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Analisis genético- molecular de glaucoma primario
de angulo abierto en familias peruanas

GENETIC AND MOLECULAR ANALYSIS OF PRIMARY OPEN ANGLE GLAUCOMA IN PERUVIAN FAMILIES

RESUMEN
OBJETIVO

Caracterizar e identificar el componente genético del glau-
coma primario de angulo abierto (GPAA) en tres familias
peruanas con reiterada presencia de GPAA.

MATERIAL Y METODO

Es un estudio de casos familiares, con una muestra de tres
familias que representan un total de 39 individuos de los
cuales 25 afectados con diagnostico de GPAA. El criterio
diagndstico fue presion intraocular (PIO) > 22 mm Hg y/o
excavacion del disco optico mayor a 0.6, y que sea primario
o esencial. Se extrajo el ADN vy se hizo amplificacion de mi-
crosatélites por PCR, electroforesis en gel de poliacrilamida
y busqueda de mutaciones de miocilina (MYOC) y optineu-
rina (OPTN).

RESULTADOS

Las tres familias presentaron en ambos sexos segregacion
mendeliana de tipo autosémico dominante. Una familia
segrega con microsatélites de la region GLCI1B (cromoso-
ma 2cen-q13). Otra familia segrega con marcadores de la
region GLCIF en 7q35-36, y constituye el segundo caso
confirmatorio a nivel mundial para este locus. Por otro lado,
encontramos una nueva mutacién causal en el gen MYOC
(GLC1A) en una tercera familia. El producto es similar a la
mutacion més frecuente en caucésicos.

CONCLUSIONES

Hubo asociaciéon de GPAA con loci previamente descritos
por otros autores, en las regiones cromosémicas GLCIA,
GLCI1B y GLCIF, confirmandose heterogeneidad genética
de GPAA en el Pert. La mutacion Asn480Lys esta presente
en los miembros afectados de una familia estudiada y per-
miti6 el diagndstico presintomatico de un paciente, lo que
demostré la utilidad del estudio genético-molecular para

GPAA.
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PALABRAS CLAVE

Glaucoma de angulo abierto, Genética, Técnicas de Diag-
noéstico Molecular (Fuente: DeCS BIREME).
Glaucoma primario (palabra clave de la autora)

ABSTRACT
OBJECTIVE

To characterize and identify the genetic component of pri-
mary open angle glaucoma (POAQG) in three Peruvian fami-
lies where POAG affects several members.

MATERIAL AND METHODS

This is a family case study, with a sample of 39 people in
three families and 25 individuals diagnosed with POAG.
Diagnosis criteria were intraocular pressure (IOP) > 22 mm
Hg and/or excavated ocular disc values higher than 0.6, and
with primary glaucoma. DNA was extracted and microsate-
llites were amplified by PCR, polyacrylamidad gelectropho-
resis and searched for mutations in myocilin (MYOC) and
optineurin (OPTIN).

RESULTS

The three families showed an autosomal dominant inhe-
ritance pattern. One family segregates with microsatellites
of the GLC1B region (chromosome 2cen-q13). Another fa-
mily segregates with markers in region7q35-36 GL-
CI1F, constituting the second worldwide confirmatory case
for this locus. On the other hand, we found a new causative
mutation in the gene MYOC (GLC1A) in a third family. The
product is similar to the most common mutation in Cauca-
sians.

CONCLUSIONS
There was an association of POAG with loci previously

described by other authors, in the chromosomal regions

GLCI1A, GLCIB and GLCIF, confirming genetic hetero-

! Resumen de Tesis de Doctorado, III Concurso Nacional de Postgrado. ANR 2009.
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geneity of POAG in Peru. Mutation Asn480Lys is present
in the affected members of the studied family and allowed
the presyntomatic diagnosis of a patient, demonstrating the
usefulness of molecular genetic studies for POAG.

KEY WORDS
Glaucoma open-angle, Genetics, Molecular Diagnostic
Techniques (Source MeSH NLM y DeCS BIREME).

