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RESUMEN

El glaucoma secundario a esteroides, es causado por la administracién de
esteroides en sus distintas formas, tdpicos o sistémicos. Se sabe que después
de una administracion prolongada de dicho medicamento se produce
glaucoma, el cual se presenta con cifras de tension intraocular mayores de 35
mmHg, ademas de causar dafio al nervio 6ptico.

Se ha observado que algunos pacientes con este tipo de glaucoma, tienen
antecedente familiar de glaucoma de angulo abierto, lo que indica que los
pacientes tienen una predisposicion genética importante. En los Gltimos afios
se han descubierto genes que codifican para el glaucoma de angulo abierto,
como lo es el gen TIGR o de la miocilina (MYOC), sin embargo, aun, no se
logra descubrir por completo como es que este gen actia en dicha
enfermedad.

Se ha visto que el TIGR tiene una mutacion muy comuan entre las razas el cual
es el GIn368STOP, esta mutacidén esta presente en pacientes con glaucoma,
aungue a la fecha no se ha logrado descifrar de que manera afecta y si es
posible prevenir dicha enfermedad.

En el presente trabajo se incluyeron 29 pacientes con diagnostico de glaucoma
secundario a esteroides, con edades entre 35y 77 afios, con una media de
63.5, sin importar el tiempo de evolucién de la enfermedad. Se extrajo sangre
venosa periférica, la cual, fue analizada por el servicio de genética del Hospital
General de México, mediante la prueba de PCR, obteniéndose de esta forma
los resultados. Se encontraron 5 polimorfismos en los nucleétidos 76,85,
96,196 lo que nos indica que no hubo mutacién de dicho gen, por lo que se
sugiere una muestra mas grande para poder buscar la mutacibon mas comun
dentro de la poblacion mexicana.



ANTECEDENTES.

El glaucoma es un grupo de enfermedades que se caracteriza por una
degeneracion del nervio Optico, usualmente acompafado por la elevacion de la
presion intraocular lo que conlleva un factor de riesgo mayor para la progresion
del dafio glaucomatoso. Esta enfermedad afecta a mas de 200 millones de
personas alrededor del mundo. (1)

El glaucoma puede presentarse en diferentes edades y lo podemos dividir
como primario y secundario, el primario no se asocia a alteraciones del &ngulo
irido-corneal, mientras que el secundario se debe a alteraciones del angulo,

enfermedades sistémicas, traumatismos o inflamaciones.(1)

La elevacién de la presion intraocular puede ocurrir como consecuencia de la
terapia esteroidea sin importar la forma de administracion ya sea oral,
intravenosa, inhalada, topica, periocular o intravitrea; si esta eventualidad no se
reconoce a tiempo y se implementa el tratamiento apropiado, puede

desarrollarse glaucoma (1,2).

La hipertension intraocular inducida por esteroides fue reportada por primera
vez en 1950 por McLean quien present6 un caso de incremento de la presion
intraocular secundario a la administracion de hormona adrenocorticotropa
(ACTH), pero no fue sino hasta 4 afios después que se reporto el primer caso
de aumento de la presiéon intraocular secundario a la administracion de

cortisona local. (2)



Cuando se da tratamiento topico con esteroides por 4 a 6 semanas se ha
encontrado que el 5% de la poblacién general presenta un aumento de la
tension ocular mayor de 16 mmHg y un 30 % presenta un aumento de entre 6 a

15 mmHg (1,2).

En un estudio realizado por Becker y Mills donde a pacientes con sospecha
de glaucoma y glaucoma ya diagnosticado se les administraba betametasona
al 0.1%, por 2 a 4 semanas mostraban un incremento significativo de la tensién
intraocular, misma que regresaba a condiciones normales una semana

después de descontinuar el medicamento (2).

