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Resumen
Objetivo:

Identificar las variantes patogénicas en una familia raizal afrocolombiana con factores de
riesgo para el glaucoma.

Métodos:

En el presente estudio, se realizé una secuenciacion de exoma completo en siete
miembros de una familia Raizal del archipiélago de San Andrés, Providencia y Santa
Catalina del Caribe colombiano. La mitad de ellos habian sido diagnosticados con
glaucoma. Ademas, se incluyeron dos voluntarios sanos de la isla.

Resultados:

De las 198 variantes de un solo nucleétido (SNV) asociadas con el glaucoma,
previamente informadas por la base de datos DisGeNET, se identificaron cuatro en los
miembros de la familia Raizal: rs11938093, rs7336216, rs3817672 y rs983034. Ademas,
en todos los miembros de la familia, pero no en voluntarios sanos, se identifico SNV
rs983034 en el gen mediador de secrecion de ligando Wnt (WLS). Notablemente, las
disfunciones WLS se han relacionado con patologias en la red trabecular (TM) del ojo.
TM es un regulador importante del flujo de salida del humor acuoso que mantiene la
presion intraocular (presion intraocular) en niveles normales. El dafio a la TM se asocia
con hipertension ocular que conduce a la progresion del glaucoma. En relacion con los
demas SNV identificados, se constatd su presencia en algunos miembros de la familia
Raizal. Sin embargo, aun no esta clara la causa fisiopatoldgica que asocia estas SNV
con el glaucoma.

Conclusiones:

Fue posible identificar cuatro SNVs no sinénimos con prediccion de daino significativo en la
estructura y funcion de genes asociados a patologia de glaucoma en un afrocolombiano.
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Abstract

Objective:

To identify pathogenic variants in an Afro-Colombian Raizal family with risk factors for
glaucoma.

Methods:

In the present study, whole exome sequencing was performed on seven members of a Raizal
family from the archipelago of San Andrés, Providencia, and Santa Catalina, in the Caribbean
region of Colombia. Four of them had been diagnosed with glaucoma. In addition, two healthy
volunteers from the island were included.

Results:

Of the 198 single nucleotide variants associated with glaucoma, previously reported by the
DisGeNET database, four were identified in members of the Raizal family: rs11938093,
rs7336216, rs3817672, and rs983034. Furthermore, single nucleotide variant rs983034 was
identified in the Wnt ligand secretion mediator gene in all members of the family but not in
healthy volunteers. Notably, WLS dysfunctions have been linked to pathology in the trabecular
meshwork of the eye. Trabecular meshwork is an important regulator of the outflow of aqueous
humor that maintains intraocular pressure (intraocular pressure) at normal levels. Damage
to trabecular meshwork is associated with ocular hypertension, which leads to glaucoma
progression. In relation to the other single nucleotide variants that were identified, their
presence was confirmed in some members of the Raizal family. However, it is still unclear the
pathophysiological cause that associates these single nucleotide variants with glaucoma.

Conclusions:

It was possible to identify four non-synonymous single nucleotide variants that predict
significant damage to the structure and function of genes associated with glaucoma
pathology in an Afro-Colombian.

Contribucion del estudio

1) Why was this study conducted?

To evaluate a possible hereditary genetic factor related to the development of Glaucoma in a
family group.

2) What were the most relevant results of the study?

Four pathogenic molecular variants in genes associated with glaucoma were identified using
massive exome sequencing techniques, which were: rs11938093 in the BTC gene; rs7336216
in the CENPJ gene; rs3817672 in the TFRC gene and, rs983034 in the WLS gene.

3) What do these results contribute?

The study provides new information on possible pathogenic molecular variants in genes
associated with glaucoma pathology, which will serve as a reference for future molecular
epidemiology studies that calculate the risk of developing the disease by carrying these variants.

Colombia Médica | http://doi.org/10.25100/cm.v53i2.5107

Jun 30 2022 2/12



 http://doi.org/10.25100/cm.v52i2.4794
http://doi.org/10.25100/cm.v53i1.5082
https://co.creativecommons.org/
mailto:andres.castillo.g%40correounivalle.edu.co%20?subject=
mailto:andres.castillo.g%40correounivalle.edu.co%20?subject=

Colombia Médica
b‘ o

Identificacion preliminar de variantes patdgenas en una familia raizal afrocolombiana con factores de riesgo
para glaucoma.

