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Analisis molecular de casos aislados con glaucoma
congénito primario: estudio preliminar
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RESUMEN

Laformahereditariadel glaucomacongénito primario (GCP) presentaun modo de transmisién autosdmico recesivo. El GCP
sedebeaun desarrollo anormal del segmento anterior del 0jo, siendo unacausaimportante de cegueraen lanifiez. El principal
defecto molecular observado en los pacientes con GCP ocurreen el gen CYP1B1, el cua se expresa, ademés de otrostejidos,
en el angulo delacamaraanterior del ojo. En condiciones normales, laenzima CY P1B1 participaen el desarrollotisulary es
capaz de metabolizar hormonas esteroides. En €l presente estudio, analizamos el gen CY P1B1 de 14 casos esporadicos con
GCP El inicio de los sintomas se present6 desde el nacimiento hasta los 12 meses de vida (media 4.5 meses), larelacion
hombre:mujer fue 10:4 mientras que los hallazgos ocul ares fueron similares en todos | 0s pacientes excepto por dos casos que
presentaron evolucion térpida. En tresfamilias se observd consanguinidad. El andlisis mediante secuenciacion directadel gen
CYP1B1 no mostrd ningdn tipo de mutacion deletérea, excepto por la presencia de cambios polimdrficos similares a los
observados en controles sanos. Estos datos permiten concluir que la mayoria de los casos esporadicos con GCP no son
consecuencia de mutaciones en el gen CYP1B1, por |o menos en lamuestra analizada. El andlisis del gen CYP1B1 es muy
importante en el diagndstico y consejo genético de pacientes con GCP ya que, a diferencia de lo reportado en laliteratura
internacional, lamayoriade | os casos esporéadicos no parecerian obedecer a un patron de herencia autosdmico recesivo.
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SUMMARY

Primary congenital glaucoma (PCG), an autosomal recessive disorder due to abnormal development of the anterior eye
portion, is an important cause of childhood blindness. The principal molecular defect in most of PCG subjects occursin the
CYP1B1 genewhich isalso expressed in the anterior chamber angle of the eye. CY P1B1 enzymeisableto metabolize steroid
hormones and participates in tissue development. In the present study, we analyze the CY P1B1 gene of 14 non-related and
sporadic patients with PCG. Onset of clinical symptomsranged from birth to 12 months (mean 4.5 months), the male:female
ratio was 10:4 while ocular findings were similar in all patients, two cases were of difficult control. Consanguinity was
observed in 3 families. DNA sequencing analysis of the CYP1B1 gene showed no missense or nonsense mutations, only
polymorphic changes similar to those observed in normal controls were found to be present. These data alow to conclude
that sporadic cases with PCG are not consequence of mutations in the CYP1B1 gene in our population, at least in the
analyzed sample. The analysis of the CYP1B1 geneis very important in diagnosis and genetic counseling of PCG in this
population.
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INTRODUCCION GCP sedebeaundesarrollo anormal en el angulo delacama-

raanterior del ojo. El GCPserefiereal tipo de glaucomaque
Laformahereditariadel glaucomacongénito primario (GCP) se manifiestaal nacimiento o durante |los primeros meses de
presenta un modo de transmision autosdmico recesivo. El vida. El irismuestraunainsercion anterior dentro delamalla
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trabecular impidiendo el flujo del humor acuoso en el angulo
iridocorneal (1). Los nifios con GCP son muy sensiblesala
luz y presentan blefaroespasmo, lagrimeo e hidroftalmos.
También se observa aumento de la presion intraocular que
produce dafio a nervio dpticoy finalmente ceguera. El diag-
néstico oportuno de GCP esimportante paraevitar lapérdida
visual que ocurre en el glaucoma. A pesar de que existen
modelos animales parael glaucoma, €l defecto en el desarro-
|10 del ojo esdesconocido. En los casos hereditarios, el GCP
es una entidad genéticamente heterogénea asociada a dos
loci ubicados en los cromosomas 1925 (gen MY OC) y 2p21
(gen CYP1B1), respectivamente (2, 3). Sin embargo, lamayo-
ria de los casos hereditarios estan asociados fuertemente a
mutacionesen € gendel citocromo P450 (CY P1B1) (3-9). El
gen CYP1B1 estalocalizado en €l cromosoma?2y se compone
de3exonesy 2intrones (10). Laregion codificanteiniciaen el
exén 2y codifica para una proteina que es miembro de una
subfamiliade genes deloscitocromo P450. El gen CYP1B1 se
expresa en tejidos esteroidogénicos y en muchos otros teji-
dosincluyendo rifién, timo, bazo, cerebro, corazon, pulmén,
colon eintestino (10, 11). Diversos defectos moleculares en
el gen CYP1B1 se han identificado en paciente con GCP en
distintas poblaciones. El objetivo del presente estudio fue
analizar el gen CYP1B1 en casos aislados con GCP en una
muestra de pacientes mexicanos.