Se ha visto que pacientes de la tercera edad y nifios, principalmente menores
de 6 afios tienen una mayor predisposicion a ser hiper-reactores a esteroides,
en un estudio que demuestra que el 71% y el 59% de nifios que recibieron
tratamiento topico con dexametasona al 0.1% 4 veces al dia y 2 veces al dia
respectivamente presentaban un incremento en la tension intraocular mayor de
21 mmHg. (2, 3, 4). También se ha observado que personas con enfermedades
del tejido conectivo, Diabetes Mellitus tipo 1, miopia elevada, presentan un

riesgo mayor de glaucoma secundario a esteroides. (5, 6,7)

El mecanismo por el cual los esteroides inducen hipertension ocular se debe al
incremento en la resistencia al flujo de salida del humor acuoso. Existen

multiples observaciones que pueden simplificarse en tres grandes categorias

(8):



1) Los corticoesteroides inducen cambios tanto fisicos como mecanicos en
la microestructura de la malla trabecular, que causa un aumento en los
depdsitos de sustancias en el trabéculo y disminuye el flujo de salida.

2) Incremento en el depoésito de matriz extracelular en el trabéculo que
lleva a una disminucién del flujo.

3) La facilidad del flujo de salida disminuye por una reduccion en la
actividad de las proteasas y la accion de fagocitosis de las células
endoteliales de la malla trabecular, disminuyendo la eliminacion de

sustancias en la misma. (9,10)

Durante muchos afios el glaucoma ha tenido grandes interrogantes en cuanto a
la causa de su desarrollo, cual es su mejor tratamiento y cémo prevenirlo.

En los ultimos afos el genoma humano ha sido estudiado ampliamente, se ha
visto que tiene tres billones de pares de bases y se conocen alrededor de
30.000 genes (10), en relacién al glaucoma se han identificado genes y locus
en los cuales probablemente se encuentra el gen definitivo de la enfermedad
(10,11).

Hace 15 afos era una promesa encontrar el gen del glaucoma primario para

poder llegar a un mejor entendimiento de su fisiopatologia y posible solucién.

En 1993 se publicd el primer locus relacionado con el glaucoma de angulo
abierto, el gen de la miocilina, descrita como una proteina mayor llamada TIGR
(trabecular meshwork-inducible glucocorticoid response) (12,13)

El TIGR/MYOC codifica una proteina de 504 amino&cidos, con un peso

molecular de aproximadamente 55 a 57 kD con un punto isoeléctrico de 5.2. En



el ojo el TIGR/MYOC se presenta en la malla trabecular, y en otras estructuras

como la retina, cuerpo ciliar, esclerética, coroides, cornea e iris. (13)

Este gen se identifico inicialmente en cultivos de células de la malla trabecular
incubados con corticoesteroides (dexametasona), y se comparé con un grupo
control sin corticoide, y se observd la formacibn de un material
proteico/glucoproteico en el grupo con corticoide, por lo que se asoci6 a la
mutacion genética en el material proteico que producia obstruccion de la salida
del humor acuoso y la consecuente elevacion de la tension intraocular. (13), al
mismo tiempo en Japon descubrieron el gen de la miocilina en los cilios
conectores de los fotorreceptores por lo que se decidié ponerle al gen

TIGR/MYOC o GLC1A (14)

Este gen se ha asociado con el glaucoma secundario a esteroides, se localiza
en el aparato de Golgi en las células endoteliales del canal de Schlemm, que
produce una obstruccion no so6lo en el pasaje por el trabéculo, sino también al

atravesar las células endoteliales del canal de Schlemm. (14)

Se observOd que los esteroides pueden estimular importantemente el gen
MYOC expresandose en las células de la malla trabecular, por esto es
importante examinar el rol de la miocilina en la hipertension intraocular inducida

por esteroides. (15)

Sin embargo, existen varios autores que reportan que no hay una evidencia

firme que confirme que el gen de TIGR/MYOC esta involucrado con la



estructura y los cambios funcionales de esta enfermedad. (15), se sugiere que
la miocilina es un proteina de estrés y reportes recientes concluyen que este
gen se expresa en la malla trabecular de pacientes con diferentes tipos de

glaucoma (15)

