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Estudio genético-molecular de glaucoma
primario de angulo abierto en una familia peruana
sugiere nuevo locus para glaucoma

Maria Luisa Guevara Fujita', Rodolfo Pérez Grossmann?, Carlos Murga Zamalloa’, Wilder Castillo Herrera' y Ricardo Fujita'

RESUMEN

La contribucién de la genética molecular al estudio de en-
fermedades hereditarias es innegable. Existen numerosos
reportes de genes responsables de enfermedades heredita-
rias que facilitan el diagnéstico, prondstico y también la
posibilidad de terapias cuando se conoce el defecto mole-
cular involucrado. Ademés, hay cientos de enfermedades
en donde la identificacion del defecto molecular esta cer-
ca porque se han localizado regiones cromosdmicas espe-
cificas en donde se sabe, residen genes responsables de es-
tas enfermedades. Una estrategia es precisamente, refinar
paulatinamente estd ubicacién a fin de caracterizar el de-
fecto molecular, todo ello con miras a establecer posibles
tratamientos. El glaucoma primario de 4ngulo abierto
(GPAA) es una enfermedad hereditaria que puede llevar
a la ceguera si no hay un diagnéstico temprano y trata-
miento. Hasta ahora, se conocen seis genes que son res-
ponsables de la enfermedad y nuestro grupo esté trabajan-
do en la caracterizacién genético-molecular de GPAA en
familias peruanas usando marcadores microsatélites a fin
de caracrerizar su asociacién con los seis grupos de marca-
dores. Reportamos el hallazgo de una familia peruana
afectada con GPAA que no segrega con ninguno de los
marcadores microsatélites de las diferentes regiones cro-
mosémicas que se sabe estdn asociadas con la enferme-
dad. Esto apunta a la existencia de un nuevo locus res-
ponsable del GPAA en esta familia.

Palabras claves: glaucoma primario de dngulo abierto
(GPAA), marcadores microsatélites, ligamiento genético,
diagndstico molecular.

ABSTRACT

Molecular genetic studies are increasingly important for
the study of hereditary diseases and its contribution is well
known. There are several hundred reports of genes res-
ponsible of genetic diseases that help in diagnosis, progno-

sis and possible treatment when the molecular defect is
known. Primary open-angle glaucoma (POAG) is a here-
ditary disease that can lead to blindness if untreated. The-
re are six known loci that can cause it and our group is
working on the characterization of Peruvian families using
microsatellite markers located on regions known to har-
bor glaucoma genes. We found a Peruvian family that do-
es not segregate with any of the markers located near
known glaucoma loci. This would account for a new locus
responsible for the disease in this family.

Keys words: primary open-angle glaucoma (POAG), mi-
crosatellites, genetic linkage, molecular diagnosis

INTRODUCCION

El glaucoma es una enfermedad progresiva, indolora, que
puede llevar a la ceguera si no se detecta y trata a tiempo.
Se sabe que es la segunda causa de ceguera en los Estados
Unidos entre la poblacién afroamericana y la tercera en-
tre la poblacién caucasica. Una de las formas més frecuen-
tes es el glaucoma primario de dngulo abierto (GPAA)
que se desarrolla a partir de los 40-50 afios*. Datos en el
Perti indican que es la segunda causa de ceguera en nues-
tra poblacién vy en campafas realizadas para despistaje de
glaucoma se observa hasta un 7% de casos de glaucoma
en la poblacién estudiada (Rodolfo Pérez-Grossman ob-
servaciones no publicadas). Esta preponderancia nos indi-
ca la importancia del diagnéstico de glaucoma y la difu-
sién que se debe dar para que la enfermedad no progrese
a ceguera parcial o total en nuestra poblacién.