Introduccion

El glaucoma es la principal causa de ceguera irreversible a nivel mundial. Esta enfermedad
consiste en el desarrollo de una neuropatia dptica crénica progresiva caracterizada por el
aumento de la excavacion del disco optico-asociada a la pérdida progresiva de la vision. Esta
enfermedad estd relacionada con multiples factores de riesgo como: el aumento de la presion
intraocularpresion intraocular; diagndstico de hipertension arterial y diabetes; etnia; y edad '
Se estima que actualmente hay mas de 67 millones de pacientes afectados con glaucoma,
estimandose a nivel mundial para las comunidades afrodescendientes una prevalencia
superior al 15%, en donde en un 10% se presenta ceguera bilateral #*. Uno de los aspectos
mads complejos de esta enfermedad es el desarrollo paulatino de sus sintomas. La pérdida de
la vision es progresiva e irreversible, y por lo general, el paciente solo se identifica la pérdida
del campo visual en estados avanzados. Si bien la determinacion de la presién intraocular

es el método de tamizaje mds adecuado en términos costo-efectivo para la identificacién de
los casos sospechosos de glaucoma, este no es suficiente para establecer el diagndstico de la
enfermedad. Deben evidenciarse al menos otro criterio clinico que demuestre el dafo a nivel
del nervio 6ptico, como: el aumento de la excavacion del nervio 6ptico; la pérdida del campo
visual; o la deteccion de hemorragias a nivel del disco éptico *.

Se estima que, en los paises desarrollados, mas del 50% de las personas que padecen glaucoma
no han sido diagnosticadas, y que en paises en vias de desarrollo esta falta de diagndstico
podria ser ain mayor, del orden del 60 al 80% . Se plantea que hasta el 90% de los casos de
ceguera por glaucoma podrian evitarse mediante una detecciéon temprana y un tratamiento
farmacoldgico oportuno .

En estudios previos en seis ciudades de Colombia en donde se estimé la prevalencia de
glaucoma en pacientes con hipertension y diabetes *° fue identificada en el archipiélago de San
Andrés y Providencia una familia raizal con antecedentes de enfermedades visuales, donde
algunos de sus miembros fueron diagnosticados con glaucoma. Lo anterior nos sugiere un
posible factor genético hereditario relacionado con el desarrollo de este tipo de patologia en
este grupo familiar.

En la presente investigacion se realiz6 un andlisis de exomas completo para la identificacion
de variantes moleculares de un solo nucleétido (SNV) no sindénimas potencialmente dafinas
en genes asociados con la patologia del glaucoma en miembros de una familia raizal de San
Andrés y Providencia con antecedentes de presentar enfermedades visuales.

Materiales y Métodos

Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio descriptivo transversal de analisis de exomas en un grupo familiar con
antecedentes de glaucoma. El diagnéstico previo de glaucoma fue realizado en la clinica
oftalmologica Lynd Newball de San Andres Islas, Colombia. La investigaciéon conté con la
aprobacion del comité institucional de revision de ética humana de la facultad de salud de la
Universidad del Valle, numeros de aval: 106-019 del afio 2019.

Participantes del estudio

Los participantes correspondieron a siete miembros de una familia raizal con antecedentes de
la patologia de glaucoma que residen en el archipiélago de San Andrés y Providencia. Cuatro
de los miembros de la familia presentaban un diagnosticados positivo para glaucoma, uno de
sospecha y dos negativos. Adicionalmente, fueron invitados a participar dos personas raizales
que no pertenecian al grupo familiar, los cuales tenian diagnostico negativo para glaucoma.
Todos los participantes eran mayores de edad y aceptaron a participar mediante lectura y firma
de un consentimiento informado. Los nombres de los participantes fueron anonimizados y
reemplazados por un cddigo numérico.
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Toma de muestras

Un profesional del area de la salud realizé la venopuncién en la fosa cubital con aguja calibre
21 y sistema de recoleccion en tubo BD Vacutainer® de 4ml anticoagulado con K2 EDTA 7.2

mg. Las muestras de sangre fueron almacenadas a -20° C y transportadas hasta el laboratorio
de patologia molecular de la Universidad del Valle.