Por otro lado, la induccion de la proteina en los cultivos de células de la malla
trabecular con dexametasona es inusual en varios aspectos, primero, las
proteinas aparecen en las células de la malla trabecular solo después de 7 a
10 dias de tratamiento con dexametasona, segundo, la concentraciéon media
efectiva de la dexametasona induce una expresion de esta proteina en la malla
trabecular aproximadamente 10 veces mas alta que Ila afinidad de la
dexametasona por el receptor de glucocorticoides en la malla trabecular, lo que
nos indica que aunque esto es in vitro existe una relacion muy estrecha del gen
MYOC con la hipertension inducida por corticoides in vivo, entendiendo que
representa un factor involucrado importantemente en la hipertension ocular.
(16)

El mayor reto va a ser determinar la funcién de la miocilina en la malla
trabecular y determinar cual es el papel de la miocilina en la patogenia del
proceso, aunque exista evidencia de la expresion de la miocilina en el tejido del
trabéculo cuando hay una hipertension ocular inducida por esteroides.

(16, 17,18, 19)



JUSTIFICACION

Ya que el glaucoma secundario a esteroides es una enfermedad iatrogénica, y
debido a que la biologia molecular ha descubierto que el gen TIGR/MYOC esta
presente en pacientes con glaucoma, y sabiendo que es una enfermedad
progresiva, se realizo el presente estudio para saber si existe alguna mutacién
del mismo y de esta forma poder prevenir la aparicion del mismo y saber si hay

predisposicion para evitar la progresion de la enfermedad.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Buscar si existe alguna mutacion del gen TIGR/MYOC en pacientes con
glaucoma secundario a esteroides y de esta forma poder evitar de alguna

forma la progresion de la enfermedad o prevenir la misma.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Determinar si el gen TIGR/MYOC se encuentra en pacientes con glaucoma
secundario a esteroides, y si este gen representa una predisposicion para

desarrollarlo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

A) Evaluar la presencia o mutacion del gen TIGR/MYOC en pacientes

glaucoma secundario a esteroides.



SUJETOS Y METODO

1.- Tipo de estudio: Se realizd6 un estudio, transversal, prospectivo, en

pacientes con glaucoma secundario a esteroides. En un periodo de julio 2006

a julio de 2007.

2.- Poblacién: Se tiene una muestra de 29 pacientes con el diagnostico ya
establecido de glaucoma secundario a esteroides, procedentes de la consulta

externa del Servicio de Oftalmologia del Hospital General de México.



MATERIAL Y METODOS:

Seleccion de sujetos de estudio:

29 pacientes con glaucoma secundario a esteroides

1) Criterios de Inclusion:

Se incluyeron pacientes sin importar sexo y edad.
Con el diagnostico de glaucoma secundario a esteroides.

Sin importar tiempo de evolucion.

2) Criterios de Exclusién:

Aquellos pacientes que no quisieran participar en el estudio.
Con antecedentes de enfermedad inflamatoria ocular
Pacientes con cualquier tipo de cirugia previa

Con traumatismos previos

3) Variables analizadas:

Toma de muestra de sangre periferica para determinar el gen TIGR/MYOC, en

pacientes con diagnostico de glaucoma secundario a esteroides



4) Descripcién de la Técnica:

Se tomo una muestra de sangre periférica (10 ml) a pacientes con diagnostico
de glaucoma secundario a esteroides, en un tubo con EDTA, posteriormente se
etiquetaban correctamente con los datos del paciente (hombre completo, edad,
expediente clinico y fecha de la toma), la muestra fue remitida al Servicio de
Genética, donde era refrigerada para su posterior analisis.

El andlisis genético se hizo mediante la técnica de PCR, la cual por medio del
método salino se obtuvieron las muestras de DNA de los pacientes para
posteriormente amplificar los extremos 5 y 3" del gen TIGR vy regiones
flanqueadoras con la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), con la
siguiente mezcla de reaccion:

Agua desionzada, Buffer 1X dNTP’s con una concentraciéon de 0.6 mM de cada
uno, 0.5 mM de cada primer, Mgcl2 3 mM, dos unidades de Taq polimerasay la
muestra de DNA problema. Trabajando con un volumen final de 25 microlt. Las
muestras se sometieron a 94°C por 5 min, 30 ciclos 94 °C, 68° C 2 miny 72 °C
por 3 min, con la finalidad de amplificar los exones 1-10 del gen TIGR, usando
el termociclador Perkin ElImer. Posteriormente se realizd una electroféresis en

gel de agarosa al 1.5 %.

