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RESUNMEN

El glaucoma congénito primario (GCP) tiene una frecuencia que varia de 1 en 5,000
a 1 en 10,000 recién nacidos vivos. Se ha estimado que del 20 a} 4026 de los casos de GCP
son familiares. Ei GCP es un padecimiento gendticamente heterogénco y generalmente se
hereda con cardcter autosomico recesivo. En la patogénesis del GCP el angulo iridocomeal
no esta completamente desarrollado y tiene una apariencia inmadura, el iris preseata una
insercion anterior en la red trabecular impidiendo el drenaje normal del humor acuoso, lo
que ocasiona aumento en la presion intraocular El cuadro clinico del GCP se manifiesta
antes del primer afio de vida en 852% de los casos v se caracteriza por epifora, fotofobia y
blcfarocspas'm-o, que pueden estar presentes antes de que aparezca megalocornea y edema.
Se han asociado dos loci al GCP, uno en la region 2p2l y otro en 1p36, el primero
corresponde al gen ('Y /B/ relacionado con el 85% de los casos de GCP v el segundo at
gen A/YOC y a genes aun no identificados. [l gen (CY///3/ pertenece a una superfamilia
multigénica de monooxigenasas, esta constituido por 3 exones y 2 intrones y codifica para
una proteina de 543 aminoacidos. Se ha demostrado que el RNAmM de (CF/?/7531 se expresa
en estructuras como el irts, la malla trabecular y el cuerpo ciliar que participan en el drenaje
del bumor acuoso. IEn el presente estudio describimos dos miembros de una familia con
GCP debido a mutacion en el gen CYPIB] consistente en la delecion de un par de bases en
el codon 370, que origina un corrimiento del marco de lectura v un codén de paro

premaiura.
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ANTECEDENTES

La enfermedad ocular es comun en la poblacion humana. Muchos padecimientas
oculares son hereditarios, algunos son clasificados como anomalias del desarrollo mientras
que otros son degencrativos asociados a la fistologia ocular anormal, aunque el limite entre
¢llas no esta bien definido. Las malformaciones del segmento anterior en donde se han
identificado mutaciones en genes reguladores de la transcripcion, incluyen un componente
progresivo, como en el glaucoma, catarata o distrotias corneales. !

f.os glaucomas son un grupo heterogéneo de entermedades que combinan una
presion intraocular (P1OQ) c¢levada y degeneracion de! nervio optico lo que lleva a la
cequera. Se presentan en cualquicr grupo de edad y cualquier poblacion. * l.as personas
afectadas frecuentemente tienen una PIO mayor de 21 mmHig en ambos ojos. siendo ésta
uno de los principales riesgos para el paciente. En algunos casos [a PIO se encuentra
normal, por lo que el diagnastico de glaucoma se basa en la presencia de atrofia del nervio
optico asaciada con defectos en los campos visuales. ?

La frecuencia del glaucoma en el mundo se desconoce, pero se considera la segunda
causa de cegucra en el mundo, despuds de la catarata. En el afio 2000 se estimaron 66.8
millones de personas con glaucoma alrededor del mundo, de las cuales 6.7 millones
desarrollaron ceguera. *

Los glaucomas se clasifican en tres categorias: de angulo abierto y angulo cerrado,
dependiendo de los mecanismos por los que el flujo def humor acuoso es bloqueado, y una

tercera, el glaucoma congénito. Los glaucomas de angulo abierto o cerrado se refieren a la
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configuracion del angulo irido-comeal en la camara anterior del ojo, mientras que ¢l
glaucoma congénito (de angulo abierto), es usado para detinir uno de los muchos tipos de
glaucoma del desarrollo que se presenta antes del primer aiio de vida. Cada una de estas
categorias es a su vez subdividida en primario, cuando la causa no puede ser identiticada o
secundario, cuando es causado por alteraciones sistémicas.

El glaucoma primario de angulo abierto de inicio en el adulto, representa S0% de
1odos los casos y tienen una progresion lenta, mientras que entre los glaucomas de origen
gendtico. los glaucomas infantiles v juveniles son clinicamente mas severos, de evolucion
rapida y de dificil manejo, siendo el glaucoma congénito primario (GCP?) la forma mas

. s
comun.
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EMBRIOLOGIA, ANATOMIA ¥V FISIOLOGIA DEL OJO

Los ojos son Organos sensitivos complejos gque han evolucionado a partir de
regiones fotosensibles situadas en la superticie ectodérmica de los invertebrados. En los
vertebrados los ojos se han desarrollado a parir del ectodermo superficial y neural, asi
como de la cresta nearal y el mesénquima mesodérmico. Dentro de su envoliura proteciora
cada ojo posee un estrato de receptores, un sistema de lentes para enfocar la luz sobre ellos
y un sistema de nervios para conducir al encéfalo los impulsos que generan cestos
receptores. ©

L.a primera manifestacion del ojo e¢n desarrollo aparece en el embrion de 22 dias, en
forma de dos surcos a cada {ado del prosencétalo en invaginacion (fig. 1 A). Al cerrarse el
tubo neural. estos surcos producen las vesiculas Opticas, que al ponerse en contacto con el
ectodermo superficial. provocan la formacion del cristalino (fig. 1B). Poco después la
vesicula Optica se invagina v forma la capula optica de pared doble (figs. 1C y 2A). Las
capas internas y externas de la cupula estan separadas en un principio por el espacio
intrarretiniano (fig. 2B). que después desaparece y las dos capas se yuxtaponen (fig. 5). La
invaginacion comprende tambidn una parte de la superficie inferior (fig. 2A) donde se
forma la fisura coroidea, por la cual la arteria hialoidea llega a la camara interna del ojo
(fig. 5 y 6). En la s¢ptima semana los bordes de la fisura coroidea se fusionan y ia boca de

fa cupula adptica se transforma en  la futura pupila
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Mientras tanto, las células del ectodermo superficial se alargan y forman la placoda
del cristalino (figs. 1B y 1C), que después sc invagina y se convierte ¢n vesicula del

cristalino, para situarse en la boca de Ia capula dptica (figs. 2C y 3).

Vesicula optaca
emarvoginorion

Fig. 1. A, Corne transversal deb cercbro anternior de nan cinbrion de 22 dias, donde sc ubservin los surcos
apticos. B. Corte tmnsversil del prosencéfato de on enibrion de 4 senuntis, donde se muestran las vesiculas
opticas ¢n comtacto con ¢l cctadermo superficul Notese ¢! cngrosamicento detl ectodernino (placoda del
hno). C. Corte transversal del prosencetiio de un cmbreion de 5 nun, que muestra b invaginacion de ka
vesicula Optica ¥ 1 placoda del eristalino  (Modificado de Lagman, 2002)

La capa externa de la cupula optica, recibe el nombre de capa pigmentaria de la
retina y la capa interna de la capula Optica da origen a la capa neural de la retina que sc
comtinua con la capa interna del 1alio optico Los axones de las células ganglionares pasan
al interior del] tallo optico y gradualmente lo convierten en el nervio éptico (figs. 3 y 5). Por
otra parte. la porcién anterior de la capa interna se divide en la porcién iridea de la retina,

que forma la capa interna del iris y Ja porcion ciliar de la retina, que participa en Ila
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formacién del cuerpo ciliar. El borde de la ctipula éptica esta cubierto de mesénquima, en el
cual se desarrollan el esfinter pupilar y el masculo dilatador de la pupila, a partir del

ectodermo suprayacente.

Copuia Gptica

Espercio
intresere-tiricano

Pemrect chot Covmtires

Ve ricula ol
crlsterbicse

el peciicuo
aptico

Fiseaes corvobbner

Fig. 2. A, Visia ventro Literal de la copula éptica ¥ ¢l pediculo éptico de un csbrion de 6 semanas. La fisura
coroiden situada en Ia cara inferior del pediculo optico se adelgaza gradusnlmente. B, Corte transversal del
pediculo optico por Ia linea indicada en AL para 1a ancria hialéidea en La fisura coroiden. C. Cornc que
pasa por Ia vesicula del cristalino. Ia cipula éptica y cl pediculo optico en ¢! plano de 1a fisura coroidea.
(Modificado dc Lagman. 2002)

Al final de la quinta semana el primordio del ojo esta rodeado completamente por
mesénquima Jaxo (fig.3). el cual se diferencia en una capa interna que forma la coroides y
una capa externa que se convierte en esclerdtica (fig. 4). La diferenciacion de las capas
mesenquimdticas suprayacentes a la cara anterior del ojo es distinia. Por vacuolizacién se

forma un espacio, llamado cidmara amnterior del ojo, que divide al mesénquima en una capa
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interna por delante del cristalino y el iris, la membrana iridopupilar. y una capa externa que
cantinua con la esclerotica, la sustancia propia de la cornea (fig. 4).

El mesénquima invade el interior de la cipula optica por Ia fisura coroidea, ahi
forma los vasos hialoideos que irrigan al cristalino (fig. 4). Ademas, forma una dcelicada red
de tibras entre el cristalino y la retina. 1.os espacios intersticiales de esta red son ocupados
mas tarde por una sustancia gelatinosa v transparente, cl cuerpo vitreo.

La cupula optica se une al cerebro por el pediculo 6ptico, que tiene en la superficie
ventral la fisura coroidea, donde se encuentran los vasos coroideos (fig.2 y 3). En la
séptima semana del desarrollo la tisura coroidea se cierra y se forma un tanel dentro dei
pediculo optico. Como consecuencia del nimero creciente de fibras nerviosas la pared

interna del pediculo crece hasta fusionarse con la pared externa. De tal manera que el

-

pediculo Optico se convierte en nervio optico.

