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RESUMEN

El pterigion es una patologia de la superficie ocular caracterizada por presentar un
crecimiento activo, inflamatorio, crénico e invasivo. Se localiza en la conjuntiva bulbar, en
el area nasal en mas de un 90% de los casos, y se extiende hacia la cornea de forma
centripeta. Su forma tipica es triangular, con base hacia la carincula, y el veértice por
encima de la cornea, dando forma a una especie de ala, motivo del que deriva su nombre.
Este padecimiento se caracteriza por una proliferacion de células epiteliales limbares y
fibroblastos, seguida de una metaplasia epitelial, neovascularizacién y remodelacién de la
matriz extracelular. Se puede clasificar clinicamente dependiendo del grado de actividad en
pterigion activo versus pterigion inactivo.

El pterigion es una patologia benigna compleja en la que diversos eventos celulares como
la proliferacién, evasion de apoptosis, inflamacion, angiogenesis y recambio de matriz
extracelular son necesarios para su desarrollo. Dado que el comportamiento clinico, las
opciones terapéuticas y el pronostico visual de los pterigiones es variable, es importante
analizar los eventos celulares y moleculares que intervienen en el desarrollo de esta
patologia. Hasta este momento no existen reportes en la literatura mundial que valoren los
patrones de expresion en las diferentes formas clinicas del pterigion primario (activo vs
inactivo). Asimismo se desconoce si las mismas vias activadas en el pterigion primario u
otras son reactivadas una vez que el pterigion se ha removido para dar origen al pterigion
recurrente en la poblacion mexicana.

La Cistatina C Humana (CCH) es una proteina bésica, no glucosilada, y de bajo peso
molecular, perteneciente a la superfamilia de las Cistatinas (inhibidores de las
cisteinproteasas). Se sabe que participa en inflamacion, presentador de antigenos, induce la
sintesis de TNF-a, IL-10, regulador de la produccion de citocinas, proliferacion. Se
determind la expresion de diversos genes com la (CCH) implicados en la fisiopatogenia del
pterigion en los eventos que caracterizan al pterigion primario y secundario.

La expresion del RNAm y de la Cistatina C humana analizada por medio de la retro
transcriptasa de reaccion en cadena de la polimerasa y de ELISA e inmunohistoquimica fue

detectada en la conjuntiva normal y en pterigion inflamado. Sus niveles de expresion



estuvieron incrementados en el pterigion respecto a la conjuntiva normal. La cistatina C en
la mucosa de la conjuntiva normal estuvo cercana a la membrana basal en las células
basales, mientras que en los pterigiones estuvo mayormente expresada en todas las células
epiteliales, por lo que estuvo incrementado en la mucosa del tejido inflamatorio. En las
glandulas de la mucosa de la mucosa normal estuvo débilmente tefiida. La cistatina C
estuvo también localizada en las células caliciformes en la conjuntiva normal y en el
pterigion. La intensidad de la proteina Cistatina C estuvo mas incrementada el pterigion vs
conjuntiva normal por el método de ELISA.

Por lo que se concluye que la Cistatina C Humana podria jugar un papel importante de
proteccion de la conjuntiva normal y ademas en la regulacion de una condicion inflamatoria

como lo es en el pterigion



ABSTRACT

Objetives: To investigate the expression levels and distribution patterns of Cystatin C
Human (HCC) in normal and primary and recurrent pterygia and to evaluate it role.

Design: A controlled, prospective study

Setting: A tertiary academic institution

Methods: Normal conjunctiva mucosa was obtained from the anterior segment ocular
during surgery in 44 patients undergoing cataract surgery. Pterigia were obtained during
pterygium resection in sterile conditions in several hospitals of Aguascalientes, Mexico.
Interventions: Reverse transcription—polymeras e chain reaction, immunohistochemical
analysis, and ELISA.

Main Outcome Measures: Expression levels and distribution patterns of cystatin C in
normal mucosa and pterygium.

Results: Expression of cystatin C messenger RNAs and proteins analyzed by means of
reverse transcription—polymerase chain reaction and ELISA was detected in all normal and
inflammatory sinus mucosa tested. Their expression levels were increased in pterygium vs
normal mucosa. Cystatin C in normal mucosa close to basement membrane in the basal
cells and in the pterygium were highest expressed in all epithelial cells, which are increased
in inflammatory tissues mucosa. Cystatin C normal mucosal glands were usually weak in
staining intensity. Cystatin C was also localized in goblet cells in normal mucosa and in
pterygium. The Cystatin C protein intensity was increased more in pterygium vs normal
mucosa by ELISA

Conclusion: Cystatin C may play an important role in the protection of normal mucosa

and further in regulation of the inflammatory condition like pterygium



I. INTRODUCCION

El pterigion es un proceso inflamatorio, degenerativo, cuya caracteristica distintiva es la
alteracion focal del limbo. Es una enfermedad que involucra un cuadro de inflamacion
cronica, proliferacion del tejido conectivo subconjuntival y la presencia de angiogénesis,
provocando un crecimiento de tejido elastotico y de conjuntiva anormal sobre la cérnea
(Coroneo, 1999). Debido al clima de la region a la que pertenece Aguascalientes, el cual se
caracteriza por ser seco, caluro y en ocasiones con mucho viento hace que se asocie a los
factores predisponentes del desarrollo del pterigion. Esta hace que el aumento en su
prevalencia y los costos derivados de su atencion lo hacen que sea considerado como un
problema de salud pablica (Harrison, 2002). Aun cuando su etiologia no se ha esclarecido
por completo, los progresos en el entendimiento de como se produce, considerando
evidencias epidemioldgicas, genéticas, patolégicas y moleculares, ha permitido que se
desarrollen tratamientos que modifiquen su aparicion o progresion (Lawrence, 2003). Es
mas comun en climas calidos y secos. Su prevalencia es tan alta que alcanza el 22% en las
zonas ecuatoriales y menos de 2% en las latitudes cercanas a los 40°(Dake, 1989) . El
riesgo relativo para desarrollar pterigion de una persona que vive en los tropicos (menos de
30° de latitud), es 44 veces mayor: es 11 veces mas para quienes trabajan en un lugar
arenoso, al exterior; es 9 veces mayor para una persona que no usa lentes con filtro
ultravioleta (UV). A pesar de que se ha demostrado una mayor prevalencia en hombres, la
diferencia entre géneros se elimina cuando se considera personas sin actividades con
exposicion a radiacion UV. En el norte del continente el pterigién se confina casi
exclusivamente a pescadores y campesinos (Ebana, 1995), (Gazzard, 2002), (Mackenzie,
1992)." Personas menores de 15 afios de edad rara vez adquieren un pterigion. La
prevalencia del pterigion aumenta con la edad, su mayor incidencia es entre 20 y 49 afios de
edad.

El entendimiento de este proceso ha motivado que su tratamiento quirdrgico tenga como
prioridad esencial reconstruir el limbo (Lawrence, 2003). A proposito del pterigion, se han

realizado estudios de prevalencia, de implicaciones ambientales, de la pelicula lagrimal, de



la superficie ocular y del tejido extirpado durante su cirugia, con el fin de explicar sus
factores de riesgo, sintomatologia y fisiopatologia, sin embargo, los esfuerzos quirargicos
no han eliminado al 100 % el riesgo de recurrencia posquirdrgico en ninguno de sus estados

ya sea quiescente (inactivo) o inflamado (activo) (Tekin, 2001; Saw, 1999).

Las recurrencias son mas frecuentes entre adultos jovenes. Se han evaluado familias en las
que se ha demostrado un patron hereditario con modalidad dominante, aunque la mayoria
de los casos parecen ser esporadicos (McCarty, 2000). De entre las multiples proteinas y
patrones de expresion que se han estudiado para reconocer actores de la inflamacion, la
remodelacion de tejido, la angiogénesis. En apoyo a la exposicion de UV en la patogénesis
de pterigion esta la produccion de citoquinas y factores de crecimiento inducidos por UVB,
incluyendo IL-1, IL-6, IL-8, TFG-alfa, FGF-2, VEGF, HB-EGF, TGF-B y factores de
células raiz (SCF). En pterigion, donde UV, es mostrado como inductor de MMP-1, no
alteran la expresion de MMP-3 0 MMP-9, ademas las citoquinas proinflamatorias (IL-1p y
TNF-a), o factores de crecimiento (EGF y TGF-a), podria también influenciar la expresion

de MMP en pterigion.

Los pterigiones son con frecuencia clinicamente inflamados y la presencia de depésitos de
inmunoglobulinas anormales de células plasmaticas, linfocitos T, y células mastocitos. La
presencia de citoquinas proinflamatorias, tales como IL-1, IL-6, IL-8, y TNF-a en el
pterigion podria contribuir a la influjo de células inflamatorias, mientras que las SCF
producidos por los fibroblastos del pterigion podria explicar el porque del nimero de

células mastocito del estroma estan elevadas.

Los cambios proliferativos en el pterigion podrian ser atribuidos a la presencia de
mitogenos epiteliales y fibroblasto, tales como, EGF, HB-EGF, FGF-2 y TGF-B1, estan
apostados a que inducen la migracion de células epiteliales o fibroblastos. (Lee, 2001)

La vasculatura natural del pterigion podria estar explicada en parte por la sobre-expresion
de factores pro-angiogénicos tales como IL-6, IL-8, TNF-a, VEGF, FGF-2, HB-GF y
MMPs combinado con una disminucion en factores antiangiogénicos, tales como factores
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derivados del epitelio pigmentario (PEDF), endostatina, (c-terminal fragmento de tipo
XVIII de colageno), y tromboposdina-1(Kennedy, 1997), (Kria, 1996), (Wen, 2003) ,sin
embargo, aun no se ha identificado la presencia de un posible actor como lo puede ser la
proteina Cistatina C Humana (CCH) y su nivel de expresién en el pterigion asi como en la
lagrima de pacientes con esta patologia ocular. El presente trabajo de tesis tiene como
propdsito el explicar la presencia de la CCH en el pterigion, asi como en la lagrima de
pacientes portadores de esta enfermedad ocular. EI grado de relevancia hacia el estudio de
esta enfermedad es importante ya que la extension del pterigion se presenta en todo el

mundo.

Las caracteristicas histoldgicas del pterigion los cuales incluyen proliferacion, migracion
celular, infiltrado inflamatorio y remodelacion de la matriz extracelular, son explicados por
la accion de multiples citoquinas proinflamatorias, factores de crecimiento y MMPs donde
su presencia es consistente con su involucramiento en la cascada herido-curativa de la

cérnea.
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Il. ANTECEDENTES

El pterigion es un proceso inflamatorio, degenerativo, cuya caracteristica distintiva es la
alteracion focal del limbo. Es una enfermedad que involucra un cuadro de inflamacion
cronica, proliferacion del tejido conectivo subconjuntival y la presencia de angiogénesis,
provocando un crecimiento de tejido elastotico y de conjuntiva anormal sobre la cornea
(Coroneo, 1999). (Figura 1)

Figura 1. Pterigion activo inflamado ubicado en la region nasal. N6tese la presencia de vasos dilatados,
la presencia de tejido fibroso edema e inflamacién de la superficie ocular

También se le ha considerado como un desorden de la superficie ocular, que afecta solo a
humanos, esta lesién se caracteriza por un crecimiento en la orilla del limbo de células
epiteliales, seguida de una quemosis de epitelio con metaplasia de células de un estroma
crecido debajo de los fibroblastos, neovascualrizacién, inflamacion y remodelacion de la
matriz extracelular (Harrison, 2002).

La exposicion cronica al UV, juega uno de los mayores roles en la patogénesis del
pterigion, y esto se sustenta por los datos epidemiologicos (Lawrence, 2003).
Recientemente el dafio solar fue detectado usando fotografia de fluorescencia UV(Tekin,
2001). El aumento en su prevalencia y los costos derivados de su atencion hacen que sea

considerado como un problema de salud publica (Archila, 1995).
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El entendimiento de este proceso ha motivado que su tratamiento quirdrgico tenga como
prioridad esencial reconstruir el limbo (Ebana, 1995). A pesar de obtenerse buenos
resultados con tratamiento quirdrgico combinado con terapia farmacoldgica a base de
desinflmatorios, todavia no se cuenta con estudios que validen una mayor eficacia cuando

se compara con otras técnicas como injerto de membrana amniotica (Gazzard, 2002).

En este sentido se han realizado estudios de prevalencia, de implicaciones ambientales, de
la pelicula lagrimal, de la superficie ocular y del tejido extirpado durante su cirugia, con el
fin de explicar sus factores de riesgo, sintomatologia y fisiopatologia (Khoo, 1998;
Mackenzie, 1992; Mackarty, 2000; Panchapankesan, 1998; Saw, 1999; Bekibele, 2004).
Aun cuando su etiologia no se ha esclarecido por completo, los progresos en el
entendimiento de como se produce, considerando evidencias epidemiologicas, genéticas,
patoldgicas y de biologia molecular, han permitido idear tratamientos que modifican su
aparicion o progresion (Lawrence, 2003). Ninguna estrategia hasta el momento, evita en un

100% la recurrencia del pterigion.

En un analisis de riesgo de aparicion pterigion primario en un estudio realizado en 278
pacientes tratados en el hospital de Brisbane, en donde se comparé un numero similar de
personas sin pterigién con mismas condiciones de raza, edad, sexo, usando informacién de
un cuestionario estandar que se completo durante una entrevista personal, se encontrd que
el pterigion se incremento en aquellos pacientes en su tercera década de vida, trabajadores a
la intemperie, en un ambiente con superficie reflectante alta de luz ultravioleta comparado
con aquellos que trabajaron en el interior de edificios. Aquellos sujetos que pasaron sus
primeros 5 afios de vida en latitudes de unos 30° tuvieron casi 40 veces mas riesgo de
pterigion que aquellos que vivieron latitudes de mayores a 40 grados, pasando la mayoria

del tiempo fuera de casa (Mackenzie, 1992)
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11.1 Fisiopatologia Del Pterigion

Para comprender mejor la conducta celular del pterigion, es necesario reconocer los
diversos elementos que participan desde su nivel méas bésico, por lo que se hace un resumen
a continuacion en el que se explica los hallazgos mas importantes en relacion a la expresion
génica y la presencia de biomarcadores de la entidad patologica referida. El pterigion inicia
por una transformacion de las células epiteliales-mesenguimales con dafio en el DNA lo
que trae como consecuencia la expresion de factores de transformacion vy
metaloproteinasas, donde los procesos de reparacion dejan de ejercer su funcion. lo que
hace que se realicen los siguientes cambios importantes clinicos y patoldgicos que

desencadenan la aparicion del Pterigion de las cuales se mencionan a continuacion:

1.- Estudios epidemioldgicos han establecido firmemente que la radiacion UV tipo B es un
factor etioldgico para pterigion y tumores de limbo.

2.- El pterigion crece a partir del epitelio limbal y no desde el epitelio conjuntival.

3.- Un segmento del epitelio limbal, el limbo migrante, invade la cérnea en forma
centripeta, seguido por el epitelio conjuntival.

4.- Un tipo distinto de células corneales se desarrollan en el borde del tejido que origina el
pterigion.

5.- La membrana de Bowman es disuelta en el area cubierta por el borde del pterigion que
invade la cornea.

6- El pterigion tiene un alto grado de recurrencia (Dushku, 2001).

Aunque otras teorias como la implicacion de virus herpes simple o papiloma, como factor
etiologico en la génesis del pterigion, no han mostrado evidencias sélidas, pero han
permitido observar que el comportamiento de esta entidad es semejante al que manifiestan
algunas neoplasias (Detorakis, 2001), (Piras, 2003), (Reid, 2003).
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11.2 Efecto de la radiacion ultravioleta

La luz periférica que se enfoca en el limbo nasal es de mayor intensidad que la que recibe el
limbo temporal. La via Optica de esta radiacion es transcameral y la intensidad del foco
depende de la curvatura de la cérnea y la profundidad de la camara anterior. A
consecuencia de la irradiacion focal de las células basales epiteliales por la parte interna, se
afecta a las células madre de lado nasal, es decir contrarios al angulo contrario de ingreso

que no cuentan con la proteccion de las células epiteliales superficiales, alterando su

funcién como barrera en el limbo (Coroneo, 1999) (Figura 2).

Figura 2. a) Via por la cual la refraccion periférica por la cama anterior resulta del enfoque en el limbo.
b) Incidencia de la luz desde un aspecto posterolateral por el ojo anterior hacia el limbo nasal. (Coroneo

El rol de la luz UV induce a la citoquina, factor de crecimiento y la matrizmetaloproteinasa
(MMPs) y que fueron dilucidados, y se propuso que estas proteinas podrian inducir a los
cambios histologicos tipicos en el pterigidn, similar a aquellos que se presentan en la piel
(Girolamo, 2004).

Se ha sugerido que la interaccion entre fibroblastos y células T puede contribuir a la
patogénesis de una respuesta de reparacion agresiva (Chang, 2000), como en la cicatriz
queloide que contiene un infiltrado fibroblastico que se incrementa a través de los afios
(Martin, 1990). Chang y cols. demostraron que la interaccion anormal entre fibroblastos y
celulas contribuye al desarrollo de inflamacion cronica y a la promocion de cicatrizacion

conjuntival persistente (Chang, 2001). Este problema se origina durante la fase de
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resolucion de la respuesta cicatrizal cuando la apoptosis debe disminuir el nimero de

celulas T, mediada por INF que tiene efectos antiproliferativos y antiapoptdticos.