5. RECOLECCION DE DATOS:
Se utiliz6 una hoja de Microsoft Excel para la recoleccion de la informacién,
luego creamos una base de datos en Microsoft Access para el andlisis de los

resultados, expresando los mismos en porcentaje.



RESULTADOS
Se incluyeron 29 pacientes mexicanos con el diagndstico ya establecido de
glaucoma secundario a esteroides, 17 mujeres (58.6%) y 12 hombres (41.3%)
(tablal), los cuales comprendian edades de entre 35 a 77 afios con una media
de 63.5. (tabla 2).

En el estudio genético realizado mediante la prueba de PCR se busco si en el
gen TIGR/MYOC existia alguna mutacién la cual nos pudiera ayudar a saber si
los pacientes ya tenian una predisposicion a dicha enfermedad.

Encontramos que existian polimorfismos en la poblacion estudiada. Hay que
recordar que el 1% de la poblacién presentan polimorfismo, actualmente
existen aproximadamente 32 polimorfismos, de estos nosotros encontramos
Gnicamente 5, es decir un cambio Unicamente de un amino&cido por otro, en la
secuencia de los nucledtidos.

Esto se corroboro con una muestra control de 50 pacientes es decir, pacientes

sanos, que vendria siendo el gen silvestre o el WT, mientras que el
heterocigoto HT no reporto ningtn cambio. Figura 1
Los polimorfismos que encontramos fueron en los nucle6tidos nimero 76,85,
96,196, donde se observan los cambios de aminoacidos.
Siendo los cambios mas comunes en el 76 una arginina por una lisina, en el 85
no hubo cambio quedo leucina por leucina, 96 se cambio Glutamico por Glicina
y en el nucleétido 196 hubo un cambio de Prolina por glutamina. Figura 2

Esto nos indica que aunque hubo polimorfismos, no fueron significativos para

poder llegar a tener una mutacion de dicho gen.



Esto se observo en los electroferogramas realizados a los pacientes, de esta
forma comprobamos los polimorfismos en las secuencias antes sefialadas
figura 3.

Por lo que es evidente que se tiene que aumentar la muestra para poder ver si

hay mas polimorfismos y al mismo tiempo encontrar la mutacién de dicho gen



FIGURA 1

FOLIO DIAGNOSTICO TIGR

76 85 96 196
G35 GLAUCOMA SEC. A ESTEROIDES WT WT WT WT
G41 GLAUCOMA SEC. A ESTEROIDES HT WT WT HT
G44 GLAUCOMA SEC. A ESTEROIDES WT WT WT WT
G45 GLAUCOMA SEC. A ESTEROIDES WT WT WT WT
G53 GLAUCOMA SEC. A ESTEROIDES WT HT WT WT
G54 GLAUCOMA SEC. A ESTEROIDES HT WT WT WT
G55 GLAUCOMA SEC. A ESTEROIDES WT WT WT WT
G56 GLAUCOMA SEC. A ESTEROIDES WT WT WT WT
G57 GLAUCOMA SEC. A ESTEROIDES HT WT WT HT
G60 GLAUCOMA SEC. A ESTEROIDES WT WT WT WT
G61 GLAUCOMA SEC. A ESTEROIDES HT WT WT WT
G69 GLAUCOMA SEC. A ESTEROIDES WT WT WT WT
G70 GLAUCOMA SEC. A ESTEROIDES WT WT HT WT

Tabla donde se muestra el nimero de nucleétidos de los cuales los (WT) son
el gen silvestre es decir el control y el HT son heterocigotos, es decir que este

se presento en 13 pacientes los cuales fueron los mas significativos.