Primary glaucoma
INTRODUCCION

Dilucidada la secuencia completa del genoma humano, se
estudia ahora la estructura y funcion de los genes y sus pro-
ductos, ademas de ver los efectos que tienen sobre la salud
humana cuando estan alterados por una mutacién en algu-
na secuencia estructural o regulatoria. Hay mas de 5000 en-
tradas en OMIM (catdlogo en linea de herencia mendeliana
en el hombre) para enfermedades genéticas, y en muchas de
ellas todavia no se conoce el gen responsable.! Para ello, se
ponen en préctica estrategias para identificarlas, como por
ejemplo, basarse en el conocimiento de la proteina alterada
o usar el analisis de ligamiento genético mediante marcado-
res moleculares. ?

El término glaucoma incluye una neuropatia 6ptica en don-
de la degeneracion de las células ganglionares de la retina
lleva a la excavacidn caracteristica de la cabeza del nervio
optico (pérdida de fibras). 2 (Figura 1). Este dafio ocasiona la
reduccion del campo visual y la consiguiente ceguera, afec-
tando usualmente ambos ojos. Los criterios de diagndstico
varian, pero se ha establecido la definicion siguiente: au-
mento de la presion intraocular (PIO) mayor de 22mmHg,
“encopamiento” del nervio optico, anomalias del campo vi-
sual (perimetria), todos juntos o como hallazgo unico. ?

Se estima que, hasta un 50% de los pacientes no sabe que
tiene la enfermedad en el momento del diagndstico, la que
se vuelve sintomatica solamente cuando hay pérdida del
campo visual. La PIO elevada estd presente en aproximada-
mente la mitad de los sujetos estudiados, pero un diagnos-
tico basado solamente en este aspecto es impreciso, debido
a la sensibilidad de distintos aparatos para medir PIO, asi
como el momento y la periodicidad en que se evalta este y
otros parametros. >

La importancia del componente genético de GPAA, radica
en que familiares de pacientes tienen una alta probabilidad
de presentar la enfermedad. Asi por ejemplo, si un indivi-
duo esta afectado, existe una probabilidad de hasta 16%
de que algun familiar suyo también tenga la enfermedad,
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comparado con el 1-2% de estar afectado en la poblacion
general. ®

La investigacion de la genética molecular del glaucoma pri-
mario de dngulo abierto (GPAA) ha progresado considera-
blemente en la ultima década, desde que se encontro la pri-
mera region cromosomica ligada a la enfermedad en el brazo
largo del cromosoma 1 (GLC1A), en donde la estrategia del
gen candidato permitio la identificacion del gen de la mio-
cilina (MYOC) en 1q23-q25 8. Posteriormente, se hicieron
estudios en diversas familias y se encontraron también otras
regiones cromosomicas con genes implicados en la enferme-
dad, como el de optineurina (OPTN) en 10p15-14 y WDR36
en 5q21.3-5q22.1.°1°

Segtin el Comité de Nomenclatura de la Organizacion del
Genoma Humano (The Human Genome Organization/Ge-
nome Database), se designa “GLC” al simbolo general para
los loci de glaucoma primario. Los ntimeros “1”7, “2” y “3”
representan el tipo de glaucoma, de acuerdo al 4ngulo irido-
corneal: dngulo abierto, dngulo cerrado y glaucoma congé-
nito, respectivamente. Las letras indican el orden temporal
de identificacion, “A”, “B” y “F” indican el primer, segundo
y sexto gen mapeado para cada grupo. !

En el caso del glaucoma, y concretamente en GPAA, se ha
establecido heterogeneidad genética en el sentido de haber
varios genes para la misma enfermedad. Por ejemplo, en el
glaucoma juvenil, hay familias con claro ligamiento a la re-
gion GLCIA (cromosoma 1), mientras otras con fenotipo
clinicamente similar, estan mapeadas en otro cromosoma.
Asi, se reporta heterogeneidad para glaucoma y para hiper-
tension ocular (factor de riesgo para GPAA) en un estudio
en familias francesas con glaucoma juvenil y adulto, en don-
de las PIOs no diferfan significativamente, y encuentran
cuatro familias ligadas a GLC1A y tres no ligadas. ?