A
; e bes rtivnes

fle s e ampesincr

2. 3. Coric transversal del ojo de un cmbrién de 7 semanas Kl primordio ocular csti compictamente
inclmdo-cn of mesénquima. Las libras de 1a poraion nerviosa de da reana convergen haci el nemvio aptico
(Modificado de Lagman. 2002)
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El ojo desarrollado presenta una envoltura protectora externa, la esclerorica que esta
madificada en su porcion anterior para formar la corrnea transparente a traveés de la cual
entran los rayos luminosos al ojo. Dentro de la esclerdtica esta la coroides, capa
pigmentada y vascularizada que nutre a las estructuras del ojo. Revistiendo a las dos
terceras partes posteriores de la coroides esta la rerina, el tejido nervioso que contiene las
cdélulas receptoras. El oristaline es una estructura transparente, que se mantiene en su sitio
por el ligamento circular del cristalino (z6nula), que se encuentra adherida a la porcion
anterior de la coroides. ¢l cuerpo ciliar Este Gitimo contienc fibras musculares circulares v

longitudinales que se insertan cerca de la unidon corneoscleral. Frente al cristalino se

encuentra ¢l iris. formacion pigmentada y opaca que contiene fibras musculares circulare
que causan constriccion de la pupila. El espacio entre el cristalino y la retina esta lleno de
un material gelatinoso transparente lamado Juunor vitreo. ® Bl humeor acuoseo es un liquido

transparente, incoloro que lleva en suspension células de Ja linfa en escasa cantidad y se

Nervio aptco

Cuend vasc s veferna

igital del gjo. Obsen ense la ciimara antertor del ojo. 1a membrana iridopupilar. ks capas
sculares interna y externa, la coroides y la esclerdtica (Modificado de Lagman, 2002)
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forma por extravasacion del plasma al nivel de los vasos sanguincos de los procesos ciliares
¥y del iris

El humor acuoso se vierte a la camara posterior, pasa después al conducto de Petit,
atraviesa el cristalino y posteriormente se vierte en la camara anterior al nivel de la pupila,
o bien atravesando los espacios linfaticos del iris. Una vez en la camara anterior, el humor
acuoso se dirige hacia el angulo iridocorneal, luego se resorbe por una red de trabéculas
hacia el interior del conducio de Schiemn y va finalmente a las venas esclerales para
reintegrarse a la circulacion venosa, después de haber intervenido en la nutricion del

cristalino, del iris y de la cornea (Fig. 5). Para mantener la presion dentro del ojo sano se

s

requiere un balance entre secrecion continua y drenaje a través de la malla trabecular.

PRras v iniv vosa vertcosa

chipssta de Janon

Versa oo 3 Varors del pvoce so ciar

Comes

Membmna da
Rewemes

Cam oo omteor

2. 8, Circulacion del humor icuoso. 1. angulo de la cimara anterior. Las Mechas indican 1a direccion del

humor acuoso. (Modificado de Quiros. 1996)
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GLAUCOMA CONGENITO PRIMARIO

2l GCP es un padecimiento que sec manifiesta en el periodo neonatal o infantil y su
frecuencia aproximada varia de 1 en 5,000 a 1 en 10,000 recién nacidos vivos. [En general,
una parte importante de casos dec GCP son familiares y presentan un patréon de herencia
autosomico recesivo bien documentado (en poblaciones con alta consanguinidad se llega a
presentar de forma pseudodominante). ”

En la patogénesis del GCP el angulo indo-corneal de la camara anterior no se
desarroila por completo y tiene una apariencia inmadura. el iris presenta una insercion
anterior en la malla trabecular y esta ditima se encuentra cengrosada, interfiriendo con el

flujo del humor acuoso, 1o que ocasiona un aumento en ja PIO. En los nifios las capas del

ojo son clasticas, de manera que la PIO clevada causa agrandamicnto del globo ocular.

(bufialmos). especialmente en los casos unilaterales. e

El 60 a 70% de los pacientes afectados con GCP son del sexo masculino, en 65-
85% de los enfermos ambos ojos estan afectados y en 85% de los casos el inicio del
padecimienio se presenta antes del afio de vida. !

Clinicamente el GCP presenta las siguientes caracteristicas: 1) PlO eclevada, 2)
agrandamiento de la camara anterior, 3) edema y opacificacion de la cornea, con ruptura de
fa membrana de Descemet. 4) adelgazamicento de la esclera anterior y atrofia del iris, S)
depresion anormal de la camara anterior, 6) segmento posterior estriucturalmente normal, 7)
tototobia, blefaroespasmo y epifora. El diagnéstico de GCP se realiza generalmente en los

primeros meses de vida. '
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A la exploracion fisica los pacientes tienen ojos y corneas grandes, las coérneas
presentan estrias de Haab, que son hendiduras en la membrana de Descemet. En la
gonioscopia, ¢l dngulo irido-corneal esta pobremente desarrollado, tipicamente los
pacientes son miopes y se demuestra una excavacion del nervio optico. '*

21 diagnostico y tratamiento precoces influyen sobre el prondstico de la
enfermedad. Por regla general, los lactanies diagnosticados y tratados antes de presentar
megalocdérnea v edema corneal responden bien al tratamiento quirirgico y tienen mcjor
pronostico

Aungue en ocasiones el glaucoma infantil remite espontancamente, el tratamiento
exitoso de la enfermedad exige la intervencion quirargica. Las técnicas mas utilizadas y que
consiguen mayor éxito son la goniotomia (cone de la red trabecular a través de la camara
anterior) o la trabeculotomia (introduccion de una canula por el canal de Schlemm para
Hegar a la camara amerior y permitir ¢l drenaje adecuado del humor acuoso). Previo a la
cirugia. se instaura tratamiento meédico con pilocarpina topica al 2%, adrenalina al 0.5% y
acetazolamida por via oral.

En los lactantes, a diferencia de los adultos, la excavaciéon de la papila optica que
provoca pérdida de la visidn es reversible con el tratamiento opartuno.

El GCP es un padecimiento genéticamente heterogénco. Estudios de ligamiento

mostraron dos loci importantes para el GCP?, uno en 2p21 '* y otro en 1p36. '% el primero

corresponde al gen CYPIB y el segundo al gen ATYOC y a genes aan no identificados, por
mapeo se situd a esta region en Ip36.2-p36.1, adyacente a los loci de neuroblastoma y
Charcot-Marie-Tooth tipo 2A. Mutaciones en el gen ('Y /B/ representan 859 de los casos

de GCP, indicando que son la causa mas comun de GCP. 17
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otras formas de glaucoma de inicio tempraso asaciadas a anomalias
congénitas del segmento anterior del ojo y gque no son consideradas como GCP. Estas
formas han sido mapeadas cn los cromosomas 6p25 '™ y 4425, '™ En ¢l gen /KHL7 (un
factor de transcripcion “fork head’™) localizado en 6p25, se han encontrado alteraciones en
dos pacientes con glaucoma. En el primer caso, ¢l paciente presentd una translocacion
balanceada con puntos de ruptura en 6p25 y i3ql13. ¥ cn el segundo caso se demostro
una delecion en este gen en un paciente con GCP, defectos de la camara anterior y una

microdelecion cromosdmica que implico la region 6p25. '*

En familias con disgenesia iridocomeal o anomalia de Axcnfeid-Rieger, se
identificaréon mwtaciones en ¢l gen PITX2/RIEG] pertencciente a los genes homeobox

localizado 4q25. '” La disgenesia iridocorneal causa glaucoma en la nifiez en el 50% de los

casos y puede manifestarse sOlo como embriotoxon posterior (anillo de Schwalbe
prominente), anomalia de Axenfeld (bandas de iris adheridas a un anillo de Schwalbe
prominente), anomalia de Rieger (anomalias del angulo camerular ¢ hipoplasia del estroma
del iris) o de forma sindromitica, acompafidandose ademas de  alteraciones dentales,

. . . . 2
dismorfias faciales y anomalias umbilicales. '
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ASPECTOS MOLECULARES DEL GEN CYPI1B/1

El gen CYPIB! pertenece a una superfamilia multigénica con funcién de
monooxigenasas, responsable de la primera fase del metabolismo de diferentes sustratos.
Inserta un atomo de oxigeno atmosférico a estas moléculas, creando asi un nuevo grupo
tuncional (-OH, -NH2, -COOH) para hacerlas hidrosolubles y mas faciles de excretar.

Los citocromos P450 son hemoproteinas localizadas en la membrana del reticulo
endoplasmico de los hepatocitos y de otras células corporales. LLus enzimas P450 estan
constituidas de una parte proteica (apoproteina) ¥ un grupo prostético (hem).

Dentro de su estructura gencral posee un sitio para atrapar al oxigeno, ¢l dominio

hem. ¥ otro para unirse a sus sustratos junto a ta region de union al hem,

Citocromo P-450

Grwps bem

Fig. 6. Estructura gencral de las enzaimas ciocromo P450 (Modilicado de Bioquimica Lenhinger, 1993).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




diconn - -
Lo ]

Rocuptoc

Retieule
endophisinicn
Toms

La dioxina se une al receptor Ay posicriormente al compleyo AWRVARNT para unirse o los motivos

PRE. los cuales actiuan como polenciadores de o transcripaion de CY 1B1 (Modificado de Shugart, 1996).