Otro panorama de estudio en pterigion han sido los patrones de expresion de genes que
regulan tanto positiva como negativamente la apoptosis y de acuerdo con estas evidencias,
el pterigion parece resultar, en parte, de una falla en la apoptosis celular (Tan, 2000).

11.3 Defecto hereditario en la reparacion del DNA

Un grupo de pacientes presenta una predisposicion hereditaria hacia el desarrollo del
pterigion, como evidencia del incremento en la incidencia de esta enfermedad en sus
parientes (Carmichael, 2001). A los pacientes con pterigion hereditario, se presenta en una
edad temprana, en un rango de congénito a media-adulto, cuando el modelo de herencia

parece autosémico dominante, con penetracion incompleta (Zhang, 1990).

La acumulacion de dafios en el ADN podria contribuir al desarrollo del pterigion. Pacientes
con defectos hereditarios en losmecanismos de reparacion, estan predispuestos al desarrollo
del pterigion. Ello estéa ilustrado en el incremento de incidencia de pterigion en individuos
con Xeroderma Pigmentosa, una condicion caracterizada por el defecto reparacion por
escision en el ADN (Goyal, 1994).

Recientemente fue reportado el hallazgo de Polimorfismos de la glucosilacion de la
oxoguanina humana-8 (HOGG1) Ser326Cys (Kau, 2004), la glutacién del S-transferasa M1
(GSTML1) anula el fenotipo, y el Ku70 promotor del polimorfismo de T-991C(Tsai, 2007),
con un alto riesgo de desarrollar pterigion, considerando que el polimorfismo involucra al
promotor TNF-0-308 , IL-IB 511 (promotor y exdén 5), IL-I receptor antagonista(Elahi,
2007), p21 (codon 31), and p53 (codon 72) no lo fueron, (Nishigori, 2001; Lu, 1996)
HOGGL1 es responsable de remover, 7,8 dihydro-8-oxogunania, (8- OHdG), con una alta
mutagenesis de la fotoxidacion de DNA, producto que se expresa de la exposicion a

oxigeno reactivo en las especies.
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Un polimorfismo de base Gnica (SNP), en posicicion 1245 en el exon 7 para el gen HOOG1
constituido de una transicion de una C a una G, conlleva a una substitucién de cisteina por
serina en el coddn 326 (polimorfismo HOOG1 Ser326Cys) y estd asociado con un
incremento en el riesgo de desarrollar cancer (Shen, 1996). Aunque la incidencia del
polimorfismo de HOOG1 Ser326Cys no difirid entre pacientes con pterigion y controles sin
la enfermedad, el genotipo Cys/Cys fue méas prevalerte en el pterigion, esto hace pensar que
confiere incremento en la susceptibilidad para desarrollar esta condicion. En algunos
especimes de pterigion, la proteina HOGGL1 es co-expresada con 8-OHdG en el nucleo de
las células epitelilales, y esto podria ser interesante para correlacionar al genotipo HOGG1
con proteinas de expresion y datos de funcionalidad (Kau, 2004).

Los GSTM1 (GLUTATION S-TRANSFERASA Mu-1), es un grupo de genes cuyos

productos representan un grupo de enzimas involucradas en la detoxificacion de
carcindgenos. La delecion de ambos alelos (genotipos anulados) es comun en algunas
poblaciones (por ejemplo 50% de la poblacion caucésica). EI genotipo anulado es
caracterizado por una falta total de actividad de enzimas y confiere una sensibilidad
incrementada a luz UV(Brown, 2004). Como en el HOGGL1, la ocurrencia del genotipo
anulado GSTM1 es similar en ambos pacientes con pterigion y controles. Sin embargo,
pacientes mas jovenes con pterigion tienen una frecuencia incrementada del genotipo
anulado GSTM1 (Tsai, 2004).

En humanos Tsai et Col. Identificaron un polimorfismo involucrado en el promotor T-
991C del Ku70, pero no en el promotor C-57G del Ku70 para estar asociado con el
pterigion. Comparado al genotipo del tipo silvestre T/T en los individuos en al menos de
uno de los alelos se presentan substituciones T/C o C/C y estos polimorfismos incrementan
el porcentaje de desarrollo de pterigion en un 2.83%, asi como un incremento en el

desarrollo de pterigién bilateral (Tsai, 2007).

Los estudios genéticos constituyen una herramienta fundamental para el entendimiento de

la patogénesis del pterigién. Los marcadores genéticos podrian servir para identificar un
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riesgo individual para quienes las medidas preventivas reducirian su probabilidad de
desarrollar pterigion. Sin embargo, estudios actuales deberian ser interpretados con
cuidado, debido a que ellos carecen de funcionalidad y mecanismos de datos. Fueron
desarrollados en una poblacion simple, y podria estar relacionado por las vias raciales. Por
ejemplo la explicacion provista del polimorfismo de Ser326Cys HOOG1, es més prevalente
entre Asiaticos (0.41-0.61) comparado con los Caucésicos (0.13-10.27) y la actividad
funcional de Ser326Cys y de la enzima substituida no es clara. Es poco seguro si los
estudios genéticos en el pterigion se ajustaron por los niveles de UV. En sus andlisis de
datos, esto podria explicar porque no hubo diferencias observadas entre pacientes con
pterigion y controles en la ocurrencia del polimorfismo(Tsai, 2007). De HOGG1
Ser326Cys o el genotipo anulado GSTML, desde el defecto hereditario en los mecanismos
de reparacion del DNA podria ser una consecuencia si los individuos estuvieron expuestos

al estrés toxico de los genes por la luz UV.

1.4 Estrés Oxidativo

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) tales como el superoxido radical, (radical
hidroxilo y peroxido de hidrogeno) son moléculas altamente inestables y por lo tanto
dafinas para los sistemas bioldgicos. Ello también incluyen al nitrogeno reactivo en las
especies (RNS), tal como el oxido nitrico (NO), los cuales son producidos como un
producto del metabolismo normal(Elahi, 2007), las ROS reaccionan quimicamente con
DNA, lipidos y proteinas conduciendo a un dafios por peroxidacion en los lipidos y

alteracion de las estructuras de las proteinas.

El stress oxidativo constituye un fendmeno de defensa celular normal contra el ROS, y este
juego un papel importante en muchos procesos de enfermedad, incluyendo la inflamacion

cronica, enfermedades cardiovasculares, cancer y envejecimiento. (Nishigori 2001).

Hay una amplia evidencia que sugiere que el stress oxidativo podria tener un papel

importante en la patogénesis del pterigion. Esto incluye la presencia de 8-
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hydroxydeoxyguanosinal( 8- OHdG ),un producto de foto-oxidacion del DNA en el ndcleo
de células epiteliales del pterigion. (Lu, 1996; Shen, 2005) EIl strees oxidativo es el
resultado de la actividad de la actividad del MMP-2 y la reduccion de TIMP-1 en

queratocono(Brown, 2004).

11.5 Factores inductores de crecimiento, activacidén de receptores e

inhibicion de la sefalizaciéon de eventos.

Una de las respuestas celulares mas tempranas a la exposicion de rayos UV, es la activacion
de los factores de crecimiento asociado a las uniones ligando y esto supone al ROS
generado por UV (Peus, 1999), (Brenneisen, 2002).

Esta respuesta es comun para la superficie ocular (pterigion) y el sistema cutaneo, donde la
radiacion UV induce la fosforilacién e internalizacion de los receptores de factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) en minutos de exposicion seguida por la activacion de tres
vias de protein-kinasas mitogenas-activadas (MAPK): kinasa extracelular de sefal
reguladora, (ERK), c-jun amino terminal, (JNK) y p38. (Girolamo, 2005), (Fisher, 1998).
En pterigion la activacién con UV de la via de los ERK es mostrada al inducir produccion
de MMP-1(Girolamo, 1998, 2003), considerando la activacion del stress relacionado a los
JNK y p38, vias que contribuyen a la induccion de IL-6 e IL-8 con sobreexpresion del
EGFR en pterigion (Liu Z, 2002) contribuyendo a la amplificacién de estas vias de

sefalizacion.

La cascada de EGFR y MAPK activan la induccion de los factores de transcripcion, tales
como el activador de proteina-1 (AP-1) y el factor nuclear kB (NF-kB) el cual media

alguna respuesta celular a los dafios por UV (Abeyama, 2000)

La activacion de UVB en la ruta del JNK induce la produccion de c-Jun y combinado con
c-Fos, esto forma complejo el AP-1 responsable de la induccion del MMP-1(Brown, 2004)

EGFR induce la activacion del NF-kB por otro lado. Esto hace pensar que ocurren varias
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vias de sefalizacion e involucran factores de necrosis tumoral con la interaccion de
proteinas como NF-kB induciendo kinasas (Habib, 2001). NF-kB se muestra como un
mediador que induce mediante radiacién UV la liberacion de IL-I, IL-6 TNF-alfa, y VEGF
de piel. IL-1 IL-6 y TNF-alfa de células epiteliales corneales humanas cultivadas (Ansel,
2001). Por lo tanto es posible que la posibilidad de que la luz UV-induzca la activacion de
NF-kB y que podria llevar a la induccion de estas citoquinas factor de crecimiento en

pterigion

11.6 Citoquinas, factores de crecimiento y matriz metaloproteinasas

11.6.1 Metaloproteinasas

En el desarrollo y progresion del pterigion se han involucrado factores de crecimiento como
el factor de crecimiento fibroblastico, factor de crecimiento derivado de plaquetas, factor de
crecimiento transformante beta y factor de necrosis tumoral alfa. De estos estudios se ha
postulado que estos factores de crecimiento y otras citoquinas contribuyen a la inflamacion,
proliferacion celular, remodelacién del tejido conectivo y angiogénesis observadas en el
pterigion (Sivak, 2002). Es importante resaltar que estas citoquinas modulan una clase de
enzimas proteoliticas llamadas matriz metaloproteinasas (MMP), las cuales son activas
contra todos los componentes de la matriz extracelular. Las MMPs han sido implicadas en
tumores invasivos, metastasis, destruccion articular en pacientes con artritis reumatoide y
en la degradacion de la esclera en pacientes con escleritis necrotizante. A consecuencia de
la exposicion a la radiacion UV, y con la acumulacion de suficientes mutaciones, las
“células pterigion” invaden la membrana basal de la cornea y colocan células conjuntivales
epiteliales junto con éstas (Wilson, 2001). La degradacién de la membrana de Bowman
ocurre a consecuencia de un aumento en la concentracién de proteasas que degradan los
componentes de la membrana basal como el colageno tipo IV y el colageno fibrilar del
estroma corneal (Wilson, 2001). También el limbo y la conjuntiva normales presentan

pérdida de estas proteasas o tienen bajos niveles de las mismas. La clase primaria de
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proteasas que degradan la matriz son llamadas matriz metaloproteinasas (MMPs) (Dushku,
2001).

Las MMPs son una familia de enzimas genéticamente distintas las cuales se producen
normalmente en pequefias cantidades para procesos fisioldgicos, por células tales como los
fibroblastos y las células epiteliales. Recientemente se reportd que los fibroblastos de
pterigion exhiben una expresion elevada de MMPs (Solomon, 2000). En general, las células
tumorales invasivas sobre-expresan MMPs de varios tipos dependiendo del tumor. Esas
proteasas producidas por las células tumorales facilitan la degradacion de los componentes
de la membrana basal (como la membrana de Bowman) adyacente a la matriz estromal
(Dushku, 2001).

La matrilisina (MMP-7) es el mas pequefio miembro de las MMPs y es capaz de
desnaturalizar un amplio espectro de proteinas de matriz incluyendo fibronectina,
vitronectina, elastina, colageno IV y proteoglicanos. Esta proteinasa puede amplificar la
respuesta inflamatoria a través de facilitar el proceso en la superficie celular implicado en el
TNF-a (Girolamo, 2001). Las MMPs son reguladas a varios niveles, incluyendo niveles
trascripcionales, donde son moduladas por varias citocinas y factores de crecimiento. A
nivel del proceso postrascripcional, se requiere la activacion en el espacio extracelular por
otras proteasas Yy, finalmente, al nivel de inhibicién, donde son reguladas por inhibidores
tisulares especificos (TIMPs) (Girolamo, 2000). A la fecha s6lo se han clonado y
caracterizado cuatro TIMPs. Su principal funcién es la inhibicién de la actividad de las
MMPs, sin embargo, algunos estudios en epitelio corneal han demostrado que tienen una

potente actividad semejante a factores de crecimiento.

1.7 Fibroblastos

Basados en cultivos celulares, los fibroblastos juegan un papel preponderante en la
recurrencia del pterigion. Se han identificado factor de crecimiento fibroblastico y factor de

crecimiento transformante betal en capilares intraepiteliales, mastocitos y epitelio del
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pterigion. Esto sugiere que el tejido conectivo perivascular y defectos asociados en la
ld&mina basal epitelial proveen una via para la migracion de Fibroblastos(Seifert, 1998). Lo
anterior sugiere por qué el pterigion tiene una alta tasa de recurrencia y justifica los
cambios en la técnica quirargica con el propdsito de eliminar todo el tejido fibroso posible
con dafio minimo a las estructuras adyacentes (Tan, 1999). El desecamiento local de cérnea
y conjuntiva en la fisura interpalpebral originada por alteraciones en la pelicula lagrimal,
puede causar un aumento en los niveles del factor de crecimiento fibroblastico. El
incremento en la incidencia del pterigion en climas ventosos y secos es consistente con esta

hipotesis.

11.8 Citocinas

Se han presentado datos in vitro que sugieren que las citocinas pro inflamatorias pueden
modificar la expresion de la matriz extracelular. El rol de las citocinas y factores de
crecimiento en la patogénesis del pterigion esta por establecerse. Varios estudios han
documentado la expresion de citocinas en el pterigion y cultivos de células derivadas del
mismo como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa, factor de crecimiento fibroblastico
basico (bFGF), factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF-B), el factor
transformante del crecimiento beta 2 (TGFa2), el factor de crecimiento fibroblastico beta
(FGFa) y el factor vascular endotelial (VEGF). La localizacion de factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF) en el pterigion, en el endotelio vascular, y la presencia de
capilares intraepiteliales en pterigion sugieren un rol angiogénico de las citocinas en esta
entidad (Kennedy, 1997). La IL-8 es un producto de monocitos activados, fibroblastos y
células epiteliales y endoteliales. Es una citocina proinflamatoria, multifuncional, con
actividad angiogénica, de quimiotaxis de neutrofilos y de actividad proliferativa de
gueratocitos con participacion descrita en el papel del pterigion. Y se produce en respuesta
a numerosas citocinas. También se ha demostrado inducir la produccién de MMPs.
(Girolamo, 2002)
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La IL-6 es una citocina pleiotropica proinflamatoria sintetizada por fibroblastos células
endoteliales y queratinocitos en respuesta a varias citocinas incluyendo TNFa e IL-1,
similar a IL-8, IL-6 también puede inducir la expresion de MMPs (Girolamo, 2002, 2002).
Consistente con su rol angiogénico, existen evidencias de la produccion de estas citocinas
que pueden ser inducidas por radiacion UV. Kennedy aplicd a fibroblastos corneales
humanos dosis fisiologicas de radiacion UV-B y demostrd una expresion significativa de
IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-a. Ansel demostr6 una regulacion hacia arriba de las mismas
citocinas en el epitelio corneal después de exposicién a radiacion UV. Estos datos sugieren
que esta induccion es mediada por un factor proveniente del nucleo (NFaB). En
experimentos similares, la expresion mas elevada del mRNA de IL-6 y fue de 2 a 6 horas
después de la irradiacion por UV-B en queratinocitos humanos (Ansel, 2001). El 6xido
nitrico estd implicado en un amplio rango de funciones bioldgicas incluyendo
neurotrasmision, vasodilatacion e inflamacion. También se ha reportado como modulador
del tono vascular, permeabilidad y crecimiento capilar, y existen evidencias de que su
expresion se incrementa por accion de la 6xido nitrico sintetasa, por exposicion a radiacion
UV (Lee, 2001)

11.9 Miofibroblastos

Recientemente se ha obtenido evidencia de la existencia de miofibroblastos en el tejido
fibrovascular de pterigiones primarios y recurrentes mediante inmuno histoquimica y
analisis de ultraestructural. La presencia de miofibroblastos ayuda a explicar por qué el
pterigion produce un astigmatismo corneal (Touhami, 2005). Los fibroblastos estan

presentes en y alrededor del cuerpo del pterigion, pero estan ausentes en la cabeza.

Es posible que los miofibroblastos se originen de fibroblastos residentes activados por
estimulos fibrogénicos como factor de crecimiento transformante, factor de crecimiento del
tejido conectivo y factor de crecimiento derivado de plaquetas. No se ha demostrado
migracion de miofibroblastos al tejido periorbitario y si se ha documentado la existencia de

miofibroblastos en el tejido fibroadiposo normal posterior a la capsula de Tenon. Se
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requieren futuros estudios para evaluar la contribucion de este tejido en la formacion de

tejido fibrovascular contractil del pterigion (Lavker, 2004).

