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Analisis del gen CYP1B1 en una familia con glaucoma
congeénito primario: Estudio preliminar
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RESUMEN

Antecedentes. La enfermedad ocular es comin en la poblacion humana. Actualmente se estiman més de 200 loci huma-
nos causantes de enfermedades oculares asociados 0 no a otros sindromes. El glaucoma congénito primario (GCP)
ocurre cuando el desarrollo de las anomalias del angulo iridocorneal evita el drenaje adecuado del humor acuoso elevan-
dose asi la presion intraocular. Recientemente se han descrito diferentes mutaciones en el gen del citocromo P4501B1
(CYP1B1) en familias con GCP. La mayoria de los casos son esporadicos mientras que una minoria corresponde a casos
familiares.

Material y método: En el presente trabajo se estudia el gen CYP1B1, mediante PCR y secuenciacion directade DNA, en
una familia con dos casos afectados con GCP.

Resultados: El andlisis detecté en ambos propositi 3 variantes polimarficas en el exon 2, dos de las cuales ya han sido
reportadas previamente. Para este exdn las variantes fueron la transversion de C142—G en el coddn 48 que produce la
substitucion de arginina por glicing, la transversion de G355—T en el coddn 119 que ocasiona el reemplazo de alanina
por serinay la transversion de G729—C en el codén 243 que condiciona una mutacion sinénima (valina por valina).
Conclusiones: Aun cuando no se puede establecer un efecto causal en estas mutaciones encontradas para el GCP, éstas
podrian estar fuertemente asociadas a padecimiento. Sin embargo, €l estudio completo del gen nos ayudara a identificar
la posible causa del GCP.
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SUMMARY

Antecedents: A review of heritable ocular disorders listed over 190 different conditions and some estimates predict that
30% in these disease genes will cause some kind of ocular phenotype. Primary congenital glaucoma (PGC) is caused by
unknown developmental defects of the trabecular meshwork and anterior chamber angle of the eye. PCG occurs when the
developmental anomalies of the angle prevent adequate drainage of agueous humor. Recently, several mutations in
CYP1B1lgene as cause of PCG were characterized.

Material and method: In the present study we analysed a family with 2 affected female cases of PCG. DNA studies
were performed through PCR and DNA sequence analysis. We found three polymorphisms within exon 2: one in codon
48 (G355—T) that produces the substitution of arginine instead of valine, one in codon 119 (G355—T) that changes the
amino acid serine by alanine and the last one in codon 243 (G729—C) that produces a synonymous mutation (valine by
valine). The later mutation was not previously reported. The polymorphisms G355—T and G355—T have been identified
in the CYP1B1 gene in other populations.

Conclusions: Although we cannot conclude that PCG are consequence of these polymorphisms, we can state that they
are strongly associated with the disease. Further studies will be required to discard this possibility.
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ANTECEDENTES

La enfermedad ocular es comin en la poblacién humana.
Actualmente se estiman mas de 200 loci causantes de en-
fermedades oculares asociados 0 no a otros sindromes.
Muchos de ellos participan en €l desarrollo y formacion del
segmento anterior del ojo el cual esta constituido por la
corneay €l cristalino. El iris, compuesto particularmente
de neuroepitelio, se proyecta en este espacio. La malla
trabecular es una red de células que forma la unién
iridocorneal (angulo anterior) del ojo (1). EI humor acuoso
producido por €l cuerpo ciliar en la camara posterior, ocu-
pa el espacio entre la cérneay €l irisy bafia el cristalino
por su cara anterior. La presion dentro del ojo se mantiene
mediante un balance de secrecién continuay drengje a tra-
vés de la malla trabecular. El patrén de expresion génica
durante el desarrollo del ojo se observa en general durante
los estados de: 1) vesicula dptica, 2) placoda de cristalino y
3) copa Optica, estados que involucran la morfogénesis de
lacopaoculary del cristalino, el desarrollo delaneurorretina
y del epitelio pigmentario de laretina (2).