La estructura tridimensional de las enzimas P450 se caracterizan por la presencia de

hélices a v hojas 3 (Fig. 6).
f.a superfamilia génica citocromo P450 contiene 70 familias génicas constituidas

por aproximadamente 100 enzimas que se han encontrado en bacterias, plantas, levaduras,

insectos y vertiebrados. Hay 14 familias en mamiferos. ** Ein humanos. inicialmente se
penso que a familia P4501  estaba compuesta por dos miembros, designados como

CYPIAT v CYPLAZ Estos genes son ubigquos v tienen una actividad catabalica similar. Sin
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embargo, se encontré un nuevo miembro, CYPIBI, 2% el cual se identificd a través del
estudio de la expresion de genes que coditfican proteinas implicadas en el metabolismo de
xenobidticos, respuestas intlamatorias agudas, mangjo del estrés oxidativo y la regulacion
del crecimiento, como lo son los citocromos P3450. La expresion de estos genes se altera por

.7.8-tetraclorodibenzeno-p-dioxina (TCPD o dioxina) l.a dioxina

un toxico ambiental el
es un potente carcindgeno que en el humano produce cloracné, caracterizado por la
formacion de quistes foliculares que se acompaian de hiperqueratinizacion de la epidermis
interfolicular. Se aislé un gen nuevo del cDNA de queratinocitos humanos que responde a
ta dioxina, identificado como un nuevo miembro de la superfamilia de citocromos P450, el
cual se designo camo citocromo P4501B1, *°

El efecto biologico de la dioxina es mediado por su alta afinidad v union saturable a
su receptor. 7 TCDD se une y activa una proteina receptora. designada AhR (receptotr Aril
hidrocarburo). un miembro de la tamilia de tactores de transcripeiéon hélice-asa -hélice, que
libera una proteina de choque térmico (hsp 90). la cual es reemplazada por una segunda
proteina ARNT (translocador nuclear del receptor Aril hidrocarburo). El heterodimero
AhR/ARNT resultante activa Ja transcripcion génica a través de su unidn a los motivos de
reconocimiento que se encuentran dentro de los clementos de respuesta a dioxina (DRE),
tocalizados en el extremo 5° del promotor del gen CY£ 157 (Fig. 7). 2%2¢

CYPIB1, que difiere de los otros dos micmbros de la superfamilia P450, en el
namero de exones (3 vs 7). localizacion cromoséomica (2 vs 15) y el sitio donde inicia su

transcripcion. Por lo que fue designado como unico micmbro de la subfamilia CYP 1B, **

Mediante mapeo de cromosomas de alta resolucion e hibridacién in situ con

fluorescencia  (FISH) se llegd a la localizacion precisa de (7)/°1737 en la region

as

cromosomica 2p22-p21 (Fig. 8).
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IZl gen del citocromo P45S01B1 estd constituido por 3 exones (371, 1044 y 3707 pb
de longitud) v 2 intrones (390 y 3032 pb). El ADN codificame de CYF? /51 tiene 5.1 kb, su

marco de lectura inicia en el segundo exén y tiene 1,629 pb de longitud (Fig.9). **

cent

Fig. 8. Mapeo cromosamico de alta resolucion de CYPIBI ¢n 2p21-22. (Modificado de Tang. 1996).

EXON 1 EXON 2 EXON 3

- O EAa - 3

377 b 104t obs 3707 pbts

9. Organizacion del gen humane CYPIRE (Modilicado de Tang, 1996)

2>t

DE EN

FALL




CYP IR carece de la caja consenso TATA en la region del promotor y en su lugar
tiene un sitio de inicio de la transcripcion (TIS) localizado en el nucledtido 27, corriente
abajo de una secuencia similar a la caja TATA (TTCGACTCT). A 2.5 kb det extremo 5°
del TIS se encuentran 9@ motivos DRE (Dioxin responsive enhancers) necesarios para la
union del heterodimero AhR/ ARNT, formado en respuesta a la activacion de AhR por Ia
dioxina (TCDD) y cuya secuencia es 5'-GCGTG-3". Llos motivos DRE son potenciadores
de la expresion de ('}727737. Ademas. hay 4 motivos DRIE en el primer intrén, 3 en la
region codificante det exén 2 ¥ S en el segundo intréon, sin embargo, la funcion de estos
motivos se desconoce

La superfamilia de citocromos P450 presenta estructuras conservadas en et extremo
carboxilo, en ¢l caso de PI50IB1 se encuentran dentro de la region CCS (conserved core
structures) en el exon 3. e incluyen la hélice J, la hélice K, la region “serpenteada™ y la
region de union al grupo hem. ¥ En la hélice K los aminoicidos Glu387 y Arg390
forman una secueicia consenso  GluXXArg totalmente conservada en los citocromos P450,
indicando que este motivo es esencial para la funcion normal de la molécula. En la familia
CYP1 ¢l coddén 3469 codifica una arginina o lisina. ambos son aminodcidos basicos, sc
encuentran cargados positivamente.y preceden a la cisteina invariante de la posicion 470, la
cual se encuentra dentro de la regidon de union al hem (Fig. 10). 30

Las hélices D . 1 y L., asi como las hojas 31 y 32 que participan en el plegamiento

. . 3
de la molécula. tambidén se encuentran conservadas. ©F
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En el extremo amino de P4SOIBI existe una region rica en prolinas vy glicinas,

i

conocida como region de bisagra, la cual permite la conexion entre el dominio

PN - P - a Ax
transmembranal ¥ la porcion citoplasmatica de la proteina (Fig 1)

Z1 gen (Y2817 codifica para una proteina de 5343 aminodcidos que se expresa en

diferentes tejidos del cuerpo. En el timo, rindon v bazo el nivel de expresion es elevado
mientras que en pulmon, muasculos cardiaco y esquelético se presenta un nivel de expresion

menor. No se han detectado niveles de expresion en el higado y cerebro.

aiu3le? Argiso
e

FIL SET
oAt |+ | Ao mpiay
i\ Coa s e T
K helix
AR crpisx
B O ae Lrcr: crpi08
1 zres -D0RAC | TOCCEALIERTLVIOM | LXKTD™ ¢+ =« INNC QIKES TLLREIFWIAZIKTIPIA CYP302
K helix Haander Heae- L helix B

10, Sccuencins consenvadas del extremo ciarboxilo, en ¢l citocromo P450181 (Modificido de Stoilov.

199%)
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EXON 1 EXON I EXON 11 .

Hélice L
Helice J Hélire K | o

Helice 1

Region
“meander”

Estnicturas conservadas en CYPIBI1 (Maodificado de Swilov. 1998)

CYPPIRBI se expresa constitutivamente en las pglandulas suprarrenales, ovario y

testiculo, aunque su expresion puede ser potenciada por hidrocarbonaos aromaticos planos,

adrenocorticotropicos v hornmonas peptidicas. Se considera que Y/ /31 esia implicado en
el metabolismo de xenobioticos y posiblemente de hormonas esteroideas por su patron de

distribucion tisular. ***" Ademas, la expresion de €}/?7/4] se ha demostrado en ¢l ojo fetal

v adulto. especialmente en el iris, la red trabecular v el cuerpo ciliar, estructuras que
L .. R ™
participan en la secrecion del humor acuoso y en su drenaje adecuado, por lo que se le

relaciono con el GCP
Por otra pane, se ha observado que el citocromo P4SO1TR1 es una enzima importante

. . . .o as . .
en fa activacion de diversos procarcindgenos 7 v ose encuentra activo en el metabolismo del

estradiol, ast coma del benzopireno y del 7,12 dimetilbenzoantraceno (7.12-DMIBA)
procarcinogenos conocidos  (°}Y/722/37 se expresa en un nivel alto en diversos canceres

humanos incluvendo el cancer de picl, cerebro, testiculo ** v mama *? en comparacion con

otros tejidos

TESIS CON
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LLa activacion del [7-beta-estradiol (122) a través de la formacion de metabolitos de
catecol- estrogenos, s¢ ha considerado como un facior participante en el cancer de mama y
se ha sugerido que la predisposicion al cincer de mama mediado por estréogenos, se
relaciona con los polimorfismos encontrados en ('}Y/2/51 que difieren en su capacidad de
hidroxilacion. *

El estradiol es hidroxilado por CYPIAl y CYPIB1 a catecol-estrégenos y a
derivados de 2-hidroxi y 4-hidroxi-estrogenos. los cuales son oxidados a semiquinonas y
quinonas, que posteriormente pueden formar aductos de DNAY? CYPIBI actoa

P

principalmente en la posicion C-4 del estradio para formar 4-OH E2, compuesto que a

diferencia del 2-OH EZ2, causa daho oxidativo y rupturas de doble cadena del DNA. *

Ademas, se ha demostrado mayor hidroxilacion de 4 OH-EE2 en tejido tumoral en el cancer

a

de mama. *° Estos hallazgos apoyan cl papel causal de 4-OH E2 en el cancer mamario e

implican a CYPIB! como participante ¢n el proceso.
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MUTACIONES EN CYP1131

£l analisis de 5§ familias consanguineas con GCP de origen Turco identificod las
primeras alteraciones del gen CVP13/ en ¢l GCP. Estas corresponden a tres diferentes
mutaciones sin sentido, una delecion de 13 pb en ef exdn 3, una insercion de una citosina en
cl exdén 2 y una gran delecion que afecta el extremo 5° del ex6n 3 y la region intrénica
adyacente. '7

IZn un estudio posterior se analizaron las secuencias codificantes det gen CY#P/8B7 en
22 familias con GCP, orginarias de¢e Turquia. EUA, Canada y Reino Unido, y 100
individuos sanos seleccionados al azar. Se identificaron 16 mutaciones ¥ 6 polimorfismos,
ilustrando una extensa heterogencidad afética. ™ Tabla 1.