PACIENTES Y METODOS

Lamuestraincluyé 14 casos no relacionados y esporéadicos
que presentaron GCP. El diagnéstico se establecié mediante
|os siguientes criterios clinicos: presion intraocular elevada
(mayor a 20 mmHg), megalocornea, lagrimeo excesivo,
hidroftalmos, fotofobia y ruptura de la membrana de
Descemet. Todos |os padres delos pacientes fueron informa-
dos delas caracteristicas del estudio aceptando ellos partici-
par. El protocolo fue aprobado por el Comité de Investiga-
cion del Hospital General de México. El inicio de la
sintomatol ogiafue desde el nacimiento hastalos 12 mesesde
edad (mediade 4.5 meses), larelacion hombre:muijer fue 10:4.
L os hallazgos oculares fueron similares en todos | os pacien-
tes. El manegjoy respuestaterapéuticafueron parecidosen la
mayoria de los casos, excepto por dos pacientes de evolu-
cion torpiday condiciones dificiles de controlar a pesar de
los tratamientos médico y quirdrgico. La presion ocular de
ambosojosseencontré entre 24y 30 mmHg (media28 mmHg).
El hidroftalmos sdlo se observé en 4 pacientes mientras la
consanguinidad estuvo presente en 3 familias.

La extraccién de DNA de las muestras se reaizé de
leucocitos periféricos como se describe previamente (12). Las
condicionesy losoligonucledtidos paraamplificar |os exones
2y 3del gen CYP1B1fueron:

DNA 500 ng, oligonuclettidos 0.4 uM, dNTP's0.08 mM,
MgCl, 1.5mM, buffer 1x, Tag Pol 1.5U, vol 50 L. 94°C por 1
min, 30 ciclosde 94°C por 1 min, *alineamiento 55°C por 30 s

* el alineamiento para GIEx2A fue 62°C.
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y 72°C por 2 min, con |os siguientes oligonucl eétidos:

GIEx2A F5 GCCTTCTCCTTTCTGTCCCCAGC
GIEx2A RS AGCACGTGGCCCTCGAGGACTT
GIEx2B F5 AAGTCCTCGAGGGCCACGGCT
GIEx2B RS CCACGCCTCCCAGAGGCTTTAC
GIEx3 FS CTCCACATTAAACACCAAACAG
GIEx3 RS ATTTCAGCTTGCCTCTTGCTTC

El andlisisde secuenciacion de DNA sellevd acabo enun
analizador genético ABI PRISM 3100 (Perkin-Elmer) de acuer-
do alasindicaciones del proveedor. Todos |os procedimien-
tosserealizaron por triplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Distintos polimorfismos han sido reportados en diversas
poblaciones parael gen CYP1B1. De éstos, 4 de ellos resul -
tan en substituciones de aminoécidos: Arg48Gly, Alal19Ser,
Val432L euy Asnd53Ser. El andlisisde secuenciacion de DNA
de nuestros pacientes mostré 5 diferentes polimorfismos en
laregion codificante del gen CYP1B1 (cuadro 1y figural).
Estos polimorfismos no co-segregaron con el GCPy fueron
observados también en control es sanos (n=29). Casi lamitad
de nuestros pacientes (42.8%) fueron negativos para cual-
quier cambio enlasecuenciade DNA del gen CYP1B1linclu-
yendo los polimorfismos (n=6) y por tanto se consideraron
homocigotos paralaformasilvestre del gen. Con lametodo-
logia usada en este estudio, podemos asegurar la presencia
de 5 haplotipos diferentes en nuestros pacientes (cuadro 1).
Los sujetos con los polimorfismos en el gen CYP1B1 eran
clinicamente similares y no presentaban diferencias impor-
tantes en comparacién con |os sujetos que no mostraban los
polimorfismos. De hecho, |os pacientes més af ectados (n=2)
presentaron laformasilvestre del gen CY P1B1. Estosresulta
dos sugieren la participacién de otros factores genéticos o
ambientales en lagénesisdel GCP en nuestra poblacion. Es-
tudios previos reportan un amplio espectro de defectos
molecularesen e gen CY P1B1 en pacientescon GCP (4-9, 13-
15), €l principal gen asociado al GCP. Cabe mencionar queel
gen MY OC, que codifica para una glicoproteina, se ha aso-
ciado también a GCP aunque de unamaneramasimportante
al glaucomajuvenil de angulo abierto autosdémico dominante

