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1. INTRODUCCCION

El término glaucoma se refiere a una neuropatia Optica asociada a pérdida del
campo visual, en la que el aumento de la presion intraocular es uno de los
principales factores de riesgo. En la poblacion pediatrica el glaucoma es una de
las causas mas importantes de ceguera y discapacidad visual; es responsable

del 5% de las cegueras en los nifios.'

Figura 1. Imagen caracteristica de un nervio glaucomatoso. Obtenida de Gémez
Leal A, Mufioz P. The Atlas of Ophthalmology, USA 2002

1.1 Definiciéon y Terminologia

La nomenclatura del glaucoma en la poblacion pediétrica, esta poco definida. El
“‘glaucoma del desarrollo” es el término empleado para agrupar a todos los
tipos de glaucoma que son resultado de un desarrollo anormal del sistema de
salida del humor acuoso; se clasifica como primario cuando existe una

disgenesia idiopatica de la camara anterior, y como secundario cuando el flujo



de humor acuoso se reduce ya sea por una enfermedad ocular adquirida o

congénita, o bien por un desorden sistémico.

El “glaucoma congénito” es un término empleado cuando se sospechan
anomalias del desarrollo. El “glaucoma primario congénito” se utiliza para
definir los casos de glaucoma congénito que estan presentes desde el

nacimiento.

Si el glaucoma primario congénito se reconoce entre el mes de edad y los 2
anos de edad se designa como “glaucoma primario infantil”; y si el diagnéstico
se hace a partir de los 2 afios de edad se define como “glaucoma primario
infantil de aparicion tardia”." En el presente trabajo se utilizara el término
“‘glaucoma primario congénito” (GPC) para referirnos a los tres grupos antes

descritos, siendo que comparten caracteristicas clinicas y genéticas.

1.2 Epidemiologia

El GPC tiene una incidencia variable entre diferentes poblaciones, pero en
general se describe una incidencia global de 1 en cada 10,000 nacimientos."
La mayor incidencia ocurre entre poblaciones con altas tasas de
consanguinidad (como 1 en cada 2,500 nacimientos en Arabia Saudita"). El
GPC es el tipo de glaucoma pediatrico primario mas frecuente,' ocupando hasta
un 55% del total de glaucomas entre la poblaciéon pediatrica.” EI GPC se
describe como una entidad mas frecuente entre los hombres, bilateral en el 70-
80% de los casos; en casos familiares la distribucién entre los sexos es

similar "



1.3 Cuadro Clinico

La presentacién clinica del GPC es mas frecuente entre los 4 meses y los 2
afios de edad hasta en un 56% de los casos; 62% de los casos de GPC son
bilaterales y existe historia familiar de glaucoma infantil en sélo 11% de los
pacientes. Clinicamente el glaucoma congénito se manifiesta con lagrimeo,
fotofobia, blefaroespasmo, edema corneal, estrias de Habb (con orientacion
horizontal y concéntricas al limbo) y buftalmos." Las manifestaciones suelen

ser consecuencia del aumento de la presion intraocular (P1O) segun la edad.

Figura 2. Imagen de las Estrias de Haab. Se ven como lineas blanquecinas

con orientacién horizontal. Obtenida de Gémez Leal A, Mufioz P. The Atlas of
Ophthalmology, USA 2002.

1.3.1 Presion Intraocular



La toma de la presion intraocular en pacientes pediatricos varia con respecto a
los adultos, ya que existen ciertas circunstancias que pueden afectarla y arrojar
una falsa presion intraocular normal,"" como lo son estado de vigilia, suefio,
agitacion, uso de anestesia y tipo de la misma. Los rangos normales de presion

intraocular en pacientes pediatricos varia mucho con la edad (Tabla 1):

Tabla 1. Valores normales de presién intraocular segun la edad*"

Edad (afios) T:r.isri.éezggt{ran?ﬁrllg)r
Recién nacido 9.6
01 10.6
1.2 12.0
2.3 12.6
3.5 13.6
5.7 14.2
7.9 14.2
9-12 14.3
12-16 14.5

Goethals y cols. obtuvieron los valores medios de presion intraocular en nifios,
medidos con anestesia topica desde el nacimiento hasta los 4 afios de edad y
con anestesia general desde los 4 meses hasta los 5 afios de edad.™
Dominguez y cols. midieron la presion intraocular normal en 30 0jos normales,
mediante tonometria de aplanacién y bajo anestesia general, obteniendo asi

un rango de 5 a 14 mmHg con una media de 956 + 2.66 mmHg.



Adicionalmente encontraron que a mayor relajacion del paciente pediatrico,

menor es la presion intraocular.

Cuando se controlan las variables que pueden afectar la presién intraocular en
los pacientes pediatricos, la presion intraocular normal en nifios es
definitivamente menor que en adultos. Desde el nacimiento y hasta los 5 afios

de edad, la presion intraocular se incrementa en 1 mmHg por afio de edad.™

1.3.2 Diametro Corneal
En los recién nacidos sanos, la cérnea tiene un didmetro horizontal dentro de
un rango de 9.5 a 10.5 mm, el cual se incrementa de 0.5 a 1 mm en el primer

afio de vida (Tabla 2):

Tabla 2. Diametro corneal en nifios sanos y con glaucoma*

Diametro corneal horizontal (en milimetros)
Edad
Normal Probable glaucoma
Nacimiento a los 6 95-115 > 12
meses
1 a2 afos 10 -12 >12.5
Mayores de 2 afos <12 > 13

La distension del globo ocular en respuesta a un aumento de la presion
intraocular, provoca un agrandamiento de la cornea, especialmente a nivel de
la unidén esclerocorneal. Un diametro corneal aumentado para la edad, e
incluso una diferencia entre ambos o0jos son altamente sospechosos de

glaucoma congénito.
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Figura 3. Imagen de cornea con un diametro mayor al normal. Obtenido de Gémez
Leal A, Mufioz P. The Atlas of Ophthalmology, USA 2002.

