deficientes o ausentes con la displasia
ctodérmica4,5. Dado que la ausencia congénita de las glán-
ulas de Meibomio es extremadamente rara3, esta alteración
ambién puede ser una característica importante del síndrome
EC.

La meibografía es una técnica de diagnóstico que permite la
valuación in vivo de la cantidad y morfología de las glándulas
e Meibomio, descrita por primera vez por Tapie en 19776.

Aunque la ausencia de glándulas de Meibomio en pacien-
es con síndrome EEC ya ha sido reportada con base en
a evaluación biomicroscópica, la interferometría de la capa
ipídica e incluso la biopsia del párpado4, según nuestro
onocimiento no existen informes previos en la literatura
e meibografía IR para evaluación in vivo en pacientes
on síndrome EEC y su correlación con alteraciones en el
en p63.
Caso  clínico

Se trata de un paciente varón de 31 años de edad con pér-
dida visual progresiva en ambos ojos asociada a fotofobia. La
evaluación sistémica demostró ectrodactilia de la mano dere-
cha (fig. 1A), cicatriz quirúrgica de reparación de labio leporino
y paladar hendido (fig. 1B, D) y displasia ectodérmica que se
manifiesta como piel seca, cabello escaso, uñas displásicas y
anodoncia (fig. 1B, C).

Tenía antecedentes de intubación infructuosa del sistema
lagrimal en ambos ojos en la infancia y cuadros previos de
dolor, ojos rojos, fotofobia y lagrimeo tratado con lubricantes
desde los 7 años.

En la evaluación inicial su agudeza visual fue de 20/60 en
el ojo derecho (OD) y 20/50 en el ojo izquierdo (OS). Los hallaz-
gos oftalmológicos se limitaron a los anexos y la superficie
ocular. El examen externo mostró la ausencia de orificios de
las glándulas de Meibomio, triquiasis, madarosis y estenosis
del punto lagrimal. La superficie ocular presentaba fibrosis
conjuntival subepitelial, vascularización corneal superficial y
cicatrización corneal central y vascularización estromal en OD
(fig. 2 a, b; RE y c, d; LE). La tinción con fluoresceína mostró
erosiones punteadas superficiales en ambos ojos, con una tin-
ción con fluoresceína de 8 puntos (SICCA Score); la prueba de
rotura del tiempo lagrimal fue de 0 s en ambos ojos. El test de
Schirmer 1 sin anestesia fue de 15 mm en OD y de 12 mm en
OS.

Meibografía

La meibografía de no contacto se realizó con el topógrafo
Antares

®
(CSO, Florencia, Italia), topógrafo de disco de Plá-

cido con una cámara infrarroja de alta resolución y un LED IR
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Figura 1 – Hallazgos sistémicos: A) ectrodactilia de la mano derecha; B) pelo frontal escaso, grueso y telecanto; C) en la
mano izquierda, uñas delgadas con líneas marrones; D) apertura de la boca limitada, cicatrices en la cirugía secundaria a la

reparación de hendidura de labio y paladar y oligodoncia.

CSO, Florencia, Italia); esta maniobra se repitió en todos los
párpados.

Análisis  molecular  del  gen  p63

Se extrajo la sangre periférica de los miembros de la familia
(paciente afectado, padre, madre y hermano) en un tubo con
EDTA. El ADN genómico se aisló usando el kit de purificación
de ADN genómico Wizard

®
(Promega, Madison, EE. UU.), de

acuerdo con las instrucciones del fabricante. A continuación,
el ADN se cuantificó por absorbancia UV usando Nanodrop

®

(Thermo Scientific, Wilmington, EE. UU.) y se almacenó a
−20 ◦C hasta el análisis.

Para analizar la presencia de mutaciones en los exones
4, 5, 6 y 7 del gen p63, las muestras de ADN extraídas se
amplificaron por PCR usando secuencias de cebador pre-
viamente informadas5. Sin embargo, se diseñó un nuevo
conjunto de cebadores para analizar la región del exón 8
(cebador directo [5’-GGTTCTTTGGAGAACAAATGG-3’] y ceba-
dor inverso [5’-TGGTGTGGAAGTCACATTTTG-3’]). El protocolo
de PCR se ha descrito anteriormente2. Los amplicones
se purificaron utilizando QIAquick

®
(Qiagen, Hilden, Ale-

mania) siguiendo las instrucciones del fabricante, y se
sometieron a secuenciación en un analizador genético ABI
PRISM

®
3100 (Applied Biosystems, Foster City, EE. UU.), por

un proveedor externo, el Instituto Potosino de Investiga-
ción Científica y Tecnológica (San Luis Potosí, México). Las
secuencias se editaron y analizaron en el software Codon-
Code Aligner 4.2.7 (CodonCode Corporation, Centerville, EE.

UU.).

Se realizó un polimorfismo de longitud de fragmentos de
restricción de PCR para confirmar la mutación R304W en el
exón 8. También se llevó a cabo una nueva amplificación a
partir de este producto de PCR. La digestión se realizó a con-
tinuación con la enzima de restricción Mpls (New England
Biolabs, Ipswich, EE. UU.).

Resultados

Meibografía  infrarroja

La meibografía infrarroja demostró una ausencia total de
glándulas de Meibomio en el párpado inferior (fig. 2 e, f) y
la presencia de pocas glándulas de Meibomio, además de
pequeñas, finas y tortuosas, en la parte central del párpado
superior en ambos ojos (fig. 2g y h).