Extraccion de ADN y secuenciacion de exoma completo

Para la extraccién de ADN se us6 el kit QIAamp DNA blood mini de QIAGEN siguiendo el
protocolo del fabricante. La evaluacion de la concentracion y pureza del ADN se realizé en

un espectrofotémetro Nanodrop® ND-2000c (Thermo Scientific®). Los parametros 6ptimos
para la secuenciacion fueron: una concentracion del ADN mayor a 10 ng/uL y una relacién
de absorbancia 21.8 (260 nm/280 nm) y 22 (260 nm/230 nm). Adicionalmente se evalud la
integridad del ADN mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.

Para el enriquecimiento del exoma se usaron los kits SeqCap EZ Exome de Nimblegen V2.0
y TruSeq de [llumina. Las librerias fueron construidas con insertos de una longitud de ~300
pb y secuenciadas en un equipo [llumina HiSeq- 2000 (Illumina, San Diego, California). Las
lecturas obtenidas fueron de 150 pb en modo Paired-End con una cobertura de 100X.

Andlisis bioinformatico

Para el control de calidad, los datos crudos fueron analizados usando el programa FastQC
v0.11.7. El filtro de secuencias se realiz6 con el programa BBMap_38.25'"y el paquete FASTX-
Toolkit v. 0.0.13 (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/). Las lecturas fueron mapeadas
usando como referencia el genoma humano GRCh38.p12 con el software BWAv.0.7.17 y el
algoritmo BWA-MEM ''. Los archivos de alineamiento fueron procesados con la herramienta
SAMtools '2. Como parte del procesamiento post-alineamiento, los duplicados por PCR fueron
marcados usando la herramienta de Picard MarkDuplicates.jar y removidos de los andlisis
posteriores (https://github.com/broadinstitute/picard). Con la herramienta HaplotypeCaller
de GATK versién 4.0.2.1 " se llevo a cabo el llamado de variantes moleculares de SNV e InDels
simultdneamente formato de llamada de variantes gendmicas (gVCE, por sus siglas en inglés).
Para el filtro de las gVCF se usé la herramienta VCFtools v.0.1.16. Las SNV e InDels fueron
anotados con el uso de la herramienta ANNOVAR v.2018 ' incorporando la informacion del
NCBI (Homo sapiens Annotation Release 109) y UCSC genoma browser .

Analisis de ancestria genética

Se estim¢ los componentes de la ancestria genética para cada participante a partir de un panel de
250 marcadores informativos de ancestria (AIM, por sus siglas en inglés) siguiendo el protocolo
propuesto por Wang et al'®. La ancestria genética fue inferida con los programas: vcftools '7;
beftools '8 tabix % y structure %, disponibles en el paquete R. Los AIM de cada participante
fueron filtrados con los de 1,305 individuos pertenecientes a tres poblaciones continentales
diferentes de referencia del proyecto 1,000 genomas: africana; europea ; y Asia oriental . Para

la agrupacién de los participantes se realizd a través de un analisis de componentes principales
usando la funcién “read. vcfR” del paquete R . Del programa missMDA con en el comando
Admixture_gt2PCA format se convirtieron los haplotipos de cada loci a un cédigo numérico y
con el comando estim_ncpPCA se imputaron los datos faltantes ?'. Con el comando dudi.pca
del paquete ade4 se obtuvo el analisis de componentes principales . Por tltimo, se confirmo los
resultados del analisis de componentes principales mediante un analisis bayesiano para inferir
las proporciones ancestrales de cada individuo mediante el programa Structure . Los resultados
fueron representados mediante el porcentaje de ancestria de cada poblacion de origen para cada
individuo mediante graficos de barras con el paquete “ggplot2” 2.
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Prediccion de SNV no sinénimas daiinas

Del archivo gVCF se filtraron las variantes moleculares SNV no sinénimas teniendo en cuenta
solo las que tenian un cédigo de referencia (rs). Mediante el programa JVenn (http://jvenn.
toulouse.inra.fr/app/example.html) se identificaron SNV no sinénimas presentes en el grupo
familiar versus los dos participantes raizales no miembros. Posteriormente, las variantes
fueron filtradas segtn el gen que afectaban usando la lista de variantes moleculares asociadas
con el desarrollo del glaucoma disponible en el repositorio de libre acceso DISGENET (https://
www.disgenet.org/Glaucoma /CUI_C0017601). La prediccion del dafo de las variantes SNV
no sindénimas en la estructura y funcién de la proteina se establecié mediante el algoritmo
Combined Annotation Dependent Depletion_ CADD 24:25. El valor de CADD para cada