El término heterogeneidad genética se aplica cuando ma-
nifestaciones clinicamente distintas surgen a partir de muta-
ciones diferentes en el mismo gen (heterogeneidad aléli-
ca) ’. Existen diversas presentaciones clinicas para GPAA,
y conocer la mutacion responsable es importante porque
dependiendo de ésta, el glaucoma serda mas o menos severo
6, Asi, algunas mutaciones en miocilina estin asociadas a
glaucoma juvenil (ej. Tyr437His) con PIOs elevadas y otras
como GIn368STOP producen glaucoma adulto. Por ello, la
identificaciéon de mutaciones da la posibilidad de un pro-
nostico molecular y, ademas, puede ayudar a definir el trata-
miento . Asi, por ejemplo, la mutacién Pro370Leu muestra
un fenotipo muy severo y de alta penetrancia, en donde la
medicacion dada es esencialmente ineficaz, por lo que se
requiere de cirugia de filtracion para controlar el curso de la
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enfermedad. En estos casos, se recomienda que estos pacien-
tes sean revisados continuamente a fin de prevenir el dafo
al nervio optico. Igualmente, los pacientes con mutacion
Glu50Lys del gen OPTN, tienen glaucoma mds severo que
otros pacientes con glaucoma de presiones normales con
otras mutaciones de OPTN .

La contribucion de la epidemiologia, que estudia la distri-
bucién y determinantes de enfermedades en la poblacion,
demuestra que éstas no se dan al azar y tienen frecuencias
variables en diferentes grupos. A pesar de su etiologia com-
pleja, y la dificultad de diagndstico, se han identificado gru-
pos con mayor prevalencia de glaucoma. Para poblacion
caucasica, el rango va entre 0.28% a 2% ' y en poblacion
de origen africano, es hasta 8% 017 181920 A esto se afiade
el hecho de que existe GPAA de PIOs normales y en Japon
por ejemplo, el 78% de los casos de GPAA son de presiones
normales (menor de 22 mmHg) .

Se han reportado diversos factores de riesgo para GPAA que
incluyen la edad, el grupo étnico, factores vasculares, mio-
pia, diabetes, historia familiar. 182122

Para el estudio realizado, se utilizaron dos estrategias: marca-
dores microsatélites y deteccion de mutaciones en MYOC y
OPTN. Los microsatélites son secuencias de ADN repetidas
en tdndem, que se encuentran en todas las regiones cromo-
sémicas y son usadas para estudios de ligacion genética y
mapeo de genes. P’ La cosegregacion de un alelo de un mar-
cador especifico con la enfermedad en una familia, sugiere
ligacion fisica entre el gen y el marcador, por lo tanto, ellos
estarian siendo transmitidos como “un solo paquete” a tra-
vés de las generaciones. ¥

El GPAA es el tipo mas comun de glaucoma en el mundo y
posee un componente genético variable. ?* El analisis com-
parativo entre diferentes pacientes/familias va delineando
algunas diferencias fenotipicas, de diagndstico, prondstico y
tratamiento, de acuerdo al locus involucrado y de acuerdo
a las mutaciones, cuando son conocidas. Una caracteristica
del GPAA es el ser asintomdtico y progresivo, hasta que oca-
siona la pérdida irreversible de la vision, pero felizmente en
una fase inicial ésta puede ser controlada, segtin sea el caso,
por gotas topicas o cirugia. # %

Por su elevada frecuencia en la poblacion, GPAA est4 siendo
intensamente estudiado a nivel molecular en el hemisferio
norte, en diversas poblaciones de paises desarrollados. 202
En nuestro medio, no se realizan estudios moleculares de-
bido a la poca informacion que el clinico tiene respecto al
origen genético de la enfermedad y de los beneficios obteni-
dos con unl diagnostico precoz, lo que deriva en mejor, pro-
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nostico y tratamiento efectivo, no solo para el paciente, sino
también para su familia. A excepcion de algunos esfuerzos
aislados %, no existen estudios de prevalencia de GPAA en
Peru, ni existen datos sobre el impacto social y econdmico
que la enfermedad tiene sobre los afectados y sus familias.

La posibilidad de diagndstico usando una herramienta
como la biologia molecular, constituye un avance importan-
te para los pacientes y sus familiares, pues éstos pueden ser
examinados para saber si tienen una mutacién causal sin es-
perar a que presenten pérdida del campo visual para recién
ser tratados.

El objetivo general del presente estudio fue caracterizar e
identificar el componente genético del glaucoma primario
de angulo abierto en tres familias peruanas, donde la alta
concentracion de la enfermedad sugiere causalidad genéti-
ca. Los objetivos especificos fueron determinar el locus res-
ponsable de glaucoma primario de angulo abierto en cada
familia estudiada, e implementar un tamizaje de mutaciones

causales en los genes MYOC y OPTN.