I.as posiciones afectadus por esos cambios se evaluaron con la construccion de un
modelo tridimensional del extremo C-terminal de CYPP1I31. Esas mutaciones afectaron la
region de bisagra y/o las estructuras centrales conservadas (CCS) que determinan el
plegamicnto y la capacidad de union del grupo hem de las moléculas P450. En contraste,
todos los polimorfismos se encontraron fuera de la CCS v estaban poco conservados,

EEn un estudio posterior de 25 familias arabes con GCP se encontraron 3 mutaciones
diferentes a las reportadas. En el exdn 2 la transicion 3987G-—>A y en el exdn 3 dos
mutaciones  punwmales, 7957G—A y 8242C-—-T. De acuerdo a los datos clinicos y

moleculares se encontré penetrancia disminuida del padecimiento, ya que 18 individuos no

atectados tuvicron haplotipos idénticos a los de sus parientes enfermos. **
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o o Locali _—
A 2 37 Cis Region bisagra -
B 2 G528->A  Gli--»>Glu Rewion bisagra
C 2 847insT Cambio en ¢l marco de lectura .
D 2 Gl1I87->T1T Glu28i- >alto
E 2 1209insT Cambio vn el marco de lectura
r 3 Gran dcel Errores en la remocidn de inroncs
G 3 1410del13 Cambio en el marco de lecwra
H 3 Gl1439->T GIHR6S5 >Tp Hélice J
1 3 Cl482—1 Prai79-rl.eu Hélice K
J 3 GI505->A Glu387 >Lis Heélice K
K 3 G1315—A  Aru390--»>His Hélice K
L 3 1530dup o Cambio en el marco de lectura o
N 3 Cl1o36->T  Prod37 »l.cu Region serpenteante
N 3 Glooidel  Cambio en el marco de lectura
o 3 C1751—T  Argdov-->Tp Region de union al hem
Iid 3 1749dup27 Cambiy en el marco de lectura

Tabia 1. Mwmaciones cn CYPIB I causanies de GCP

Exoni Exanll Exon il
1

” i dn
(o
7 i; E

- - iélice | < - .

Regiam “hingr Helice J Helice K Daminic hem
Regién
“ineawnder®

Fig. 12, Cambios en fa secucncia obsenados en CYPIB L. (Modificauda de Stoilov, 1998)

En otro estdio en 37 familias arabes con GCP, se confirmé penctrancia disminuida

y diferencius en la edad de inicio del padecimiento. Se identificaron 8 mutaciones




23

diferentes, las mas comunes fueron G61E, R469W y D374N, constituyendo el 72%, 12% y
7%, respectivamente. Sc detectaron otras 5§ mutaciones. 2 deleciones y 3 mutaciones de
senido equivocado. En 22 familias de las 37, 40 individuos no afectados tuvieron
mutaciones y haplotipos idénticos a los de sus familiares afectados, 2 de los cuales se
diagnosticaron posteriormente y otros 2 presentaron datos oftalmoldgicos consistentes con

formas leves de glaucoma. *7

Ar3EIT

Fig. 13. Modelo tridimension! det extremo C-icrminal de In proteina CYPIB1. Las hélices alfa s¢ indican
con letms nupisculas ¥ son mjas, ks arlems betr son ananllas v 1as colas son prises. Los residuos de
aminoicidos afectados estin en arul v los mesiduos polimdrficos. ©n verde. La cistcina invariante en rojo.
(Moditicado de Stoilov, 199%).

El estudio de una gran familia consanguinea con GCP en seis generaciones en una

comunidad canadiense, reportd dos diterentes mutaciones en el exén 3 de CYP/B3/, una
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| FALLA DE ORIGEN




24

delecion de 13 pb en el nucledtido 1410 y una transicion 1505G— A, segregando juntas con
la enfermedad. El heterocigoto compuesto presentd un fenotipo mas leve, comparado con
los homaocigotos que tuvieron solo la delecion de 13 pb.

£En un estudio de 11 pacientes japoneses no relacionados con GCP no tamiliar, sc
encontré la insercion de una G en el nucledtido 1620 de la secuencia del gen CYPIBI,
causando un comminiento en ¢l marco de lectura y un codon de tenminacion prematura. 950
Un segundo estudio de GCP en pacientes no relacionados fue realizado en 65 pacientes
japoneses vy se reportaron 7 mutaciones nuevas, 3 causaron un alto prematuro en el marco
de lectura abiernto. l.as otras 4 fueron mutaciones de sentido equivocado (Aspl!92Val,
Ala330Phe, Val3o4Met v Arg434Gin) Jocalizadas en la region CCS. s

El analisis del gen CYP/B! en ues pacientes alemanes con GCP reportéd una
transicion C/T en el codén 355, que causd una proteina truncada de |88 aminoacidos en un
paciente, una mutacion heterocigota compuesta consist::me en una delecion de 12 pb (del
nucledtido 1410-1422) y una duplicacion de 9 pb (del nucledtido 1546-1555) y por ultimo
dos mutaciones heterocigotas de sentido eguivocado. Alad433Gly y Glu229Lis. 32

En 8 pacientes de cinco familias consanguineas de la India, se identificaron 5
mutaciones distintas en el gen CYP/BZ. un corrimiento en el marco de lectura y una

mutacion de  sentido  equivocado en un  heterocigoto compuesto  resultaron en dos

mutaciones na abservadas previamente.

El estudio del gen (Y2787 ¢n 32 pacientes de Marruecos con GCP aislado, reporté
en 11 pacientes 2 mutaciones: una delecion de una G en la posicion 4339, causando un
commimiento del marco de lectura en ¢l residuo 179 mutacién de sentido equivocado GGIE,

esta Gltima reporada en pacientes wurcos y arabes. >
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En el presente afio se realizé un estudio de un pacientes con GCP aislado y una
familia con GCP. de diferente origen. Reportd en un caso aislado una delecion
homocigota de una C (en el nucledtido 622) dentro de una tetrada de citosinas, lo que Hevo
a un paro prematuro en el codon 93. En los casos familiares se encontrd una duplicacion de
los nucledtidos del 1546 al 1555 %

Cabe mencionar ¢l estudio de una familia con glaucoma de inicio temprano con
transmision AD y segregacion de mutaciones en los gpenes A)OC y  CYPIBI. El gen
ALYOC codifica una glicoproweina de 504 aminoacidos, conocida como miocilina que se

cxpresa en el iris, el cuerpo ciliar. 1a red trabecular. células totorreceptoras de la retina y en
astrositos del nervio optico Mutaciones en este gen se han encontrado en pacientes con
glaucoma juvenil de angulo abierto. sin embargo el papel de la miocilina mutante en la
fisiopatologia del glaucoma aun se¢ desconoce. l.a expresion fenotipica de estos casos fue
diferente a la de los pacientes con mutlaciones en AYOQC o CYP 77 anicamente. En esta
familia, la edad de inicio del padecimiento en los portadores de mutaciones en A/YOC fue
de 51 afos, mientras que {os portadores de mutaciones en ambos genes (AFYOQOC y CYPIB D
presentaron glaucoma a los 27 afios en promedio. Se propone que CY#7B7 puede actuar
como modificador de la expresion de A} y que ambos interacthan en una  via
metabolica comun. correspondiendo a un tipo de herencia bigénica en el GCP. ™

Ademas, mutaciones en ()7'//57 han sido observadas en el glaucoma secundario,
como es ¢l caso de un paciente con anomalia de Peter, caracterizada por una alteracion de
la porcion central de la comea. en la membrana de Descemet y en el estroma comeal que

produce opaciticacion corneal, asi como catarata secundaria al contacto de la comea con et

cristalino, anomalias del angulo camerular y glaucoma intantil. en 50% de los casos. En
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dicho paciente se reportd una mutacion de sentido equivocado 38071 —>C v una mutacion

sentido 3976G—>A. en el exén 2 del gen, 7

Por otra parte. se han identificado diversos polimorfismos en el gen CYP?18/7, 6 de
cllos en la poblacion Anglo-Americana *>** v 3 ¢n la poblacion Africana, * de los cuales 5
causan sustituciones de aminoacidos. (Tabla 2). El estudio de los diferentes haplotipos
encontrados ha mostrade que las varianies enzimaticas que presentan Jos polimorfismos

Argd8Gli, Alal19Ser ¥ Asn453Ser muestran mayor actividad de hidroxitacion, *-*

Polimorfisme | Posicion | Cambio

1 48 Arg—)Gh'_
2 119 Ala—Ser
3 432 Val-->Leu
4 443 Ala—Gli
5 453 Asn—Ser

Fabla 2. Polimorfismos dc CYPI1B1 que causan sustituciones de aminoacidos.

Sc¢ considera que estas alteraciones heredadas de la actividad de CYPIB1 definen

las diferencias en el metabolismo de estrogenos y explican las diferencias interindividuales

en la predisposicion a cdncer de mama asociada con la carcinogénesis mediada por

. 40,55
estrogenos, ?
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PLANTEANMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El glaucoma es un padecimiento importante en la patologia ocular, ya que es
considerado la segunda causa de ceguera en el mundo. En los altimos afos, ¢! GCP ha sido
estudiado por la alta frecuencia que se ha presentado en algunas poblaciones, en quienes se
ha comroborado una transmision autosdmica recesiva del padecimiento. Los avances en la
metodologia molecular han llevado al conocimiento de 1os genes causales, y en aigunos
casos, de los mecanismos patogénicos

Actualmente, no existen estudios en nuestra poblacion de la panicipaciéon del gen
CYPL31 en ¢l GCP, estableciéndose {a necesidad de iniciar su estudio en nuestro medio
para enriquecer lo que se conoce a nivel intemacional de esta enfermedad.

l.a identificacion del defecto molecular pennitira ofrecer un asesoramiento gendtico
adecuado v profundizar en ¢l conocimiento det GCP.