11.10 Expresidn e investigaciones de p53

Tradicionalmente el pterigion se ha considerado como una lesion descrita histologicamente
como degeneracion elastica. Sin embargo, recientemente caracteristicas parecidas a los
tumores fueron encontradas en pterigiones. Entre ellas estan las caracteristicas histoldgicas
tales como media displasia e invasion local (Clear, 1979) y las caracteristicas clinicas del
rango de alta recurrencia. Mas aun las modalidades del tratamiento de pterigién tales como
escisiones anchas, uso de antimetabolitos e irradiacion mimetizan aquellos que son
modalidades que son inicialmente modalidades del uso de tratamientos para enfermedades
neoplésicas (Wong, 1999), (Sanchez, 1998), (Lam, 1998), (Frucht, 1996). Dushku, Reid y
Tan, reportaron alta expresion de p53 en el epitelio encima del pterigion y especularon
sobre la existencia de una mutacion del gen p53 en el pterigion. Ellos concluyeron que el
pterigion es un crecimiento desordenado en el cual la mutacién p53 tiene un rol importante.
Ademas hay inestabilidad microsatelital y pérdida de heterozigocidad, dos comunes
hallazgos en tejidos tumorosos y se encontraron en pterigion humano apoyando la hipétesis
de que el pterigién es una lesion neoplasica benigna (Tan, 1997). Otro comdn hallazgo en
los tejidos tumorosos es la alta actividad proliferativa. Sin embargo, Karukonda et al.
mediante el uso de citometria de flujo, actividad proliferativa similar entre pterigion

primario y recurrente y conjuntiva normal.

Itai Chowers, no correlacionaron tipo de pterigion, tamafio, volumen, vascularidad, y rango
de progresion con la expresion de p53. Algunos de estos factores podrian estar asociados
con el rango de proliferacion del pterigion. Ademas concluyen que la patogénesis del
pterigion aun poco clara, por lo tanto es concebible que la mutacion de p53 no es crucial
para la formacion del pterigion primario y recurrente. La clasificacion del pterigion como
un tumor benigno no esta aun bien establecido pero los estudios mas extensos pueden

resolver lo que sucede.
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Tsai at Col. Evaluaron la expresion de la proteina p53 en tejidos con pterigion y para
revisar todos los estudios inmunohistoquimicos sobre el pterigion en Medline, para evaluar
los roles de la edad, género, razo, anticuerpos p53, niveles de corte de analisis
inmunohistoquimico, partes del pterigion, espectro de mutacién de genes p53, pterigion
primario y recurrente sobre resultados de tincion de p53. Ellos concluyen un rango positivo
de tincion de p53 en 8 estudios inmunohistoquimicos. El anticuerpo para proteina p53, el
nivel de corte, la raza y el espectro de mutacion del gen p53, todos ellos afectan al resultado
de la tincion de p53. Diferentes partes del pterigion y lo que corresponde al género y mas

alla de la evaluacion en su rol sobre los resultados de tincion de p53 (Dushku, 1997).

La causa de diferentes prevalencias del rango de p53 positivo por analisis
inmunohistoquimico permanece desconocido. Ha sido propuesto que esto podria estar
relacionado a diferentes anticuerpos usados. Sin embargo, aun con el uso de anticuerpos, la
prevalencia fue también diferente (Tan, 1997), (Onur, 1998), (Weinstein, 2002), sugiriendo

que otros factores podrian jugar un rol que afecta el resultado de la tincion de p53.

Se tienen resultados controversiales sobre el nivel del corte para localizar la expresion de
p53, entre varios articulos, sin embargo, Tsai, indica que si se conduce el nivel del corte en
un 10% es mas exacto para detectar la prevalencia de la mutacion del gen p53 para evaluar
su rol en la formacion del pterigion. En casi todas las partes del pterigion incluyendo la
migracion al limbo, epitelio corneal adyacente, y epitelio limbal circunferencial, mas alla

de las capas conjuntivales se tifieron en anticuerpos para p53 (Tsai, 2005).

Actualmente es bien conocido que establecer una tincion inmunohistoquimica para
deteccidon de gen p53 tiene rangos altos falsos negativos debido a que el gen p53 puede
estar inactivado por varios mecanismos. (Skilling, 1996), (Inganas, 1996). Debido a estos
rangos altos de falsos positivos y negativos de analisis inmunohistoquimicos para la
deteccidén de mutacion del gen p53. la secuencia del DNA para el estatus del gen p53 es
considerado usar un método mas exacto para evaluar la mutacion del gen p53. (Skilling,
1996), (Inganas, 1996).
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De acuerdo al texto anterior podemos decir que la radiacion ultravioleta se ha reconocido
como un factor que produce la mutacién del gen supresor de tumor p53. Se ha reportado
una expresion anormal de p53 en pterigion, pinglecula y tumores de limbo. A consecuencia
de este dafio al mecanismo de muerte celular programada dependiente de p53, las
mutaciones en otros genes pueden progresivamente adquiridos por las celulas basales
limbales alteradas. Esto es consistente con el concepto de “multi-pasos” en el desarrollo de
las alteraciones del limbo en el pterigion y la pinguecula. Inclusive la caracterizacion de la
invasion corneal por un pterigion primario y uno secundario se diferencian porque este
ultimo muestra la presencia de células limbales epiteliales basales alteradas. Lo anterior
constituye una infiltracion local de la conjuntiva adyacente por “células pterigion™ que son
células basales epiteliales limbales parecidas a células tumorales que tienen alterada la
expresion del gen supresor de tumor p53, estas pueden originar no solo un alto porcentaje

de recurrencia si no son controladas por el tratamiento quirdrgico o por la quimioterapia.

El estudio de genes supresores de tumores ha demostrado el impacto de la radiacion UV en
el DNA de las células basales. EI método usual para localizar sitios en el genoma de
candidatos a genes supresores de tumores es detectando la pérdida de heterogeneidad
usando marcadores microsatélites polimorficos. Una caracteristica de las células
neoplésicas es su tasa elevada de mutaciones reflejada en la inestabilidad de su DNA
microsatelital. Detorakis en 1998 encontr6 una pérdida de heterogeneidad en el brazo corto
del cromosoma 9 “9p” en 48% y en el brazo largo del cromo cromosoma 17 “17q” en 42%
de 50 pterigiones. Esta evidencia se correlacion6 con factores de riesgo y se interpretd

como un posible predictor de recurrencia.

11.11 NCélulas progenitoras derivadas de médula 6ssea

Lo relevante en la superficie ocular con respecto a las células progenitoras derivadas de
médula dsea consiste en que son identificadas como células epiteliales progenitoras, y son
identificadas en el limbo mostrando una remarcable capacidad de regenerar el dafio de la

superficie ocular. (Lavker, 2004). El pterigién esta hipotéticamente levantado por las
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células raiz limbales alteradas por UV y muy recientemente las células progenitoras de la
médula 6sea fueron propuestas para contribuir en su patogénesis (Coroneo, 1993). Las
células progenitoras de médula 6sea estan normalmente presentes en la clrnea, y esto es
demostrado en el trasplante de médula dsea en raton, lo cual permitio el rastreo de médula
Osea progenitora dentro del estroma de la cérnea. (CD14. CD11b, CD11c, CD45 y HDL-
DR), pero no los marcadores del linaje (CD19, CD3, CD56 o CD66), de las cérneas

humanas que apoyaron este concepto.

Marcadores hematopoyéticos como (CD34, CD133 o c-kit positivo) y mesenquima (STRO-
1 positivo) han sido descritos en el pterigion y se piensa que contribuyen al estroma

fibrovascular.

El mas reciente estudio sobre infiltrado inflamatorio en el pterigion revelo la presencia de
linaje negativo mononuclear de células que no se expresaron CD3, CD20, CD68. o triptasa,
y estas células primitivas podrian haber estado siendo atraidas a la superficie ocular por la
sustancia P (SP), desde que ellas expresaron al receptor de neurokinina-1 (NK1R) en
abundancia.(Chui, 2007). Lee y colegas hipotetizaron que la circulacién de las células
progenitoras podrian contribuir a nuevos vasos en pterirgion. Para confirmar esta teoria se

requerira aislar células progenitoras del pterigion y evaluar su potencial vasculogénico.

11.12 Expresién de la Ciclooxigenasa-2 en pterigion primario y recurrente

El pterigion tiene una proliferacion histopatoldégicamente fibrovascular. Esta expansion de
proliferacion fibrovascular es considerada como un indice morfolégico conveniente para la
evaluacion del riesgo de recurrencia después del tratamiento quirargico (Hill, 1989),
(Degrassi, 1993). El pterigion usualmente regresa después de la escision quirdrgica (Avisar,
2001). La causa de recurrencia que podria estar relacionado con varios factores de riesgo
incluyendo factores ambientales. Si las diferencias etioldgicas y patogénicas entre

recurrencia y no recurrencia son descubiertos, el tipo de tratamiento puede ser mas
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facilmente seleccionado, un tratamiento conveniente puede ser encontrado (Marvovich,
2002), (Tan, 1997).

Los hallazgos histopatoldgicos revelan que la hiperplasia epitelial y el tejido fibrovascular
exuberante es el estroma del pterigion (Tan, 1997). Importantemente la extension de la
proliferacion fibrovascular en el estroma ha sido usado como un indice morfoldgico
confiable para predecir la recurrencia del pterigion seguida de la escision primaria
(Touhami, 2005), (Kria, 1996). Sin embargo, ese criterio no ha sido suficiente para evitar la
recidiva. Las ciclooxigenasas-1 y-2 median la proporcion que limita el paso en el
metabolismo del acido araquidénico (Williams, 1999). La expresion de RNAm, COX-2 y
proteinas es frecuentemente aumentada en varios tipos de células humanas por las
citoquinas inflamatorias tales como IL-1B, y TNF-a. Ambas isoformas de ciclooxigenasas,
constitutivo COX-1 inducible COX-2, catalizan la produccion de prostanoides para el
acido araquiddnico (Williams, 1999). COX-2 inducen la produccion de prostanoide que
esta frecuentemente implicado en las enfermedades inflamatorias, caracterizado por el
edema y el dafio tisular debido a la liberacién de muchas citoquinas inflamatorias y factores

quimiotacticos, prostanoide, leucotrienos y fosfolipasas. (Kumano, 2004).

La expresion de COX-2 es inducida por varios estimulos, y la sobre expresion esta
cercanamente relacionada a la patogénesis de algunas enfermedades degenerativas incluida
el cancer (Smith, 1996). Varias lineas de evidencia indican que la sobre expresion COX-2
puede ser un factor causal para el crecimiento del tumor y metastasis. La sobre expresion de
COX-2 in vitro es promotor de la produccion de células en la proliferacion del cancer de
préstata y aumenta la invasion en el higado humano, pulmon, y células de cancer de colon
(Tsuji, 1997), (Fujita, 2002), (Li G, 2002). Mas aun, por los hallazgos se considera que los
efectos de COX-2 en la formacion de tumores cutaneos también ha sido reportada en el
pterigion, incluyendo interrupcion de apoptosis, proliferacion epiteleal limbal, expresion
anormal de gen p53 y sobre regulacion de factores de crecimiento basico de fibroblastos,
factores de crecimiento endotelial vascular y sintesis de oxidd nitrico(Tan, 1997, 2000),
(Dushku, 2001), (Lee, 2001). Aunque la patogéenesis del pterigion esta a un pobremente

entendible, las evidencias epidemiologicas sugieren que el estrés ambiental podrian tener
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un rol.(Girolamo, 1999). Recientemente varias citoquinas tales como TNF a, factor de
crecimiento de fribroblastos (FGF), y factores de crecimiento de transformacion  (TGF. B)
han sido localizado para ambos residentes y células inflamatorias del pterigion, Kria et al,
recientemente reportaron que los fibroblastos de pterigion expresan potentes factores
fibroangiogénicos tales como factores de crecimiento de fibroblastos basicos (B-FGF),
factores de crecimiento derivados de plaquetas, TNF a y TGF. B sugieren que ellos podrian

tener un posible error en la patogénesis de pterigion. (Kria, 1996).

Chiang et al investigaron la expresion del COX-2 y encontraron en 75 especimenes (83.3)
tincion positiva para COX-2 en grupo de pterigiones. La tincion fue limitada al citoplasma
de las capas fibrovasculares. Todos los especimenes fueron negativos en los grupos
normales en conjuntiva y en limbo. Este estudio detecto la expresion de COX-2 en ambos
tejidos, corneo-escleral, pterigio primario y en el epitelio superficial del pterigion
recurrente y también en celulas estromales con método de inmunohistoquimica, también
encontraron que la expresion de COX-2 fue significativamente mas intensa en estroma de
fibrobastos del pterigion recurrente comparado con el pterigion primario. (Chiang, 2007).
Estos hallazgos manifiestan que la proliferacion de los fibroblastos es mas desarrollada en
el pterigion recurrente que en pterigion primario. También en todos los pterigiones
recurrentes hubo expresion de COX-2 detectado en células inflamatorias de estroma.
Aunque en otra investigacion se observo que la expresion de COX-2 es mas excesiva en
pterigiones recurrentes comparado con pterigiones primarios; esto, no fue estadisticamente

significativo. Quiza esto pudo deberse a la pequefia serie de ptrigiones recurrentes.

El pterigion es ahora considerado ser el resultado de una proliferacion celular no controlada
similar a un tumor, en el cual hay dafio a la regulacion celular y al control de ciclo celular
(Perra, 2006). La mitogenesidad en la construccion de una nueva red vascular y
remodelacion de la matriz extracelular fue observada en el pterigion. Juntos crean un nuevo
tejido vascular y fibrético, los cuales tienen una agresiva forma de crecer sobre la cornea
(Solomon, 2006).
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Cambios en los proteoglicanos es conocido que inducen cambios edematosos, los cuales en
su momento causan proliferacion de fibroblastos esto no estd adn claro como las
alteraciones del tejido son inciertos y se mantienen en progreso (Sakoonwatanyoo, 2004).
Factores controversiales incluidos la mutacion de células madre en el limbo,
modificaciones de fibroblastos del estroma e inmunologicos, y otros procesos en la matriz.
Se muestran como nuevos modelos de patogénesis del pterigion y su interaccion entre
células epiteliales fibroblastos, y matriz, asi como la accion de desnaturalizacion, de la

matriz de las metaloproteinasas. (Seifert, 2001).

Para Nermin Karahan at col. la proliferacion de fibroblastos explica la aparicion clinica y la
conducta del pterigion recurrente. Como un resultado en la luz UV de estos hallazgos
Karahan piensa que después de la escision del pterigién la inhibicion de COX-2 selectivo,
podria ser de ayuda a la prevencién del pterigion recurrente, sin embargo, es solo una

hip6tesis que no ha sido demostrada

11.13 Transicién Epitelial-Mesequimal

La transicion Epitelial Mesenquimal, es un proceso por el cual las células epiteliales toman
caracteristicas de células mesenquimales. Esto es identificado dentro del desarrollo,
reparacion de la herida y la carcinogénesis (Hay, 2005), (Zavadil, 2005). Recientes
publicaciones sugieren que la transicion epitelial-mesenquimal podria estar activamente
involucrada en la patogénesis del pterigion, (Kases, 2007), (Kato, 2007) y esto podria
proveer un explicacion del origen de los fibroblastos del pterigion. Kato y colaboradores
describieron cambios en el pterigion que se parecié a la transicion epitelial-mesenquimal.
Esta incluyo disminucion de la regulacion de la E-cadherina con acumulacion intranuclear
de B-Cadherina y factor 1- asociado a linfocitos, co-expresion de citoqueratina y actina o
vimentina de musculo liso a en células epiteliales extendiéndose hasta el estroma y los
factores de transcripcion lentos en los ndcleos de las células epiteliales del pterigion, las
cuales estuvieron ausentes en el epitelio corneal normal. El origen de los fibroblastos de

pterigion no es claro, es posible que ellos se originen del epitelio limbal que ha sufrido
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transicion epitelial-mesenquimal, donde la transicion del epitelial-mesenquimal podria ser
una consecuencia de la estimulacion por factores de crecimiento tales como TGF-f y TGF-
2 (Strutz, 2002) o por exposicion a la luz UV los cuales inducen factores de transcripcion
lentes asociados con transicion epitelial-mesenquimal en keratocitos (Hudson, 2007). El
concepto de células limbales epiteliales nos hace creer que los fibroblastos del pterigion a
través de la transicion epitelial-mesenquimal esta apoyada por los modelos animales que

muestran que podria ocurrir localmente durante la fibrosis. (Iwano, 2002).

11.14 Cambios Preneoplasicos en el Pterigion

11.14.1 Cambios fenotipicos

El Pterigion podria ser considerada una lesion inicial en términos de invasion local y
propenso a la recurrencia. Apoyando esa idea es la presencia de cambios displasicos
observados en algunos pterigiones, incrementando la proliferacion e invasion in situ y

expresion de marcadores asociados con un fenotipo asociado.

La presencia de los cambios displasicos en una proporcion de pterigiones es reportado
Sevel y Sealy, quien observo 12 carcinomas de células escamosas y 17 carcinomas in situ
creciendo de 100 casos de pterigion. Ellos vieron que los “cambios reactivos” podrian ser
dificiles para poder distinguir de un carcinoma “in situ” al pterigion. Lo cual ilustra que los
cambios de malignidad podrian ser considerados en un pterigion, si hay evidencia inusual
de invasion o extension, o si la lesion se convierte particularmente en vascular (Sevel,
2000).