La enfermedad es causada por una neuropatia éptica que
produce la muerte de los axones provenientes de las cé-
lulas ganglionares de la retina!. La mayoria de glaucomas
se presenta con presiones oculares elevadas, de curso
lento, indoloro y ne se acude a consulta si no cuando co-
mienza la pérdida de la visién periférica, evidencia de
dafio irreversible al nervio éptico?. Ademds se conocen
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casos de glaucoma de presiones normales, que son res-
ponsables, en algunas poblaciones, de 3.6% de los casos
de GPAA, como se indica en el estudio Tajimi, realizado
en Japons. El tratamiento para la enfermedad consiste en
la administracién de medicamentos con la idea de redu-
cir la presién intraocular y si no hay respuesta al trata-
miento, se puede recurrir a la cirugfa para facilitar el dre-
naje del humor acuoso que causa el incremento de la
presién ocular. La prevalencia del glaucoma en el dmbito
mundial es de 1% sin embargo, cuando un individuo es-
t4 afectado, el riesgo de que otro individuo de su familia
desarrolle glaucoma, aumenta de 4-16%!!1,

Se han reportado diferentes tipos de herencia para esta
enfermedad y hasta ahora hay seis regiones cromosémicas
que albergan genes para glaucoma primario de 4ngulo
abierto, las cuales se denominan sucesivamente desde
GLCIA hasta GLCIE Dos genes correspondientes a los
loci GLCIA y GLCIE ya han sido identificados. El prime-
ro de ellos es el gen GLC1A que es responsable de glau-
coma juvenil y adulto y fue ubicado en 1q24.3 por anili-
sis de ligamiento!311.14 y cuyo nombre es TIGR (por sus si-
glas en inglés Trabecular Meshwork linducible Glucocor-
ticosteroid Response) que codifica para una proteina de
501 aminodcidos y que es responsable de 3-5% de los ca-
sos de POAG!2. Otro gen es el de la optineurina (OPTN)
que se ubica en 10p14-15 y cuya proteina est4 compuesta
de 577 aminoécidos. La protefna parece jugar un rol neu-
roprotector en el ojo y el nervio éptico y cuando estd mu-
tada, ocasiona la neuropatia tipica del glaucoma. Esta al-
teracién se presenta en 16% de los casos de glaucoma de
presiones normales!0,

Una forma de estudiar la causa de una enfermedad heredi-
taria es mediante estudios de ligacién genética (linkage) que
se basa en la asociacién de marcadores moleculares a una
enfermedad o caricter dentro de una misma regién cromo-
sémica. Cuanto mds cerca estén, la posibilidad de que se se-
paren es menor y por lo tanto, se heredan o cosegregan co-
mo un mismo bloque o segmento cromosémico. Si estos
marcadores estan en distintos cromosomas o lejos en el mis-
mo cromosoma, segregan al azar (recombinacién)s. Por me-
dio del andlisis de linkage, se trata de localizar una enferme-
dad asocidndola por cosegregacién a marcadores microsaté-
lites que se reparten en todo el genoma. De esta manera se
ha logrado determinar, para el caso del glaucoma primario
de dngulo abierto, que existen seis regiones cromosémicas
que albergan genes de glaucoma. Si se nota que una perso-
na afectada hereda esa regién de sus ancestros afectados, se
puede asumir que recibird el gen mutado, y por ende tiene
altisimas probabilidades de desarrollar la enfermedad. Asf, el
linkage puede predecir qué individuos portan la mutacién
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antes de manifestar la enfermedads. Mediante este tipo de
andlisis, nuestro grupo estd estudiando varias familias afec-
tadas y queremos caracterizar con qué regién cromosdmica
conocida por tener genes de glaucoma estén segregando. En
este trabajo describimos una familia de tres generaciones
con GPAA | provenientes de Pachacamac y su asociacién de
ligacién genética con los marcadores que representan los 6
loci conocidos para esta enfermedad.

MATERIAL Y METODOS

Hallazgos clinicos

Reportamos una familia peruana afectada con glaucoma
primario de dngulo abierto (GPAA) con presiones intrao-
culares elevadas y con resultados variables en respuesta al
tratamiento. Los individuos afectados de la primera gene-
racion tienen presiones intraoculares (PIO) elevadas a pe-
sar del tratamiento y en algunos se ha procedido a cirugia
debido a que no responden al tratamiento de gotas t6pi-
cas indicado. En la segunda generacién hay dos individuos
afectados con PIO en el limite superior y evidencia de ex-
cavacién del nervio 6ptico superior a 0.6. Un individuo de
la tercera generacién también presenta PIO elevada y da-
fio al nervio Gptico por lo que se le prescribié gotas y che-
queos periddicos a fin de monitorear la evolucién de la
enfermedad. Los exdmenes realizados comprenden medi-
da de la presion intraocular, excavacién del nervio ptico
y en algunos casos campo visual. El heredograma indica
una herencia de tipo autosémico dominante con indivi-
duos afectados en tres generaciones, los niimeros corres-
ponden a la identificacién de individuos-familias en el re-
gistro de nuestro laboratorio (ver Fig. 1).