Con base en fo anterior el planteamiento del problema es:

¢Cuales son las alteraciones que ocurren en el gen CYP/B17 en una familia con

Glaucoma congénito primario?

OBIJETIVO

ldentificar alteraciones moleculares del gen CYP1B1 en una familia con glaucoma

congénito primario.
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DISERNO DEL ESTUDIO

Tipo de Eswdio:

Reporte de casos.

Seleccion de los sujetos de estudio:

Familia diagnosticada con GCP. La familia incluye a los padres; dos propositas y
dos hermanos no atectados.

Grupo control: disefiado para descartar los posibles polimorfismos en el gen
CYF1B7. Se invitd a sujetos sanos a quienes se les explicod el proyecto y su participacion
consistio en proporcionar una muestra de sangre para el analisis del gen. Se considero
polimortismo cuando. la muacion se presentaba en individuos sanos, fuera de regiones
crisicas para la enzima, no sean mutaciones previamenie reportadas en la enfermedad y que

la mutacidon no aitere la secuencia de aminoacidos de la proteina.

Criterios de inclusion:

Diagnodstico clinico de GCP,
Criterios de exclusion:

Individuos que no deseen panticipar en el estudio.
Criterios de eliminacion:

Cuando no sca posible el procesamiento de las muestras.
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\artables
Independicnte. Glarucoma congénito primario

Dependiente Mutaciones encontradas en ol gen ¢ V2787

Definicion operativa de variables
Glavcoma  congenito primario Aumenmo de fa presion inraocular mayvor de 20

mmHg identificada antes del afo de vida, acompanada por halla = clinicos caracteristicos

del GCP  (megalocornea,  epitora, camara  anterior protunda  »  alteraciones  angulares
caracteristicas)

Muatacion Cambio en la secuencia normal de nucleotidos del gen Y/ 7737
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PACIENTES ¥V METODOS

f.a familia estudiada incluvo a fos padres. dos pacientes v dos hermanos no afectados.,
originarios del estado de Veracruz y sin antecedentes de importancia para ¢l padecimiento

tan afectados con GCP  las

LLos padres son consanguineos (Primos segundos) v no e

propositas son dos hermanas de 8 y 13 anos de edad. El arbol genealdgico se muestra en la

fig. 14

Pacieute 1:
Femenino de 8 afios de edad que inicia su padecimiento a los 2 meses de vida con

epifora y blefarospasmo A Jos 3 afos fue intervenida quiriorgicamente. sin que se obtengan

datos sobre la naturaleza de la imenvencion A la exploracion fisica en el ojo derecho (OD)

alcanza una vision de movimientos a 30 cm. cornea con opacidad central transversal de 13
mm de diametro horizomal, vesicula filtramte plana con vascularizacion en ¢l meridiano de
las 12, camara anterior profunda, atrofia iridiana a los 360 grados, iridectomia quirargica
permeable a las 12, midriasis media. ectropion uveal leve, cristalino con pigmento en su

cara anterior, angulo con implantacion anterior del iris, no se observa espolon escleral.

banda del cuerpo ctliar ni hnea de Schwalbe  fLLa papila del nenvio optico (NO) con

871G, con palides media. vasos nasalizados en bayoneta, fondo coroideo, areas

de atrofia coriorretinianas en arcada temporal superior. La PIO de 18 nunllg §in ¢ ojo

izquicrdo (O Ja cornea  os transparente. vesicula filrante elevada.  diseretamente




31

vaseularizada, iris atrofico. aterciopelado sin eriptas, pupila oblicua, eristalino transparente,
angudo de insercion anterior de la raiz del iris. En el tondo de ojo (FO) papila redonda de

colors

cCiOn rosy naranja, evcavacion 8710, vasos nasalizados discretamente, PIO de 22

miliy

I

IIX

v

lincosy V-2 1 Vet propdsitis
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Paciente 2:
ia su padecimiento a los 2 aios

Hermana de la paciente 1, de 13 aios de edad que ini

de edad con epifora y blefarospasmo. A la exploracion fisica presenta en el OD vision de
movimientos a | m, codrmea con opacidad transversal central, ifddectomia en meridiano de

las 11, pupila irregular, camara anterior amplia, cristalino transparente, implantacion

anterior de la raiz del iris, resto de estructuras no visibles. En el FO, excavacién total de la

papila del NO. PIO de 40 mmHg. En el Ol vision de movimientos a 2 metros, conjuntiva

con vesicula filtrane superior, cornea con opacidad central. puntilico epitelial moderado,
iris atrofico, 2 iridectomias quinirgicas en los meridianos de las 1] y 2, sinequias
posteriores en el sector superior, pigmento en la cara anterior del cristalino, implantacion

anterior de la raiz del ifs. El FO con palidez moderada de la papila, vasos nasalizados,

excavacion 6/10. P1O de 30 mmHg.
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METODOS

PROCEDIMIENTO GENERAL

Pacientes con GCP
¥ su familia

Valoracidn Clinica
(Oftalmologica)

|

Extraccion de Sangre Periférica
Extraccion de DNA

! |

Amplificacion poe PCR de las
exones 2y 3(OORF) de CYPLDBI

Secuenciacion de los exones 2
» 3 de OYPIEL
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Extraccion de s:

7]
4

1pre periférica:

Se¢ extrajo de forma aséptica 5 mi de sangre peritérica y se colocd la muestra sanguinea

en un tubo de ensaye con EDTA. Posteriormente se identificd la muestra con el nombre

completo del paciente, edad y sexo, diagnostico e Institucion de procedencia.

EXTRACCION DE DNA

La extraccion del DNA se realizd por el método saline ***' v de acuerdo al siguiente

procedimiento:

!J

Transferir 3 ml de sangre a un mbo cénico de 15 ml y agregar un volumen igual de
amortguador TTS (Tris-Tritdon-Sacarosa). el Tris con pH 7.6. Invertir el tubo varias
veces.

Centrifugar a 3000 rpm/ 6 minutos y decantar con cuidado

Agreuar al boton 1 ml de amortiguador TTS. Agitar resuspendiendo el botén y pasar
a un microtubo de 1.5 ml. Agitar hasta homogeneizar.

Centritugar a 10,000 rpm/ 2 minutos en microcentrifuga. Decamar. adadir | mi de

amoniguador » resuspender
Cenritugar a 10,000 rpm/ 2 minutos en microcentrifuga (repetir de dos a tres veces

el paso anterior)
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Al botén limpio agregar 570l de NaCl SmM. Agitar 2 minutos y colocar 30 pl de

%% Observar si hay

SDS (Dodecit Sulfato de Sodio) al 10%. Agitar 5 minutos.
consistencia viscosy y agrepar 200 il de NaCl saturado y agitar 10 minutos
Centrifugar a 11,500 rpm/ 20 minutos a 4°C. Decantar ef sobrenadante a un tubo
estéril de [3x100 mm.

Aifiadir 2 ml de etanol absoluto a —20°C para precipitar el DNA.

Tomar el DNA con una varilla de vidrio, lavarlo con ctanol al 70%. Dejar evaporar

cl etanol en condiciones estériles y posteriormente resuspender el DNA en un

microtubo con 250 ul de agua estéril, colocar en bafio maria a 60°C durante 2 horas.

Cuantificacién del DNA

La cuantificacion del DNA sc realizé mediante anilisis espectrofotométrico * por el

método de Warburg-Christian. ** el cual consiste en determinar la absorbancia de dos

longitudes de onda 260 nm

y 280 nm, correspondientes a la absorbancia de acidos

nucicicos y proteinas, respectivamente. Dicha concentracién se caleulu a una dilucién 1:140

de la muestra v de acuerdo a la siguiente formula:

Concemiracion de DNA (ng/id) - A 260 x (dilucidn) -1 « 0.05

La canudad towal de DNA (en ug) se calcula:

s totales de DN A - concentracion (/i) s volumen total (pd)

Ademas  la relacion 260/280  permite  determinar la calidad de la muestra,

considerando que la lectura a 260 nm corresponde al DNA y 280 nm corresponde a la
8 ¥

fraccion proteica. una relacion | 8 es ideal para el procesamiento de 1a muestra
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AMPLIFICACION DEL GEN CY2181 POR PCR

Mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) - se amplificoé la region

codificante del gen (C}7*/5 /. De acuerdo al tamafio de los exones se disefiaron 3 pares de

oligonucleotidos para la amplificacion del gen, 2 pares para el exén 2 y uno para el 3,

‘Tabla 3.

l.as condiciones gcnerales para la PCR fuecron: 500 ng de DNA, 04 M de
oligonucleotidos, 0 08 mM de dNTP’s, 1.5 mM de MgCI2, bufler Ix. 1.5 U de Taq Pol.
DMSO al 10% y agua para lievar a un volumen final de 50 ui. Precaleniamiento a 94°C por
5 minutos, desnaturalizacion a 94°C durante 1 minuto, 28 ciclos con alineacion a 62°C por

1.5 minuto, clongacion a 72°C durame un minuto y extension final a 72°C durante 5

minutos

I.0s productos de la PCR se colocaron en un gel de agarosa al 1.5% con BrEt (bromuro
de etidio) a una concentracion menor de Spw/ul y fueron separados en base al

desplazamienio de la molécula (IDNA) cargada en un campo eléctrico. ®* A través de este
o P

métndo fue posible observar en un transiluminador de huz ultravioteta, la amplificacion de

Tas exones 2y 3 del gen €717/ 8 7 de acuerdo al tamaiio esperado

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




;’" T f Tem ‘wcrai{ﬂvl_

L e e e . | Adimeamiento!