1.3.3 Longitud Axial

En aquellos casos en los que la presién intraocular es limitrofe para la edad, es
de gran utilidad la medicion de la longitud axial. Esta se ha visto que aumenta,
cuando el control de la presién intraocular no es adecuada.” La longitud axial

normal segun la edad se describe a continuacion (Tabla 3):

Tabla 3. Valores normales de longitud axial segn la edad™

Edad Longitud Axial (mm)
Recién nacido 17.02
10-45 dias 17.22
46-75 dias 18.77
76-120 dias 19.43
5-9 meses 20.09
10-18 meses 20.14




19-36 meses 22.01

4-5 anos 22.78
6-7 afios 22.56
8-10 afios 23.12

Sampaolasi y cols. reportan longitudes axiales promedio en nifios con
glaucoma congénito y edad entre 2 a 24 meses, de 22.75 +1.05 mm. Asi como
la longitud axial es util en la integracion del diagnostico de glaucoma congénito,

es util también en el seguimiento del control de la presion intraocular.

1.4 Genética

Los casos familiares o hereditarios de glaucoma congénito presentan una

herencia autosémica recesiva con expresividad variable,"""" con un porcentaje
de consanguinidad del 16-26.9%."*" La herencia de la enfermedad en 2

generaciones sucesivas puede representar pseudodominancia.

Los genes asociados al glaucoma de tipo hereditario son:

1.4.1 CYP1B1

Se localiza en el cromosoma 2p21 y codifica un miembro de 543-aminoacidos
de la superfamilia del citocromo P450. La proteina CYP1B1 es una

monooxigenasa capaz de metabolizar sustancias endogenas y exdgenas



incluyendo esteroides y retinoides.""** Es un gen altamente polimérfico™ que se

expresa en varios tejidos corporales incluida la malla trabecular.

Stoilov y cols. estudiaron familias brasilefias con GPC, encontrando que las
mutaciones en CYP1B1 son responsables de producir la enfermedad en la
mitad de los casos, aunque e reportan mutaciones de hasta el 100% en
familias de Turquia, Arabia Saudita y Eslovaquia.®" Se han reportado 18.2% de
mutaciones en CYP1B1 en pacientes japoneses™ y 64.7% en pacientes de
Kuwait con un alto numero de pacientes productos de matrimonios
consanguineos.® Hollander y cols reportan mutaciones en CYP1B1 en 85%
de los casos familiares y en 25% de los casos esporadicos. Las mutaciones en
este gen se han encontrado en 20-30% de los pacientes con entorno
XX, XXi.

XiX, XX

etnolégico y hasta en un 85% de las poblaciones cosanguineas Las
mutaciones observadas en CYP1B1 se pueden ver en casos de disgenesia del
angulo moderada y severa, lo cual correlaciona con la severidad de la
enfermedad.”™ Otros loci relacionados con GPC incluyen GLC3B (1p36) y
GLC3C (14g24),""™* aunque se desconocen los genes especificos asociados a

estas regiones.

La identificaciéon de CYP1B1 como un gen afectado en el GPC es el primer
ejemplo de mutaciones en los miembros de la superfamilia del citocromo
P450."" Actlla como enzima que metaboliza drogas, controla los niveles
estacionarios de pequefias moléculas oxigenadas que funcionan como ligando
en las vias de transduccion de sefiales. Es probable que CYP1B1 juegue un
papel en el metabolismo de una molécula desconocida e involucrada en el

desarrollo ocular. Se ha reportado que un metabolito dependiente del citocromo



P450 que inhibe ATPasa Na’, K* en la cornea esta implicado en regular la

transparencia corneal y la secrecién de humor acuoso.™"

Las formas mutantes de CYP1B1 pueden diferir en sus propiedades
moleculares y enzimaticas como diferentes combinaciones de mutaciones de
CYP1B1 que llevan a variabilidad clinica. Esto sugiere que la presencia de una
mutacién en particular puede no ser suficiente para determinar un resultado
fenotipico. De hecho, el analisis funcional de dos formas mutantes de CYP1B1
muestra que difieren en actividad enzimatica y estabilidad. De ahi que los
individuos heterocigotos compuestos para dichas mutaciones muestren
fenotipos bioquimicos complejos. Dicha observacién puede tomar parte de la

heterogeneidad fenotipica del GPC asociado a CYP1B1.™V

Estudios recientes sugieren que CYP1B1 puede actuar como un regulador de
la expresion de MYOC, aunque no se han realizado estudios de interaccion
entre estas 2 proteinas. Individuos con mutaciones en ambos genes
desarrollan glaucoma en edades méas tempranas de la vida y se ha propuesto

que el glaucoma congénito y juvenil son variantes alélicas.™

1.4.2 MYOC

Recientemente se ha asociado el gen MYOC como parte de la patogénesis de
algunos casos de GPC en asociaciéon con CY1P1B1.%* El gen de miocilina,
también conocido como gen inducible de respuesta glucocorticoide en la malla
trabecular (TIGR), se localiza en el cromosoma 1g23-24 y codifica para una
glucoproteina de 504 aminoéacidos, expresada en el trabéculo,” y en otras

regiones oculares, incluido el nervio 6ptico.® Las mutaciones en MYOC se



asocian con el glaucoma juvenil de angulo abierto (GJAO) y glaucoma primario
de angulo abierto (GPAO), ambos con herencia autosomica dominante aunque
se ha reportado también como autosémico recesivo.™" Se han reportado
mutaciones en dicho gen en 2-4% de los pacientes con GPAA®™ 'y en 33% de
los pacientes con GJAO.™™ La mutacién més frecuente es Q368X en estado
heterocigoto y se encuentra en 1.6% de los pacientes con glaucoma primario
de angulo abierto.”*MYOC tiene una homologia significativa con la miosina en
la regién amino Terminal y contienen un residuo de leucina similar al observado
en el dominio de miosina de proteinas citoesqueléticas.” La gran mayoria de
mutaciones se localizan en el tercer exén que codifica un dominio de 250

XXX, XXXii

aminoacidos homadlogo a la olfatomedina.