Los glaucomas son un grupo heterogéneo de desérdenes
gue habitualmente cursan con presion intraocular elevada
gue conlleva a dafio y muerte de las células ganglionares
delaretina (3). Segiin el mecanismo por €l cua el flujo de
la cAmara anterior es bloqueado, los glaucomas se clasifi-
can en glaucomas de angulo abierto, de angulo cerrado y
congénito. El desarrollo del glaucoma puede ocurrir como
una anormalidad ocular aislada, en cuyo caso se denomina
glaucoma congénito primario (GCP). El GCP tiene unain-
cidencia de 1 en 10,000 nacidos vivos y la mayoria parece
heredarse en forma autosdmica recesiva. El diagndstico se
realiza en los primeros afios de vida y se sospecha por la
presencia de hipersensibilidad a la luz, epifora y
blefaroespasmo. En el GCP el angulo iridocorneal no se
desarrolla completamente mostrando una apariencia fetal a
la gonioscopia, €l iristiene una insercion trabecular que se
observa engrosada (4), la anomalia del éngulo iridocorneal
evita el drenaje adecuado del humor acuoso y se eleva asi
la presion intraocular. Esta elevacion de lapresion en el ojo
“elastico” del nifio produce un aumento del tamario del globo
ocular, hidroftalmos y las demés alteraciones que llevan a
la ceguera (5). Aunque el GCP es la forma més comin de
glaucoma en lainfanciay que existen estudios en modelos
animales, poco se sabe de su patogénesis (6). Recientemente
se han descrito diferentes mutaciones en el gen citocromo
P4501B1 en familias con GCP, siendo al parecer las altera-
ciones en este gen la causa més frecuente de este tipo de
glaucoma (7-9). El gen CYP1B1 se localiza en 2p21-22 y
contiene 3 exones. El marco de lectura abierto comprende
1629 pb einiciaen el segundo exdn. Carece delacaaTATA
en la region del promotor y contiene nueve dominios
potenciadores de unién central TCDD-sensibles (5’ -
GCGTG-3) de los cuales 3 contribuyen a la expresion del
gen CYP1B1 (10). El objetivo del presente trabajo es anali-
zar clinicay genéticamente a una familia con GCP y sefia-
lar la importancia de establecer un diagndstico oportuno e
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identificar el defecto molecular paraofrecer un asesoramiento
genético adecuado.

PACIENTES Y METODOS

Los propositos fueron dos mujeres de 8 y 13 afios de edad
procedentes del estado de Veracruz, productos de padres
sanos, consanguineos, sin antecedentes importantes para el
padecimiento. El &rbol geneal6gico se muestra en lafigura
1
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Fig. 1. Arbol geneal6gico de la familia. Ambas hermanas eran
productos de padres consanguineos (primos segundos). * Madre
estudiada molecularmente, alin cuando el padre no pudo ser ana-
lizado, se considera como un portador obligado.

Paciente 1

Femenino de 8 afios de edad que inicia su padecimiento a
los 2 meses con epifora constante y blefaroespasmo. A los
36 meses fue intervenida quirdrgicamente sin que se ten-
gan datos sobre la naturaleza de la intervencion. A la ex-
ploracion fisica, con el ojo derecho (OD) acanza una vi-
sion de movimientos a 30 cm, cornea con opacidad central
transversal, de 13 mm de didmetro horizontal, vesicula
filtrante plana con vascularizacion en el meridiano de las
12, camara anterior profunda, atrofia iridiana en los 360°,
iridectomia quirdrgica permeable a las 2, midriasis media,
ectropion uveal leve, cristalino con pigmento en su cara
anterior, &hgulo con implantacién anterior del iris, no se
observa espol6n escleral, banda del cuerpo ciliar ni linea
de Schwalbe. La papiladel nervio éptico (NO) con excava-
cion 8/10, con palidez media, vasos nasalizados en bayo-
neta, fondo coroideo, &reas de atrofia coriorretinianas en
arcada temporal superior. Latension ocular (TO) erade 18
mm Hg.
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En el ojoizquierdo (Ol) lacdrneaestransparente, vesicu-
lafiltrante elevada, discretamente vascularizada, irisatréfico,
aterciopelado sin criptas, pupila oblicua, cristalino
transparente, angulo con insercion anterior de la raiz del
iris. FO papila redonda de coloracion rosa naranja, excava-
cion 8/10, vasos nasalizados discretamente. TO de 22 mm
Hg.