§ )

SCC TICHCC T CTG TCC CCA GO | 560 pb_|
R3'AGC ACGTGG CCCTCG AGGACTT

|_2BI_[FS AAG TCC T § i __sssc T "ss0pb |

2BR_|R5CCA CGC f
Exon 3 e ~ ””{‘” .

3F FS'CTC CAC ATT AAA CAC CAA ACAG | 55°C | 632 pb
AR [RSATTTCAGCT TGC CIC TTGCIT C | 1

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados para el andlisis del gen CYP2 1317

Purificacion de templados para secuenciar
Los fragmentos amplificados se purificaron por elusion, de - acuerdo “a - las
imrucciones del proveedor del KIT QUIAEX I (Quimica Valaner Cat. No. 20051). ‘para
remover dNTPs. oligonucledtidos, enzima. agarosa, etc.
Procedimiento

I Colocar amortiguador QN1 (3 veces en volumen ¢l peso de la banda de gel) y Sul
de resing QIAEX 1Ty mezelar con vortex
2 Incubar por 10 minuos a 55°C (mezclando a muestra cada 3 ntinutos)

Centrifugar a 10,000 rpm durante 1 minuto y decantar

4 Colocar SO0 pl de amortiguador QX1 y mezclar con vortex

TESIS CON

FALLA DE OLIGEN




6.

Centrifugar 1 minuto a 10,000 rpm, decantar y eliminar jos residuos de bufier
Agregar 500 pl de amortiguador PE, mezclar, cemtrifugar a 10,000 rpm por |
minuto y decaniar (este paso se repite 2 veces)

Secar la muestra por efecto de temperatura a 50°C

Resuspender la muestra en 15 pl de agua inyectable y se dejar eluir durante 10
minutos a 55°C

Centrifugar a 10,000 rpm por 2 minutos y separar el templado en un microtubo.

Se cuantificd la concentracion del producto purificado de la PCR por electroforesis

con ayuda de Low DNA Mass Ladder (INVITROGEN) para continuar con la reaccion de

secuencia.

REACCION DE SECUENCIA

Se calculd la reaccidn en base a los siguientes requerimientos:
Templado a una concentracion de 25 a 50 ng de DNA
Oligonucledtido a una concentracion de 8.5 pmol/l

Reactivo “Big Dye Terminator™ en la cantidad recomendada por ¢l provecdor

Big Dye Terminator Ready Reaction Kit (Applied Biosystems)., consiste en una mezcla

de ddNTPs marcados con flourescencia, dNTPs, Tris-HCl (pH 9.0), Mg C12 y DNA

polimerasa AmpliTaq.
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.2 reaccion inicia a una remperatura de 96°C por 4 minutos, seguida de 28 ciclos

con 1N segundos a 90°C, 10 segundos a S57°C, S minutos a 60°Cy 7 minutos a 60°C de
extension final

Se purificaron los productos de la reaccion de secuencia para climinar ¢l exceso de
ddNTPs marcados medianie ¢l métado por columnas CentriSep (Applied Biosystems), para
evitar errores en la sccuenciacion e imerpretacion  de los  resultados.  Las  muestras
purificadas se secaron en un concentrador de vacio

A continuacion se agregd a las muestras 13l de amoni-__-uadort TSR (Template
Supresion Reagent) de Applied Biosystems, se desnaturalizaron a 96°C por. 5 minutos y

finalmente fucron analizadas en el Secucenciador Automatizado ABI PRISM modelo 310 de

acuerdo a las instrucciones del equipo
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RESULTADOS

El analisis por PCR dc los exones 2y 3 del gen (7Y mosud amplificacion

normal del DNA de las pacientes

sus padres y jos controles (FFig 15)

Mediante secuenciacion directa se identifico en las dos pacientes una mutacion en ol
exon 3 consistente en la delecion de una citosina en el codon 370 (C1453del), la mutacion
afectd una region allamente conservada de la enzima CYPIBL Esta mutacion origind un

cormimiento en el marco de lectura abierto y un paro prematuro en el codoén 327 (Tabla 4)

Los padres fueron heterocizotos para la misma mutacion (Fig 16)

Fix., 15, Amphticgwion de jos evones 2 Pdel pen CYPIBL cn Tas propositas, sus pekdres v contoles, AL
Prmermnegiondel eaon 2. B Lascpunds emondet exon 2 C ilson 5 oo Comol b Pacrentes ¢ Padrnes.
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ceuencia de aminoacidos de CY P11

s
Normal  [RLPCNIGDOQPLPY VL || RDTVVEVNOWST NH

)

L -

(Conurol) ; 370 27

Pacientes ! RL: VWVTSPTCPMS . ATLWEFLSTSGL~

Tabla 4, Sccuencin de aminaicidos on CY P31 en las pacientes » control
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C D

cgreemion del alelo mutanie de CY PIBY e la Bmnhia esteduida
En los clectiofero (C v D) se mucstrEr que 15 propasitas presentan o delecion  de Ty sepuxda
citosina en ¢l codon 370 (C14533del) de! pen CYPIB L Se aprecia ol cotmmetito de faise ca los padres (A v 13)
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Ademas, se identificaron dos polimorismos del exén 2 del gen ¢737°/737 en las dos
propositas. ] primer cambio fue la transversion C142—G en el coddn 48 que produce la
sustitucion de arginina por glicina. El segundo polimorfismo resultd en una modificacion
del codon 119 en donde se presentd una transversion de G355—T que se traduce en el

cambio de alanina por serina. Los padres fueron heterocigotos para estos cambios (fig. 17).

SILVESTRE POLIMORFISMO
€ T CGS GG T CC GY
A < =5
’\(\[\/\!\’\/\\/\/\n -
Gage e SRS (ggtcreay GGCCGLO SA.: TG
B AlallSSer R
NSO e (3] e TSN

Fig. 17. Sc mucsinm los polimorfismos encontrdos en Ias pacicmes. A, Camnbio de anning por piicing on
cl codon 4%, B. Cambio de alanina por scrina en ¢l coddn 119,
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BISCUSIO

Los glaucomas comprenden un grupo de enfermedades oculares caracierizadas por

RRR

neuropatia optica secundaria a un aumento en la PIO y son considerados como la

' pDentro de las formas hereditarias, el GCP

segunda causa de ceguera en el mundo.
presenta una  transmision  autosomica recesiva, siendo  estudiados en grandes familias

17, 0 300, 47,08, 5288

consanguineas. £} GCP se caracteriza por el desarrollo anormal de 1a red

trabecular v del angulo irido-corneal de la camarn anterior del ojo. impidiendo ¢l flujo
adecuado del humor acuosa. ™17

Durante los ultimos afitos estudios moleculares han conducido al conocimiento de
las bases molcculares del GCP v han HNevado a la identificacion de alteraciones en el uen
CYPIB7 como la causa del $5% de los casos. ™%

En este estudio describimos una familia con dos miembros afectados con GCP. en
quienes se identificod un aielo mulante segregado en forma AR. En ambas propdsitas se
encontré una mutacion homocigota en el exon 3 del gen CY/?/8/. y sus padres fueron
heterocigotos para la misma mutacion

La afectacion del gen Y7217 en el GCP, ¢s el primer gjemplo en el cual una
mutacion en un miembro de ia superfamilia de 1as citocromo P450 resulta en un defecto del
desarrollo. C¥/?/5/ es el Gnico miembro de la subfamilia P4501B, pertencciente a la
superfamilia  multigénica de  monooxigenasas, responsables de la primera fase del
metabolismo, la cual consiste en la insercion de un atomo de oxigeno atmosférico dentro de

22232426

diversos sustratos creando un nuevo grupo funcional.
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El gen CY#187 localizado en 2p21-22, esta constituido por 3 exones (uno de los

cuales no es codificanie) vy 2 intrones. tiene una longitud de 1659 pb 2423y, posce

estruciuras  conservadas que  participan en la integridad., conformaciéon normal y el

funcionamiento de la enzima. Dichas estructuras se localizan predominantemente en el
extremo carboxilo de la proteina, dentro de la region CCS.

I.a mutacion identificada en las propositas fué una mutacion nucva en el codon 370
del gen CY/24B/, y consistic  en la delecion de una citosina  (del1455C) que origind un
corrimieno en ¢l marco de lectura v un paro prematuro en el codon 427. De esta manera
deducimos que a partir del coddn 370, la secuencia de aminodcidos se modificd, alterando
la esuuctura de la hélice Ky flevando a una proteina truncada a partir de la region
“serpenteante”, perdiéndose ¢ésta, la region de union al hem y la hélice L. En este caso y en
aproximadamente el 50% de los casos reportados, " se pierde el extremo carboxilo de la
proteina incluyvendo el dominio hem. esencial para la funcion de a enzima.

l.as mutaciones homocigotas, que originan una proteina truncada y una pérdida de
las estructuras conservadas del extremo carboxilo de ('Y#?/B/, se han correlacionado con

GCP de inicio temprano (0-3 aiios), progresion rapida del padecimiento y dificil

15,16.17.26,

tratamiento. *¢ Micntras que en los heterocigotos compuestos presentan un fenotipo

menos severo y/o un inicio tardio. *%** En este estudio, las pacientes afectadas por GCP
presentan una mutacion de (Y2 1B que coincide con el inicio temprano y la gravedad del
padecimiento.