La funcion exacta de MYOC permanece desconocida, sin embargo se ha
sugerido que la haploinsuficiencia no es un mecanismo critico para el GPAA en
pacientes con mutacibn en MYOC y que las mutaciones que ocasionan
glaucoma en humanos confieren una nueva funcién.”" Esta hipétesis se
confirma por estudios que sugieren que GPAA se encuentra solo en pacientes
heterocigotos con una copia sana y una copia mutante de MYOC.™" Morrisette
y cols, sugieren que las formas normales y mutantes de proteinas de MYOC
forman hetero-multimeros funcionales. La acumulacion de estos en el
citoplasma o matriz extracelular puede impedir el flujo de salida normal del
humor acuoso y ocasionar elevacion de la PIO. Las neuropatias Opticas
independientes de la elevacién de la PIO pueden ocurrir como consecuencia de
la acumulacion de hetero-multimeros en las células ganglionares de la retina o

en fibras del nervio Gptico. Jacobson y cols. examinaron la expresién de MYOC

normal y con mutacién en pacientes con y sin glaucoma asociado a MYOC.



Encontraron muy poca o nula expresion de MYOC en células que tuvieran
formas mutantes de MYOC.”™ Los autores sugieren que la asociacion de
formas mutantes con formas sanas de miocilina previene o reduce la secrecion

de la proteina.

Estudios recientes han mostrado la asociacion de miocilina con la arquitectura
microfibrilar en placas derivadas de la vaina, en la que se han documentado
cambios patolégicos en pacientes con GPAA. ™ La elevacion de la PIO puede
entonces inducir la expresién de MYOC en el segmento anterior.””™" Se ha
demostrado que la infusion de MYOC recombinante en la camara anterior de
o0jos humanos en cultivo incrementan la resistencia al flujo asi como la P10 .
De aqui se asume que una expresion alterada de MYOC puede también
predisponer al glaucoma al influenciar el flujo de salida uveoescleral. Al tomar
todo en conjunto, estos estudios sugieren que la forma mutante de MYOC
altera la secrecién del MYOC normal o de otras proteinas necesarias para

XXXiii

mantener la integridad de la malla trabecular y su matriz extracelular.

1.4.3 OPTN

La optineurina (OPTN) es un gen identificado, junto con MYOC, asociado a
glaucoma primario de angulo abierto de presentacién en la vida adulta.™ Este
gen se localiza en el cromosoma 10p14-15 y codifica para una proteina de 577
aminoacidos, que no exhibe homologia con otra proteina conocida. OPTN
interacttia con proteinas como Hungtintina, ™ factor de transcripcion AX y
RAB8.Y" Rezaie y cols estudiaron 54 familias con glaucoma de presentacién en

la edad adulta con transmisién autosOémica dominante con al menos un



miembro con glaucoma de tension normal (GTN); sugirieron que las
mutaciones en OPTN pueden ser responsables del 16.7% de las formas
hereditarias de GTN. OPTN se expresa en corazon, cerebro, placenta, higado,
musculo esquelético, rifidn y pancreas. Rezaie y cols. también demostraron
expresion en malla trabecular, epitelio ciliar no pigmentado, retina, cerebro,
corteza adrenal, higado, linfocitos y fibroblastos; comprobaron que se producen
menos niveles de optineurina en fibroblastos cultivados de un paciente con
mutacién en dicho gen, que en fibroblastos de un control sano. Esto sugiere
gue una haploinsuficiencia puede ser la causa de glaucoma. OPTN puede
modificar el equilibrio hacia la induccion de apoptosis. Debido a que el TNF-a
puede incrementar la severidad de dafio del nervio Optico en pacientes con
glaucoma,”™ se especula que OPTN opera a través de la via del TNF-q,
ejerciendo un papel neuroprotector en el ojo y nervio 6ptico, aunque produce
neuropatia Optica y pérdida del campo visual cuando se encuentra

defectuoso.

1.4.4 PITX2

Otro de los genes involucrados en el glaucoma es PITX2. Este gen se localiza
en el cromosoma 4q25-27.*" |a proteina de PITX2 se expresa en el ojo en
desarrollo, dientes, ombligo y glandula pituitaria. Se asocia con glaucoma por
formar parte del espectro de manifestaciones que provoca, como la hipoplasia
iridiana, el sindrome de Axenfeld-Rieger o la anomalia de Peters.”™ Todas
estas anomalias son consideradas dentro del espectro de disgenesia del

segmento anterior. No se han encontrado mutaciones en pacientes que



presenten glaucoma sin que se asocie a alguno de los sindromes

mencionados.