SNV se obtuvo con el servidor de libre acceso SNP-NEXUS (https://www.snp-nexus.org/).
Posteriormente, este valor fue comparado con la puntuacion calculada por el servidor
Mutation Significance cutoff para establecer la prediccion del dafio en la estructura o funcién
de la proteina (https://lab.rockefeller.edu/casanova/MSC). Se considero un daiio alto cuando el
valor de CADD en la SNV era mayor que el calculado para el gen con el Mutation Significance
cutoft y de dafio bajo en caso contrario *.

Resultados

En la Figura 1 se representa la relacion filial de los miembros de la familia raizal y los
participantes del estudio a quienes se les realiz6 el analisis de su exoma. Cuatro de los siete
participantes pertenecian a la tercera generacion y tres a la cuarta, segun el heredograma
construido a partir de la informacién recolectada por entrevista a los miembros de la familia.
De los cuatro individuos participantes de la generacion III, se identificaron dos grupos de
hermanos: los individuos participantes III-5 y III-7, medio hermanos de un mismo padre
pero diferente madre; y los individuos participantes ITI-14 y III-15. Salvo el ITI-4, todos fueron
diagnosticados con glaucoma. Los padres de estos dos grupos fueron identificados como
hermanos y ambos diagnosticados con glaucoma: individuos II-2 y II-4.

r y

. MUIER CON GLAUCOMA

. HOMBRE CON GLAUCOMA

D HOMBRE SIN GLAUCOMA

Agudez Visual PIO > 40 mmHg Diagnostico de
Heredograma ID  Exoma ID
(oD - o1)* (oD - o1) Glaucoma
111-5 gaf < 20/60 ambos ojos Si-Si Positivo
l] HOMBERE CON SOSPECHA DE GLAUCOMA -7 gbm < 20/60 ambos ojos Si-Sl Positivo
O MUJER SIN GLAUCOMA 111-14 gl3m Normal - Normal No - No Negativo
1-15 glim 20/30-20/30 Si-Si Positivo
V-5 g2m 20/40 - 20 /40 Si-No Sospechoso

E HOMBRE SIN INFORMACION V-6 g18m Normal - Normal No - No Negativo
V-9 gif 20/80-20 /40 Si-Si Positivo

No familiar g26f Normal - Normal No - No Negativo

No familiar g27f Normal - Normal No - No Negativo

Figura 1. Heredograma de miembros de una familia raizal de San Andres, Providencia y Santa Catalina con antecedentes
de glaucoma. (*) OD= ojo derecho; OI= ojo izquierdo. La agudez visual normal es igual a 20/20. presion intraocular = pre-
sion intraocular. Los circulos rojos identifican los participantes del estudio. Dos participantes raizales no pertenecian a la
familia (g26F y g27F) sin enfermedades visuales diagnosticadas fueron incluidos en el andlisis para identificar las variantes
moleculares posiblemente patogénicas.
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Figura 2. Componentes genéticos ancestrales de individuos raizales de San Andres, Providencia y Santa Catalina. La
estimacion se realizd a partir del anélisis de 250 marcadores informativos de ancestria. Cada individuo participante se
comparé con datos de 1,305 sujetos de tres poblaciones continentales distintas: africana (AFR), europea (EUR) y Asia
oriental (EAS) disponibles en el base de datos del proyecto 1,000 genomas. N.FE= No familiar.

Con relacién a la IV generacion, los individuos participantes IV-5 y IV-6 eran hermanos, hijos
de III-7. De este grupo de hermanos, IV-5 presento un diagnéstico de sospecha de glaucoma.
En esta misma generacion, participo el individuo IV-9 diagnosticado con glaucoma, cuya
madre también habia sido diagnosticada con glaucoma: individuo IV-13. E1 IV-5 era sobrina
de III-14 y III-15 (Figura 1).