El presente estudio brindé ayuda al médico para el trata-
miento, orientd al paciente y su familia sobre la posibilidad
de haber heredado una mutacion y, sobre todo, dar inicio
a los exdmenes oftalmologicos periddicos, antes de que la
enfermedad se manifieste como una pérdida de vision.

MATERIAL Y METODO

Tipo de estudio, poblacion y muestra: Corresponde a un disefio
de estudio de casos familiares. La muestra estuvo constituida
por tres familias (39 individuos en total) con 25 individuos
afectados (9 en la primera familia, 8 en la segunda familia
y 8 en la tercera familia) por GPAA. Los probandos fueron
clinicamente examinados por el Dr. R. PérezGrossmann,
oftalmologo especialista en glaucoma. Se determiné la pre-
sencia y el tipo de glaucoma, ademds de monitorear sus pre-
siones intraoculares, dafio al nervio 6ptico, campo visual
entre otros caracteres clinicos. El criterio diagndstico corres-
pondié a PIO mayor de 22 mm Hg y/0 excavacion del disco
optico mayor a 0.6 y que fuera primario o esencial, es decir
que no fuera causado por otras enfermedades.

El reclutamiento de las familias se inicié con entrevistas a
probandos, que refieren casos similares en la familia; luego
se convoco a parientes afectados y sanos, para realizar un
diagnostico  clinico. Adicionalmente, ellos recibieron
examenes oftalmologicos periodicos (cada 6 meses o
anuales) para monitorear el curso de la enfermedad o
detectar si ésta apareciera en los familiares no afectados. Esto
permitié definir, clinicamente, cada uno de los individuos



del heredograma para poder realizar un andlisis genético y
molecular adecuado.

Criterios de inclusién: 1) Personas afectadas con GPAA, diag-
nosticadas luego de evaluacion clinica y oftalmologica, 2) Fa-
miliares sanos y afectados de primer, segundo o tercer grado
de consanguinidad, que deseen participar voluntariamente
en el estudio y 3) Consentimiento informado aprobado por
el Comité de Etica de la Facultad de Medicina Humana de
la USMP, debidamente leido y explicado con la firma co-
rrespondiente.

Criterios de exclusién: 1) Aquellos casos aislados (esporadicos)
de glaucoma de diversos tipos, que no reportan familiares
afectados, 2) Individuos con diagndstico de glaucoma secun-
dario y 3) Pacientes que no desean participar en el estudio.

Extracciéon de ADN y amplificacion de microsatélites por PCR: Las
muestras de ADN se obtuvieron a partir de 3-5ml de sangre
periférica y comprendid el uso de tubos al vacio con EDTA,
siguiendo protocolos ya establecidos en nuestro laboratorio.
La amplificacion de microsatélites para cada familia se rea-
lizo usando el criterio de andlisis de tres microsatélites (dos
distales y uno central), cercanos a la regién cromosdmica
estudiada en los cromosomas 1 (GLC1A), 2 (GLCIB), 3
(GLCI1C), 8(GLCI1D), 10(GLCI1E) y 7 (GLCIF). Estos mi-
crosatélites fueron obtenidos a partir del GDB (13, 28).

Geles de poliacrilamida, corrida electroforética y visualizacion de
productos: Las muestras de cada marcador microsatélite am-
plificadas por PCR, fueron corridas en geles de poliacrila-
mida al 6% por tiempos variables, segiin el tamafo del seg-
mento amplificado y son tefidos con nitrato de plata para
el analisis y registro de alelos de cada secuencia microsatélite
estudiada. El detalle de la metodologia de corrida, tincion y
lectura de alelos se baso en trabajos previos (29,30).

Lectura de alelos obtenidos: La lectura permitio determinar si
habia cosegregacion de algin alelo de los marcadores usa-
dos con el glaucoma en los afectados. Generalmente, eva-
luamos tres marcadores por cada regién cromosdmica. Si
se obtuvo un resultado en donde hubiera cosegregacion, se
ampli6 el numero de marcadores, para ver si en alguno de
los casos hubiera una recombinacion presente, lo que acor-
taria la region critica. Si los resultados indicaron recombina-
cion del marcador con la enfermedad para tres marcadores
analizados de una regién cromosdmica particular, pasamos a
buscar cosegregacion con marcadores de las otras regiones.