1.4.5 FOXC1

El gen FOXCL1 se localiza en el cromosoma 6p25 y codifica para un factor de
transcripcion. En un paciente con glaucoma congénito primario que tenia una
traslocacion balanceada entre 6p25 y 13922, Nishimura y cols clonaron los
puntos de ruptura cromosoémica e identificaron 2 genes candidatos: uno de los
cuales era FOXC1; en otro paciente con glaucoma primario congénito con
monosomia parcial 6p, se encontr6 ausente al gen FOXCL1.™ Varias
enfermedades dominantes que involucran anomalias en el segmento anterior
del ojo se han mapeado al cromosoma 6p25 como son el sindrome de
Axenfeld-Rieger tipo 1 y la iridogoniodisgenesis tipo 1. Nishimura y cols
demostraron mutaciones de FOXC1 en pacientes con anomalia de Rieger,
anomalia de Axenfeld e hipoplasia iridiana,™ lo cual demuestra que las
mutaciones en FOXC1 producen un espectro de fenotipos de glaucoma. En
estudios posteriores de Nishimura y cols, se sugiere que tanto la
haploinsuficiencia como el incremento en la dosis del gen, pueden provocar

xlvi

anomalias del segmento anterior ocular.
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La justificacion del estudio radica en que el glaucoma primario congénito es
una enfermedad autosémica recesiva y en la mayoria de los casos reportados
el gen implicado es CYP1B1. En la familia estudiada, el glaucoma congénito
se transmite de manera autosomica dominante, lo que indica que un gen

diferente puede ocasionar esta forma de glaucoma congénito primario.

3. OBJETIVOS DEL ESTUDIO

2.1 Objetivo General

Determinar la causa genética del glaucoma congénito de transmisiéon

autosdmica dominante, que se observa en el presente caso familiar.

3.2 Objetivo Especifico

Analizar de manera secuencial los siguientes genes en el presente caso

familiar de glaucoma congénito autosémico dominante:

a) CYP1B1
b) MYOC
c) OPTN
d) PITX2

e) FOXC1



4. DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio descriptivo y transversal.

5. METODOS

Se analizo clinica y genéticamente a una familia mexicana originaria del Estado
de México con datos clinicos de glaucoma congénito primario. La evaluacion
clinica consisti6 en un interrogatorio completo (que incluydé edad, sexo,
evolucion del padecimiento y tratamientos recibidos), toma de agudeza visual,
biomicrosopia, gonioscopia, tonometria y exploracion de fondo de ojo. En los
casos pediatricos, la exploracion oftalmologica fue en sala de quiroéfano y bajo

anestesia.

Para la realizacion del analisis genético, fue necesario seguir la siguiente
secuencia de eventos que culminaran en el analisis de los genes relacionados
con el glaucoma hereditario. Se tomé como muestra inicial al sujeto de la
primera generacién, por ser quien presentaba el fenotipo mas severo de toda la

familia.

A) Extraccion de DNA a partir de sangre periférica

Previo otorgamiento de su consentimiento (ver Carta de Informacion vy
Consentimiento anexa), a cada sujeto se le extrajo una muestra de 3 ml de
sangre por puncién venosa y se procedio a aislar el DNA gendmico a partir de

leucocitos. Se utilizd el sistema automatizado de extraccion de acidos nucleicos



Quickgene (Fuijifilm) y el kit de extraccion de DNA de sangre total Quickgene
(Fujifilm), siguiendo las recomendaciones del fabricante. El volumen de elucién
final fue de 300 microlitros en buffer de elucion. La muestra de DNA se

almacend a una temperatura de -20°C hasta su utilizacion.

B) Amplificaciéon por PCR de los genes CYP1B1, OPTN, MYOC, PITX2 y

FOXC1

A partir del DNA de uno de los sujetos afectados, se realiz6 la amplificacion por
PCR de la secuencia codificante completa y las uniones exon/intron de los
genes CYP1B1l, OPTN, MYOC, PITX2 Y FOXC1. Se utilizaron pares de
oligonucleodtidos especificos para amplificacion de cada exon adquiridos en una
casa comercial (Accesolab, México) y derivados de la secuencia de los tres

genes a estudiar (bases de datos GenBank y Ensembl).

La secuencia de oligonucledtidos se presenta a continuacién. La cadena “S”

representa la cadena con sentido, y la “AS” la cadena antisentido (Tabla 4):

Tabla 4. Secuencia de Oligonucleétidos para su amplificacién por PCR

Gen Exén Cadena Secuencia de nucleétidos
S CGCTCCTGTCTCTGCACCCC
- AS CGTCGCCGTAGCGCCGCGCC
S GGCTCACCTCTCCGTTCGCTC
CYP1B1 * AS GCTGCCGCGCACCAGCAGCG
S GCCACGTGCTGAGCGAGGCG
* AS TCAAGAACTTGTCCAGGATG
2D AS AATTCTAGCAGCTCAACCGC




S TCAACTTGCTTTTCTCTCTCC
’ AS AATTTCAGCTTGCCTCTTGC
S TTGGAGTAAGTATTAGCAATCGCC
o AS TTGATCTAGGAGTCTAGACAC
4B S ATGTGGTCAAGTGGACTAGAGG
S TAAGGGCATGAGCCCATGGTG
° AS TGTTTCATCTTTCCAGGGGAGGCT
S TGGAAGCTTCTTTGGGTTGCA
° AS AGTTACTTCCTCAGGTCACAA
7 S AATGGGTGAACTGTATGGTAT
OPTN
S ATGCTAATATAGTGAATGTGT
> AS TAGTCATAACATAGTTAAA
8B AS TTCAGTGGCTGGACTACTCT
S AAGCCAACTGCGACGTAAAGA
10-11
AS CCAGATTTAGTGAAGGATTC
10B AS CCAATCTGTATAAAAAGGCG
S CGGCCAGAGCTGATAATTA
+ AS AATGCGAGAATACAGTCAGG
S AAGGCCACCCATCCAGGCACC
e AS GCCTGGAGCGCCTGTTAGCAGC
S TAAATGTCATCCTCAACATAG
MYOC 3
AS CCTATACTGATTCTCCTGAACA
S CGCATGATCATTGTCTGTGTT

