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Glaucoma congeénito primario: estudio molecular en una
familia con dos casos afectados

Luz M Gonzéalez-Huerta*, Olga M Messina-Baas**, Silvia F Lara-Huerta**, Ignacio Babayan-Mena**,
Sergio A Cuevas-Covarrubias*

RESUMEN

Los glaucomas son un grupo de entidades que resultan en dafio irreparable del nervio éptico. Dependiendo de como es
impedido el flujo del humor acuoso, éstos se clasifican en glaucomas de dngul o cerrado y angul o abierto; en caso de que este
ultimo se presente a nacimiento sin otraenfermedad que |o condicione, se denominaglaucomacongénito primario (GCP). El

GCP tiene unaincidencia de cercade 1 en 10,000 nacidos vivos, la mayoria de los cual es parecen heredarse en una forma
autosdmicarecesiva. Recientemente se han descrito diferentes mutaciones en el gen citocromo P4501B1 en familias con GCP,

siendo a parecer las alteraciones en este gen la causamés frecuente de este tipo de glaucoma. El objetivo del presentetrabajo
esanalizar el gen CY P1B1 en unafamiliade dos casos af ectados con GCP. El estudio del gen CY P1B1 sellevé acabo mediante
PCRy secuenciacion directade DNA obtenido deleucocitos. El andlisis detectd en ambos propositi unadelecion de 13 pares
debases en el exdn 3 reportada previamente en otras pobl aciones. Estadel ecion remuevelos nucleétidos 1410 a 1422 del gen
y crea un codon de alto prematuro asi como una proteina trunca que carece de funcion. El anadlisisdel gen CYP1B1 enlos
padresidentificd en ambosel estado de heterocigocidad para este defecto molecular. El estudio del gen CY P1B1 esimportante
tanto paralaidentificacion del defecto molecular enlos casos de GCP como paraofrecer un asesoramiento genético adecuado.
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SUMMARY

The glaucomas are an heterogeneous group of entities that cause death of the optic nerve. They are classified in open-angle,
close-angle and congenital based on the mechanism by which agueous outflow is impeded. When glaucoma occurs as an
isolated ocular abnormality it is known as primary congenital glaucoma (PCG). PCG has an incidence of about 1 in 10,000
new-born and apparently is inherited as autonomic recessive trait. Recently, mutationsin CY P1B1gene in PCG have been
reported. In the present study we analyzed a family with 2 affected female cases of PCG. DNA studies were performed
through PCR and DNA sequencing analysis from genomic DNA. We found a 13 bp homozygous deletion that removes
nucleotides 1410 to 1422 from exon 3. These mutations resulted in a truncated polypeptide by creating a premature stop
codon. CYP1B1 gene analysisin both parents showed that they were heterozygous for the same molecular defect. Analysis
of the CYP1B1 genein PCG isimportant to correctly offer an adequate genetic counseling.

K ey words: Primary congenital glaucoma, CY P1B1 gene, mutation.

ANTECEDENTES soporte del nervio éptico se van perdiendo gradualmente.
L os glaucomas habitual mente cursan con presion intraocular

L os glaucomas son un grupo heterogéneo de padeci mientos elevada que conlleva al dafio y muerte de las células

oculares causantes del 15% de los casos de ceguera en €l ganglionaresdelaretina(2).

mundo (1). El ojo presenta una atrofia glaucomatosa tipica Dependiendo delaformaen lacual sebloqueael flujo del

del nervio optico quefinalmentellevaalacegueratotal enla humor acuoso de la cdmaraanterior, los glaucomas se deno-