Ademas, se han repontado cambios en la secuencia det gen CYPIB1 en posiciones
no conscrvadas, las cuales han sido observadas en la poblacién general y no se relacionan

A6,

con la enfermedad. por lo que son considerados polimorfismos. *** En la familia estudiada

se identificaron algunos polimorfismos, uno de ellos fue Ia transversion C142 G en el
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winina es un

codon 48 que produce e cambio de argining por glicina, aungque la
aminoacido basico polar v ja glicina apolar de cadena cora, se ha demostrado que ésie cs
un cambio silente que se traduce en una actividad normmal de la ¢nzima Owo polimorfismo
fue la modificacion del coddn 119 en donde se presento fa transversion de G355—T que se
traduce en el cambio del aminoacido alanina por serina. ¢l primero de cllos apolar de
cadena alifatica y el segundo polar portador de un grupo hidroxilo., esta sustitucion no
afecta la funcion de la proteina. Ambos padres fueron heterocigotos para estos cambios.
Estos dos polimorfismos son los mas {recuentemente observados en otras poblaciones
analizadas %7

El gen CY/'1B7 codifica una proteina de 543 aminoacidos que se expresa en tejidos
del tractio uveal como son el cuerpo ciliar. o} epitelio ciliar no pigmentado y el iris,
estructuras  con  funciones  altamente  especializadas  incluyendo la  acomodacion  del

23.26.36

cristalino. regulacion y sintesis del humor acuoso. Sin embaryo, a pesar de que

P4501B1 ©s una enzima ubicua. cuya expresion es mayor en tejidos como timo rifion y

* se ba demostrado

bazo. y es constitutiva en glandulas suprarrenales. ovaria v testicuio,
que las mutaciones en Y2777 solo causan GCP ya que en los pacientes afectados no se
han encontrado alteraciones en los tejidos en donde se expresa la proteina

Se ha propuesto que CYP//7 participa en el metabolisma de una molécula
bioldgicamente activa (ain no identificada) implicada en el desarrolio v funcién normal del
angulo irido-carneal de la camara anterior del ojo. dicha molécula podria corresponder a
esteroides o derivados del acido araquidonico, que se sintetizan localmente o son liberadas

en ¢! cuerpo ciliar via tlujo sanguinco. *°
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En el futuro, el objetivo principal e¢n el eswudio de la patogénesis del GCP sera
identificar el sustrato de CYP1B1 asi como en que via metabdlica del control del desamollo
de la camara anterior del ojo participa.

En conclusion en el presente estudio informamos de una mutacion nueva atectando
el gen CYP241531 y causando GCP. A diferencia de lo reponado previamente, los padres
heterocigolos no estaban afectados en ningtin grado con yglaucoma. Ademas, cs conveniente
el andlisis de wna poblacion mayor para caracterizar adecuadamente los cambios

observados en el gen CYP/BI! en el GCP en pacientes mexicanos.
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ANEXO

ORMADO

CARTA DE CONSENTIMIENTO §

Yo otorgo Mmi consentimiento para que a mi familia y

a mi nos sean practicados los estudios genéticos considerados en el proyecto de

studio clinico y» molecular en una familia con Glaucoma Congénito

investigacion
Primario”. S¢ me ha informado que el Glaucoma Congénito Primario ¢s causado por una
alteracion gendtica que ocasiona un desarrollo anormal del anguio de la camara anterior del
ajo, que impide el flujo anormal del humor acuoso. y que a través del estudio nuestro
material genético se buscaran las alteraciones que causaron la enfermedad. 1.a participacion
de mi familia en el eswdio consiste en la extraccion de 5 mi de sangre periférica a cada uno
de nosotros, €ste procedimiento presenta ¢l riesgo menor de producir un “*morctdén™ en el
area puncionada Se nos ha asegurado que la informacion obtenida no sera divulgada y sera
usada solo para fines establecidos en el proyecto de investigacion. IEn caso decidir

retirarnos del estudio, la calidad de la atencion médica no cambiara.

ATENTAME

Nombre:

Firma

Medédico Responsablce:

fFirma -
Testigo 1. Testigo 2:
Firma Firma

Meéxico, D.F ,a de de

TESTC CON
FALLA DE ORIGEN




48

BIBLIOGRAFIA:

1. wvan Heyningen V: Developmental eye disease —a genome era paradigm. Clin Genet
54:272-282, 1998

2. Allinglam RR: Glaucoma en Albert DM, Jakobiec FA (eds) Principles and practice
of Oplihalmology: clinical practice. Vol 3. W Saunders, Philadelphia. 1994, p.
1291.

3. Sheflield VC, Alward WL, Stone EEM: The glaucomas in Scriver CR, Beaudet AL,
Sly WS, Valle D (eds) The metabolic and molecular bases of inherited disease. Vol
4 McGraw-Hill, New York. 2001, pp. 6063-6068.

4. Quigley HA Number of people with glaucoma worldwide Br J Ophthalmol 80
389, 1996,

5. Shields M, Ritch R, Krupin T. Classifications of the glaucomas en Ritch R, Shields
M. Krupin T (eds) The glancomas. Vol 2. Mosby, St Louis. 1996, pp. 717-720.

6. Ganong WE: Vision en  Fisiologia Médica Manual Modemo, México D. F. 1997,
pp. 157-158

7. Sadler TW. Ojo en Langmnan Embriologia Nedica. Panamencana, Espafa. 2002,
pp. 381-387

8 Quiroz GF Sentido de la vista en Anatomia Humana Vol 111, Porria,
México 1993, pp 418420

9. Turacli ME, Akian SG. Savli BS, Akarsu AN: Therapeutical and genctical aspects
of congenital glaucomas. Int Ophthalmol 16 359-302, 1692

10. Hoskins HID Jr. Shaffer R. Hetherington J. Anatomical classification of the
developmental glaucomas  Agrch Ophthalmol 102: 13531-1336, 1984

11. Francois J: Congenital glaucoma and its inheritance. Ophthalmologics 181 61-73,
1986.

12 de lLise VP, Anderson DR Primary infamife glaucoma (congenital glaucoma)
Surv Gphthalmol 28 1-19, 1983

13. Thylefors B, Negrel A The giobal impact of giaucoma World Health Organ Bull
Org Mundiale Sant¢ 72 323-320, 1993

14. Anderson DR Trabeculotomy compared to goniotomy for glaucoma in children.
Ophthalmology 90 805, 1983

15 Turacli ME. Akwun SG Assignment of a locus (GLLC3A) for primary congenital
glanucoma (buphthalmos) 1o 2p21 and evidence for genetic heterogeneity. Genomics
30: 171-177. 1908

16. Akarsu AN, Turacli M, Akwn SG, Barsoum-—Jlomsy M, Sarfarazi M: A second
locus (GLC3B) tor primary congenital glavcoma (buphthalmos) maps to the 1p36
region Hum Mol Genet 5. 1199-1203, 1996.

7. Stoilov I, Akarsu AN, Sartarazi M- Identification of’ three different truncating
mutations in cytochrome P4SOBI (CYPIBI1) as the principal cause of primary
congenital glaucoma  (buphthalmos) in families liked to the GLC3A locus on
Chromosome 2p21. tlum Mol Genet 6: 641-647, 1997,

18. Nishimura DY, Swiderki RE, Alward WL, Searby CC, Patil SR, Bemet SR, Kanis

AB, Gastier JM, Stone EM, Shetlield VC: The forkHead transcripcion factor gen
FKHL7 js responsible for glaucoma Phenotypes which map to 6p25. Nat Genet 19

TESIQ CON

FALLA DE ORIGEN




. Semina

49

140, 1998.Vincent AL, Billingsley G. Buys Y, Levin AV, Priston M, Trope G,
Williams, Hdéon - Digenic inheritance of Early-Onset Glaucoma: CYPI1BIL, a
potential mo(hin.r gene. Am J Hum Gener 70: 448-460, 2002,

. Reiter R, LLeysens NJ, Alward WM. Cloning and characterization of” a
novel biocine-related homeabox transcripeion factor gene RGS. involved in Rieger
syndrome Nat genct 14 392, 1996

Jordan T, Ebenezer N, Manner R, McGill 3 Familial glaucoma iridogoniodysplasia
maps 1o a region  implicated  in primary  congenital  glaucoma  and
indiogoniody s anomaly  Am 1 Hum Genet 61 8821997

Van Buskirk Glaucoma congénito primario en Glaucoma Doyma,
pp 90-93

Renzoni A, Mattei N, Lari 1. Fossi MC Comtaminants in the Environment. CRC
Press, Inc, 1993, pp 280

Guengerich PF - Cytochrome P450 enzymes American Scientist 81, 440-347, 1993,
Tang YM. Wao YYP, Steward ). Hawkins AL, Griftin CA| Sutter TR, Greenlee WF:
Isolation and characterization of the human cytochrome P450 CYPIBI gene. J Biol
Chem 271 28324-28330, 1996

Sutter TR, Tang YM. Haves CL. Wo YYP, Jabs EW, Li X, Yin ti, Cody CW,
Greenlee W Complete ¢DNA sequence of a human dioxin-inducible mRNA
identities a ness pene subfamily of evtochrome P450 that maps to chromosome 2. J
Biol Chem 269 13092-13099, 1994

Shugart 1R NMolecular Markers to Toxic Agents CRC Press Inc. 1996, pp.133-161.
Stacey E. Ryvan O, Stephenson WE - Transeripeional regulation of the human
CYPIR1 gen J Biol Chem 275 6770- 6776, 2000

Poulos T nzel BC, Howard AJ High-resolution crystal structure of” cytochronie
450 ) Aol Biol 195 687-700, 1987