AS

TGGCTCTCCCTTCAGCCTGCT




S TTGAAGGATACAGCACTACC
13-14
AS TGGTGCCTTGATTTGGAATC
13B S TTTGGACAGGCACCTCTTCT
14B S ACTTCTGTGGACTGTCTGCT
S AACTCGCCATCTGTTCTTCA
15
AS CAAAAGCACAACTCTTGGAGG
S CCTAACAGCTAGTGTAACGT
2
AS ATTTCCTTCCTGCCCAGGCTG
S CTTTCGGCCGCGGTCCGGGA
3
AS AGGCGGAGTGTCTAAGTTCAA
PITX2
S GTCCAGTTGGCGTCCGCGTT
4
AS CCAGGCGGCGCTGCCTTC
S TCCGATGGAAGTTTTAGTAA
5
AS CGACCTTCTAGCATAATTCC
S GCCGGGCCCGGACTCGGACT
1
AS TTCTCGGTCTTGATGTCCTG
S TGCACCTCAAGGAGCCGCCC
FOXC1 2
AS TCGTCCACGGCCGAGCCGCC
S TACAGCTCCCCCTGCAGCCA
3
AS CGCTGGTGTGGTGAATATTC

Cada reaccion de amplificacion tuvo un volumen final de de 15 pul e incluyd 7.5
microlitros del kit Hotstart (que contiene buffer de PCR, DNA polimerasa,

dNTPs MgCly), 50-100 ngs de DNA genomico, 0.3 microlitros de cada



oligonucledtido a una concentracion de 100 micromolar (sentido y antisentido) y
agua bidestilada. En algunas reacciones de PCR, se utilizé dimetilsulfoxido
(DMSO) a una concentracion final de 10%. Se utilizd6 un programa de
temperaturas que incluyé 1 ciclo de 15 min a 95°C para la desnaturalizacion
inicial, 35 ciclos con 1 min de desnaturalizacion a 95°C, 1 min de alineamiento
a temperaturas especificas para cada par de oligonucleétidos y 1 min a 72°C
para la extension. Por ultimo, se realiz6 1 ciclo a 72°C por 10 min para la
extension final. Los productos obtenidos de la amplificacion se separaron
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.2% con tincion de bromuro de
etidio para identificar las bandas especificas con el producto amplificado y
utilizando como referencia un marcador estandar de peso molecular de 100 pb.
Se identificaron las bandas de interés y se recortaron del gel para la
purificacion del producto de DNA amplificado utilizando ya sea el método de
purificacion por columna Qiaex Il (Qiagen). La concentracion del DNA
amplificado obtenido de la purificacion se determind por medio de la
comparaciéon de la intensidad de las bandas obtenidas con respecto a un
marcador de masa estandar (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen) en un gel de

agarosa al 1.2% tefnido con bromuro de etidio.

C) Secuenciacion Automatizada de los Productos de PCR

Se realizaron nuevas reacciones de PCR para la secuenciacion nucleotidica
de los fragmentos amplificados de los genes CYP1B1, OPTN, MYOC, PITX2 Y
FOXC1. Cada reaccion de 10 pl contenia 0.5b ul de kit BigDye Terminator

Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems) que contiene los cuatro



dideoxinucledtidos trifosfatados (ddNTPs) marcados por fluorescencia,
deoxionucleotidos trifosfatados (ANTPs) no marcados, Tris-HCI (Ph 9.0), MgCl,
y la enzima ampliTaq polimerasa; se agregé ademas 0.5 uyl de los
oligonucleotidos correspondientes para cada fragmento génico a una
concentracion de 100 yM, 10-20 ngs del DNA de cada producto de PCR como
templado y agua bidestilada para un volumen final de 10 pl. Para esta PCR se
utilizé un programa de 25 ciclos que incluyd 30 segundos a 95°C para la
desnaturalizacién, 15 seg a 50°C para el alineamiento y 4 min a 60°C para la

extension.

Los productos de esta segunda PCR se purificaron por medio de columnas
Centri-Sep (Applied Biosystems) para eliminar el exceso de ddNTPs
fluorescentes. Cada muestra se resuspendié en 20 ul de formamida y
posteriormente se desnaturalizé a 95°C por 5 min. Los productos se analizaron
en un secuenciador automatico ABI Prism 310 y las secuencias de DNA
obtenidas del sujeto afectado se compararon con las secuencias silvestres de
CYP1B1, OPTN, MYOC, PITX2 Y FOXC1 publicadas en la base de datos del
Ensembl para identificar posibles mutaciones. Se confirmé la presencia de

variantes génicas secuenciando también la cadena complementaria de DNA.

D) Clonacién y Secuenciacion Especiiifica de Alelo del Gen FOXC1

Para la caracterizacion precisa de dos inserciones del triplete GGC (nucleoétido
375 y nucledtido 447) en el gen FOXCL1 se realiz6 la técnica de clonacion y
secuenciacion especifica de alelo. Brevemente, se amplificaron nuevos

productos de PCR de un fragmento de FOXC1 y se ligaron por el método TA



en el vector de clonaciéon TA-pGEM (Promega). El vector circularizado con el
producto de PCR se subclon6 en células de E.coli competentes (DH5-alfa) que
fueron sembradas en medio BHI. Se incub6 por 24 hrs y se seleccionaron las
colonias blancas. EI DNA plasmidico fue purificado mediante el kit Wizard SV
Miniprep (Promega) y se secuencido con el protocolo descrito arriba. El
fragmento de FOXCL1 que incluye los tripletes GGC mencionados, se secuencio

en los 5 sujetos afectados y en 3 sanos.



6. RESULTADOS
6.1 Arbol genealégico

Después de la evaluacién clinica de la familia afectada se obtuvo el siguiente

arbol genealdgico (Figura 5):

o
°

mEm O

Caso indice

Figura 5. Arbol genealdgico de la familia caso

6.2 Casos Clinicos de la Familia Caso

Los casos de los familiares afectados dentro de la familia caso, se describen a

continuacion:

Caso 1

Paciente femenino de 69 afios de edad con diagnostico de glaucoma
congénito. Carece de antecedentes de enfermedades cronico-degnerativas.