Deteccién indirecta de mutaciones via CSGE: La técnica CSGE
detecta mutaciones puntuales sin necesidad de tener la lo-
gistica necesaria para la secuenciacion directa. Las reaccio-
nes de PCR que se corren en geles de acrilamida, permiten
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el tamizaje de exones de MYOC y OPTN en uno o dos pa-
cientes afectados de cada familia, para luego secuenciarlos
si se observa alguna alteracion en la corrida. Seguimos el
procedimiento de otros autores *** adaptandolo a nuestras
condiciones de laboratorio.

Buisqueda de mutaciones en MYOC y OPTN: Se realizé el andli-
sis de mutaciones y polimorfismos asociados a dos de los ge-
nes conocidos para GPAA, mediante las estrategias CSGE
y analisis de secuenciacion directa de exones. El analisis di-
recto de secuencias de exones de MYOC y OPTN, detecta si
hay segmentos o cambios nucleotidicos de una base que al-
teran la secuencia normal, y que pueden ser responsables de
las alteraciones en las proteinas ocasionando la enfermedad.
Los productos de PCR de los exones de MYOC (3 exones)
y OPTN (13 exones) fueron amplificados, siguiendo para-
metros establecidos previamente en condiciones de nuestro
laboratorio®.

Andlisis de las muestras con marcadores microsatélites y por se-
cuenciamiento: Las muestras de las familias en estudio, se
analizaron de forma cualitativa, observando la segregacion
de alelos para cada grupo de marcadores microsatélites y,
ademas, los resultados pasaron por una prueba de ligamien-
to con el Programa easyLINKAGE Plus v3, » para darle una
interpretacion estadistica a los resultados de las tres familias
estudiadas.

También se corrieron muestras en CSGE de todos los exones
de miocilina y optineurina, y se revisaron los cromatogramas
de la secuenciacion directa de exones de ambos genes.

RESULTADOS

Datos clinicos de las familias estudiadas y heredogramas: Las tres
familias con GPAA tuvieron segregacion mendeliana de tipo auto-
sémico dominante, afectando a ambos sexos en tres generaciones.
Familias estudiadas: La familia 004 (D) comprendia tres ge-
neraciones con nueve individuos afectados por GPAA. La
enfermedad tuvo una edad de inicio variable, con casos de
glaucoma adulto y juvenil (17 afios), y constituye un caso
tipico de glaucoma mixto. La familia 005 (E) tuvo también
una edad de inicio variable, con afectados en todas las ge-
neraciones. La familia 007 (G), provenia de una zona rural
de los Andes y presentaba glaucoma juvenil, con individuos
afectados en dos generaciones y antecedentes de ceguera en
generaciones anteriores (Figuras 2, 3 y 4).

Amplificacién de marcadores microsatélites de las regiones cromoso-
micas en estudio y corrida de geles: La amplificacion de marca-
dores microsatélites de las diferentes regiones con loci para
GPAA, se realizd con la técnica de PCR, con condiciones
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especificas para cada marcador. Después de cada amplifica-
cion, se corrieron geles de agarosa al 1%, para verificar la
idoneidad de los productos obtenidos antes de someterlos a
corridas electroforéticas en geles de acrilamida y se visualiza
luego de tincion con bromuro de etidio.

Andlisis genético y molecular de las familias del estudio: Las co-
rridas electroforéticas en acrilamida 6%, con marcadores
microsatélites de las regiones cromosdmicas estudiadas, se
revisaron y se hizo el andlisis de ligamiento con el progra-
ma easyLINKAGE Plus v3, usando una penetrancia de
80% en el modelo y asumiendo una herencia de tipo do-
minante. Los datos obtenidos muestran ligamiento a 3 re-
giones distintas en las tres familias estudiadas. Sin embar-
go, el analisis se ve limitado por el nimero de generaciones
de cada familia y al nimero de individuos estudiados. Un
ejemplo del estudio de microsatélites de las 6 regiones se

ve en la Tabla N° 1.

Familia D: Se encontré ligamiento con los marcadores
D7S24442, D7S642, D7S483 de la region GLCIF (Figura
5). Los LODs obtenidos estdn entre 0.3 y 1.16 para los mar-
cadores de esa region.