mayoria de los casos. Los axones, vasos y estructuras de minan de angulo abierto, de angulo cerrado y congénito,
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siendo este Ultimo de &ngulo abierto. Unaanormalidad en €l
angulo iridocorneal a nacimiento produce una disminucion
de flujo acuoso y, por consiguiente, una presion intraocular
elevadaquefinalmentellevaalapresentacion del glaucoma.
El desarrollo del glaucomapuede ocurrir en ausenciade otras
anormalidades oculares, en cuyo caso se denomina glauco-
macongeénito primario (GCP). El GCPtieneunaincidenciade
1 en 10,000 nacidosvivosy lamayoriaparecen heredarse en
forma autosdmica recesiva. Generalmente se diagnosticaen
|os primeros meses después del nacimiento, siendo 80% de
|os casos diagnosticados antes del primer afio de vida. Los
pacientes con GCP presentan hipersensibilidad a la luz,
lagrimeo y blefarospasmo. En ocasiones, |os padres notan
gue los ojos de sus hijos son mas grandes de lo normal,
siendo esto mas evidente en |os casos unilaterales. A laex-
ploracionfisica, el angulo iridocorneal muestraunaaparien-
ciafetal, el iristiene unainsercion trabecular y estatltimase
observa engrosada (3). Laanomaliadel angulo iridocorneal
evitael drengje adecuado del humor acuoso y se elevaasi la
presion intraocular. Esta elevacion de la presion en el ojo
“eléstico” del nifio produce un aumento del tamafio del glo-
bo ocular, hidroftalmos, y €l resto de las alteraciones que
conllevan a la ceguera (4). Aunque agunos casos de GCP
son esporédicos, parece que en muchos casos existe un com-
ponente genético, observandose en algunas familias una
transmisi6n autosdmicarecesiva(5, 6). Recientemente sehan
descrito diferentes mutacionesen el gen citocromo P4501B1
enfamiliascon GCP, siendo a parecer lasalteracionesen este
gen lacausamasfrecuente de este tipo de glaucoma(7-9). El
gen CYP1B1 selocalizaen 2p21-22 y contienetres exones. El
marco de lectura abierto comprende 1629 pb e iniciaen €
segundo exon, carece de la caja TATA en laregién del pro-
motor y contiene nueve motivos potenciadores de unidén cen-
tral TCDD-sensibles (5 -GCGTG-3) delos cualestres contri-
buyen ala expresion del gen CYP1B1 (10). El objetivo del
presente trabajo esanalizar el gen CY P1B1 en dos pacientes
en unafamiliacon GCPy sefialar laimportanciade establecer
un diagndstico molecular oportuno para ofrecer un asesora-
miento genético adecuado. El andlisismolecular en estafami-
liadetectd unadelecién homocigotade 13 pb en el exén 3 del
gen CYP1B1, ya reportada previamente en otras poblacio-
nes.

PACIENTES Y METODOS

Los propésitos fueron dos mujeres de 10 y 12 afios de edad
procedentes del estado de Oaxaca, productos de padres sa-
nos, consanguineos, sin antecedentes importantes para el
padecimiento.

Paciente 1. Femenino de 10 afios de edad queiniciasu pade-
cimiento a los 6 meses con lagrimeo constante. Al afio de
edad fue intervenida quirdrgicamente en ambos 0jos sin
obtenerse més datos al respecto; cuenta con varias cirugias
defiltracién. Actualmente, en el ojo derecho alcanzaunavi-
sion de movimientos a 50 cm, corneade 15 mm de didmetro
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horizontal con opacidad central transversal, vesiculafiltrante
plana con vascularizacion en el meridiano delas 12, camara
anterior profunda, atrofia iridiana en los 360°, iridectomia
quirdrgicapermeablealas 2, midriasismedia, ectropion (vea,
angulo con implantacion anterior del iris, no se observa es-
polén escleral, banda del cuerpo ciliar ni linea blanca de
Schwalbe. La papiladel nervio 6ptico con excavacion 9/10,
con palidez media, vasos nasalizados en bayoneta, fondo
coroideo, &reas de atrofiacoriorretinianaen arcadatemporal
superior. Latension ocular (TO) erade 18 mm Hg.