Fue operada de trabeculectomia en ambos ojos hace 47 afos. Poco tiempo



después perdié completamente la vision del ojo derecho. Al ojo izquierdo se le
realizo crioterapia hace 16 afos, cirugia por catarata con afaquia hace 10 afios
y finalmente se le colocé dispositivo de drenaje hace 8 afios. Actualmente se
encuentra ojo derecho sin percepcion de luz, ojo izquierdo percibe movimiento
de manos que mejora a 5/200 con una refraccion de +14.50 SPH. La presion
intraocular es de 10 mmHg en ojo derecho y 8 mmHg en ojo izquierdo. El ojo
derecho se encuentra bula plana, cAmara anterior estrecha, seclusion pupilar y
cristalino con opacidad; no es posible la valoracion clinica del fondo de ojo. El
0jo izquierdo se encuentra con tubo de véalvula en region temporal, pupila
discérica, afaquia. La fundoscopia revela fondo coroideo, papila pélida con
excavacion del nervio Optico del 100%, con pérdida total del anillo
neurorretiniano y emergencia nasalizada de vasos. Se mantiene con
terapéutica a base de brimonidina cada 8 horas, dorzolamida con timolol cada

12 horas.

Caso 2

Paciente femenino de 32 afios de edad sin antecedentes personales
patolégicos de importancia. Dentro de sus antecedentes oftalmoldgicos se
encuentra trabeculectomia en ambos ojos hace 16 afios aproximadamente por
glaucoma congénito. Actualmente su agudeza visual en ambos ojos es de
20/20. Tiene presion intraocular en ojo derecho de 13 mmHg y de 15 mmHg en
0jo izquierdo. Paquimetrias de 583 micras en o0jo derecho y 596 micras en 0jo
izquierdo. A la biomicroscopia se encuentran ambos o0jos con angulos abiertos,

con todas las estructuras visibles (figura 5) e iridectomia permeable en la



region superior (figura 6). La fundoscopia del ojo derecho revela papila naranja,
con excavacion del 40% vy anillo neurorretiniano conservado. La fundoscopia
del ojo izquierdo muestra papila naranja, excavacion del 75% veritcalizada,
anillo neruorretiniano con disminucion nasal inferior. Actualmente se maneja
con latanoprost cada 24 horas. Sus ultimos campos visuales revelan depresion
de puntos periféricos superiores en ojo derecho; y depresion temporal superior
con depresién nasal inferior en ojo izquierdo; lo cual en comparacién con sus

campos visuales previos, no se demuestra progresion.

Figura 5. Foto clinica de la biomicroscopia del ojo derecho de la paciente del

caso 2.



Figura 6. Foto clinica de la biomicroscopia del ojo derecho de la paciente del

caso 2; notese en la iridectomia superior.

Caso 3

Paciente femenino de 31 afios de edad que acude a revisién con diagnostico
de glaucoma. Tiene como antecedentes oftalmoldgicos trabeculectomia de
ambos ojos hace 22 afios. Tiene una agudeza visual de 20/20 en ambos 0jos,
presion intraocular de 22 y 21 mmHg. En la biomicroscopia se observa en 0jo
derecho, bula plana y fibrosa en M Il, cornea transparente, iridectomia en Mll,
cristalino transparente, angulos abiertos con pigmento inferior; en el ojo
izquierdo bula plana y fibrosa en M Xl, cornea transparente, iridectomia en MXI,
cristalino transparente, angulos abiertos con pigmento inferior. La fundoscopia
de ambos o0jos es normal, papila naranja con excavacion 0.35, anillo
neruorretiniano conservado, no datos especificos de glaucoma. Se inicia

tratamiento con dorzolamida y timolol en combinacién fija cada 12 horas.



Caso 4

Paciente masculino de 3 afios de edad que acude a revision por el antecedente
de madre, tia y abuela materna con diagnostico de glaucoma congénito,
producto de la G I, P |, peso al nacer de 3450, perimetro cefélico 51 cm, apgar
no referido. A la biomicroscopia de ambos ojos cérnea transparente con un
didmetro de 13 mm para ambos ojos (solo se reporta el diametro vertical)
angulos abiertos, cristalino transparente (figura 7); el fondo de ojo presenta
papila naranja con excavacion 0.7 con disminucion concéntrica del anillo
neurorretiniano. La presion intraocular fue de 24 y 22 mmHg en la cita de 12
vez y 19 y 17 mmHg en la consulta subsecuente (un mes después) con
tratamiento a base de dorzolamida al 2% cada 12 horas. La ecografia se
encontré sin alteraciones con una longitud axial de 22.18 y 22.24 para 0jo

derecho e izquierdo respectivamente.

Figura 7. Foto clinica del segmento anterior del ojo derecho del paciente del
caso 6, donde se demuestra la ausencia de anormalidades en el segmento

anterior.



Caso 5

Paciente masculino de 18 meses de edad que acude a revision por el
antecedente de madre, tia y abuela materna con diagnostico de glaucoma
congénito, producto de la G Il, Cesarea |, Gemelo |, peso al nacer de 2450,
perimetro cefalico 51 cm, apgar 9/9. A la biomicroscopia de ambos ojos se
observa estrias de Haab en regién inferior, cornea transparente con un
didmetro horizontal de 13 mm y vertical de 12.5 mm en ojo derecho; 12 y 12
mm respectivamente para el ojo izquierdo, angulos abiertos, cristalino
transparente, el fondo de ojo es normal, papila naranja con excavacion 0.3, sin
datos de dafio glaucomatoso. La presion intraocular fue de 20 mmHg en ambos
ojos en la cita de 12 vez y de 10 mmHg en la exploracién bajo sedacién que se
realizo un mes después ya con tratamiento a base de dorzolamida al 2% cada
12 horas. La ecografia se encontré sin alteraciones con una longitud axial de

15.30 y 15.70 milimetros para ojo derecho e izquierdo respectivamente.