Paciente 2

Hermana de la paciente 1, de 13 afios edad, que inicia su
padecimiento a los 2 afios de edad con epifora constante y
blefaroespasmo. A la exploracion fisica presenta en el OD:
vision de movimientos a 1 m, cérnea con opacidad trans-
versal central, iridectomia en meridiano de las 11, pupila
irregular, cAmara anterior amplia, cristalino transparente,
implantacién anterior de laraiz del iris, resto de estructuras
no visibles. En el FO excavacion total de la papila del NO.
TO 40 mmHg.

Ol: Visién de movimientos a 2 metros. Conjuntiva con
vesicula filtrante superior. Cérnea con opacidad central,
puntilleo epitelial moderado. Iris atréfico, 2 iridectomias
quirdrgicas en los meridianos de las 11 y 2, sinequias pos-
teriores en sector superior, pigmento en la cara anterior del
cristalino. Implantacion anterior de laraiz del iris. FO pali-
dez moderada de la papila, vasos nasalizados, excavacion
6/10. TO de 30 mmHg.

Andlisis del gen CYP1B1
El DNA se extrgjo mediante método salino (11). Se analizé
la region codificante del ex6n 2 del gen mediante PCR y
secuenciacion automatizada. Las condiciones de la PCR
para amplificar el exdn 2 fueron: DNA 500 ng, primers 0.4
uM, dNTP's 0.08 mM, MgCl, 1.5 mM, buffer 1x, Taq Pol
1.5 U, vol 50 pL. Desnaturalizacion: 5 min a 94°C; 30 ci-
closde 1 mina94°C; 1 min de alineamiento; 1 mina72 °C
y finalmente 5 min a 72°C. Para la secuencia del DNA se
utilizé un secuenciador ABI Prims 3100 (Perkin EImer, CA,
USA) siguiendo las instrucciones del proveedor.
Oligonucledtidos utilizados paralaamplificacion median-
te PCR:

Region Oligonucledtidos TA
Exon 2

GLEX2AF F5'GCCTTCTCCTTTCTGTCC CCAGC 62°C
GLEX2AR R5'AGC ACG TGG CCCTCG AGG ACTT
GLEX2BF F5 AAG TCC TCG AGG GCC ACG GCT 55°C
GLEX2BR R5'CCACGCCTCCCAGAGGCTTTAC

TA = temperatura de alineamiento

RESULTADOSY DISCUSION

El andlisis del marco de lectura abierto del exén 2 del gen
CYP1B1 mostré en ambas propositi tres variantes
polimorficas, dos de ellas previamente descritas (fig. 2 y
cuadro 1).

La primera substitucion fue la transversion de C142—G en
el codon 48 que produce el cambio de arginina por glicina.
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Fig. 2. Electroferogramamostrando lasecuenciade DNA gendémico
donde se observan los polimorfismos del exén 2. Los codones
implicados se encuentran subrayados.

Cuadro 1
Haplotipos del gen CYP1B1 encontrados en los pacien-
tes y padres de la familia estudiada

Exén Cambio de aminoacido Cambio en el DNA

2 Gli48Arg Cl142-G
2 Serl19Ala G355->T
2 Val243Val G729—-C

Los propésitos P1y P2 son homocigotos para los polimorfismos, la madre es
heterocigota para los polimorfismos y la variante silvestre. En negritas se
indica la mutacion en el exén 2 no descrita previamente.