A laexploracién en €l ojoizquierdo cuentadedosal.5m,
corneatransparente de 15 mm de didmetro horizontal, vesicu-
lafiltrante el evada, discretamente vascul arizada, irisatréfico,
aterciopelado sin criptas, pupila oblicua, cristalino transpa-
rente, angulo con insercién anterior de la raiz del iris. FO
papilaredonda de col oraci 6n rosa naranj a, excavacion 8/10,
vasos nasalizados, TO de 20 mmHg.

Paciente 2. Hermana de la paciente 1, de 12 afios edad que
iniciasu padecimiento a afio de edad con lagrimeo constante
y blefarospasmo. Tiene el antecedente de mltiplescirugias.
A la exploracion fisica presenta datos muy similares a los
observados en su hermana

Andlisisdel gen CYP1B1
El DNA seextrajo mediante método salino (11). Seandizdla
region codificante delosexones 2y 3 del gen mediante PCR
y secuenciacion automatizada. Las condiciones de la PCR
paraamplificar lo exones 2y 3 fueron: DNA 500 ng, primers
0.4uM, dNTP's0.08mM, MgCl, 1.5mM, buffer 1x, Tag Pol 1.5
U, vol 50 pL. Desnaturalizacion: 5mina94°C; 30ciclosde 1
mina94°C; 1 mindealineamiento; 1 mina72 °Cy finamente
5 min a 72°C. Para la secuencia del DNA se utiliz6 un
secuenciador ABI Prism (Perkin Elmer, CA, USA) siguiendo
las instrucciones del proveedor.

Los oligonucledtidos utilizados paralaamplificacion me-
diante PCR se muestran en el cuadro 1.

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisisdel marco delecturaabierto delosexones2y 3 del
gen CYP1B1 mostrd, en ambas propositi, una delecion
homocigota de 13 pb involucrando los nucledtidos 1410 a
1422 (1410_1422del GAGTGCAGGCAGA) delasecuencia
codificante del exon 3 (figs. 1, 2, 3). Estadelecion produjo un
desplazamiento en el marco de lecturaabiertay un codon de
paro prematuro (TGA), 203 pares de bases corriente abajo del
sitio deladelecidn (o bien, 68 aminoacidos después del dlti-
mo amino&cido origind, Thr-354). Lamismadeleciénde 13 pb
fue detectada en estado de heterocigosidad en ambos pa-
dres de las propositi, confirmando su estado de portadores.
De este modo, las dos propositi afectadas heredaron una
copia sencilla de esta delecion por parte de cada uno de los
padres.

Diferentes genes han sido implicados en la génesis del
glaucoma primario de éngulo abierto, demostrando claramente
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Cuadro 1. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacién mediante PCR

Region Oligonucledtidos Temperatura de alineamiento
GLEX2AF F5'GCCTTCTCCTTTCTGTCCCCAGC 62°C

GLEX2AR R5' AGCACGTGGCCCTCGAGGACTT

GLEX2BF F5 AAGTCCTCGAGGGCCACGGCT 55°C

GLEX2BR R5’'CCACGCCTCCCAGAGGCTTTAC

GIEX3 F5' CTCCACATTAAACACCAAACAG 55°C

GIEX3 R5'ATTTCAGCTTGCCTCTTGCTTC

la heterogeneidad genética del padecimiento. Por conven-
cion, cada gen se asigna con € prefijo “GLC” en alusion a
glaucoma, acontinuacién sigue un nimero el cual hacerefe-
renciaa subtipo de glaucomade éngulo abiertoy, por Gltimo,
a cada gen se le asigna una letra (i.e., A, B, etc.) haciendo
mencion al orden en que se van identificando. De este modo,
parael glaucomajuvenil de angulo abierto se haidentificado
e gendelamiocilina(GLC1A), existiendo en otros glaucomas
deangulo abierto hasta5 genes mésrelacionados (A-E). Para
€l caso del GCP, mediante mapeo genético en distintas fami-
liasde Turquia, seidentificd el locus GLC3A localizadoen el
brazo corto del cromosoma?2 (2p21) (7), laubicacién de este
gen causando GCP fue confirmada cuando seidentificaron 3
mutaciones en este gen y la presencia de GCP en familias
cuya genealogia presentaba una transmision autosémica
recesiva (9, 12). De manerasimilar aestudios previos, en la
familia estudiada en el presentatrabajo encontramos la pre-
sencia de una delecién de 13 pb en ambos propositi: 1os
padres fueron heterocigotos parael mismo defecto molecular.
El andlisis de 100 cromosomas en controles sanos en los
cuales no se encontrd esta mutacion, junto con |os reportes
previos, nos permite afirmar que esta mutacion es causante
del GCPenestafamilia.