Caso 6

Paciente masculino de 18 meses de edad que acude a revision por el
antecedente de madre, tia y abuela materna con diagnostico de glaucoma
congénito, producto de la G I, Cesarea |, gemelo Il peso al nacer de 2350
gramos, perimetro cefélico 50 cm, apgar 7/9. A la biomicroscopia de ambos
0jos se observan estrias de Haab en region inferior, cornea transparente con
un didmetro horizontal de 13 mm vy vertical de 12.5 mm en ojo derecho; 12 y
12.5 mm respectivamente para el ojo izquierdo, angulos abiertos, cristalino

transparente, el fondo de ojo sin alteraciones, papila naranja con excavacion



0.3, sin datos de dafo glaucomatoso. La presion intraocular fue de 22 mmHg
en ambos ojos en la cita de 12 vez y de 9 y 11 mmHg en la exploracion bajo
sedacién que se realiz6 un mes después ya con tratamiento a base de
dorzolamida al 2% cada 12 horas. La ecografia se encontro sin alteraciones
con una longitud axial de 16.18 y 16.10 milimetros para ojo derecho e izquierdo

respectivamente.

Figura 8. Foto clinica de la biomicroscopia del ojo derecho del paciente del

caso 6; donde se ven las estrias de Haab muy tenues en la parte inferior.

6.3 Analisis Genético

Después de secuenciar los exones y las uniones exén/intron de los genes
CYP1B1, MYOC, FOXC1, PITX2 y OPTN, no se identificaron mutaciones

deletéreas asociadas a la enfermedad en ninguno de ellos. Se identificaron



diversos polimorfismos ya reportados en los genes CYP1B1 y OPTN (Tabla 5).

En el gen MYOC no se encontrd polimorfismo alguno.

Tabla 5. Polimorfismos encontrados en los genes CYP1B1 y OPTN

- se incorpora glicina.

Gen Polimorfismo Nucleoétido SNP Referencias
encontrado
iError! Marcador no
AT-> 449 > GA definido., {E !
cypigl | © 92 GAC 1347 rs1056837 etinido., Ierrort
Asp Asp Marcador no definido., I,
i, i, iv, v, Vi, Vil..
ACG = 41 > ACA iError! Marcador no
Threo Threo ¢123 rs11591687 definido., jError!
Marcador no definido.,
Vili,ix, X, Xi, Xii, Xiii, Xiv,
OPTN AAA 322 > GAA c964 rs523747
Lys Glu XV
CAA = 546 - CAG
Ghn G c1638 No reportada
Insercion triplete GGC en
FOX C1 | posiciones 447 y 375 (figura 9 y 10) XVi

100 110 120 130 140
TGCAGTGGTAGGTCCCGGCGCCGCCCGCGCCCCCCGCGGCCCCCGCGCCGCCGCCGCCOCCGCCCGAGCTGCCCGCGCTRG

|

O b

Figura 9. Secuencia parcial del exén uno de FOXC1 de un control normal. La

flecha sefala el sitio donde se inserta el triplete.




100 110 120 130 140 150 160 170
TGCAGTGGTAGGTCCCGGC GCCGCCCGCGCCCCCGCGGCCCCCGCGCCGCCGCCGCCGCCG CCGAGCTGCCCGCGC

Il lﬂ‘l‘_lwﬂ_ I Mu. U1V MJMM

Figura 10. Secuencia parcial del exon uno de FOXC1 de un alelo polimérfico

subclonado en un vector pPGEM-T. La secuencia de insercion GGC375 se

sefala dentro de un rectangulo (se muestra la cadena antisentido).

7. DISCUSION y CONCLUSIONES

El glaucoma congénito primario constituye una causa importante de pérdida de
la vision en pacientes pediatricos. Es un tipo de enfermedad cuya herencia
reportada en la literatura es de tipo autosomico recesivo. Presentamos el caso
de una familia mexicana, donde varios de sus individuos presentan glaucoma
congénito; sin embargo, la diferencia de la familia presentada con respecto a
los reportes de la literatura, radica en que la transmisién es autosomica
dominante. El diagnoéstico de glaucoma congénito entre los familiares
afectados fue hecho clinicamente tanto por los hallazgos clinicos como por los

antecedentes quirdrgicos y terapéuticos recibidos.

En todos los casos de la familia la afeccion fue bilateral; esto coincide con los
reportes de la literatura, donde se describe que hasta un 80% de los casos
ocurre en ambos 0jos.iError! Marcador no definido.iError! Marcador no definido. iError!

Marcador no definido. El fenotipo entre los individuos afectados fue variado: la



paciente de la primera generacion presenta un fenotipo de afeccion mucho
mas severo con importante pérdida de la vision, mientras que los pacientes de
la tercera generacién presentan un fenotipo menos avanzado (con pocas
manifestaciones oftalmologicas). El fenotipo mas severo en la primera
generacion puede ser secundario al mismo curso de la enfermedad, y

probablemente a un manejo poco 6ptimo de la patologia.