Andlisis molecular

Extraccién de DNA

Los individuos del estudio firmaron un consentimiento in-
formado y se les tomé 3-5 ml de sangre venosa en tubos con
EDTA (anticoagulante} para el anélisis molecular. Las
muestras son refrigeradas y la extraccién del DNA se reali-
za brevemente de la siguiente manera. Lavados sucesivos
de las células en solucién hipoténica TE 20:5, lisis de nii-
cleos con sarkosyl y adicién de proteinasa K para luego pre-
cipitar la muestra y aislar la medusa de DNA. Este DNA es
transferido a tubos eppendorf y resuspendido en buffer TE
10:1 a una concentracién aproximada de 200 ng/ulz.

El DNA obtenido de cada individuo es codificado y guar-
dado a 4°C en condiciones de confidencialidad.

Andlisis de segregacién de marcadores polimérficos de re-
glones conocidas para GPAA.

El anilisis de ligamiento se hace con marcadores gené-
ticos de diferentes regiones cromosémicas. Con ellos, se
hacen reacciones de amplificacién PCR (reaccién en
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HEREDOGRAMA DE LA FAMILIA CON GPAA DE NUESTRO ESTUDIO
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Figura 1: Heredograma de la familia de Pachacamac

cadena de la polimerasa). El programa de amplificacién
se hace en un termociclador Amplitron II (Thermolyne)
bajo las condiciones siguientes: denaturacion a 34°C por
5 minutos, 94°C por 30seg, 53-62°C por 30 seg y 72°C
por 20 seg con 30-35 ciclos de amplificacion. Luego si-
gue una extensién final de 10 min a 72°C. Los productos
obtenidos luego del protocolo de amplificacién se corren
en geles de agarosa al 1% y después en geles denaturan-
tes de acrilamida al 6% para ser separados y luego tefii-
dos usando tincién de plata.

Con los marcadores microsatélites usados se determind si
habia ligacién genética (linkage) entre el marcador y la en-
fermedad. La ligacién se manifiesta cuando uno de los ale-
los es comiin a los familiares afectados, lo que sefala que
el gen estd en el mismo segmento cromosémico. La recom-
binacién se manifiesta cuando los pacientes reciben alea-
toriamente cualquier alelo, lo que indica que el gen no es-
t4 en el mismo segmento cromosémico que el marcador 5.

RESULTADOS

Se usaron los marcadores polimérficos microsatélites co-
rrespondientes a los 6 loci reportados. En el cuadro 1 se
describe los marcadores D1S1158, D1S370 que estdn en
el cromosoma 1 flanqueando el locus GLCIA, D2S2264 y
D2S2161 para el locus GLC1IB en el cromosoma 2,
D3S1664 v D3S1744 para el locus GLC1C en el cromoso-
ma 3, D85588 y D85592 para GLC1D en el cromosoma
8, D10S1779 y D10S1664 para GLCIE en el cromosoma
10 y D7S505 para el cromosoma 7. En los marcadores co-
rrespondientes a las seis regiones cromosdmicas conocidas
por tener genes de glaucoma, se observé recombinacién.

Esta exclusién se ha realizado con un minimo de tres (3)
marcadores microsatélites para cada regién cromosdmica,
evidencia muy fuerte de que el glaucoma que esta familia
tiene, no corresponde a ninguna de las regiones cromosé-
micas conocidas (Cuadro 1).

El andlisis detallado del Cuadro 2 muestra las recombina-
ciones en los distintos individuos afectados. Asi en
1151158 el paciente 30 tiene alelos | y 4 mientras que
varios parientes afectados son 2,2. Igualmente, en la ins-
peccién de todos los marcadores estudiados hay recombi-
nacién (que se ve como falta de alelos comunes) entre los
diferentes individuos con glaucoma.