La proliferacion incrementada en la capa fibrovascular del pterigion sugiere que es debido a
un incremento del contenido del DNA. (Tan, 2000). Las células epiteliales del pterigion la
proteina antiapoptético BCL-2 y moléculas relacionadas al ciclo celular, asociadas con
proliferacion, incluyendo la ciclina elevada D1, Kil67 antigeno nuclear de proliferacion

celular, con supresién de p27 (K1P1) un inhibidor de ciclinas dependientes de kinasas
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(Tsironi, 2001), (Ueda, 2001), (Kase, 2007). La presencia de EMT en pterigion es similar a
los mecanismos empleadas por las células de cancer durante la progresion del tumor. Tales
cambios podria ayudar a explicar las caracteristicas del crecimiento transformado de los
fibroblastos del pterigion en cultivo, tales como la dependencia al suero reducido y la

formacion de colonias sobre el cultivo (Chen, 1994).

Otros marcadores expresados por las células del pterigion que son atribuidos a un fenotipo
transformado incluyendo el IGF-BP2 incrementado en los fibroblastos del pterigion
(Solomon, 2003). y un nivel disminuido del inhibidor de crecimiento IGF-BP3 en el
epitelio, el cual a través de la biodisponibilidad alterada de IGF. (Wong, 2006), (Lee,
2002). Mas recientemente los receptores a lipoproteinas de baja densidad y la coenzima-A
hidroximetilglutaral reductasa fueron reportadas en cultivos de pterigion y en fibroblastos
de pinguécula (Peiretti, 2004) y modificaciones al metabolismo del colesterol fueron

hipotetizados que juegan un rol en la proliferacion de los fibroblastos (Dushku, 1997).

11.15 Cambios genéticos

Los dafios genéticos acumulados se sugiere que juegan un rol en la patogénesis del
pterigion. (Dushku, 1997), y los defectos hereditarios individuales en la vias de reparacion
del DNA han incrementado el riesgo de desarrollar esta condicion. Evidencia actual de
cambios genéticos en el pterigién, sin embargo, varia entre reportes. No obstante, una
proporcion de pterigiones muestra pérdida de heterozigocidad e inestabilidad microsatelital,
(Spandidos, 1997), mutacion de p53, mutacion del gen K-RAS, e hipermetilaciéon del
promotor pl6, estos cambios probablemente atribuidos al fenotipo transformado son
asociado con esta enfermedad. (Detorakis, 2005), (Chen, 2007).

La pérdida de heterozigocidad (PHO) e inestabilidad microsatelital (MI) fueron
inicialmente descritas por Spandidos y colegas, quienes en una serie de 15 pterigiones
encontraron 8 especimenes (53%) con PHO y 2 (13%) que mostraron MI (Spandidos,

1997). ElI mismo grupo después publico en un estudio de 50 casos de pterigion, donde la
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PHO fueron descritas por el cromosma 9p (48%) y 17q (42%), pero Unicamente 3 casos de
MI fueron reportados (Detoralis, 1998). Més recientemente en 13 casos de pterigion,
Schneider y colegas fueron incapaces de encontrar evidencias de MI por amplificacion de
DNA por componentes del estroma y del epitelio, ellos no encontraron evidencias de PHO
(Schneider, 2007).

El supresor de tumor p53 es un factor de transcripcion que induce el arresto del ciclo
celular. La reparacién del DNA o de apoptosis bajo condiciones de estrés toxico, tal como
las que son inducidos por la luz UV. La funcién normal de p53 previene la acumulacion de
aberraciones genéticas, e inactiva las mutaciones a este gen es frecuentemente encontrado
en cancer de piel y correlacionado con el dafio de DNA inducido por UV (Drouin, 1997).
Una liga entre p53 y pterigion, fue primero propuesto por Dushku y Reid, quienes notaron
que la expresion de p53 estuvo incrementada en el pterigion, tumores limbales y en
pinguécula etapa 1l. Desde entonces varios investigadores han confirmado
inmunohistoquimicamente la presencia de p53 en el pterigion.(Tan, 1997), (Weinstein,
2002) mientras que otros reportan una ausencia de p53 en sus especimenes una pérdida de

la expresién de p53 en casos de recurrencia. (Onur, 1998), (Chowers, 2001)

En otro orden de ideas hemos tomado a la Cistatina C Humana como un elemento més de
expresion ya que se ha encontrado en una variedad de condiciones como el sindrome
cerebral hemorragico, el cancer de prostata de pulmon en melanomas, el infarto al

miocardio, el infiltrado glomerular, etc.

11.16 Cistatina C Humana (CCH)

La CCH es una proteina miembro de la superfamila de las Cistatinas, el cual consiste de un
grupo de evolucionarias proteinas relacionadas como el inhibidor lisosomal de las cisteine
proteasas, Catepsinas. La superfamilia de las Cistatinas esta dividida entre cuatro familias
dentro de las cuales se ubican de acuerdo a su secuencias similares (Barret et al 1984,

Abrahamson et al 2003, Mussap and Plenabi 2004) El tipo | es llamado Estefinas, son
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pequefias de 11 KDa, and y es una proteina intracelular citopldsmica, La Cistatina Humana
Ay B asi como sus homdlogos en raton, rata, vaca, y cerdo, son representativos de esta
familia. La Cistatina A es encontrada principalmente en células epiteliales y en leucocitos B
polimorfonucleares mientras que la Cistatina B es ampliamente distribuidas entre las
células y los tejidos. Las Cistatina del tipo 2 son principalmente proteinas extracelulares. La
Cistatina C junto con la Cistatina de huevo blanco de gallina y las Cistatinas salivales D, S,
SA, SN pertenecen esta familia, (Turk and Bode 1991; Bobek and Levine 1992,
Abrahamson et al 2004; Mussap y Plebani 2004). La tercera familia es la de los
Kininogenos. La cual contiene tres masas de alto peso molecular, H, (Alto peso molecular),
L (bajo peso molecular) y T-kininogeno, estas son proteinas intravasculares que son
expresadas en el higado y funcionan como precursores para péptidos vasoactivos (kinina).
El méas reciente descubrimiento de las Cistatinas 4 es el de la Fetuinas, son expresadas
principalmente en el higado y funciona en el cerebro y en la sangre durante la vida fetal,
(Mussap y Plebani 2004).

La Cistatina C y la Cistatina de huevo blanco de pollo son los miembros mas estudiados de
la superfamilia de las Cistatinas. La Cistatina C fue la primera descubierta en 1961 del
fluido cerebroespinal humano (CSF) y de la orina y fue llamada ,-CSF o post- ,.proteina
(Mussap y Plebani 2004). También fue llamada ,-trace humana y post ,-globulina antes el

nombre Cistatina C fue asignado por Barret en 1984. (Figura 3)

Figura 3. Estructura de la Cistatina C: El pliegue de la Cistatina C de pollo en 3D, con un domino de
intercambio del dimero en una vista horizontal (Modificado por Janowski R, et al. 2001).
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11.17 Gene de la Cistatina C

El gen de la Cistatina C humana (CST3) esta localizada en un cluster gen del cromosoma
20p11.2 junto con otras dos familias miembros de las Cistatinas (Abrahamson et al. 1989,
Shnittger et al 1993). Los genes de raton y de rata que codifican para Cistatina C estan
localizados sobre el cromosoma 2 y 3 respectivamente (Huh et al 1995, Gauguier et al
1999). El tamario total del gen de la Cistatina C humana es aproximadamente de 4.3 kb y
consiste de tres exones interrumpido por dos intrones (Abrahansom et al 1999). La region
promotora (flanqueando en la region 5°) tiene varias propiedades que son tipicas de los
genes constitutivos y su presencia podria explicar la ubicacion y la expresién del tejido no
especifica del gen de la Cistatina ¢ (Abrahansom et al 1990) La region promotora no
contiene una secuencia para la caja CAAT Yy tiene un alto contenido de nucleétidos-GC y
un gran nimero de dinucledtidos CpG (Abrahansom et al., 1990 Levy et al 1989) lo cual
podria estar relacionado a su constante transcripcion (Bird 1986). Ademas la region
promotora contiene una region motif TATA, ATAAA , (-119) y dos sitios de union para el
factor de transcripcion Spl (-730 y -146).La organizacional y estructura total del gen de la
Cistatina C en el raton es similar al humano, aunque hay algunas diferencias en la region
promotora (Huh et al 1995)

El gen de la Cistatina C humana tiene tres sitios de restriccién polimérficos Kspl
localizados en la region flanqueada 5" en la posicion -157 y -72 y en el exén 1 en la
posicién +73 relacionado al punto de inicio de la translacion (Balbin y Abrahamson 1991).
Este polimofismo resulto en dos haplotipos humanos: CST3 A tiene secuencias GAG y
CST3 B tiene secuencia CCA en estas posiciones (Finckh et al 2000). El polimorfismo en
la region codificada esta localizada en la penultima posicion del péptido sefial y resulta en
una substitucion de treonina por alanina (Balbin et al 1993). Este polimosfismo esta
asociado con la enfermedad de Alzheimer (AD) asi como con degeneracién macular
dependiente de la edad (Crawford et al 2000; Finckh et al 2000; Zurdel et al 2001). Una
sola substitucion en el exon 2 (CAG en lugar de CTG) es la causa primaria de la angiopatia
amieloide de Cistatina C hereditaria (HCAA) (Jensson et al 1987).
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11.18 Proteina Cistatina C

La proteina Cistatina C es trasladada del gen de la Cistatina C como una proproteina
conteniendo una secuencia sefial hidrofobica, de 26 aminodcidos, el cual es removido
durante su maduracion (Grubb et al 1982) La proteina Cistatina C esta compuesta por 120
aminoacidos en una cadena simple polipeptidica con dos uniones disulfuro en la region C-
Terminal. La union de dos puentes disulfuro es caracteristico de la familia de la Cistatina 2
(Barret et al 1990). El peso molecular de la proteina Cistatina C es aproximadamente de 13
kDa. La proteina tiene una secuencia altamente conservada para los humanos, los monos,
raton y rata. Hay un 71 % de homologia en la secuencia de la proteina Cistatina C entre
humanos y ratones, y un 73% entre humano y rata. La secuencia de la proteina en el raton y
rata son 88% idénticos (Hakansson et al 1996). La Cistatina C humana es una proteina no
glicosilada, pero en el raton y en la rata el 20 % de la Cistatina ¢ puede ser glicosilada,
(Esnard et al 1990). Hay un sitio N-glicosilacién en la posicion 79 en la secuencia de la
Cistatina C de la rata (Esnard et al. 1990), pero otras formas glicosiladas han también sido
demostrada (Dhal et al 2004).

La estructura secundaria de la Cistatina C es similar a la de la Cistatina C de huevo blanco
de pollo y esta compuesta de una hoja envuelta-beta de cinco cadenas antiparalelas
rodeando una alfa-helice. (Abrahamson 1996). La primara y la segunda cadena estan
separadas por la alfa-helice y las otras por dos vueltas de horquilla. Hay tres regiones en la
proteina Cistatina C que estan conservadas dentro de la superfamilia de las Cistatinas y este
forma el sitio de inhibicién de las cistein proteasas. (Mason et al 1998). Este incluye de 9 a
11 aminoécidos en la region N-Terminal, la secuencia Q 1-V-A-G. en la primera vuelta de
horquilla y el dipéptido C-Terminal P W en la segunda vuelta de horquilla (Mason et al
1998). En la estructura tridimensional estas tres regiones estan cerca entre ellas y forman
una estructura en forma de cuiia filosa que se adapta dentro del sitio activo de la proteasa.
El segmento N-Terminal es requerido para la union y la inhibicion de las cistein proteasas
(Abrahamson et al 1991). La Cistatina C existe como un mondémero pero puede formar

estructuras diméricas envolviendo un dominio de via tridimensional (Ekiel y Abrahamson
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1996). Este es un fendbmeno donde una parte de la proteina es reemplazada con un elemento
idéntico de otra proteina (Bennett et al 1994). En la Cistatina C el intercambio del dominio
incluye la alfa-helice y dos cadenas Beta-adjuntas. (Nilsson et al 2004) La dimerizacion
lleva a la completa pérdida de la funcion inhibitoria de las catepsinas. (Ehkiel y
abrahamson 1996). E condiciones fisioldgicas la dimerizacion es rara, pero ocurre en
condiciones patoldgicas tales como la HCAA. Una variante de la Cistatina C con un punto
unico de mutacion dimeriza mas facilmente que la Cistatina C normal. (Sanders et al
2004).

La Cistatina C es una proteina extracelular principalmente pero esta también es encontrada
intracelularmente, localizada en el compartimento endosomal/lisosomal o reticulo
endoplasmico (RE) (Merz et al. 1997). Estos dimeros disociados dentro de la Cistatina C
antes o bajo la secrecion y la Cistatina C monomérica es secretada fuera de la célula (Merz
et al. 1997). La pérdida de la secuencia lider o substitucién de aminoacidos que camba las
propiedades de la secuencia sefial puede por lo tanto llevar a la secuencia dafiada de la
Cistatina C y su acumulacion dentro de la célula. La Cistatina C sin la secuencia lider no es
procesada a través de la secuencia secretoria (Paraoan et al 2003). Ademas la variante de la
Cistatina C dafiado apunta a una mutacion del exén 2 y faltando la mayoria de los
amino&cidos en sitio N-Terminal acumulados en el RE (Bjarnadottir et al 1998). También
la substitucion polimdrfica de un aminoacido que esta localizado cerca del sitio de enclave
del péptido sefial lleva al dafio en la secrecién de la Cistatina C (Paraoan et al 2004). La
Cistatina C secretada es capturada por las células vecinas y degradada en los lisosomas. La
Cistatina C que esta presente en los fluidos corporales y eventualmente en el plasma
sanguineo es reabsorbido por las células tubulares en el rifién, transportado a los lisosomas
y degradado. (Jacobsson et al 1995). En condiciones fisiol6gicas normales la orina contiene
dificilmente Cistatina C, pero con un dafio tubular, la concentracion de la Cistatina C en el
plasma aumenta lo cual lo hace un marcador confiable para promedio de filtracion renal
(Mussapi and Plenabi 2004).

Una serin proteasas, elastasa de leucocitos, se pegan a la Cistatina C in vitro, entre los

aminoacidos 10 y 11 llevando a la truncacion de la proteina y disminuido el potencial
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inhibitorio para la catepsina B y L. (Abrahamson et al., 1991a) el pegado es especifico para
la elastasa de los leucitos y no se observa en otras seirn proteasas, (Abrahamson et al.,
1991a) La elastasa de los leucocitos podria funcionar por lo tanto como regulador de la
actividad de la Cistatina C extracelular en sitios de inflamacion. El factor de crecimiento
transformante Beta, (TGF-P) regula la expresion de la Cistatina C (Solem et al 1990, Sokol
y Shiemann 2004)

La Cistatina C es el miembro mas abundante de los miembros de la supefamilia de las
Cistatinas y esta presente en niveles moderados en todos los tejidos y fluidos humanos
(Abrahamson et al., 1987). Es expresada en tejidos tales como el rifion, pancreas, higado,

intestino, estdbmago, placenta, cerebro, vesiculas seminales y ojo.

Los niveles mas altos estdn en CSF y en semen, el nivel en el CSF inicié 5.5 veces mas alto
que en el plasma (Tavera et al., 1990). El cerebro tiene particularmente niveles altos de

Cistatina C, 15 veces mas que el higado.

La Cistatina C fue primero aislada del CSF durante 1960, pero la expresion de la Cistatina
C en el cerebro no fue reconocida hasta tiempo después. Uno de los primeros reportes sobre
la Cistatina C se hicieron en el cerebro y fue con un estudio de inmunohistoquimica
demostrada mediante el hipotdlamo post-morten de humano, particularmente en el nicleo
supraventricular, paraventricular y arcuato. sugiriendo que la Cistatina C en el CSF viene
de las neuronas del hipotdlamo que se proyectan directamente al tercer ventriculo
(Bernstein et al., 1988). Mas tarde en una mayor y conservada expresion de la Cistatina C

fue demostrada en las células epiteliales de los plexos coroideos (Tu et al., 1992)
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11.19 Funciones Fisioldgicas de la Cistatina C

11.19.1 Inhibidor de Catepsinas

La Cistatina C es un inhibidor de union firme y reversible de la catepsinas B, H, L'y S
(Abrahasom et al 1994), Las catepsinas son cisteine proteinasas lisosomales, son parte de la
familia de la papaina y consiste de 11 miembros de los cuales las catepsinas B y L son las
mas abundantes en los humanos. Estan involucradas en la degradacién normal de las
proteinas celulares, el procesamiento de prohormonas, presentacion de antigenos, ruptura
de colageno y reabsorcion de hueso (Turk et al., 2000). Cuando las catepsinas son
secretadas fuera de las células se vuelven extremadamente dafiinas y rodean un ambiente
que conduce a condiciones patoldgicas. Por ejemplo, artritis reumatoide, cancer apoptosis,
desdrdenes neurales, osteoporosis y enfermedades de almacenaje lisosomal. (Chapman et
al., 1997)

La principal funcién de la Cistatina C es regular la actividad de las catepsinas y por lo tanto
modular y controlar la actividad extracelular. El balance entre Cistatina C y Cisteine
peptidasas es importante para el mantenimiento de condiciones fisioldgicas normales, y si
este falla, proceden sintomas patoldgicos, por ejemplo, paredes de vasos arteroescleréticos,
la estimulacion de la catepsina K y S en la pared vascular de las células de masculo liso, y
que es coincidente con una baja expresion de Cistatina C. También niveles bajos de
Cistatina C se correlaciona con la progresion del aneurisma aortico abdominal (Lindholt et
al., 2001). Ademas, un incremento en la actividad de la catepsina K es responsable por la
reabsorcion de hueso que conduce a la osteoporosis (Yasuda et al., 2005). La actividad
excesiva de las catepsinas puede llevar puede también conducir a la degradacion de la
matriz extracelular por lo tanto habilitar al crecimiento e invasion del cancer (Buck et al.,
1992). La expresion concomitante reducida de la Cistatina C con un incremento de la
expresion de la catepsina B ha sido descrita en el cancer de seno humano y en lineas
celulares de glioma (YYano et al., 2001). La reduccién corresponde con un incremento de la

malignidad y la sobre expresion de la Cistatina C inhine la movilidad y la invasion de las
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células B16 de melanoma, de glioma celular y células de cancer de ovario (Sexton y Cox
1997; Konduri et al 2002). La sobre expresion de la Cistatina C es también reportado que
inhibe la metastasis en la células B16 de melanoma (Cox et al., 1999). Estos datos aparte de
las discrepancias, muestran la importancia de la propia expresion la Cistatina C en el

control de la integridad fisiologica de los tejidos.