FIGURA 2

NUCLEOTIDOS

76 85 96 196
NORMAL AGA CUA GAG CCA
SECUENCIA DE
AMINOACIDOS
POLIMORFISMO AAA CUG GGG CAG

Se demuestra el cambio que existe de los aminoacidos, es decir los
polimorfismos, los 5 mas comunes que se encontraron, esto sin un cambio

mutacional.

Electroferograma donde se demuestra uno de los polimorfismos encotrontados, e cual
esta sefialado, el cambio fue de Arginina (AGA), que es |o que espera encontrarse en la
poblacion normal, por Lisina(AAA), en un paciente con glaucoma secundario a

esteroides.



FIGURA 3

‘IGF‘JPC'I"

30
GGG(L'IG'--"

W LY LU l L
{'. A AT

.'.G('lL.'.r'F'JC

CCTGG AG A

\ B CCTEC TECCACC AAM

Vearee hll"'"

66‘1 1A MYOC o

Electroferograma: de un paciente con polimorfismo en el gen MYOC



DISCUSION.

Aproximadamente 1/3 de la poblacion normal desarrolla un marcado
incremento de la tension intraocular mayor de 35 mm Hg después de cuatro a
seis semanas de aplicacion tépica de corticoesteroides. En contraste, todos los
pacientes con GPAA y glaucoma de presion normal desarrollaran alguna
elevacion de la tension intraocular después del uso de corticoesteroides
tépicos. (20)

Becker y Hahn plantearon que la respuesta a la prueba de esteroides estaba
genéticamente determinada por un mecanismo autosémico monogénico. Se
postulé que estaba presente un estado homocigoto recesivo en los pacientes
con Glaucoma primario de angulo abierto. (21)

El papel que juega la miocilina en el glaucoma secundario a esteroides se
fundamenta en:

1) La miocilina esta altamente expresada en las células trabeculares expuestas
a los glucocorticoides.

2) La demora en su expresion es similar a la demora en el aumento de la
presion en ojos tratados con glucocorticoides.

3) La dosis requerida para provocar la expresion de la proteina es similar a la
requerida para aumentar la tension ocular. (21, 22).

En las ultimas investigaciones en el campo de la biologia molecular y
farmacologia celular a nivel de la malla trabécular se ha logrado clonar el gen
TIGR (respuesta inducida por glucocorticoides a nivel de la malla trabecular).

(23)



El TIGR se ha aislado con diferentes métodos de tamizaje en cultivos de malla
trabecular, luego de tiempos prolongados de administracion de
glucocorticoides. Este patron de induccion por glucocorticoides concuerda con
la dosis y el tiempo requerido para elevar la tensién ocular en pacientes que
reciben glucocorticoides. La induccién progresiva del TIGR combinada con las
caracteristicas especificas de su cDNA sugiere que el TIGR debe considerarse
como un gen candidato implicado en la obstruccion del flujo del humor acuoso
en el glaucoma. (24)

El gen TIGR se encuentra en los limites del 1q 23-24 y es posible que defectos
del gen o sus moduladores determinen las diferentes presentaciones clinicas
tales como dependencia de la edad y de la respuesta a glucocorticoides en

GPAA en comparacién con otros tipos de glaucoma. (25)

Este gen induce la produccion de glicoproteinas por las células trabeculares, lo
gue contribuye a la resistencia de drenaje, que sugiere una interaccion con
otras glicoproteinas como fibronectina, laminina y compuestos como el acido
hialurénico y otros glicosaminoglicanos. (25)

Se verifico que el TIGR es una proteina de respuesta al estrés de las células de
la malla trabecular, luego de haber sido expuestas al peroxido de hidrégeno
gue genera un enlace potencial entre el glucocorticoide y los mecanismos
oxidativos involucrados en la patogénesis del glaucoma. Estudios de la
estructura del TIGR han mostrado que los estimulos hormonales y ambientales
pueden regular su produccion. (25)