En el analisis por secuenciamiento directo de los genes
MYOC y OPTN, en algunos miembros de la familia D, no
se observaron cambios en los exones de MYOC. En OPTN
se observaron cambios en regiones intrénicas 5, 6y 7 (dele-
ciones y cambios de nucleotidos), que se reportaron como
hallazgos y cuyo aporte al fenotipo es desconocido.

Ademas, en el exon 4 del paciente 046, se observa un cam-
bio sinonimo T34T, que ha sido reportado previamente en
otras poblaciones, y que fue detectado como un cambio con-
formacional en corridas de CSGE (Figura 6).

Familia E: En esta familia se encontro ligamiento a GLC1B
(cromosoma 2), y constituye el tercer caso de ligamiento a la
mencionada regién de GPAA en el mundo (34). Encontra-
mos un recombinante sano (un individuo de 45 afos) con
un haplotipo parcialmente similar al de los afectados en la
region entre los marcadores D2S2161 y D2S417 y que nos
permitia acortar la region critica. El individuo en mencion,
resulto afectado en un andlisis clinico posterior (2004), lo
que cambid la busqueda del gen en GLC1B entre D2S2161
y D2S417 como se penso inicialmente, a D2SQ12 hasta
D2S1897. (Figura 7).

En el analisis se obtuvo un LOD de 2.09, con el marcador

D2S2264 y los otros marcadores de la region dan valores
mayores a 1.
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Asimismo, en el analisis de secuencias de los genes MYOC
y OPTN para algunos miembros de esta familia, se encon-
traron algunos cambios, como el polimorfismo Arg76Lys
en el exdon 1 de MYOC en la paciente 086. Este polimorfis-
mo se habia detectado previamente en CSGE como un pa-
tron alterado de bandas, y también fue estudiado en varios
miembros de la familia E, y se observo en individuos sanos
y afectados. Ademas, se reportd deleciones en el intron 5
(del T en +30) asi como cambios en el intrén 7 (cambio
G/A en +24y C/T en -5) del gen de OPTN en los pacien-
tes 085 y 086.

Familia G: El anélisis de segregacion de marcadores micro-
satélites mostrd una asociacion de marcadores del cromo-
soma 1 (locus GLC1A) con el glaucoma en los afectados.
Los otros marcadores de las demas regiones cromosdmicas
presentaron recombinaciones. Los LODs consistentemente
mas altos, fueron para los marcadores de la region GLC1A

(ej. D1S1589 con 0.7).

Las muestras de esta familia, analizadas mediante la técnica
CSGE, mostraron un patrén de bandas con migracion dife-
rencial en individuos de la familia G en relacion a controles,
lo que evidenciaba un polimorfismo o una mutacion.

El hallazgo de una mutacién fue corroborado posteriormen-
te por secuenciacion directa del exén 3 del gen MYOC en
GLCIA. Esta corresponde a la mutacion N480K, respon-
sable del glaucoma que les afecta. En los otros exones de

MYOC o en los de OPTN no se observaron cambios (30).

Tabla 1.
Relacién de marcadores microsatélites analizados en la
familia.

Cromosoma | Cromosoma | Cromosoma | Cromosoma | Cromosoma | Cromosoma
1 2 3 7 8 10
D151625 | D2S2161 |D3S1664 |D75505 D851830 | D10S1729
Recombina | Recombina | Recombina | Recombina | Recombina | Cosegrega
D151158 | D252264 | D3S1535 |D7S2442 |D8S1122 |D10S179

Recombina | Recombina | Recombina | Cosegrega | Recombina | Re
combina
D1S397 D2S135 D3S1744 | D75642 D851471 D10S189
Cosegrega | Recombina | Recombina | Cosegrega | Recombina | Recombina
D1S1165 | D251897 D752439 | D85592 D1051779
Cosegrega | Recombina Recombina | Recombina | Recombina
D1S370 D75483 D10S2325
Recombina Cosegrega Recombina
D10S1216
Recombina
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Figura 1.

Imagenes que muestran cabeza del nervio ¢ptico normal (lado izquierdo) y afectado (lado derecho), con una excavacion profunda del nervio. Fotos
cortesia del doctor R. Pérez-Grossmann.