Para el analisis genético, se decidio la toma de la muestra de la paciente de la
primera generacion, porque como ya se ha mencionado, presenta el fenotipo
mas severo. Se tomaron en cuenta los genes asociados a glaucoma congénito
previamente descritos en la literatura, aunque relacionados con un tipo de
herencia autosémico recesivo. El gen CYP1B1 codifica para una proteina
miembro del citocromo P450; en aquellos casos en los que se encuentra
mutado, se asocia con glaucoma congénito, en diferentes poblaciones de
Arabia Saudita, Turquia, Eslovaquia, Japén, Estados Unidos y Brazil. La
mayoria de las mutaciones de CYP1B1 resultan en formas severas de
glaucoma congénito.™ El gen MYOC se ha involucrado como parte de la
patogénesis de casos de GPC en asociacion con CYP1B1;iError! Marcador no
definido. las mutaciones en este gen se han relacionado con glaucoma juvenil
de éangulo abierto y glaucoma primario de angulo abierto de herencia
autosoémica dominante. EI motivo de haber analizado este gen, fue para
descartar que no estuviéramos ante un glaucoma juvenil con un fenotipo
distinto e incluso de aparicion mas temprana. El gen OPTN se ha vinculado
con glaucoma primario de angulo abierto de presentacion en la vida adulta y

con glaucoma de tensién normal. Como también se ha asociado a una



herencia autosomica dominante,iError! Marcador no definido. se analizé para

descartarlo como gen causal del glaucoma en la familia caso.

Siendo que el glaucoma congénito puede asociarse a un desarrollo anémalo
del segmento anterior, fue necesario descartar mutaciones en los genes que

podrian producirlo como son PITX2 y FOXC1.

Después de completar el andlisis genético de los 5 genes, solamente se
encontraron seis polimorfismos en los genes CYP1B1, OPTN y FOXC1; de los
polimorfismos hallados, cinco ya han sido previamente reportados en la
literatura. El polimorfismo encontrado en OPTN en el nucle6tido c1638 (CAA
— 546 — CAG) no ha sido reportado previamente, lo cual es una nueva
aportacion a la literatura de este gen. Es necesario estudios posteriores para

conocer si este gen se encuentra relacionado con la familia caso.

En estudios recientes se ha identificado el gen LTBP2 asociado a glaucoma
congeénito de transmision autosémica recesiva, en familias de Pakistan, Irak y
de origen gitano.®*®> Este gen se encuentra en el cromosoma 14q24.3,
codifica una proteina de unién del factor de crecimiento beta, la cual es una
proteina de matriz extracelular. Ali y cols, identificacion esta proteina en el
segmento anterior del 0jo, en el cuerpo ciliar y en especial en los procesos
ciliares. En el presente estudio no se realizé la secuenciacion de dicho gen, ya
gue no existia el reporte en la literatura de su asociacién con glaucoma

congénito primario al momento de la realizacion del trabajo.

Ya que no se localiz6 mutacion deletérea en los genes asociados a glaucoma
hereditario (CYP1B1, MYOC, OPTN, PITX2, y FOXC1), se espera que la

causa genética del glaucoma en esta familia se encuentre en otro gen no



descrito anteriormente. Por lo anterior, es necesario realizar nuevos estudios

para identificar el gen causal en la familia caso.
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ANEXO

Texto Informativo para el Paciente

Estimado paciente:

Queremos informarle que en el Instituto de Oftalmologia, se esta llevando a
cabo el estudio denominado: “Estudio clinico genético de una familia mexicana

con glaucoma congeénito autosémico dominante”.

El objetivo del estudio es determinar la causa genética del glaucoma cogénito
de transmision autosémica dominante en la familia a la que usted pertenece.
Para ello se analizara de manera secuencial los genes conocidos hasta el dia

de hoy relacionados con el glaucoma congénito.

Para lograr tal objetivo es indispensable su participacion permiténdonos la
exploracién oftalmoldgica completa (en caso de los pacientes pediatricos, sera
bajo sedacion), toma de fotografias clinicas y obtencion de muestra sanguinea
venosa mediante puncién. Es importante aclarar que en ningdn momento su

salud estara comprometida.

Queremos aprovechar la oportunidad para invitarle a participar en este estudio,
aclardndole que en caso de que no acepte participar, esta negativa no tendra
ninguna repercusion en la atencion de usted en el Instituto. Si acepta participar
debe saber que tiene el derecho de retirar su participacion en el momento que
lo desee, sin que al retirarse del estudio repercuta de manera negativa en la

atencion que esta recibiendo usted.



La informacion que se obtenga del estudio sera estrictamente confidencial y
sera utilizada solo para fines de investigacion y ensefianza. Los resultados se

le daran a conocer a usted en caso de que asi lo desee.

Las preguntas que considere necesarias para aclarar todas sus dudas las
puede externar con la Dra. Diana Alvarez Melloni al teléfono 04455-1048-6084

las 24 horas del dia.

Muchas gracias por su atencion.

Carta Consentimiento Informado

YO

(nombre del paciente)

Declaro que he leido la informacion correspondiente, que se me han aclarado
las dudas y que voluntariamente estoy de acuerdo en participar en el estudio
denominado “Estudio clinico genético de una familia mexicana con glaucoma
congeénito autosémico dominante” cuyos objetivos, procedimientos, beneficios y

riesgos se me han explicado previamente.

Es de mi conocimiento que los investigadores me han ofrecido aclarar cualquier
duda o contestar cualquier pregunta que, al momento de firmar la presente, no

hubiese expresado o que surja durante el desarrollo de la investigacion.

Se me ha manifestado que puedo retirar mi consentimiento en cualquier
momento sin que ello signifique que la atencion médica que se me proporciona

se vea afectada por este hecho.



Se me ha informado que mi participacion en este estudio no repercutira en el
costo de la atencion médica que se me brinda y que toda la informacion que se

obtenga sobre mi persona sera confidencial, excepto cuando yo lo autorice.

Firmo la presente frente al investigador que me inform6 y dos testigos,
conservando una copia del consentimiento informado y del texto informativo

para obtener mi autorizacion.

México D.F. a de del 200 .

Firma del paciente o tutor Firma del testigo Firma del testigo
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