Existe un andlisis extensivo de 1703 pacientes de las mutaciones del

TIGR/MYOC en tres distintas poblaciones las cuales incluyeron poblacion



caucasica, negra y asiaticos, esto para demostrar que la frecuencia de las
mutaciones era similar en todas las poblaciones. Cerca del 90% de las
mutaciones se encontraban localizadas en el exdn 3, la mutacibn mas
comunmente observada era el GIn368Stop, encontrandose en el 1.6% de la
poblacion, esta mutacién codifica para el aminoacido 135 de la C-terminus del
MYOC/TIGR. (26)

Es evidente que los pacientes con mutaciones en el gen del TIGR/MYOC
tienen un alto riesgo para desarrollar glaucoma, sin embargo no se ha descrito
en otras enfermedades todavia. (26,27)

En nuestro estudio solo encontramos 5 polimorfismos en los pacientes con
glaucoma secundario a esteroides, los cuales fueron en los nucleétidos 76 que
tuvo un polimorfismo de arginina por lisina, en el nucleétido 85 solo cambio G
por A, sin embargo se queda leucina por leucina, en el 96 fue glutdmico por
glicina y en el 196 el cambio fue prolina por glutamina esto nos indica que no
hubo mutaciones del gen que puedan hacer que se desarrolle la enfermedad
como tal, sin embargo debido a que es un estudio con poca poblacion no
podemos desechar la posibilidad de que haya mutaciones, siendo la mas
comun Gnl368stop, por lo que esperamos ampliar la muestra para poder
comprobar y verificar si la mutacion antes mencionada se encuentra por igual

en la poblacion mexicana.



CONCLUSIONES:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

El glaucoma secundario a esteroides es en su mayoria una patologia de
caracter iatrogénico, por lo que se debe tener cuidado con la
administracion prolongada de esteroides.

La edad de los pacientes con glaucoma secundario a esteroides en
nuestro estudio tuvo un promedio de 63.5, como se menciono antes es
mas frecuente en pacientes de la tercera edad.

Aunque no hay una predileccion por el sexo, hubo un predomino del
sexo femenino en un 58%, mientras que el masculino fue de un 41%.
Aunque la muestra fue pequefia se encontraron 5 polimorfismos y no
encontramos mutacion para poder demostrar que el TIGR/MYOC este
asociado a esta patologia.

Aunque la genética molecular del glaucoma aun se encuentran en
estudio, son un gran avance los genes que se han encontrado
asociados a glaucoma ya que puede ser el inicio para ayudar a entender
la patogénesis de la enfermedad y de esta forma comprenderla

Se recomienda ampliar la muestra para poder demostrar si existe la
misma mutacion del gen TIGR/MYOC en la poblacion mexicana, como

se encontro en otros estudios de otras poblaciones.
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ANEXO| TABLAS

TABLA #1

Distribucién por centual de los pacientes con glaucoma secundario a

ester oides seglin sexo

MASCULINO FEMENINO TOTAL

SEXO 12 17 29

TOTAL % 58.60% 41.35% 100%




TABLA #2

Distribucion porcentual delos pacientes con glaucoma secundario a

ester oides segun edad.

EDAD MASCULINO FEMENINO TOTAL
35-45 2 3 5
45-55 4 2 6
55-65 3 7 10
MAS 65 afos 3 5 8
TOTAL 12 17 29

Media: 63.5



ANEXO Il GRAFICAS

GRAFICA # 1: Distribucion porcentual de las personas con glaucoma

secundario a ester oides seglin sexo
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GRAFICO # 2: Distribucién por centual de los pacientes con glaucoma

secundario a esteroides segun la edad

30+ =
251 |
20 i
edad 15] @ MASCULINO
101 B FEMENINO
5 O TOTAL

35-45 45-55 55-65 MAS TOTAL
65
anos




AGRADECIMIENTOS.

En primer lugar al Servicio de Genética, en especial al Dr. Cuevas y a Luz Ma.
por el apoyo y trabajo realizado para terminar esta tesis, sin ellos hubiera sido

imposible llevarla a cabo. Gracias.

Al Dr. Babayan, gracias por su ensefianza y conocimientos, pero sobre todo

por la confianza para la realizacion de esta tesis.



	Portada
	Índice
	Texto 