Figura 2.
Heredograma de la familia 004 (D).
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Figura 3.
Heredograma de la familia 005 (E).
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Figura 4.
Heredograma de la familia 007 (G).

|
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Figura 5.

64 46 33 39 32
2

D75505  2-2 32 4-2 3-2 -2
D752442  1-2 1- 2 1-2 3-2
D75642  2-2 2-2 2-2 2-2 2-2
D752439  3-5 - 1-3 3-5 3-5
D75483  1-4 4-4 1-41 4-4 1-4

28 l? 47 34 65

L] O

D75505 3-4 2-2 3.4 3.4
D752442  4-2 2-2 3-2 1-2 1-
D75642 1- 2 2-2 1-2 2-2| 2-2|
D752439  1-5 2-3 5.5 1-3 .-
D75483 2-4 1-4 .- 4-4 4-4

30 29

D7S505 4-2 3-4
D752442 3-2 3-4
D75642 2-2 1-2
D752439 2-5 1-3
D75483 4-4 2-4

Cromosoma 7: Haplotipo mas probable, explica la herencia de GPAA en esta familia es (2-2-2-5-4). Se postula una recombinacién en el individuo 33 entre
D7S642 y D7S2439 y en el individuo 34 una recombinacion entre D7S505 y D7S2442.

Esta hipotesis recortaria la region critica en 2.6 cM del 5.3 ¢M reportado previamente *°.
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Figura 6.
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Secuencia parcial del exén 4 de OPTN en el paciente 046 (familia D) Polimorfismo Thr34Thr (cambio sinénimo de codén). El cambio es G/A (ACA)
(ACQ).

Figura 7.
D2S2161
D2S2161
D2S417
D2S417
D2S2264
D25Q12
D2S373
Individuo Pac 087 afectado Pac 089 sano Pac 089 afectado D252264
D25135 Sano
(afio 2002) (afio 2004)

Individuo Recombinante

D2S373
Determinacion de la region critica de GLC1B por diagnostico clinico del individuo recombinante (089) y la adicion del marcador D2QQ12. La direccion
de la flecha negra indica la region donde se encuentra el gen responsable de GPAA.
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DISCUSION

El glaucoma que afecta a las familias peruanas estudiadas,
estd ocasionado por mutaciones en genes, que se encuen-
tran en diversas regiones cromosomicas.

La determinacion clinica de los pacientes que se llevo a cabo
con diversos examenes oftalmoldgicos y la elaboracion del
heredograma permiti¢ seguir el analisis de segregacion de
los marcadores microsatélites usados en el estudio. El diag-
nostico clinico adecuado es imprescindible, porque cons-
tituye la base del estudio genético-molecular y un error o
ambigiiedad puede crear una falsa recombinacion genética.
Ademas, es necesario hacer un seguimiento, porque aque-
llos individuos que aparecen como no afectados en la eva-
luacion inicial pueden estar afectados en exdmenes posterio-
res, lo que modifica el anilisis de segregacion de marcadores
moleculares en las familias.

Familia D: Se encontré ligamiento al locus GLC1F en 7g35-
q36. La asociacion de marcadores se vio dificultada por lo
poco informativos que son estos marcadores dinucleotidos
en la familia. Se determin¢ ligamiento con los marcadores
microsatélites dinucledtidos D7S2442, D7S642 y D7S483 y
una recombinacién con el marcador D7S2439.% Esta fami-
lia constituye el segundo reporte de GPAA en GLC1F a nivel
mundial, con un LOD de 1.167 en el marcador D7S2439.

La construccion de haplotipos nos permitio visualizar los
eventos de segregacion y recombinacion genética. El haplo-
tipo generado con los marcadores dentro del locus GLC1F
mostrd la recombinacion en los individuos 033 y su hijo afec-
tado 034, dentro de la region critica de 5.3 cM reportada
previamente *°, lo que refinaria la region critica a 2.6 cM.

Andlisis de secuencia para MYOC y OPTN mediante CSGE

y secuenciacion directa, no mostraron variantes causales de
GPAA en estos genes.