Aunque la conformacién de ambos aminoécidos es diferen-
te, ya que uno corresponde a un aminoacido basico polar
(arginina) y otro a un aminoacido apolar de cadena corta
(glicina), esta variacion es considerada como normal.
Estudi os de transfixion génica han demostrado que esta subs-
titucion corresponde a una mutacion silente y por tanto se
traduce en una actividad normal de la enzima (12). La se-
gunda mutacion resulto en una modificacion del codon 119
en donde se presentd la transversion de G355—T que se
traduce en el cambio del aminoacido alanina por serina, €l
primero de ellos apolar de cadena alifatica y el segundo
polar portador de un grupo hidroxilo, ambos de caracteris-
ticasdiferentes. Sin embargo, estudios de transfixion génica
han demostrado que esta substitucion corresponde a una
variante normal delaenzima (12).

Se detectd un tercer polimorfismo en el coddn 243 co-
rrespondiente ala transversion de G729—C, esta modifica-
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cion no produce ningln cambio de aminoécido (valina por
valina) por lo que se conoce como una mutacion sindénima.
El estudio de un nimero suficiente de alelos de CYP1B1
en nuestra poblacion podria orientarnos para saber si estos
cambios en conjunto en la secuencia del DNA producen o
no un efecto deletéreo. Es interesante el hecho de observar
varios polimorfismos enziméticos de P4501B1 en una mis-
mafamiliacon GCP. Paradescartar si estén o no determinan-
dolacausadel padecimiento serequieredel estudio completo
del gen y/o de estudios méas complejos como ensayos de
transfixiéon génica. Sin embargo, no deja de llamar la
atencion el hecho de encontrar en una sola familia diversos
polimorfismos y/o variantes alélicas reportadas en la
literatura internacional para distintos pacientes.
Laidentificacion de CYP1B1 como el gen afectado en €l
GCP fue el primer giemplo en el cual una mutacién en un
miembro de la superfamilia del citocromo P450 resultaba
en un defecto en el desarrollo primario. EI gen CYP1B1
pertenece a una superfamilia multigénica de monooxige-
nasas responsables de la fase 1 del metabolismo que com-
prende la insercion de un &omo de oxigeno atmosférico
dentro de su substrato, creando un nuevo grupo funcional
(e.gr., -OH, -NH2, -COOH). Distintas mutaciones y
polimorfismos se han identificado en el gen CYP1B1. Mu-
taciones sin sentido o bien que alteran el del marco de lec-
turase han reportado en familiasde Turquiay Arabia Saudita
con GCP, mientras que 6 polimorfismos han sido informa-
dos en poblacién angloamericana (13-14). No existen da-
tos de las variedades alélicas en nuestra poblacion por lo
que profundizar en laidentificacién de estas variantes seria
de utilidad para descartar su participacion en el GCP. En la
familia estudiada el hallazgo de estos polimorfismos, alin
cuando no nos permiten establecer el efecto de causalidad
delaenfermedad, podriaindicar que estén fuertemente aso-
ciados a padecimiento, sin embargo, se requieren mas es-
tudios para llegar a esta conclusién. Finalmente, es impor-
tante realizar estudios moleculares en este tipo de padeci-
mientos ya que nos permiten establecer el diagndstico pre-
Ciso 'y, por tanto, un manegjo méas oportuno del paciente.
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Cita histérica:

En 1917, JG Lindberg describe en su tesis recepcional, en Finlandia, la asociacion de pseudoexfoliacién con el
glaucoma, pensando que se trataba de una asociacion privativa de los paises nérdicos, 1o cual fue desmentido
ulteriormente. [Lindberg JG. Kliniska undersokningar over depigmentering av pupillarranden och
genomylysbarkef av irisvid fall av aldestarr samit i normala ogon hos gamla personer. Diss Helsingfors, 1917.]
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