11.20 Modulador de inflamacion y accion antiviral

La Cistatina C es sintetizada y secretada por las células del sistema inmune tales como los
monocitos y los macrofagos y su liberacion es disminuida cuando los macréfagos son
estimulados por lipopolisacaridos o interferon-y (IFN- y). Hay varias lineas de evidencia
que indican que la Cistatina C también regula la actividad y motilidad de neutréfilos. La
incubacion de neutrofilos con Cistatina C lleva a la disminucion con la liberacion de
superoxido y fagocitosis, los cuales son caracteristicos de la activacion de los neutrofilos.
La Cistatina C también modula la quimiotaxis de los neutréfilos ( Leung-Tack 1990) El rol
de la Cistatina C es controlar la presentacion de antigenos en las células dendriticas
periféricas, esta a través de un control de la actividad de la catepsina S el cual se pega a la
cadena invariante del complejo 11 mayor de moléculas de histocompatibilidad incapaz de
ser transportada a la membrana plasmatica y presentar el antigeno a las células del sistema
inmune. (Pierre y Mellman, 1998) Sin embargo, recientes estudios han demostrado que
contradiccion en esta idea demostrando que aun en presencia de Cistatina C es abundante
en ciertas células dendriticas no es necesaria para el control del complejo 1l mayor de
histocompatibilidad a la presentacion de antigenos y la Cistatina C es diferencialmente

expresada durante la maduracion de las células dendriticas.

También se sugiere que la Cistatina C regula la produccién de Citoquinas. E induce la
sintesis del factor de necrosis tumoral a y las interleucinas — 10 y IFN-y activando a los
macrofagos y ademas estimulando la liberacion de oxido nitrico por parte de los
macrofagos (Verdot et al., 1996). También la Cistatina C participa en la estimulacion de la

produccién de IL-6, IL-8 en esplenocitos murinos y en fibroblastos gingivales humanos.
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( Kato et al., 2000). Ademas la Cistatina C tiene propiedades antivirales contra ciertos virus
e inhibe la replicacion del virus del herpes simple y del cornavirus. La actividad regulatoria
y la modulacion del sistema inmune son relacionadas a sus funciones como inhibidor de

cisteine proteasas.

11.21 Funciones como promotor de Crecimiento

Se sugiere que la Cistatina C tiene un rol en la proliferacion y en la diferenciacion celular,
primero demostrando que la Cistatina C induce proliferacion de fibroblastos 3T3 de raton
en cultivo, después fue confirmado por Tavera y Colegas quienes demostraron que la
Cistatina C incrementa la proliferacion de las células mesangiales en el glomérulo de la
rata. Ellos también sugirieron que su funcion de la promocion del crecimiento estd
relacionado al tetrapeptido N-Terminal, (Tavera et al., 1992). Uno de los més reciente
reportes sobre la funcion de la Cistatina C en el cerebro fue provisto por Taupin y colegas
quienes que demostraron que la forma N-glicosilada de la Cistatina C es un co-factor para
FGF-2 y es requerida para neurogénesis in vitro e in vivo. La Cistatina C fue purificada de
cultivo celulares como factor que fue secretado por las células progenitoras hipocampales
de adulto.

Dado entonces que el pterigion es una patologia cuyas caracteristicas desde su origen no

son aun comprendidas este trabajo tiene como finalidad ofrecer informacion relevante y

original sobre el pterigion y la proteina Cistatina C Humana (CCH).
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I1l. METODOLOGIA

I11.1 Diseno del estudio

Se realizard un estudio piloto, prospectivo, transversal en el Departamento de Optometria
del Centro de Ciencias De la Salud, el Departamento de Quimica del Centro de Ciencias

Bésicas, Departamento de Morfologia de la Universidad Autonoma de Aguascalientes.

111.2 Universo

El universo de sujetos seleccionados para su participacion en este estudio consiste en
aquellos pacientes que retnan los criterios de inclusion y exclusion establecidos en este

protocolo.

Es un estudio prospectivo no aleatorizado donde 101 muestras de pterigion fueron incluidas
obtenidas del hospital de zona nimero 2, en Aguascalientes, Ags. México, hospital general
de zona No. 1, hospital centenario Miguel Hidalgo. Fueron analizados 73 pterigiones
primarios contra 28 pterigiones recurrentes, 52 de los pterigiones primarios fueron
clinicamente activos y el resto de estos inactivos, respecto a lo pterigiones recurrentes 16
fueron activos y el resto inactivos. Aproximadamente la mitad de las muestras fueron
usadas para RT-PCR y el resto fue usado para inmunohistoquimica. 44 conjuntivas

normales fueron usadas como tejido control para ambas técnicas.

111.3 Justificacion

El pterigion es una patologia benigna compleja en la que diversos eventos celulares como
la proliferacién, evasion de apoptosis, inflamacidn, angiogénesis y recambio de matriz
extracelular son necesarios para su desarrollo. Dado que el comportamiento clinico, las
opciones terapéuticas y el pronostico visual de los pterigiones es variable, es importante

analizar los eventos celulares y moleculares que intervienen en el desarrollo de esta
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patologia. Hasta este momento no existen reportes en la literatura mundial que valoren los
patrones de expresion en las diferentes formas clinicas del pterigion primario (activo vs
inactivo). Asimismo se desconoce si las mismas vias activadas en el pterigion primario u
otras son reactivadas una vez que el pterigion se ha removido para dar origen al pterigion

recurrente en la poblacion mexicana. Por ultimo no existen reportes en el pterigion donde

se evallen los patrones de expresion de esta patologia utilizando a la Cistatina C, mientras
que a la Cistatina C se le ha encontrado en el sindrome cerebral hemorragico hereditario,
insuficiencia renal por dafio, asi como en pacientes con asma, participa en los mecanismos
primarios de defensa contra la destruccion proteolitica tisular mediante la formacion de
complejos inhibitorios de cistein proteasas. Por lo tanto en este trabajo exploramos la
posibilidad de la participacion de la Cistatina C como un factor genético y su producto

proteico en la induccidn de eventos fibroticos, angiogéncios o inflamatorios

111.4 Hipotesis

El patron de expresion del pterigion primario varia dependiendo del grado de su actividad
(activo-inactivo). Ademas, el patron de expresion del pterigion primario es diferente al
patron de expresion del pterigion recurrente. En la expresion de la Cistatina C Humana, asi

mismo la lagrima en los casos mencionados es diferente al patrén de expresion en las

conjuntivas sanas.

111.4 Objetivos

111.4.1 Objetivo general

Determinar la presencia y expresion de la proteina Cistatina C Humana en los diferentes
tipos de pterigion y sus manifestaciones clinicas que se caracterizan como parte de su

fisiopatogenia.
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I11.5 Objetivos especificos

o Identificar la expresion celular y molecular de la Cistatina C Humana en la
conjuntiva normal

o ldentificar la expresion celular y molecular de la Cistatina C Humana como parte de
la fisiopatogenia del pterigion primario inactivo

o lIdentificar la expresion celular y molecular de la Cistatina C Humana como parte de
la fisiopatogenia del pterigion primario activo

o ldentificar la expresion celular y molecular de la Cistatina C Humana fisiopatogenia

del pterigion recurrente.

I11.6 Tamano de la muestra

Debido a que este es un estudio piloto, que servira para establecer un concepto inicial en la
fisiopatogenia del pterigion, no se requiere un estimado del tamafio de muestra formal. Se
ha propuesto la inclusion inicialmente de 3 grupos de pacientes con ptergiéon y 1 grupo

control sano, que se presentan a continuacion:

Grupo 1: Pacientes con pterigion primario inactivo
Grupo 2: Pacientes con pterigion primario activo
Grupo 3: Pacientes con pterigion recurrente

Grupo 4: Conjuntivas normales (grupo control)

En todos ellos se les realizara una sola valoracién clinica preoperatoria tomando en cuenta
las variables del estudio, incluyendo un examen oftalmolégico completo, una topografia
corneal. Los pterigiones seran removidos por un solo cirujano con la técnica de reseccion
simple con autoinjerto conjuntival. Las piezas obtenidas seran divididas en dos partes, una
de ellas sera almacenada en formol y procesada para la evaluacion histopatoldgica mediante
la revision de su laminilla con método de hematoxilina/eosina y la otra parte sera congelada
en nitrégeno liquido en quiréfano y almacenada a -80 C para posteriormente obtener su

patron de expresion usando la técnica de biologia molecular denominada PCR
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111.7 Descripcion de sujetos de estudio

111.7.1 Criterios de inclusion

Para ser elegible y participar en este estudio, lo pacientes deben de reunir los siguientes

criterios:

Los pacientes deberan entender y firmar el consentimiento informado.

Los pacientes deberan tener un pterigion primario o recurrente mayor a los 2 mm.

Los pacientes deberan tener entre 18 y 60 afios de edad.

Los pacientes deberan tener medios intraoculares claros.

Los pacientes deberan tener criterios quirdrgicos estéticos, sintomaticos o visuales que

justifiquen el procedimiento quirdrgico.
111.7.2 Criterios de exclusion

e Los pacientes que retunan los siguientes criterios no podran incluirse en el estudio:

e Pacientes con tratamiento médico tdpico de cualquier tipo (con excepcion de
lubricantes) en las ultimas dos semanas.

e Pacientes menores de 18 afios

e Pacientes que no otorguen o entiendan el consentimiento informado

e Pacientes con alguna patologia ocular asociada

e Pacientes que no reunan los criterios quirdrgicos

e Pacientes que no deseen operarse

e Pacientes con tratamiento sistémico que incremente la sensibilidad a la luz UV
(isotretinoina, vitamina A, etc).

e Pacientes con cirugias oculares previas (con excepcion de cirugia de pterigion).

e Pacientes con historia de trauma ocular.
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111.7.3 Criterios de eliminacion

Los pacientes seran eliminados si las muestras de tejido obtenidas son insuficientes para la

realizacién del estudio.

Los pacientes seran eliminados si el RNA obtenido de sus muestras de tejido se encuentra

degradado o de mala calidad para la realizacion del estudio.

1) VARIABLES A MEDIR

A. Valoracion clinica.

Las variables a evaluar seran:

A

Edad del paciente
Género del paciente
Tamario del pterigion
Localizacion:

Nasal

Temporal

Unilateral

Bilateral

Grado de actividad del pterigion
Activo:

Inactivo:

Tipo clinico del pterigion
Primario:

Recurrente:

Biomicroscopia con lampara de hendidura

Foto clinica del ptergion

Topografia corneal del ojo a operar

Patron de expresion del ptergion

Valoracién histopatoldgica.
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111.8 Procedimiento para obtencion de muestras

111.8.1 Método quirurgico

Los pacientes fueron operados bajo anestesia local y usando la técnica de autoinjerto
conjuntival con completa reseccion de la lesion. Seguida por una incision de la marca en el
limite del borde limbal de la cabeza del pterigion. (es la porcion del pterigion que cubre la
cornea), el cual fue removido de la superficie corneal anterior y el tejido del pterigion fue
disecado en un plano subconjuntival. (Adamis AP, Starck T, Kenyon KR. The management
of pterygium. Ophthalmol Clin North Am. 1990;3:611-23.) Por lo tanto el cuerpo completo
y la cabeza fueron tomados para este estudio. Todos los pterigiones fueron tomados de la
region nasal con excepcion de un pterigion primario de origen temporal. Las muestras de
conjuntiva normal fueron tomadas de la region bulbar a menos de 4 mm del limbo al hacer
la diseccion conjuntival del autoinjerto quedaron fuera del estudio aquellos pacientes que
estuvieran bajo algun tratamiento farmacol6gico que alterara la respuesta inflamatoria. La
informacién recolectada de cada paciente incluyd, edad, genero, sintomas, tiempo de

duracion del pterigion, historia familiar del pterigion, nimero de intervenciones previas.

Tabla 1. Referencia de los datos clinicos de los pacientes que se obtuvieron las muestras quirdrgicas

Muestras Edad Masculino Femenino IH | RT-PCR | ELISA
Pterigion Primario 55.21 +10 | 43 | 4257% | 30 | 2970% | 13 | 19 40
Pterigion Recurrente | 65.12 +14 | 18 | 17.82% | 10 | 9.90% 2 4 22
Conjuntiva sana 68.71 +13 | 34 | 33.66% | 10 | 9.90% 15 14 25

Una mitad del pterigion se fijé en parafolmaldehido al 4% mientras que la otra mitad se

congelo a -80° para su estudio molecular.

El protocolo de estudio fue aprobado por el comité de ética del Hospital del Instituto
Mexicano del Seguro Social y por lo tanto a todos los individuos de estudio se les otorgd y
previa firma del consentimiento informado (anexo 1) se tomaron para el estudio. Las

investigaciones fueron conducidas de acuerdo a los principios de la declaratoria de
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Helsinki. (Pautas Eticas Internacionales para la Investigacion y Experimentacion Biomédica en Seres Humanos. ISBN

92 9036 056 9. Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS), 1993, Ginebra, pp.53-56.)

El estudio anatomo-patoldgico tendra como objetivos el documentar los cambios
histopatoldgicos caracteristicos de la enfermedad. Este se realizara por solo un investigador
especialista, quien no tendra ninguna informacion acerca de los resultados de las diversas
valoraciones del paciente (clinica, molecular). Se utilizaran tinciones de hematoxilina-
eosina para realizar el diagnostico. Asimismo el bloque de parafina serd guardado en el
archivo patoldgico en caso de que se requieran estudios de inmunohistoquimica para

corroborar los hallzagos del analisis de expresion diferencial.

Los pterigiones se clasificaron de acuerdo a Buratto, L, MD, 2000, basandose en los
sintoma reportados y signos observados en la historia clinica y se determind que el
tratamiento que recibieran previo a la cirugia no fueran farmacos desinflamatorios
esteroideos o AINES ni tampoco usaran vasoconstrictores, solo se aplicaron en 5 casos
lubricante artificial basada en hidrometilcelulosa 0.1%, sin generar cambios en el efecto
inflamatorio. Como control se utilizaron muestras de conjuntiva de procedimientos
quirargicos diferentes al pterigion, incluyendo el autoinjerto y que no tuvieran algun
proceso inflamatorio o infeccioso del segmento anterior. Para las muestras destinadas a IH
se aplico el procedimiento descrito por Ventura y cols., (2002), las piezas fueron colocadas
en paraformaldehido al 4% y se hibrido con un anticuerpo anti-conejo contra CCH y
revelada con diamino benzidina. Para las muestras obtenidas para biologia molecular se

realizd RT-PCR vy separacion de productos en agarosa al 2%.
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111.9 Procesamiento de las pruebas

111.9.1 Valoracion del patrén de expresion por biologia molecular

Materiales:

Muestras bioldgicas de:

ojo: capsula de cristalino, iris, conjuntiva y pterigiones primarios, recurrentes, activos e
inactivo

Sanguineo: Linfocitos extraidos por Ficoll

Métodos:

Construccion del plasmido pCAMBIA en el gen de CCH:

En el vector pUC18 previamente ya estaba clonado en el laboratorio previamente dado que
se habian realizado experimentos previos, el gen de la CCH entre los sitios de restriccion
Eco RI, el gen de la CCH se liber6 del vector pUC18 mediante las enzima Eco RI de
acuerdo al protocolo descrito por Sambrook en 1989, y posteriormente clonarlo en el vector

pCAMBIA 2301, posteriormente se clono en el vector PKYLX80

Hind T-BamHI-XhoI-Pstl-Sacl-Xbal

Figura 4. Mapa del vector pKYLX80 y fragmento linearizado del promotor, sitio multiple de
clonacion y el terminador. Organizacion del vector de expresion en plantas para la liberacion del
promotor potenciado del virus del mosaico de la coliflor (35S2) y el terminador de la ribosa bifosfato
carboxilasa (rbcS3"). Y fragmento linearizado del vector pKYLX80 donde se muestra el sitio de
restriccion Eco RI1 del promotor, sitio multiple de clonacién , y el rbes3”
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El vector pPCAMBIA carece del promotor que dirija la expresion del transgen de la CCH y
también de la secuencia de terminacion. Para que el gen de la CCH tuviera promotor y
terminacion, se fusiond el promotor del mosaido de la coliflor potenciado (35S%) vy el
terminador de la ribulosa bifosfato carboxilasa (rbcS 37) en el sitio de clonacion maultiple
del vector pCAMBIA ambos fragmentos fueron cortados mediante enzimas de restriccion
del vector pKYLX80. ElI promotor se libero con las enzimas Eco Rl y Bam HI vy el

terminador de la rbcS”3, con Bam Hl y Cla I.
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Figura 5. Mapa del vector pPCAMBIA: 2301 y linearizado de la caja de expresion.