En la Figura 2 se observa la estimacion porcentual de los componentes genéticos ancestrales
de los participantes del estudio. En el andlisis de componentes principales se encontro la
separacion de las tres poblaciones ancestrales: la separacion de la africana de la europea y del
asia oriental con un PC1 igual al 37.8%, y la separacion de la europea de la africana y del asia
oriental con un PC2 igual al 24.8%.

De las nueve personas raizales del estudio, seis presentaron mezcla de componentes genéticos
ancestrales de origen africano, europeo y del asia oriental; dos con origen africano y europeo;
y uno con ancestria genética africana y del asia oriental. El componente genético ancestral
predominante fue el africano, con un porcentaje mayor al 50%, salvo un participante que

no perteneciente a la familia raizal, N.F_g26F, quien presento un componente ancestral
principalmente del Asia oriental, con un porcentaje mayor al 50% (Figura 2).

Tabla 1. Total de variantes moleculares identificadas en el analisis de exomas de miembros de una familia raizal del archipiélago de San An-
dres y Providencia con antecedentes de glaucoma

Miembros de la Familia Raizal

Variantes \ ID N.F-g26F N.F-g27F
II1-5* II1-7* II1-15* 1V-9* IV-5** 111-14 1V-6

Total de Variantes Moleculares 27,423 27,012 27,325 27,168 26,646 27,082 26,746 24,886 26,532

SNV no sindnimas 12,683 12,330 12,461 12,335 12,073 12,434 12,246 11,410 12,135

Reportadas 10,152 10,070 10,071 10,042 10,066 10,051 10,043 10,014 10,056

No reportadas 595 550 586 605 460 561 577 621 623

InDels 225 247 248 305 225 216 219 209 212

Reportadas 189 203 190 196 193 187 179 171 187

No reportadas 36 44 58 109 32 29 40 38 25

*Diagnosticado con Glaucoma.

**Sospechoso. SNV: variantes de un solo nucleétido.

InDels: inserciones y deleciones
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Tabla 2. Genes y variantes moleculares identificadas en miembros de una familia raizal del archipiélago de San Andres y Providencia
con antecedentes de glaucoma

Miembros de la Familia Raizal

GEN\ ID -5 I-7% 1I-14 II-15% IV-5%* V-6 IV-9% N.F-g26F N.F-g27F
BTC rs11938093 rs11938093 rs11938093 rs11938093 - - - - -
rs28549760 rs28549760 rs28549760 rs28549760 rs28549760 rs28549760 rs28549760 - -
CENPJ - rs17402892 - - - - - - -
- rs9511510 - - - - - - -
- rs17081389 - - rs17081389 - - - -
rs7336216 - rs7336216 rs7336216 - - rs7336216 - -
DHDDS rs3816539 rs3816539 rs3816539 rs3816539 rs3816539 rs3816539 rs3816539 - -
TFRC rs3817672 rs3817672 - rs3817672 rs3817672 rs3817672 rs3817672 - -
WLS rs983034 rs983034 rs983034 rs983034 rs983034 rs983034 rs983034 - -
*Diagnosticado con Glaucoma.
**Sospechoso.

InDels: inserciones y deleciones

En la Tabla 1 se observa el numero de SNV no sinénimos e InDels identificados en los
exomas de los participantes del estudio. En promedio de SNV no sindénimos identificados
en los miembros de la familia raizal fue de 12,366 £190 y en los dos participantes raizales no
relacionados con la familia fue de 11,772 +512. Con relacion a los InDels, en los miembros
de la familia raizal fue de 241 £31 y en los dos participantes raizales no relacionados con la
familia fue de 210 +2. El numero promedio de SNV no sinénimas e InDels que ya han sido
reportados, fueron 10,053 y 185, respectivamente. El nimero de SNV no sinénimas reportados
que comparten los miembros de la familia fueron 33,88 y 68 de InDels. Al comparar las
variantes moleculares de los miembros de la familia vs. no miembros, se encontré que no
compartian 423 SNV no sinénimos y 11 InDels. Estas variantes moleculares posiblemente
patogénicas se distribuyeron en 197 genes. Al filtrar los genes con la lista disponible en
DisGeNET, se identificaron seis genes asociados con Glaucoma.

En la Tabla 2 se observa los genes identificados con sus variantes moleculares SNV no sinénimas
presentes en los miembros de la familia versus no miembros. Lo genes identificados fueron: BTC
(betacelulina); CENP]J (proteina centrémero J); DHDDS (dehidrodolicol difosfato sintasa); TFR
(Receptor de transferrina); y WLS (receptor para proteinas Wnt en células secretoras).