Ravichandran KG. Boddupalli SS. Hassemann CA[ Peterson JA, Deisenhofer J:
Cryvstal structure of hemoprowin domain of P43S0OBNM-3, 4 protowvpe for microsomal
P150s Science 2061 731-736. 1993

Nelfson DR, Kamataki T, Waxman DI, Guengerich PP, Estabrook R\W, Feyereisen
R. Gonzalez FJ The P450 supertfamily update on new sequences, gene mapping.
accession number, carly trivial names of enzymes and nomenclature. DNA Cell
Biol 12 1-51.1693

Hasemann CA. Ravichandran KG. Peterson JA, Deisenhoter J° Crystal structure and
refinement of cviochrome P450terp at 2.3 A resolution. J Mol Biol 236: 1169-1185,
1093

Yamazaki S, Sato K. Suhara K. Sakaguchi, Michara K. Omura T: Importance of the
proline rich region tollowing signal-anchor sequence in the formation of” correct
conformation of microsomal cyvtochrome P430s. J Biochem 1i4: 652-657, 1993
Chen CD, Kemper B DitTerent structural requeriments at specitic proline rich
residue positions in the conserved proline-rich ‘region of eytochrome P4502C2. J
Biol Chem 271" 28607-2861 1. 1996 ’

Walker NJ. Gastel JA, Coswa LT, Clark GC, lLucier GW, Sutter TR: Expression
patrrons CYPIB1 Carcinogene: 1319-1327, 1995,

Shimada T, Haves Cl., Yam. . Amin S, Hecht S8, Guebgerich FP, Sunier TR:
Activation of chemically diverse procarcinogens by human cytochrome P450 131
Cancer Res S0 2979-2984, 19906

TEQIS CON
FALLA DE ORIGEN




L

46

47

A8

49

S0

. Stoilov I, Akarsu AN, Alozie I, Child A, Barsoum-Homsy M, Turacli ME, Or M,

Lewis RA, Ozdemir N, Brice G, Aktan SG, Chevrette L. Coca-Prados M, Sarfarazi
M: Sequence analysis and homology modeling suggest that primary congenital
glaucoma on 2 p2i results from mutations disrupting cither the hinge region or the
conserved core stuctures of” cytochrome P45S01IBI. Am J Hum Genet 62: §73- 584,
1098,

Hayes CI.. Spink DC. Cao JQ. Walker NJ y Sutter TR: 17-beta estradiol
hidroxilation catalized by human cytochrome P4S01B1. Proc Natl Acad Sci 93:
9776-9781, 1990

Murray Gl Taylor MC, McFadyen MC, McKay JA. Greentee WF, Burke MD y
Melvin WT Tumor-especitic expression of cytochrome 1’450 CYPIBI1. Cancer Res
57. 3026-3031, 1997

. McKay JAL Melvin WT, Ah-See AK, Ewen SW. Marcus CB v Murray Gi:

Expression of c¢ytochrome P430 CYPIB! in breast cancer. FEBS 374 270-272,

Hanna It Dawling S, Roodi N, Guengerich FP, Parl FF: Cytochrome P450 181
(CYPIBl) pharmacogenetics association  of  polymorphisms  with  functional
differences in estrogen hvdroxilation activity . Cancer Res 60: 3440-3444, 2000
Abul-t Y1, Cisek Pl Catechol estrogen adducts. J Stevoid Biochem 31: 107-
110, 1US8S

Dwivedy 1. Devanecsan PP Cremonesi P, Rogan B, Cavaliert E: Synthesis and
charactedzation of estrogen 2.3- and 3.4- guinones Comparison of DNA adducts
formed by the quinones
Chem Res Toxicol 5 828-8

s horseradish peroxidase-activated catechol estrogens.
31902

3000 0JJ, L SA L Estrogen carcinogenesis in Syvran hamster tissues' role of metabolism.

Fed Proc 46 ISS8-1863. 1987

Han X, Lichr JG. DNA single-strund breaks in kidneys of Syrian hamsters treat
with steroidal estrogens  hormone-induced  tree radical damage preceding renal
malignancy . Curcinogenesis 15 997-1000, 1994

Guengerich FP Oxidation-reduction properties of rat liver cytochromes P-450 and
NADPH-cyvtochrome P-130 reductase related to catalysis in reconstituted systems
Biochemistry 22 2811-2820, 1983

Bejjani BAL Lewis RA, Tomey KE, Anderson KL, Ducker DK, Jabak M, Aste WF,
Onterud I3, Leppert M. Lupski JR Mutations in CYPIBI, the gene for cytochrome
PS03, are the predominam cause of primary congenital glaucoma in Saudi
Arabia. Am J Hum Genet 62 325- 333, 1998

Bejjani BA  Stockton DW, Lewis RA, Tomey KF, Dueker DK, Jabak M, Astle WF,
Lupski JR' Multiple CYTP113] mutations and incomplete penetrance in a inbred
poputation segregating primary  congenital  glaucoma  supgest frequent de novo
events and a dominant modifier locus. Hum Molec Genet 9: 367.374, 2000.

Manin SN, Sutheriand J. Levin AV, Klose R, Priston M. Heon E: Molecular
characterisation of” congenital glaucoma in a consanguineous Canadian community:
a step towards preventin glaucoma related blindness. J Med Genet 370 422-427,
2000.

Kakiuchi T, Isashiki Y. Nakao K, Sonoda S, Kimura K, Ohba N: A novel truncating
mutation of cytochrome P4501131 (CYPIBI) gene in primary infantile glaucoma.

Am J Ophthalmol 128 370-372, 1999,
TES™ COH

FALLA DE ORIGEN




S0

51,

57

58

51

Kakiuchi-Matsumoto T, Isashiki Y, Ohba N. Kimura K, Unoki K: Cytochrome
P450 181 pene miations in Japanese patiems with primary congenital glaucoma.
Am J Ophthalmol 131 345-350, 2001

Mashima Y, Suzuki V. Sergeev V. Ohtake Y, Tanino T, Kimura I, Miyata H,
Aihara M, Tanihara H, Inatani M, Azuma N, Iwata 7, Araie N Novel cytochrome
P450IB1 (CYPIBI) gene mutations in Japanese Patients with primary congenital
wlaucoma. Invest Ophthaimol Vis Sci 42 2211-22106, 2001

Michels-Rautenstrauss KG. Mardin CY, Zenker M, Jordan N, Gusck-Schneider GC.
Rautenstrauss 13W  Primary congenital glaucoma: three case reports on novel
mutations and combinations of muitations in the CYPIB1 gene. J Glaucoma
10:354-357_ 2001

Panicker SG, Reddy AB. Mandal AK, Ahmed N. Nagarajaram HA_| Hasnain SE|
Balasubramanian D ldentification of novel mutations causing familial primary
congenital glaucoma in Indian pedigrees Invest Ophthalmol Vis Sci 43 1358-1366,
2002

Belmouden AL Nelki R, Hamdani M, Zaghloul K. Amraoui A, Garchon HI: A
novel frameshifl founder mutation in the cytochrome P450 1131 gene is associated
with primary congenital glaucoma in Morocco. Clin Genet 62 334-339, 2002

Soley GC. Bosse KA, Flikier P, Mardin CY, Michels-Rautenstrauss KG Primary
Congenital Glaucoma A novel single-nucleotide deletion and varying phenotypic
expression for the 1536-1555dup Mutation in the CYPIRI gene in 2 families of
different ethnic origin J Glaucoma 12 27-30, 2003.

- Vincent Al Billingsley G, Buys Y. Levin AV, Priston M, Trope G, Williams-Lyn

D Digenic inheritance of carly-onset glaucoma. VIR 7, a potencial modifier
gene. Am d FHum Genet 70 438-460, 2002

Vincent A, Billingsley G, Priston M, Williams DD, Sutherland J. Glaser T, Oliver £,
Watker MA. Heatheote Go Levin A, Hdéon E: Phenotypic hetrogeneity of CYPIBI:
mutations in a patient with Peter’s anomaly. J Med Genet 38 324-326, 2001

Bailey 1.R. Roodi N. Dupont WD, Parl FI' Association of cytachrome P450 1B1
{CYP1B1) polvimarphism with steroid receptor status in breast cancer. Cancer Res
58 S03R-3041, 1998

Aklillu E, Oscarson M. Hidestrand M. lLeidvik B Functional Analysis of six
diftferent polymorphic CYPIB1 enzyme variants found in an Ethiopian population
Mol Pharmacaol €1 586-593, 2002

Buflone GG and Darlington GJ Isolation off DNA from biological specimens
without extraction with phenotl. Clin Chem 31: 164-165, 1985,

Kemprer B and Grossbadem K Quick preparation of high molecular weight DNA
by freezing. TIG B 2, 1992

SambrooK J. Fridsh EF, Maniatis T. Molecular cloning 2a. Ed. Cold Spring Harvor
1989 Laboratory Press, pp 435-4

Beckman: Spectrophotometer. Operating Instructions, EUA, 1998, pp 9-7.

hup #/wsww nebinlm nih gov/entrez Nucleotide: Human diox-inducible cytochrome
PASO (CYPIBI) mRNA, complete cds

Nelson v Cox. Principios de Bioquimica LLenhinger, Omega, Espafa. 1993, pp. 140-
1341

Sarfurazi M. Stoilov i Molecular genctics of primary congenital giaucoma. Eye 14:
4232-428, 2000

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




	Portada
	Índice
	Resumen
	Antecedentes
	Plantamiento del Problema y Justificación
	Diseño del Estudio
	Pacientes  y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Anexo
	Bibliografía