Organizacion del vector binario de expresion pCAMBIA: 2301. El vector presenta la caja de expresion limitado por los
bordes izquierdo y derecho (t-border left and right) donde esta presente el gen de seleccidon kamanicina, el gen reportero
gus y el sitio de clonacion maltiple. Linearizacion de la caja de expresion donde se muestra los sitios de restriccion Eco

RI-Bam HI dentro del sitio maltiple de clonacion, este sitio fue utilizado para insertar el gen de la CCH con su promotor y

secuencia de terminacion.

111.10 Aislamiento de DNA plasmidico mediante mini preparaciones

(minipreps) por el método de Birboin

Se inoculé una colonia aislada de las posibles transformantes en 3 ml de medio LB
(Sambrook y Maniatis, 1989) liquido con el antibiotico carbenicilna (Cb), y se incubé a 37

°C con agitacion constante durante toda la noche. Al dia siguiente se tom6 1.5 ml de cultivo
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y se transfirié a un tubo para microcentrigufa y se centrifugé a 12000g por 2 min. El
sobrenadante se desecho y la pastilla se resuspendié en 100 pL de soluciéon I (glucosa 50
mM, Tris-HCI 25 mM, EDTA 10 mM) y se dejo a temperatura ambiente durante 5 min.
Transcurrido este tiempo se agregaron 200 pL de la solucion 11 (NaOH 0.2N, SDS 1%) y se
mezclo por inversion por 5 min. Enseguida, se adicionaron 150 pL solucion III (acetato de
potasio 5M, &cido glacial acético 1N) y se dejé precipitar en hielo por 5 min. Las muestras
se centrifugaron a 12000g a 4 °C durante 5 min. El sobrenadante se transfirié a un tubo
nuevo y se le agregd 2 uL de RNAasa y se dejo incubar a 37°C por 30 min. Pasado ese
tiempo, se realizaron extracciones con fenol-cloroformo 1:1 (V:V), y cloroformo-
alcoholisoamilico 24:1 (V:V). En ambos casos, se recuperd la fase acuosa y los &cidos
nucleicos se precipitaron con 2.5 voliumenes de etanol absoluto frio, mezclando
vigorosamente por inversion e incubando después a -70°C por 30 min. La pastilla con el
DNA se recuperé centrifugando a 12000g a 4°C por 5 min. y se lavd con etanol frio al
70%, secando luego bajo vacio.

La integridad de la molécula de DNA plasmidico, se analizé mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1% en buffer de corrida de TPE (Sambrook y Maniatis,1989) 1X, el gel fue
teflido con bromuro de etidio y visualizado bajo luz ultravioleta.

I11.11 Técnica de Ficoll/Hypaque (Boyum 1968) para la extraccion de

Linfocitos

Una vez reconocido la presencia del gen de la CCH en el plasmido donde se amplifico por
PCR se procedi6 a reconocer capacidad de amplificacion en células humanas para lo que se
procedio a la extraccién de linfocitos de la sangre por la técnica de Ficoll, de acuerdo al

siguiente protocolo:

El aislamiento de linfocitos de sangre periférica se tomo de la vena braquial y se repartié en
tres tubos con anticoagulante (EDTA disédico), diluida 1 en 3 de PBS, pH 7,2. A cada tubo

de centrifuga de 15 ml se le afiadié 4 ml de Ficoll-paque (d = 1087 g/m) segun el método de
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Boyum (BOYUN, A. Isolation of mononuclear cells an granulocytes from human blood.
Scand. J. Clin. Lab. Invest. 97: 77-89. 1968.) , sobre el cual se colocaron suavemente 8 ml
de sangre diluida con PBS en una relacion de 2 a 1 v/v. Los tubos se centrifugaron a 1800
rpm durante 30 minutos. Los linfocitos se obtuvieron, de la interfase Ficoll-paque-plasma
con una pipeta Pasteur con sumo cuidado y se colocaron en tubos Fischer. Se afiadié PBS y
se centrifugd a 500 g por 5 minutos para eliminar el exceso de Ficoll-paque. Se lavaron 3
veces con PBS y de nuevo se centrifugaron a 500 g por 2 minutos. Una vez separadas las
células, se procedio al conteo de los linfocitos aislados para determinar el rendimiento

celular.
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Figura 6. Técnica para la extraccion de Linfocitos segiin Boyum 1968, de acuerdo a las condiciones de
esterilidad puede ser de 1-2 X 10° cel/min.

I11.12 Preparacion y Calidad de control de RNA

111.12.1 Extraccidén de RNA total para linfocitos y tejidos

El RNA total fue aislado a partir de los linfocitos y de tejidos humanos resecados
quirdrgicamente, por medio del método de extraccion fendlica con TRIzol ® (Reagent
InvitrogenTM Life Technologies) de Chomczynsky (Chomczynsky y Sacchi, 1987). Este
método se basa en el uso de monofésica de fenol e isotiocionato de guanidina para la lisis
de las celulas y la separacion de la muestra en dos fases (acuosa y organica). Seguida de la

extraccion y precipitacion del RNA total con cloroformo e isopropanol respectivamente a
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partir de la fase acuosa. Las pastillas de linfocitos pasaron por nitrégeno hasta alcanzar su
congelacion y se molieron en un mortero hasta obtener un polvo fino. La muestra se peso y
se agregd en un tubo de 1.5 ml y se adiciond 750 plts.de TRIzol®. El tejido de
homogeneiz6 con el homogeinizador (Polytron PT 1200,kinematic AG). con una punta de
cristal previamente lavada con agua DEPC (Dietilpirocarbonato) al 1.0%, y entre cada
homogenizacion con alcohol y secada antes de poner cada muestra. El tejido
homogeneizado se centrifugo a 13,000 rpm por 10 minutos a 4°C (en este paso se eliminan
los restos celulares). El sobrenadante se transfirié a un tubo eppendorf y se adicionaron 150
ul de cloroformo frio y se agito vigorosamente durante 15 segundos y se incubo en hielo
por 5 minutos. Posteriormente la muestra se centrifugo a 13,000 rpm por 10 minutos a 4°C.
en este paso se forman dos fases por diferencias de densidad; la fase fendlica organica,
contienen el ADN Yy restos de proteinas desnaturalizadas y la fase superior acuosa contiene
el ARN en cloroformo. Esta fase se transfirio a un tubo de 1.5 ml y se adicionaron 500 pl
de isopropanol el cual precipita al ARN. La pastilla se lavd con etanol al 100% y se
centrifugd por 5 minutos a 7,500 rpm a 4°C (2 veces). En el ultimo lavado, el etanol se
elimind y la pastilla se seco por un lapso de 5 minutos. Al final la pastilla de ARN se
disolvio en 50 ul de agua DEPC estéril. Se agit6 en un vortex y se tomo una alicuota para
cuantificar y determinar la integridad del RNA total, el resto se almaceno a -70°C.

111.13 Determinacion de la concentracion, pureza e integridad del ARN

total

Para conocer la concentracion del ARN total se prepar6 una dilucion 1:50 por duplicado
con agua DEPC y se midi6 la absorbancia a 260 nm y a 280 nm en un espectrofotometro
(Ultrospec 2000® Pharmacia Biotech™) con lampara UV. Una vez que se obtuvieron los
valores de absorbancia de los ARN’s a partir de la siguiente ecuacion se puede conocer su

concentracion:

Concentracién de ARN (ug / pl) = (Absorbancia a 260 nm) (Dilucién) (40) / 1000
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Sabiendo que 1 densidad optica a 260 nm (1 OD 24) = 40 pg de ARN. La relacion de
absorbancia a 260/280 indican pureza del ARN, se considera que las relaciones cercanas a

2.0 unidades de OD 54 son las 6ptimas.

Para determinar la integridad del ARN total extraido, se sometid una parte de la muestra a
electroforesis horizontal en el gel de agarosa al 1.0% tefiido con bromuro de etidio (0.5
p/ml). La técnica de electroforesis se basa en el desplazamiento de ARN a través de una
matriz porosa formada por la agarosa polimerizada, siendo el tamafio del poro determinado
por la concentracion de esta en una solucion de sales. Al aplicarse una corriente eléctrica a
través del gel, los &cidos nucleidos que poseen una carga negativa conferida por los grupos
fosfato, migran hacia el &nodo en condiciones de pH neutro (Maniatis et al. 1989). Se
mezclaron 5.0 pl de la muestra de ARN con 2.0 pl de buffer TAE 1X y 2.0 pl de colorante
de azul de bromofenol (0.25%) el cual contiene glicerol al 30%. La elecroforesis se llevo
acabo por 90 voltios durante 50 minutos. EI ARN se vio en un transiluminador con luz UV
a 260 nm. La radiacion UV es absorbida por el ARN y emitida al Bromuro de Etidio que a

su vez reemite la radiacion a 590 nm en la region rojo naranja del espectro visible.

I11.14 Sintesis de ADNc Retro-transcriptasa-reversa (RT)

El ADNCc se sintetizé a partir del ARN total obtenido de las muestras quirargicas de ojo
obtenidas del ojo, por medio de la transcriptasa reversa utilizando hexameros. Las
moléculas de ARNm como molde y los hexameros al azar actian como primers. Ademas,
se requiere la presencia de dNTP’s que funcionan como sustrato para la transcriptasa
reversa, de lo que resulta una hebra de ADN complementario. Las condiciones de ciclado
para cada uno de los pares de oligos empleados se muestra en la siguiente tabla:
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Tabla 2. Relacién de oligos con tiempos y temperaturas de ciclado

B-Actina Condiciones de Ciclado
Forward AGT GTG ACATGG TGC ATC TC Temperatur | 96°C 96°C 58°C 72°C 40X
a
Reverse TGC CCT GAG GCACTCTTC CAG Tiempo 5°(1X) 10” 307 307 Ciclos
B-Globina Condiciones de Ciclado
Forward CAACTT CAT CCACGT TCA ACC Temperatura | 95°C 95°C 55°C 72°C 40X
Reverse GAA GAC CCA AGG ACAGGT AC Tiempo 4(1X) | U 30" 30" Ciclos
Cistatina C Humana Condiciones de Ciclado
Forward GCGGCGTGCACTGGACTTTG Temperatura | 95°C 95°C 55°C 72°C 40X
Reverse GCCGCCTGCTGCCTTCTCTG Tiempo 4(1X) | v 30" 30" Ciclos

111 15 Procedimiento de elaboracion de Electroforesis

Preparar 100 mL de la solucion de agarosa 0,8% en tampon TAE 1X. Para ello, pesar 0,8 g
de agarosa requeridos en una fiola de 250 mL y agregar 100 mL del tampén TAE 1X.
Posteriormente se disuelve la agarosa calentando hasta hervir en el microondas por 2-5
minutos evitando la evaporacion. Cuando la temperatura se acerco a los 50 °C (temperatura
tal que se pudo visualizar a la solucion ain como liquido), verter la agarosa en el molde
con los peines. Se deben evitar la formacién de burbujas, en caso de que se formen,
removerlas con una aguja. Dejar solidificar el gel a temperatura ambiente. Una vez
solidificada la agarosa, remover los peines y colocar el gel en la camara de corrida con
tampon TAE 1X, en un trozo de papel Parafilm fijado al meson, mezclar 5 pL de la
solucion de ADN con 2 pL del tampén de carga 6X y colocar cada muestra
correspondiente. Se coloc6 un marcador de peso molecular mezclado con tampon de carga
y tomar nota de la ubicacion de sus muestras. Posteriormente se aplica un voltaje no
superior a 5 V/cm y se deja correr hasta que el primer colorante alcanzé % partes del gel.
Al finalizar la corrida, y utilizando guantes, se tifi6 el gel en una soluciéon de Bromuro de
etidio a 0,5 pg/mL™ durante 1 minutos. Se transferio el gel a una bandeja con agua
destilada. Se registré la imagen mediante la exposicion sobre un transiluminador de luz UV

(312 nm) y utilizando el aparato de fotodocumentacién.
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111.16 Procedimiento para realizar Inmunohistoquimica

Las muestras obtenidas directamente del quir6fano son fijadas en paraformaldehido al 4%
en PBS, para ser transportadas hasta el laboratorio. Se procedid a incluir las muestras en
parafina, para obtener cortes de 4um en un micrétomo. Se realizO la recuperacion
antigénica (desenmascaramiento de epitopes) con acido citrico monohidrato 0.1M vy citrato
de sodio tribasico dihidratado 0.1M a pH 6.0. El blogueo de la actividad enddgena de
peroxidasa se realizé con H,O, 10% en metanol 100% por 40 minutos. La permeabilizacion
de las membranas se realizé con Tritén X-100 al 0.2% en PBS durante 30 min. El bloqueo
de uniones inespecificas se realizé con suero fetal bovino al 20% en Triton X-100 0.2% en
PBS durante 30 min. Se incubo el primer anticuerpo de conejo policlonal contra Cistatina C
(Abcam Ab 7653), a una concentracion de 1:100 en cdmara humeda toda la noche, la
dilucion fue hecha en Triton X-100 02% en PBS - Albdmina-Sérica-Bovina (BSA) 3%. Se
uso un segundo anticuerpo policlonal anti-lgG de conejo hecho en cabra conjugado con
peroxidasa (HRP) de la casa Santracruz en camara humeda por dos horas. Se incubd con
diaminobencidina (1:10) en buffer de fosfatos hasta desarrollar color. Se contrasto con

hematoxilina de Harris.

111.17 Procedimiento Microscopia Electronica de Transmision

El procedimiento fue basado en el método descrito por Merighi y polak (1993) y Goping et
al (1996). Brevemente. Las muestras obtenidas del quir6fano de forma inmediata se fijaron
en glutaraldehido al 2.5% en buffer de fosfato previamente por 1 hora y colocadas a una
temperatura de 4°C. A fin de ser transportadas hasta el laboratorio para su procesamiento,
se siguio el procedimiento establecido por Ventura et al., (2002). Se deshidrataron en
alcoholes de varias graduaciones por 15 minutos cada uno. El proceso de infiltracion se
hizo en resino LR-White, en concentraciones de alcohol a 1:1, 2:1, 3:1. Se realizaron cortes
de 80 nm y se colocaron en rejillas de niquel. Se incubd con el primer anticuerpo en 1:100
diluido en PBS-ASB 1% 2 hrs a 37°C, después de 10 lavados se incub6 con el segundo

anticuerpo de la marca (Ted Pella EMGMH), marcado con oro coloidal 20 nm, diluido
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1:50 en PBS 1 hr a 37°C més 30 minutos a temperatura ambiente. Después de los lavados
se procedid a la fijacion con glutaraldehido al 1% en PBS por 15 min. Posteriormente se
lavd con agua bidestilada y filtrada. Como paso final se hizo la contrastacion con plomo y

uranilo.

111.18 Procedimiento de ELISA

A fin de establecer los estandes en la lectura de las proteinas mediante el ELISA,
previamente se relizé una curva Bradfor (Ver anexo). Como testigos positivos se forraron
los pozos de 3 columnas con suero de pacientes con insuficiencia renal a una dilucién
1:5000, en la columna 4 la dilucion fue de 1:10000, las columnas 5 a 8 se forraron con
lagrima de personas con pterigion y las columnas 9 y 12 con lagrima de personas sanas,
finalmente las dltimas se usaron como testigos negativos con solo agua destilada. En cada
pozo se colocaron 50 ul de muestra y 50 ul de solucion carbonatos/ bicarbonatos (ver en
anexo A férmula), se procedi6 a 3 lavados de PBS-Tween, se incubé con ASB al 1%,
posteriormente se lavd con PBS-Tween 3 veces, se procedio a colocar el AB Cistatina C en
una dilucion de 1:1000, a 37°C por 1.5 hrs. Y 15 minutos a T°C ambiente, se procedio a
lavar 3 veces con PBS-Tween. Posteriormente se procedié a incubar con el AB a IgG de
conejo-PO en dilucion 1:2000 (5 ul. de Ab +10 ml de PBS) durante 1 hr. a 37°C y 15 min.
a Temperatura Ambiente, se lavo con PBS-Tween. Para culminar el procedimiento con el
revelado con Ortofenildiamina, previa preparacion (ver formula en anexo A) Y se detuvo el
revelado con 20ul. de H;SO, en cada pozo, la lectura se hizo mediante el

espectrofotometro Lambda Bio Application 23.