Cuadro 1. Descripcion de los polimorfismos encontra-
dos en el gen CYP1B1en los controles y pacientes con
GCP. La lista se presenta en orden decreciente. Wt =
tipo silvestre. *Estos haplotipos no fueron confirmados

Haplotipo Paciente Control
WHWt 6 12
*48+119 / Wt 2 8
48+119 / 48+119 2 5
*48+119+432+449+453 / 119 1 0
48 | Wt 1 0
432/ Wt 1 2
453/ Wt 1 2
Rev Mex Oftalmol
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Fig. 1. Secuenciaparcial de DNA deloscodones2y 3 del gen CY P1B1 mostrando algunos polimorfismos (A= variantes polimérficasy B=
tipo silvestre). El cambio en la secuencia de DNA se encuentra subrayado.

(GJAA) (16-18). Algunos autores consideran que el GCPy €
GJAA son variantes alélicasy proponen que estos dos genes
pueden interactuar de manera conjuntaen el desarrollo nor-
mal del tejido ocular (19). Lasmutacionesen el gen CY P1B1
en pacientes con GCP ocurren hasta en 30% de poblaciones
no consanguineas y alcanzan una ocurrencia de hasta 85%
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en poblaciones consanguineas (3, 4). Contrariamente anues-
tros resultados, algunas poblaciones tienen una gran inci-
dencia de mutaciones en el gen CYP1B1 en los casos aisla
dos con GCP. Estainformacion es muy importante paraofre-
cer un adecuado consgjo genético. Cabe mencionar que se
han identificado individuos sin manifestaciones de GCP y
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con mutaciones homocigotasdeletéreasen el gen CYP1B1 1o
cua dificulta de manera importante la tarea de ofrecer un
asesoramiento genético adecuado (20). Algunos autores pro-
ponen que esta penetrancia reducida en el GCP es debida a
un locus principal modificador que pudieramodificar lasus-
ceptibilidad dominante, proteccién recesivay/o la suscepti-
bilidad recesiva (20). Laformaautosémicarecesivadel GCP
esdebida probablemente alapérdidade funcién delaactivi-
dad de CY P1B1, aunque €l mecanismo delaenfermedad cau-
sadapor el defecto delaenzimacitocromo P450 es descono-
cida. Se ha especulado que este citocromo participa en el
metabolismo de unamoléculaimportante en el desarrollo del
0jo. Aunque las mutaciones en el gen CYP1B1 son lacausa
mas comun del GCP en diferentes poblaciones, nosotros no
encontramos ningunamutacionen el gen CYP1Blenlosca
sos esporadicos analizados en nuestra poblacion, a menos
enlamuestraanalizada. El andlisisdeotrosloci esimperativo
paraestablecer correctamente el componente genético delos
casos con GCP. El conocimiento de los genesimplicados en
& GCP nospermitiralaidentificacion oportunadelospacien-
tes con riesgo de presentar laenfermedad y, de este modo, se
podra reducir la ceguera irreversible que afecta a estos pa-
cientes.

Por otro lado, e genotipificacién del gen CYP1B1 revel6
que 42.8% de nuestros pacientes y 41.3% de los controles
sanos fueron homocigotos para la forma silvestre del gen
CYP1B1. Laocurrenciade este haplotipo difieredelo repor-
tado para otras poblaciones en las cuales |laforma silvestre
esmasfrecuente (21), sin embargo, es necesario incrementar
e tamafio delamuestraparaconfirmar este hallazgo. Por otra
parte, algunasvariantessilvestresdelaenzima CY P1B1 pre-
sentan importantes diferencias en la hidroxilacion de los
estrégenosen laposicion 2-OH y 4-OH, metabolitos que son
oxidados a semiquinonas y quinonas. El 4-OH-E2 forma
aductos con el DNA y, de este modo, puede potencialmente
causar dafio a su estructura rompiendo la doble hélice (22,
23). La presencia de variantes polimérficas de la enzima
CY P1B1 que muestran unaactividad cataliticaaltaen compa
racion con laformasilvestre podrian condicionar unamayor
susceptibilidad para €l desarrollo de neoplasias (24). Estu-
dios previos apoyan el papel de los 4-OH-estrogenos en el
desarrollo de distintos tipos de canceres (25-27), por lo que
es importante identificar las variantes del gen CYP1B1 en
nuestra poblaci6n paraasi conocer lavariabilidad delaenzi-
madebidaaestos polimorfismosy su relacién con lainciden-
ciade cancer.
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