En la Tabla 3 se presenta la prediccion del daiio de cada SNV no sinénimo identificado. El gen
WLS presentd el SNV no sindnimo rs983034 con una prediccion de alto daflo en la estructura
y funcién de la proteina. El rs983034 estuvo presente en todos los miembros de la familia
raizal pero ausente en los no miembros (Tabla 2). El gen TFRC present6 el SNV no sinénimo
rs3817672 con prediccion de alto dafo en seis de los miembros de la familia raizal. En el

gen CENPJ se identificé el rs7336216 con prediccion de alto dafio en cuatro miembros de la

Tabla 3. Variantes moleculares SNV no sindnimas y su potencial dafiino en genes asociados con la patologia del glaucoma identifica-
das en una familia raizal afrocolombiana de San Andres y Providencia.

SNVID (CRCh36/hg38) " nucleotido aminodeido VA1OrdeCAPD  cibpiuise "B el atelomenort
rs11938093 cr4:74750631 BTC A>T L124M 24,4 3,313 Alto 0.199880
rs28549760 cr4:74794307 BTC A>C C7G 0,02 3,313 Bajo 0.250799
rs17081389 cr13:24912863 CENP] G>C P55A 1,513 10,02 Bajo 0.028155
rs17402892 cr13:24905403 CENPJ A>C S879A 0,022 10,02 Bajo 0.061102
rs7336216 cr13:24912839 CENP] C>G D63H 22,5 10,02 Alto 0.024760
rs9511510 cr13:24912773 CENP] G>T, A P85A, T 0,032 10,02 Bajo 0.060903
rs3816539 crl:26460136 DHDDS G>A V253M 16,19 24,721 Bajo 0.455272
rs3817672 cr3:196073940 TFRC C>T G142S 4,709 3,313 Alto 0.306310
rs983034 cr1:68137903 WLS C>T V4631 22,5 5,269 Alto 0.236621

BTC (betacelulina); CENPJ (proteina centrémero ]); DHDDS (dehidrodolicol difosfato sintasa); TFR (Receptor de transferrina); y WLS (receptor para proteinas
Wnt en células secretoras). CADD: Combined Annotation Dependent Depletion; MSC: Mutation Significance cutoff. Los SNV en negrita presentan una prediccién
de dafio alto segtin el algoritmo CADD. *Tomado de la base de datos de 1,000 genomas.
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familia. Finalmente, el gen BTC presento el SNV no sinénimo rs11938093 con prediccion
de alto dafo en cuatro de los miembros de la familia. El gen DHDDS no presento SNV no
sinénimos con prediccion de dafinos.

BTC (betacelulina); CENPJ (proteina centrémero J); DHDDS (dehidrodolicol difosfato
sintasa); TFR (Receptor de transferrina); y WLS (receptor para proteinas Wnt en células
secretoras). CADD: Combined Annotation Dependent Depletion; MSC: Mutation Significance
cutoff. Los SNV en negrita presentan una prediccion de dafio alto segin el algoritmo CADD.
*Tomado de la base de datos de 1,000 genomas.

Discusion

En el presente estudio realizo un analisis de exomas completo a un grupo familiar raizal del
archipiélago de San Andres y Providencia, Colombia. Esta familia presentaba miembros
diagnosticados con la patologia del glaucoma y se logré identificar cuatro SNV no sinénimos
dafiinos en genes asociados con la enfermedad: rs11938093 en el gen BTC; rs7336216 en

el gen CENPJ; rs3817672 en el gen TFRC y rs983034 en el gen WLS. Interesantemente,

el SNV rs983034 en el gen WLS se identificé solo en los miembros de la familia raizal.
Igualmente, los SNV no sinénimos rs3816539 en el gen DHDDS vy el rs28549760 en el gen
BTC fueron identificados solo en los miembros de la familia, pero con prediccién de dafio
baja. Si nos basamos en el heredograma que se construyé con la informacién obtenida de los
participantes y la historia clinica de los diagnosticas con la patologia del glaucoma (Figura

1) se puede sugerir que los SNV no sinénimos rs983034, rs3816539 y rs28549760 presentan
una segregacion autosémico dominante igual que la enfermedad. Lo anterior coincide con lo
reportado por Meneses et al., 2011 ¥ quien reporto que un 43.1% de los casos de glaucoma
son familiares, y de estos el 56.3% muestra un patrén de herencia autosémico dominante, el
38,88% una forma autosdmica recesiva y el 2.8% no presenta un patron definido.