111.19 Procedimiento de Western Blot (SDS-PAGE)

De acuerdo al procedimiento de ensable establecido (ver anexo Electroforesis Western
Blot) se elaboro un gel a 13.5% dado el PM de la proteina CCH y se cargaron de 50 a 200
pg de proteina de muestra y se completd con 30 pl con simple buffer. Las muesras

corrieron a 80 V por 1.5 hrs. Para hacer la tranferencia a través de buffer se realizé a
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12mAmp durante toda la noche. Se procedio a revelar a la inmuotincion del blot en leche
en polvo al 5% en TBS por una hora de agitacion, para transferir la hoja con el primer
anticuerpo en una dilucion de 1:200 y una incubacion de 24 hrs a 4 °C. en agitacion,
después de los lavados en TTBS por 10 minutos y con TBS por 15 minutos. Se procedio a
revelar con fosfatasa alcalina a temperatura ambiente por 15 minutos disuelta en 10 ml. Se

procedi6 al secado y observacion.
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IV. RESULTADOS

De acuerdo a los resultados obtenidos a través de los diferentes tipos de experimentos
desde una valoracion molecular, morfoldgica y bioquimica, se determind la presencia de la
CCH.

Para determinar la eficacia de los oligos empleados, se uso un plasmido en el cual
previamente ya se tenia la secuencia completa correspondiente al gen de la CCH, el cual
requeria ser evaluado para determinar la precision de la secuencia respecto a nuestro gen de
interés. Posteriormente se demostrd en el uso de dos genes constitutivos que fungirian
como controles internos de reaccion para lo que se empleo al gen B-globina y B-actina
correspondientes a funciones en todas las células, para los cuales se empleo pterigiones y
conjuntivas y donde se demostrd en experimentos aislados el rendimiento y posibilidad de
extraccion de ARN y se estandarizaron las condiciones apropiadas de ciclado para el mayor
rendimiento de ambos genes controles. De la misma forma se llevo a cabo corridas en
linfocitos de ambos genes constitutivos incluyendo a los de la CCH, para conocer las
mejores condiciones en las que éramos capaces de obtener el mayor producto de
amplificacion de tal forma que nos fuera posible aprovechar bajo condiciones de poco

tejido el mayor resultado durante la PCR.

La metodologia empleada para las pruebas mofoldgicas fueron de igual forma se hizo el
reconocimiento de areas de corte histopatoldgicos correspondientes al pterigion en donde se
reconocio la presencia de zonas inflamadas, en presencia de vasos, fibrosis y engrosamiento
epitelial. Para lo que se emplearon diferentes anticuerpos tales como anti-CD68, anti-
CD54, I-CAM, TNF-a, e IL-10. Ademas de una valoracion por parte de un patologo quien
reconocio y describid las zonas de dafio y cambio celular en el tejido epitelial y subepitelial.
Una vez reconocidas la presencia positiva de estos anticuerpos en nuestras muestras

problema procedimos a buscar la presencia de la CCH.
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Otro experimento realizado fue microscopia electronica de transmision, este se realizd con
la finalidad de demostrar por medio de una técnica méas fina de mayor acercamiento a la
presencia de la proteina CCH marcada con oro, nos fuera posible determinar su presencia

en el pterigion.

Debido a que la CCH esta presente en los fluidos procedimos a reconocer si habia
diferencias entre los grupos control y los diferentes tipos de manifestacion clinica de los
pterigiones asi como de su presentacion ya fuera primaria o recurrente. Para tal objetivo
realiz6 en dos pasos, primero, se tomo lagrima de pacientes sanos y mediante la técnica de
Western Blot, se reconocio la expresion de la proteina a través del mismo anticuerpo
empleado en la inmunohistoquimica y ajustado a las condiciones de la prueba bioquimica y
correspondiente a 13.5-14 kDa de peso molecular, resultando positivo en los tres casos
tomados para este resultado. Posteriormente se tomaron lagrima de dos diferentes casos de
pterigion, siendo primario activo y recurrente activo, y un sano ademas se tomo suero de un
paciente con insuficiencia renal al cual ya se sabia que el nivel de presencia de la proteina
Cistatina C estaba presente y que sirvié como control positivo. El resultado obtenido fue
contundente por la presencia de la proteina en lagrima de pterigiones ademas de superior
respecto a la lagrima de la persona sana, el control positivo resulto superior dada su
cantidad en sangre respecto a la lagrima.

Una vez demostrada esta parte se procedié a realizar ELISA de los 4 casos estudiados
respecto a lagrima sana, este experimento se llevd a cabo por triplicado de cada uno de los
pterigiones primarios y recurrentes activos e inactivos y sano, ademas se conto con control
positivo, y control negativo. Después de varias pruebas para estandarizar las
concentraciones de lagrima y de suero que se iba a emplear se procedio a la realizacion de
las ELISAS que nos daria como resultado en unidades de absorbancia las cocentraciones

adecuadas para el experimento definitivo.
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560 pb

Figura 7. Gel de agarosa 1%: Fragmentos de amplificacion mediante una PCR del gen de la CCH
clonado en el plasmido pKYLX80 con peso molecular de 560 pares de bases

IV. 1 Pruebas para determinar factibilidad de oligos de CCH

El gen de la CCH, estaba inicialmente clonado en el vector pUC18. Este gen se libero del
vector con el uso de las enzimas de restriccion, con las enzimas Eco RI. Con el fin de tener
un sitio de restriccion que permitiera la restriccion que permitiera la insercion del gen de la
CCH, en el vector de expresion en pPCAMBIA se utiliz6 como generador de nuevos sitios
de restriccion el plasmido pBSK. Que fue digerido con la enzima Eco RI. Una vez hecha la
construccion del fragmento se clono en el vector pKYLX80 y en el vector pPCAMBIA, con
la construccion pCAMBIA: cch (Figura 1)
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1VV.2 Analisis de RT-PCR.

De las muestras obtenidas en el quirdfano las cuales fueron de pterigion asi como de
conjuntiva y se procesaron para la extraccion de RNA por medio del uso de la técnica de
TRIzol, se requirié conocer la pureza, integridad para lo que se cargaron 200 ngr de RNA

en los pozos de un gel de agarosa concentrado al 2% en TAE. (Figura 8)

A Pterigion. Primario Pterigion.
Conjuntiva Activo Recurrente Activo

Banda
RNA 28s

Banda
RNA 18s

Figura 8. Gel de agarosa al 2% mostrando bandas de 28s y 18s de la integridad y pureza del RNA
extraido de conjuntiva, pterigion primario activo y pterigién recurrente activo, por la técnica de
TRIzol

Cuando se determino las condiciones 6ptimas para la extraccién del RNA se procedi6 a
probar las condiciones mas idoneas de ciclado de las muestras con el gen constitutivo -
actina (Figura 9) asi como de B-globina (Figura 10) cuyos oligos previamente se habia
probado en otras muestras y permitian un rendimiento de amplificacion suficiente para
determinar la calidad del cDNA extraido previamente por la técnica de retro-transcriptasa

descrita previamente.
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1 producto obtenido de la amplificacion de la B-actina, es el siguiente gel de agarosa:

Pterigion. Pterigion. Conjuntiva Marcador de
Primario Activo  Primario Activo  sana peso molecular

>, s'"_,_'- oy

111 pares
de bases

Figura 9. Gel de agarosa donde se amplifico el gen de la B-actina cuyos pares de bases es equivalente a
111pb de muestra de conjuntiva y pterigiones primarios activos.

Los productos obtenidos de la amplificacion de la f-globina (gen control constitutivo) es el

siguiente:
Marcador de o Pterigion Pterigion
peso molecular ~ Conjuntivasana oo 20" o Recurrente Activo  Control interno ()
250 pares
de bases

Figura 10. Gel de agarosa donde se muestra el producto de amplificacion del gen de la B-globina
cuyos pares de bases equivalen a 250 pb correspondiente a las muestras de conjuntiva, ptergién
primario activo y pterigion recurrente activo, ademas se uso control interno (-) al cual no se le puso
Cdna.

Productos amplificados de la CCH en muestras de Linfocitos

Marcador de Vacio Linfocitos Linfocitos Linfocitos Linfocitos Linfocitos
peso molecular

Figura 11. Gel de agarosa donde se muestra el producto de amplificacion del gen de la CCH,
correspondiente a un valor de 560 pares de bases. Carril 1 marcador de peso molecular, 2 vacio, 3
carril 3 al 7 muestras de linfocitos sanguineos, cuyas concentraciones de RNA vario.
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Se realizaron diversas concentraciones de RNA para esta prueba amplificacion del gen de
CCH en los linfocitos con la intension de reconocer las cantidades apropiadas de ARN que
permitirian obtener el mayor rendimiento con la menor cantidad de RNA expuesta a la

amplificacion.

Este experimento resultd6 muy importante pues con este se decidié tomar como gen
constitutivo a la B-globina, como control del siguiente gen que se considera amplificar y

que fue el gen problema.

Resultados obtenidos de amplificacion del gen de la CCH en las muestras problemas
La expresion del gen de la Cistatina C humana se pudo observar en 24 muestras de
pterigion como lo muestra un ejemplo en un gel de agarosa al 1.5% donde la banda de 560

Kpb se muestran la banda claramente su amplificacién como lo muestra la figura 12.

Conjuntiva Etgrigic_)n ;terigion Control de Marcador de
sana rimario ecurrente reaccion peso
Activo Activo

interna molecular

£ ‘z
e i 560 pares de
y bases

| ! Se VA5 3 B
| S DSERNE Ger =LY 3

P LR W

Figura 12. Gel de agarosa mostrando bandas del gen de Cistatina C Humana amplificado en muestra
de conjuntiva sana, pterigion primario activo y pterigion recurrente activo y control interno sin cDNA

El resultado obtenido durante la amplificacion del gen de la Cistatina C Humana en
muestras obtenidas de pterigiones tanto primarios como recurrentes asi como nuestro
tejido control que fue la conjuntiva de pacientes sanos, nos permite observar bandas cuyos
productos que cualitativamente se observan mas en las los pterigiones, siendo ligeramente
mayor en el pterigion recurrente activo en relacion con la banda del pterigion primario
activo. Otro dato interesante en este resultado es correspondiente a la conjuntiva la cual
muestra un valor de banda meno en otros dos casos. En el carril de la derecha se observa el

marcador de peso molecular cuyo valor ronda en las 560 pares de bases.
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V.3 Resultados en Inmunohistoquimica

La estructura del ptergion en la figura 13 muestra area con epitelio engrosado de 10 0 mas
capas de células epiteliales , mantiene en &rea de pequefias zonas sus células caliciformes
(flecha), en su region basal se muestra bien definida la 1dmina basal (doble fecha) que lo
separa del tejido conjuntivo subyacente, el estroma del tejido conjuntivo subyacente
presenta celularidad aumentada (*), en otras areas se caracterizan por aumento en la
densidad por depdsitos de colagena (**), adicionalemente en regiones cercanas se observa
infiltrado inflamatorio en la periferia de los vasos sanguineos (), en forma general estos
cambios del estroma muestran una imagen muy diferente de la estructura normal de la
conjuntiva semejando un proceso inflamatoria en el tejido conjuntivo y proliferativo en el

tejido epitelial. (Figura 13)

Figura 13. Corte histoldgico de pterigion donde se muestran el epitelio engrosado, presencia de
infiltrado celular, presecia de células caliciformes, aniogénesis, tejifo fibroso. Tincién HE.
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Figura 14. Corte histoldgico de conjuntiva sana donde se muestra la solo dos neutrofilos (CD-54)
positivos en el tejido conectivo asi como en el vaso donde no hay presencia de neutrofilos 40X.

Figura 15. Corte histolégico de pterigion primario inflamado con presencia de neutrofilos (CD-54) en
vaso y en zona de tejido conectivo positivos 40X.

Figura 16. Corte histolégico de conjuntiva sana donde se muestran tres macrofagos (CD-68) en tejido
conectivo. En la parte inferior de la imagen se muestra un vaso sin presencia de células inflamatorias
40X.
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Figura 17. Corte histoldgico de pterigion primario inflamado donde se muestran macréfagos (CD-68)
positivos en zonas de tejido conectivo cercanos a un vaso con abundante agregado celular 40X.

De acuerdo al protocolo establecio que de las muestras obtenidas de pterigiones inflamados
y por medio de inmunohistoquimica se reconociera morfoldégicamente la presenciad de
agregados celulares que participaran en el procesos inflamatorio para confirmar la actividad
en presencia de células como los macréfagos identificando la zonas de los anticuerpos de
superficie como son CD-68 y para neutrofilo CD-54, mostrandose que en la figura 14 se
observan en un corte histologico de conjuntiva sana la presencia de solo dos neutrofilos por
el método de inmunohistoquimica y revelados con diaminobenzididna (DAB) lo que nos
muestra la pobre actividad de este agregado celular en este tejido. Situacion contraria se
observa en la figura 15 donde se puede encontrar una cantidad mas abundate de neutréfilos
positivos tanto en el interior de el vaso como en el tejido conectivo adyacente de una
muestra de pterigion primario inflamado. Con rescpecto a la presencia de los CD-68
positivos por la misma técnica, se puede observar en la figura 16 que corresponde a
conjuntiva sana la presencia de solo dos macrofagos en el tejido conectivo, mientras que en
un corte histolégico de pterigién primario inflamado se puede encontrar la presencia
positiva de una mayor cantidad de macrpofagos rodeando a un vaso en el tejido conectivo.
Situacion que en ambos casos nos permiten mostrar la presencia de actores celulares que
participan durante la actividad inflamatoria, resultand asi demostrado el objetivo plantado

durante la metodologia.
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Figura 18. Cortes de 5 nm de conjuntiva sana (A), pterigion primario (B), pterigion recurrente
tratados por inminohistoquimica contra el anticuerpo de Cistatina C Humana 1:200

La Cistatina C se observa positiva en las capas de células superficiales del epitelio de
conjuntivas sanas, mientras que el resto de las células basales e intermedias resultaron con
mucho menor positividad a la reaccion, (Figura 18A). En relacion al epitelio del ptergion
primario (Figura 18B) la positividad a la Cistatina C fue mayor y mas homogéneo en todas
las capas del epitelio engrosado desde la capa basal hasta la capa apical, lo que sugiere una
mayor actividad en la produccion de esta proteina; con respecto a los epitelios del ptergion
recurrente observamos la maxima expresion en positividad e intensidad de la reaccion, pues
como se observa en la figura 18C, las células desde la capa basal, intermedias y apical son
fuertemente positivas a la presencia de Cistatina C y que probablemente se este secretando

a la superficie del epitelio.
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Figura 19. Cortes histolégicos de conjuntiva sana (1) y de pterigion primario activo (Il) contratados
con diamino bencidina y marcados con el anticuerpo contra la proteina Cistatina C Humana. Sin el uso
de Hematoxilina

La figura 19 (1) nos permite observar en muestras de conjuntiva sana como control, como la
Cistatina C humana solo se muestra positiva en las células epiteliales superficiales, no asi
en las células intermedias (aladas) ni en las células basales (*), mientras que en una muestra
de pterigion primario activo (figura 19 (I1)) el resultado obtenido se aprecia positivo en los
tres grupos de células, es decir, en las células basales, en las intermedias y en las

superficiales (**).

Esta prueba se realizé con la finalidad de que la hematoxilina no creara un efecto de color y

que se lograra una reaccion mas evidente de la Cistatina C en los tejidos procesados.
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IV.4 Inmunoblot (Western Blot)

Se tomaron muestras de lagrima en 27 pacientes de los cuales eran 14 pterigiones y 13
personas con conjuntiva sanas de acuerdo al procedimiento descrito por (Barka et al. 1991),
las cuales se congelaron a -20° hasta que fueron procesadas. Después de que se
descongelaron las muestras se mididé en una curva de Bradford la cantidad de proteina
contenida por volumen de lagrima y de esta forma determinar su contenido total antes de
realizar la prueba, encontrado valores que rondaron entre 32.3 hasta 47.8 mgr de proteina /
ml lagrima. Ante estas condiciones se ajustaron volimenes al momento de cargar en los

pozos del gel de acrilamida.

A) Suero de Pterigion. Pterigion Conjuntiva Conjuntiva
Marcador paccon Primario Recurrente sana sana
i de peso Insuficiencia M
Proteina molecular renal
HCC — - CE— | — 14
a actin P T . s e 45 kDa
B) 12
§ 1
k3]
g 0.8 -
]
S 0.6 -
[T
o
204 -
w
c
[
o 0.2 -
0 -
Serum Pt1 PtR Conj1 Conj 2

Figura 20. Wester Blot, A) mostrando las bandas de 14 kDa correspondientes a la proteina de la Cistatina C
Humana. Como control positivo primer carril con suero de paciente con insuficiencia renal crénica. B)
Gréfico de la densidad de la reaccion.
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El resultado del Western Blot nos permite observar la presencia de la proteina Cistatina C
humana (figura 20) obtenida de las muestras de pacientes con ptergién primario activo,
recurrente activo y de una muestra de un paciente sin datos patoldgicos oculares en el
segmento anterior aparentes. Esta prueba nos permite ver que las tres muestras de pterigion

contienen cantidades de Cistatina C Humana, siendo mayor en el ptergion recurrente activo

IV.5 ELISA

Los con los resultados obtenidos en biologia molecular e inmunohistoquimica, buscamos la
relacion entre la posible participacion de la lagrima en el pacientes con ptergion, en donde
buscamos la presencia de este proteina a través de muestras de lagrima de forma que
pudiéramos encontrar alguna relacion entre sus diversas presentaciones clinicas.