CUADRO 1

Set de marcadores microsatélites
usados para el estudio

Marcador SSR

QObservaciones

D1S1158; D1S370 (cromosoma 1-GLCTA) |recombinacion

D2S2264; D252161 (cromosoma 2- GLC1B) |recombinacion

D3S1664; D351744 (cromosoma 3- GLC1C) |recombinacion

D8S588; DBS592 (cromosoma 8- GLC1D) |recombinacion

D10S1779; D10S1664 |(cromosoma 10-GLC1E) |recombinacion

D7S505 (cromosoma 7-GLC1F)  |recombinacion
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CUADRO 2

Recombinacién entre marcadores microsatélites asociados a los 6 loci
de GPAA y el glaucoma en la familia del estudio

Marcador
Paciente | D1S1158 | D15370 | D252161 | D252264 | D351664 |D351744 | D7S505 | D8S588 | D8S592 |D10S1779 | D10S1664

64 122 4,4 1,4 3,3 59 3,5 2,2 3,3 2,3 2,3 1.2
30 1,4 2,3 2,4 1,9 3,3 2,2
46 27 2,4 1,1 1,1 5,9 3,5 2,3 1,1 1.2
a7 2,3 1,4 1,3 5,8 1.1

33 2,2 2,4 1,2 1.3 5,9 3,4 2.3 1,1 2:2
34 2 2,2 13 1,2 1,5 3,4 1,1 2,3
39 2,2 2,4 1,1 5,9 45 1.2 11
32 12 2.2 1.2 1.3 2,5 4,5 1.1 2,2

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El glaucoma es un conjunto de enfermedades que se ca-
racterizan por una degeneracion progresiva del nervio ép-
tico y que causan ceguera irreversible si no son detectados
y tratados a tiempo. Existe una amplia gama de medica-
mentos que se utilizan dependiendo del tipo de glaucoma
o cirugia en casos en que la medicacién no es efectiva. El
mayor factor de riesgo para la enfermedad es la presién in-
traocular elevada que conlleva a un deterioro del nervio
optico y la consiguiente alteracién del campo visual. La
enfermedad presenta heterogeneidad clinica (edad de ini-
cio, formas de tratamiento) y genétical2.

Para el GPAA se han descrito hasta ahora seis regiones
cromosémicas que portan genes responsables de la enfer-
medad. La importancia de estos estudios radica en que se
puede determinar con afos de anticipacién, la existencia
de una mutacién que puede ser causal de esta patologia.
Esto permite iniciar tratamientos o sugerir al paciente
chequeos antes de que haya manifestacién de dafio al ner-
vio éptico 7.

Nosotros venimos trabajando en el andlisis de familias con
marcadores microsatélites de las seis regiones cromosémi-
cas que portan genes de glaucoma con el fin de asociar o
excluir las regiones dependiendo de si los marcadores co-
segregan o recombinan con la enfermedad. Asi, hemos re-
portado el ligamiento de glaucoma a la regién GLC1B en
el cromosoma 2p12-13 (3,5) en una familia de Chincha.
En el presente trabajo reportamos el hallazgo de una fami-
lia Peruana de Pachacamac con GPAA que no segrega con
ninguno de los marcadores microsatélites conocidos por
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estar asociados a regiones cromosdmicas conocidas por te-
ner genes de glaucoma. Esta familia tiene una presentacién
clinica con PIO altas, que no responden bién al tratamien-
to. Asf algunos de los individuos afectados ya han sido ope-
rados con el fin de controlar el curse de la enfermedad.

Este trabajo indica la heterogeneidad genética en GPAA
y significa un aporte al conocimiento de la genética mole-
cular del glaucoma a partir de una familia peruana. A
continuacién se necesita buscar marcadores por medio de
la técnica genomewide scan usando cientos de microsaté-
lites provenientes de todos los lugares del genoma para
encontrar alguno que muestre cosegregacién con glauco-
ma en esta familia.

Maria Luisa Guevara F.
Facultad de Medicina Humana
Universidad de San Martin Porres
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