Segtin los registros de la historia clinica, los familiares con glaucoma de los niveles del I al
I1I en el hederograma, fueron diagnosticados después de los 55 anos, mientras que los tres
familiares con glaucoma y el sospechosos de nivel IV, fueron diagnosticados antes de los 47
afos. Por lo anterior, cabe la posibilidad de que se esté presentando un tipo de glaucoma
juvenil causado por variantes de baja frecuencia, sin embargo, es necesario aumentar el
nimero de muestras para hacer futuros analisis que se ajusten por la edad, como por otros
factores de riesgo, como la hipertension arterial sistémica y la diabetes mellitus *°.

También se logré determinar que el principal componente genético ancestral del grupo de
participantes raizales del archipiélago de San Andres y Providencia del Caribe Colombiano es

la africana seguida de la europea, posiblemente como consecuente de la llegada de estos grupos
humanos a las Américas por el trafico de esclavos y mezcla entre los siglos XVI y XIX por la
expansion del imperio britanico, y posteriormente, el espafiol *%. Igualmente se encontr6
componentes ancestrales del Asia Oriental, en una persona siendo esta la principal, posiblemente
por la llegada de personas procedentes de la China al archipiélago entre los afos 1839 al 1917 en
busqueda de trabajo en los campos de cultivo *. De alli la denominacién ampliada del término
raizal tanto para las personas con ancestria genética africana como China en el archipiélago de
San Andres y Providencia. En la presente investigacion se confirmé que la familia raizal bajo
estudio tenfa un componente ancestral genético africano (Figura 2). Estudios realizados en
afroamericanos han seiialado que el deterioro visual, la pérdida de vision, y el diagnostico del
glaucoma de dngulo es mas frecuente en esta poblacion que en caucasicos **2.

Sobre los genes identificados con SNV no sinénimos con prediccion de alto daiio para la
proteina se identifico el rs983034 en el gen WLS en todos los miembros de la familia raizal
(Tablas 2 y 3). El gen WLS codifica un receptor para proteinas Wnt en células secretoras que
regula esta via de sefializacion. La via de sefnalizaciéon Wnt participa en la transduccion de
sefales altamente conservada durante el desarrollo que regula diversas funciones celulares 3.
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En el desarrollo del ojo, la senalizaciéon Wnt controla multiples procesos de desarrollo y
patrones morfogénicos. Estos procesos incluyen el patrén dorsoventral de la copa dptica,

el cristalino, el epitelio pigmentario de la retina, el sistema vascular y el margen ciliar .
Igualmente la sefializacion Wnt se ha relacionado ampliamente con enfermedades oculares
como la degeneracion de la retina, cataratas, disfunciones oculares congénitas*’y glaucoma *»*.
El principal factor de riesgo para el glaucoma, en especial para el de angulo abierto primario,
es el aumento de la presion intraocular. La elevacion de la presion intraocular en pacientes
con glaucoma se debe a lesiones glaucomatosas de la malla trabecular y a la alteracién de la
funcién de ésta con un incremento de la resistencia al flujo de salida del humor acuoso debido
a un depdsito excesivo de proteinas de la matriz extracelular. Un estudio demostré que la via
de sefializacion celular Wnt regulada por WLS, controla la homeostasis de la malla trabecular
de manera espaciotemporal y su inhibicion se asocia con un incremento de la presién
intraocular lo que conlleva a la patologia del glaucoma, de manera contraria, su activacién
después de la inhibicion revierte el fenotipo patologico **. La SNV no sinénimo rs3817672

en el gen TFRC con predicciéon de alto dafio se identificé en seis de los siete miembros

de la familia. En el miembro de la familia en que no se identific6 este SNV presentaba un
diagndstico negativo para glaucoma. El gen TFRC codifica un receptor de la superficie celular
necesario para la captacion celular de hierro mediante el proceso de endocitosis mediada