Análisis  molecular  del  gen  p63

Varias mutaciones se han informado anteriormente en los
exones 4, 5, 6, 7 y 8 del gen p63, que están asociados con el
síndrome EEC1. Analizamos estas regiones de ADN en todos
los miembros de la familia: madre, padre, hijo afectado con
síndrome EEC y hermano. El análisis de secuencia mostró la
ausencia de mutaciones en los exones 4, 5, 6 y 7. Sin embargo,
la mutación sin sentido R304W (C → T) en el exón 8 se identi-
ficó en el sujeto afectado como portador heterocigoto (fig. 3A).

El resto de los miembros de la familia no mostraron nin-
gún cambio en el exón 8. La presencia de esta mutación se
confirmó con el polimorfismo de longitud de fragmentos de
restricción de PCR (fig. 3B y C).
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Figura 2 – Imagen clínica de OD (a) y OS (c) que muestra la ausencia de orificios de la glándula de Meibomio, triquiasis,
madarosis y estenosis del punto lagrimal y ojo izquierdo. La fotografía del OD mostró una cicatriz corneal con
neovascularización (b) y una neovascularización superior del OS (d). Meibografía infrarroja del párpado inferior del OD con
ausencia total de glándula de Meibomio (e), el párpado superior mostró algunos pequeños tubos hiperreflectantes
correspondientes a las glándulas de Meibomio identificados por las flechas (g). El OS demostró las mismas características
d
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el OD (f, h).

iscusión

l síndrome EEC resulta de una anormalidad del desarro-
lo que afecta simultáneamente los tejidos ectodérmico

 mesodérmico. Las alteraciones oftálmicas pueden estar
resentes en el recién nacido, pero en los primeros años

as características sistémicas son los principales rasgos de
iscapacidad. A pesar del origen ectodérmico del cristalino

 el epitelio corneal, el desarrollo de la neovascularización y
icatrización corneal no se debe a una malformación de la
órnea secundaria a la displasia ectodérmica per se,  porque
as manifestaciones se vuelven predominantes durante la
dultez temprana7; este es el caso de nuestro paciente,
ue tiene una historia de inflamación recurrente y crónica
e los márgenes palpebrales, superficie ocular y película

agrimal defectuosa con fase lipídica insuficiente8 debido
 la aplasia de las glándulas de Meibomio. Otra causa de
icatrización corneal y pannus, según los informes de Di Iorio
t al.3, podría ser una deficiencia de células del limbo, que
e ha informado en el 61% de los casos. Una vez que se ha

esarrollado la cicatriz corneal, la queratoplastia tiene un
al  pronóstico debido a la displasia ectodérmica, la ausencia

e glándulas de Meibomio y la película lagrimal defectuosa,
por lo que la prevención del desarrollo de cicatrices corneales
es el mejor tratamiento disponible hasta el momento.

La identificación de la ausencia de las glándulas de Meibo-
mio y la deficiencia de la capa lipídica de la película lagrimal
secundaria mediante meibografía podría ayudarnos a hacer
un diagnóstico precoz del ojo seco evaporativo como la princi-
pal causa del ojo seco en este grupo de pacientes que nos guía
para iniciar un tratamiento apropiado con el fin de mejorar el
pronóstico, de acuerdo con Ota et al.8, quienes informan el uso
exitoso de la aplicación de pomada a base de lípidos (0,05 g de
pomada de ofloxacina 2 veces al día).

La mutación R304W encontrada en el individuo afectado es
uno de los cambios de nucleótidos más  comunes en el exón 8
del gen p63 que representa los casos de EEC2. La arginina en
esta posición cambia por el triptófano, haciendo que la pro-
teína sea deficiente en su función de transcripción9. Como
se mencionó, los fenotipos entre los pacientes afectados con
síndrome EEC comparten ciertas características. Sin embargo,
características específicas tales como labio leporino, paladar
hendido, extrodactilia y atresia del conducto lagrimal se han
asociado en mayor proporción a la presencia de la mutación

R304W8. Además, más  del 60% de los casos de EEC se deben
a mutaciones de novo7, como el caso presentado en nuestro
estudio.
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Figura 3 – A) Secuencias de nucleótidos de una región en el exón 8 del gen p63. La mutación R304W está presente en el
paciente con síndrome EEC pero no en su madre. La mutación está marcada con rojo: C → T. La secuencia
de nucleótidos de la madre, el padre y el hermano del paciente afectado fueron iguales. Por lo tanto, solo una de estas
secuencias se usó para experimentos adicionales. B) Para confirmar estos hallazgos, el polimorfismo de longitud de
fragmentos de restricción de PCR se llevó a cabo con la enzima Mpls, que escinde el alelo natural en la posición de la
mutación (flechas en la figura). C). Debido a la presencia de la mutación R304W, se pierde el sitio de restricción Mpls,
mostrando al portador heterocigoto una digestión parcial después de la electroforesis en un gel de agarosa al 2%: una banda
de 613 pb para el alelo mutante y bandas de 258 y 355 pb para el alelo salvaje. La madre, que tiene ambos alelos salvajes,
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muestra una digestión completa.

En conclusión, la ausencia congénita de glándulas de Mei-
bomio demostrada por meibografía infrarroja es un hallazgo
importante en pacientes con síndrome EEC y puede causar
neovascularización corneal secundaria a alteraciones cróni-
cas debidas al ojo seco evaporativo severo, contribuyendo aún
más  a la enfermedad de la superficie ocular en este grupo de
pacientes. Varias mutaciones en el gen p63 pueden conducir
a este fenotipo específico, incluida la mutación R304W.
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