Eecalera de
iDliph de D4 Emm 24

il s

Exam 2

L os defectos mol eculares encontrados en el gen CYP1B1
en pacientes con GCP representaron el primer ggemploen el
cual alteraciones en un miembro de la superfamilia del
citocromo P450 producian enfermedades del desarrollo pri-
mario. El gen CYP1B1 pertenece a una superfamilia
multi géni ca de monooxigenasas responsablesdelafase 1 del
metabolismo que comprende la insercién de un &omo de
oxigeno atmosférico dentro de su substrato, creando un nue-
vo grupo funciona (e.gr., -OH, -NH2, -COOH). Estudios del
gen CY P1B1 han demostrado |o polimdrficaque puederesul -
tar unaenzima. Dependiendo € polimorfismo del gen CYP1B1,
laactividad delaenzimapuede ser mayor o menor alaencon-
trada en la poblacién general. Cabe mencionar que dichos
cambios se han asociado a distintos tipos de cancer estrége-
no-dependientes. Distintas mutaciones y polimorfismos se
han identificado en el gen CY P1B1. Sin embargo, cuando los
cambios afectan de maneraradical laactividad delaenzima,
éstos se definen como mutaciones del etéreas que, en el caso
del gen CYP1B1, setraducen en el GCP. Se han reportado
mutaciones sin sentido o bien que alteran el marco delectura
endistintasfamiliascon GCP (12-14). No existen datosdelas
variedades alélicas en nuestra poblacion por lo que profun-
dizar en laidentificacion de estas variantes seria de utilidad

Exvm &

Fig. 1. PCR de los exones 2 y 3 del gen CYP1B1. Debido a la
longitud del exdn 2, éste fue fragmentado en dos.
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Fig. 2. Electroferograma mostrando la secuencia de DNA geno-
mico donde se observa la delecion de 13 pb del paciente
(1410_1422del GAGTGCAGGCAGA). Obsérvese como se pier-
de la secuencia en el paciente comparado con €l control normal
(sefidlado en el recuadro en el control sano y en la flecha en el

paciente con GCP).

para descartar su participacion en el GCP. En €l caso que se
presenta, la delecidn de 13 pb genera ademés un codén de
paro prematuro y, por consiguiente, una proteinatrunca que
carece de regiones importantes para la funcién normal
enzimética. Estasregionesincluyen laszonasdelahéliceL,
el sitio del serpentiny laregion de unién a hem, esta tltima
indispensable paralafuncion enziméicade CYP1B1 (fig. 3).
Por otro lado, unadel ecién de 13 pb no esun hallazgo comun
observado en padecimientos genéticos, menos alin si éste
ha sido observado en distintas poblaciones. En el caso que
presentamos el hallazgo de una delecién de 13 pb llama la
atencion ya que se ha informado en poblaciones europeas,
posiblemente un antecesor comun dio origen a este defecto,

manifestdndose en comuni dades endogémicas o0 en matrimo-
nios consanguineos. Finalmente, esimportante realizar estu-
dios genéticos en este tipo de padecimientos ya que nos
permiten establecer el diagndstico molecular preciso y, por
tanto, un manejo mas oportuno del paciente y un asesora-
miento genético adecuado.
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Fig. 3. Esquemarepresentativo del gen CY P1B1 mostrando laubicacion deladel ecion de 13 pby laregion perdidapor lageneracion del codon
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