por receptores. La degradacion de TFCR inducida por la sobreexpresion de la proteina
Optineurina (OPTN) por mecanismo que atn se desconoce * y el reclutamiento de la proteina
RAB12, llevan a la muerte por autofagia de las células ganglionares de la retina ** lo que en
ultima instancia podria conducir a la patologia del glaucoma. Dos SNV no sinénimos fueron
identificados en el gen BTC, donde uno de ellos fue identificado en cuatro miembros de la
familia, el rs11938093, con una predicciéon de alto dafo. El gen BTC codifica una proteina

que hace parte de la familia de los factores de crecimiento epidérmico. El BTC desempena un
papel crucial en la regulacién de la permeabilidad vascular retiniana *°. Un estudio demostré
que la glicosilacién de esta proteina tiene efectos proliferativos sobre las células epiteliales
pigmentarias de la retina, lo que sugiere que estd estrechamente relacionado con la etiologia

y patogénesis vascular de la retiniana *. Un estudio realizado en un modelo animal de ratén
con glaucoma demostrdé que los ARN mensajeros de BTN son inhibidos por microARN-149,
lo que se relacioné con un aumento de la apoptosis de las células ganglionares de la retina del
murino “. La SNV no sinénimo rs7336216 con prediccion de alto dafio en el gen CENPJ se
identificé en cuatro de los sietes miembros de la familia raizal. El CENP]J codifica una proteina
que pertenece a la familia de proteinas del centrémero, las cuales, durante la division celular,
juega un papel importante en el mantenimiento de la integridad del centrosoma. Igualmente,
se ha descrito que la proteina CENPJ puede funcionar como un coactivador transcripcional
en la via de sefalizacion Stat5, y NF-kappa B. SNV en este gen se han relacionados con
enfermedades como la microcefalia autosémica recesiva primaria y el sindrome de Seckel *.
El sindrome de Seckel se asocia con defectos oculares en humanos, que incluyen dislocacién
espontanea del cristalino, miopia, astigmatismo y degeneracion de la retina *. Una baja
expresion de CENPJ se han detectado en la capa de neuroblastos retinianos de ratones que han
presentado una serie de anomalias oculares en comparacidn con ratones sanos *'. Con relacion
al gen DHDDS, se identificé una SNV no sinénimo en todos los miembros de la familia raizal,
el rs3816539, sin embargo, la prediccion del dafio fue baja. El gen DHDSS codifica parte del
complejo enzimatico dehidrodolicol difosfato sintasa, enzima que participa en la sintesis de
Dolicol monofosfato A nivel de retina, el dolicol acttia como “ancla” a nivel de la membrana
del reticulo endoplasmico de los bastones del ojo permitiendo la glicosilacién de la rodopsina
sintetizada. La actividad de la DHDDS debe estar equilibrada, ya que la falta de glicosilaciéon
de la rodopsina afecta tanto la funcién de esta proteina como su trafico intracelular llevando a
la progresiva degeneracion de los fotorreceptores >
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Conclusion

En el presente estudio fueron identificados cuatros variantes moleculares SNV no sinénimas
con una prediccién de alto dafio a la estructura y funcién de proteinas de genes asociado

con la patologia del glaucoma en una familia raizal afrocolombiana con antecedentes para

esta enfermedad. Interesantemente, la SNV rs983034 en el gen WLS se identificé solo en los
miembros de la familia raizal. Igualmente, las SNV no sinénimos rs3816539 en el gen DHDDS
y el 1528549760 en el gen BTC fueron identificados solo en los miembros de la familia, pero

con prediccion de dafio baja. A pesar de la anterior, no descartamos la posibilidad que estos dos
ultimos SNV puedan ayudar al tamizaje de la oportunidad de riesgo de desarrollar glaucoma en
esta familia raizal y en general en poblacién con componentes ancestrales africanos.

Debido al tamafio reducido de la muestra del grupo de control, existe una limitacién para
identificar las variantes causantes de la enfermedad en estos pacientes. Asi, dada la alta frecuencia
en diferentes poblaciones de las variantes seleccionadas, existe una alta probabilidad de que estas
variantes hayan sido elegidos al azar porque no estaban representados en los dos sujetos de control
utilizados en el estudio. Estudios futuros son necesarios para poner a prueba esta hipétesis.
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