Familia E: La segregacion de marcadores microsatélites per-
mitié determinar ligamiento a la region GLCI1B en 2cen-
q13. Este es el tercer caso de glaucoma en GLC1B, ** después
del de familias inglesas y canadienses. *”*® En el anilisis de
segregacion de microsatélites se encontré un recombinante
que no habria heredado del padre la region cromosdmica
afectada, lo que nos permitio refinar la region GLCIB.
Nuestra hipotesis es que el gen causal estd en GLC1B por
el LOD mas alto, pero principalmente por la edad de inicio
del abuelo, sin descartar la presencia de otros genes modula-
dores en otros cromosomas.

En el anilisis de secuencias para MYOC y OPTN se encontrd
un polimorfismo Arg76Lys (cambio AGA a AAA) en el exén
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1 de MYOC en la abuela (afectada a los 74 afos) y algunos
hijos y nietos de esta familia (afectados y sanos). Este poli-
morfismo ha sido reportado en estudios poblacionales y se le
considera una variante normal. 2 El analisis de segregacion
en esta familia mostrd que todos los afectados que ademads
tienen la variante Arg76Lys tienen una enfermedad severa.

Se especula que esta mutaciéon podria jugar un rol modu-
lador en el curso y la severidad de la enfermedad, con un
efecto modificador del fenotipo, pues se han descrito otros
polimorfismos asociados a glaucoma primario de angulo
abierto, como es el caso del polimorfismo Arg72Pro del
gen p53, que estd presente en los casos de GPAA en mayor
proporciéon que en los controles. Ademas, serfa interesante
evaluar el polimorfismo no sélo en individuos sino también
en familias, con el fin de evaluar el probable rol del mismo
en la enfermedad. 234

Familia G: Los pacientes evaluados presentaban un glaucoma
severo, que habia llevado a la ceguera en varios miembros de
la familia. La segregacion de marcadores microsatélites de
las seis regiones mostrd ligamiento a GLC1A (LOD 0.7) y re-
combinacién en las otras regiones estudiadas. El analisis de
secuencia en MYOC o en OPTN, mostré una mutacién en el
exoén 3 de miocilina, pero ningtin otro cambio adicional.

La mutacion presente en esta familia, es similar a la mas
frecuente, reportada en poblaciones de Europa (Francia y
Holanda), con la diferencia de que el mismo aminoacido
cambiado se debe, en el caso de nuestra familia, a un nucles-

tido distinto(C/G).*°

La recurrencia de esta mutacion es una pregunta pendiente,
pudiendo especularse si podria tener alguna ventaja selecti-
va como se ha observado para otros genes.

Ademas, se pudo realizar el diagndstico presintomatico con
la técnica CSGE vy posterior andlisis de mutaciones del gen

MYOC. ¢

Debemos enfatizar la importancia de los estudios a nivel ge-
nético- molecular en el caso del glaucoma, puesla enferme-
dad detectada a tiempo puede ser controlada. Si se conoce
la mutacion causal, el paciente y sus familiares pueden reci-
bir tratamiento y examenes oftalmoldgicos mas frecuentes.
Esto es especialmente importante en los casos de glaucoma
juvenil, donde el diagndstico molecular precoz es de gran
importancia.

Dependiendo de la mutacion causal, el curso de la enfer-
medad serd mds o menos severo. Asi por ejemplo, se sabe
que la mutacion causal Pro370Leu de miocilina, provoca
un glaucoma severo de inicio juvenil, que requiere cirugia



para controlarlo, mientras que la mutacion Phe369Leu es
de inicio adulto (mayor a 50 afios), y la presiéon intraocular
puede controlarse con medicamentos, por lo que es una for-
ma leve de glaucoma de inicio tardio. %

Los factores genéticos y ambientales pueden modificar la
expresion de una mutacidon en el desarrollo de la enferme-
dad, y en ese sentido nuestra poblacién brinda un acervo
genético poco estudiado. Este trabajo es un aporte al cono-
cimiento de la genética del glaucoma, en una muestra de la
poblacién peruana.

CONCLUSIONES

Se encontré una asociacion de glaucoma con loci previa-
mente descritos por otros autores, que corresponden a las
regiones cromosomicas GLC1A, GLC1B y GLCI1F, lo que
confirma heterogeneidad genética de GPAA en el Peru. La
mutacion Asn480Lys esta presente en los miembros afecta-
dos de una familia estudiada y permitio el diagndstico pre-
sintomadtico de un paciente, lo que demuestra la utilidad del
estudio genético-molecular para GPAA.
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