Gréfica de resultados obtenidos de la presencia de la lagrima en pacientes con diversas

presentaciones clinicas del ptergion en relacion con pacientes de conjuntiva sana.

Grafica de ELISA en Lagrima de Pterigion Primario, Recurrente y Conjuntiva vs
CCH para determinar diferencia
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Gréfica 1. Grafica de ELISA comparando la presencia en unidades de absorbancia la presencia de la
proteina Cistatina C Humana en muestras de lagrima
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Los resultados que muestra la prueba de ELISA (Gréfica 1), nos permite observar
claramente que la presencia de la Cistatina C humana es mayor en pterigiones recurrentes,
en un promedio de tres veces mayor que en una lagrima de paciente sano, sin embargo, su
relacién con los casos de pacientes con conjuntiva sana solo un tercio mayor en promedio,
lo que nos indica que en los casos evaluados pterigiones recurrente activos, esta mas

presente que en los primaros y mucho mayor que en la conjuntiva sana.

Grafica de ELISA de lagrima pacientes por caso de pterigion primario y recurrente,
conjuntiva VS Cistatina C Humana
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Gréfica 2. Concentraciones en unidades de absorbacia de Cistatina C Humana presentes en lagrima
por presentacion clinica: (Pt R Ac: Pterigion recurrente Activo), (Pt R Inac: Pterigion Recurrente
Inactivo), (Pt P Ac: Pterigion Primario Activo), Pt P Inac: Pterigion Primario Inactivo)

En muestras obtenidas de lagrima de los diferentes casos clinicas se pueden observar que al
pterigién recurrente activo muestra niveles méas elevados de CCH, respecto al resto de los
tipos clinicos de pterigiones cuyo resultado se observa cercano al orden de las 19 unidades
de absorbancia, mientras que el pterigion primario activo se encuentra cercano a las 18
unidades de absorbancia, lo que nos indica que el estado activo es predisponente para
mostrar niveles elevados de esta proteina. En lo que respecta a los valores de pterigiones
recurrentes inactivos también se muestran niveles elevados de CCH respecto al pterigion
primario inactivo, sin embargo, el nivel del pterigion recurrente inactivo se encuentra cerca
a las 14 unidades de absorbancia, y en el pterigion primario inactivo el valor de unidades de
absorbacia esta cercano a las 9 unidades de absorbancia. Lo que muestra el nivel mas bajo

de esta proteina en las muestras de lagrima analizadas
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IVV.6 Microscopia electrénica

1Sk XKiZz. 00

Figura 21. Imagen de microscopia electrénica de transmision, mostrando nucleo de célula epitelial,
con zonas positivas a la presencia de la proteina Cistatina C Humana en un ptergion recurrente
activo

Se tom6 muestras de paciente para procesarla mediante la técnica de microscopia
electrénica de transmision. La razon de llevar a cabo esta técnica fue para demostrar con
otra técnica de estudio morfoldgico mas fino de su presencia, y que ademas nos permitio
reconocer el sitio exacto la presencia de la Cistatina C Humana en las células epiteliales
como se puede observar en esta imagen en donde las dos marcas positivas al oro coloidal, a
los cuales se une la proteina Cistatina C Humana en el pterigién. Figura 21
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V. DISCUSION

La Cistatina C Humana es una proteina plasmatica de bajo peso molecular, endogena,
pertenece a la superfamilia de las proteinas Cistatinas del tipo 2 inhibidores naturales de las
cistein proteasas, del tipo de las catepsinas, la forma activa, madura de la proteina es una
cadena polipeptidica no-glicosilada consistente de 120 aminoacidos y una masa molecular
de 13,343-13,359 Da (Michele Mussap and Mario Plebani 2010). Tiene uniones disulfuro
en las terminaciones carboxilo (Josiah Ochieg 2010), que es un residuo caracteristico de las
cisteinas, (Turk Biyocamya, 2007). La Cistatina C Humana es trasladada con una secuencia
peptidica lider secretoria debido a que contiene una secuencia sefial por lo que son
consideradas generalmente extracelulares(Michele Mussap and Mario Plebani, 2010). En
un andlisis de expresion de la CCH en 23 tejidos humanos se encontraron niveles
comparables de RNAm en todos ellos (Dickinson DP, 2002), por lo que el gen CST3 (gen
de la CCH) se comporta como un gen constitutivo (). La importancia del equilibrio entre las
catepsinas y sus inhibidores se hace evidente en enfermedades neurodegenerativas,
cardiovasculares, osteoporosis, artritis y cancer, donde existe una falla bioldgica en el
control de la actividad de proteasas. (Abrahansom, M.1990). Los pterigiones primarios y
recurrentes activos soreexpresan Cistatina C Humana (Michele Mussap and Mario Plebani
2010).

El pterigion es una patologia compleja que involucra diferentes eventos celulares como la
proliferacion, el recambio de matriz extracelular, la migracién y la inflamacion, entre otros.
En este trabajo detectamos mediante biologia molecular e inmunohistoquimica que tanto el

pterigion primario como el recurrente sobreexpresan Cistatina C humana.

Previamente se realizaron pruebas de histoquimica para valorar la diferencia morfol6gica
con el apoyo de un Dr. con la especialidad en el area de patologia quien describié la
actividad que histoquimica de la inflamacion a través de la presencia de agregados
celulares, engrosamiento y actividad de la capa de epitelio y la presencia angiogénica

exacerbada de los vasos que invaden al tejido que se muestra de acuerdo a los cortes
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histoldgicos (figura 6) con actividad fibrética y abundantes cantidades de coldgeno rodeado
de células inflamatorias. Posteriormente a la evaluacion histopatolégica procedimos a hacer
la valoracion por inmunohistoquimica donde se tomaron anticuerpos contra CD-54
(neutrdfilos ) y contra CD-68 (macrdfagos) donde se busco la presencia positivas de ambos
agregados celulares para estableces por estos medios la actividad celulara que paricipa en el
proceso inflamatorio. Como lo muestran las imagenes donde se comparan en la figura 14 y
en la figura 15 la positividad en tejido de conjuntiva sana la poca presencia de neutrofilos y
de macréfagos respectivamente, escasa al compararlas con muestras de pterigion primario
inflamado en donde tanto los neutrofilos como los magrofagos (figuras 15 y 17,
respectivamente), una cantidad mayor de estas células respecto los tejidos sanos de
conjuntiva. Con ello confirmamos morfol6gicamente que tanto por la presencia de los
neutréfilos como de los macrofagos hay actividad inflamatoria en los pterigiones respecto a

las conjuntivas sanas.

En nuestros controles de conjuntiva normal, la CCH se expresa en la region mas superficial
del epitelio. A diferencia de lo anterior, la CCH se encuentra sobre expresada en las
muestras patoldgicas de pterigion, principalmente en todas las capas epiteliales. Esta
sobreexpresion no solamente se limita al plano epitelial, sino que se manifiesta también en
las lagrimas de los pacientes. La expresion secrecion de la CCH, ademés de ser constitutiva
(pues se detecto en lagrima de pacientes sanos) se encontrd relacionada con el grado de
actividad del pterigion, de tal forma que pacientes con pterigiones activos mostraron
valores mas altos de CCH en lagrima en comparacion con los pacientes con pterigiones

inactivos.

Papel de las enzimas en el desarrollo del pterigién.

El desarrollo del pterigion involucra la activacion de MMP-1 por la luz ultravioleta tales
enzimas actta contra el colageno fibrilar intersticial, una matriz extracelular abundante
componente de la cornea, (Nick Girolamo, 2005) Nick en el afio 2000, sugirié que las
interacciones matriz-célula podrian ser una via alternativa por la cual la colagenasa-1 es

inducida y podria facilitar la migracion directa de los keratinocitos a migrar sobre de la
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matriz de colageno, promoviendo la invasion del pterigion dentro de la cornea. (Nick Di.
Girolamo, 2004).

La catepsina B pertence a la familia de las cisteine proteinases tipo papaina, su principal
funcion es degradar las proteinas dentro de lisosomas, y la accion extralisosomal es
regulada por la CCH. (A.J Barrett, 1984).

La presencia de la Catepsina B se ha demostrado en cérneas de diabéticos humanos y en las
células epiteliales humanas cultivadas de queratocono mediante microarreglos, esta enzima
participa en la digestion de | matriz extracelular (Mehrnoosh Saghized 2005) asi mismo en
estudios de queratocono se ha encontrado a la Catepsina B liberada extracelularmente
digiriendo gelatina y elementos de la matriz extracelular. (Xiang Shen, 2009). Johan
Wassélius encontré en un estudio por inmunohistoquimica y PCR la expresion de la
catepsina B en un modelo de rata ubicada a la proteina en varios tejidos oculares entre ellos
células basales del epitelio (Johan Wasselius, 2003), lo que confirma que en condiciones no
patoldgicas la catepsina B es constitutiva, y en el pterigion no esta descrita su presencia.

La Cistatina C regulador de la catepsina B. en la insuficiencia renal se ha demostrado que la
Cistatina C se encuentra considerablemente aumentada y se ha constituido como un
marcador de dafio en al funcidn renal. EI mecanismo mediante el cual Cistatina C inhibe a
la Catepsina B se ha explicado en dos mecanismos, uno débil inicia, seguido de un segundo
méas fuerte conformacional que involucra la region N-terminal en los subsitios S2-S3
(Maria Nycandera, 1998), dicho mecanismo ocurre en las células mesangiales de los
glomérulos renales a las 6 horas de iniciado un estimulo dafiino a células humanas en
cultivo (C. Tavera, 1992).

Entre las funciones de inhibidores de cistein proteasas esta la de limitar a las catepsinas lo
que va a detener la actividad proteolitica sobre la matriz de coldgena extensa que muestran
los pterigiones debido a que es inhibida por la CCH, este resultado coincide con el
encontrado por Torsten Hansen, 2001 en un modelo de estudio células tumorales de

tendones, en donde la fuerte expresion de la CCH en la mayoria de las células que tenian
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expresion nula de las catepsina B por lo que no habia una degradacion del exceso de matriz
de colageno y esto coadyuva con el crecimiento de tumor.

La presencia aumentada de la Cistatina C in vivo podria influir en algunos tejidos. En
estudios realizados en ratones homozigotos con células B16-F10 donde se anulé el alelo de
la CCH, resulto en establecimiento y crecimiento del cancer de pulmdn, mientras que en un
estudio de células de glioma (SNB19) hubo una sobre expresion de CCH y no fue
encontrado el tumor bajo la inyeccion dentro del cerebro del ratén, sin embargo, a pesar
del conflicto de este resultado el inhibidor de cisteine proteinasas el valor pronostico sobre
los tumores de cancer de, pulmon, seno, cerebro o colorectal se encontré6 que son
indicadores prondstico cuando son medidos extracelularmente por ejemplo en fluidos
corporal de pacientes con melanoma (Kos J, 1997) y en tumor de ovario, Utero o colorectal
(Lah TT, 1992).

Durante un estudio en pterigiones y usando la técnica de inmunohistoquimica se busco la
presencia de varios factores de crecimiento de la angiogénesis como el VEGF y CD31,
resultando que el epitelio de los pterigiones mostr6 un incremento en la expresion del
VEGF en el endotelio y en los fibroblastos y principalmente en el epitelio, (C. Livezenu,
2011) También se ha visto la sobre expresion del factor de crecimiento ligando tipo
insulina(IGFBP)-2 el epitelio de los ptergiones. Asi como las ciclooxigenasas las cuales se
demostraron por inmunohistoquimica en el citoplasma células epiteliales de los pterigiones
observados ( Karahan N, 2008), otro es el caso del inhibidor de metaloproteinasas tipo 2 y
también homologo de L-3 fosfoserin fosfatasa, el cual se encuentra incrementado en el
epitelio de pterigiones, recurrentes, observando en estos casos con el uso de anticuerpos e

inmunohistoquimica.( Chuan-Hui Kuo, 2007).

Otros estudios que evaltan el papel de la Cistatina C, fue en el dafio por radicales libres
(ROS) a los miocardiocitos y fibroblastos cardiacos de raton y rata. Previamente indujeron
isquemia en el miocardio y se acompafio de la produccién de ROS, y se encontraron niveles
altos de Cistatina C y una disminucion de catepsina B, y mientras ocurria esto se encontro

en la matriz extracelular (MEC) la presencia aumentada de colageno 1, colageno Il y
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fibronectina en el &rea de la isquemia. Para evitar que se pegue (el colageno y la
fibronetcina) a las MMP’s, se hizo el experimento sin MMP’s, y se encontr6 nuevamente
que el colageno I, colageno Il y fibronectina, que son altamente resistentes a la protedlisis
estaban aumentadas. Por lo que al aumentar la presencia de la Cistatina C, aumentara la
fibrosis en presencia de una mayor cantidad de colageno I, colageno Il y fibronectina, y
una disminucion de la catepsina B, (Lifang Xie 2010) en relacién al pterigion como ya se
sabe desde el afio 2000, en donde en su trabajo Girolamo en el 2005, demostro la presencia
elevada de colageno I, colageno I11 y colageno fibrilar y la expresion de metaloproteinasas
elevada respecto a la conjuntiva, en pterigiones primarios y recurrentes. En nuestro estudio
y de acuerdo a los datos anteriores podemos indicar que la Cistatina C esta deteniendo la
funcién de las metaloproteinasas y catepsinas, lo que podria estar ocasionando que se eleve
la presencia de esta materia extracelular de colageno y fibronectina y eso explique en parte
la remodelacion del tejido. Por otro lado la presencia aumentada de MMP’s y disminuida
de sus inhibidores TIMP’s no permite que si algun otro factor como el FGF se ve elevado y
se incrementa la formacién de coldgeno no haya algin elemento que este deteniendo el

crecimiento de estas fibras en esta patologia.

La degradacion del colageno depende de la accion especifica de las colagenasas que son
capaces de desestabilizar la hélice del colageno fibrilar nativo.

Otra teoria del efecto que tiene en los microambientes la presencia de la Cistatina C
respecto a la MEC y sus componentes como el colageno es el que se demostro a través de
un estudio de aneurisma aortico abdominal, en donde encontraron tanto a nivel de
expresion a través de RNA semicuantitativo mayores niveles de metaloproteinasas y menor
la cantidad de Cistatina C, por otro lado la presencia de la proteina fue hasta de un 80%
menos respecto a las MMP’s, lo que indica un papel importante de la regulacion entres
estas moléculas, y que trae como consecuencia un adelgazamiento de la pared y por

consecuencia la ruputura de la arteria.
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Varios reportes indican que la expresion de las MMP asi como de cistein colagenasas es
importante que se reconozca la regulacion post-translacional de la actividad de las proteasas
los cuales involucran activacion controlada de las proenzimas inactivas y subsecuente
inactivacion por inhibidores especificos y no -—especificos, mas aun el posible
involucramiento de la actividad de las colagenasas, como la causa subyacente de ruptura no
ha sido direccionada en detalle.

De acuerdo a los anteriores resultados nosotros encontramos la presencia de la CCH, a
nivel de los epitelios tanto de los pterigiones primarios como de los recurrentes a través de
la localizacion de la CCH en el epitelio de los diversos pterigiones analizados. Lo cual
puede ser uno mas de los mecanismos de respuesta del epitelio conjuntival de los pacientes
con pterigion al efecto irritativo de los rayos UV, del mismo modo la CCH se encuentra
elevada en las células del epitelio de los pterigiones, lo que nos sugiere un efecto protector
y el aumento de la CCH en la lagrima de personas con pterigion también nos hace pensar

que el péptido transito sirve de vehiculo para ser expulsado hacia el espacio extracelular.

El hecho de que la CCH se encuentre en niveles basales en suero y en todas las células
nucleadas, ademas de que cuente con una secuencia sefial de 26 aminoacidos que funciona
como péptido transito que se requiere para el trafico dentro de la célula, antes o en la
secrecion le permiten a la CCH ser secretada fuera de la célula (Mertz et al 1997), ante esta
condicion y considerando que la CCH es secretada por a la lagrima, en nuestros estudios
buscamos la presencia de CCH ya que otros autores como (Barka et Al 1997) que
establecieron niveles cuantitativos de CCH en la lagrima de personas sin enfermedad ocular
en el segmento anterior, por lo que nosotros buscamos niveles de CCH en la lagrima de
diferentes casos de pterigion y encontramos que los pacientes con pterigion recurrente
activo fueron los que presentaron niveles mas altos con respecto a los ojos de personas
sanas y de personas con pterigion primario (Grafica 1). Esto nos permite poder establecer
que la Cistatina C puede ser un buen candidato como posible biomarcador pronéstico de
recurrencia para los posibles pacientes que pretenden operarse y saber si tienen

posibilidades de recurrencia.
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El mecanismo explicado anteriormente, es posible que este ocurriendo durante el desarrollo
pterigion, siendo los rayos UV el estimulo dafiino que promueve la activacion del proceso
inflamatorio en la conjuntiva y que la Cistatina C Humana que constitutivamente se esta
produciendo sea incrementada su expresion y secrecion hacia la lagrima para contrarrestar
el efecto de las enzimas degradadoras matriz extracelualr (catepsina B y metaloproteinasas)
producidas por las células inflamatorias del tejido conjuntivo subyacente al epitelio. (Perra,
MT et Al 2011)

Aunque las células T son las que mas frecuentemente se encuentran entre los tipos de
células inflamatorias, los macréfagos (CD68) son los mas frecuentemente encontrados en el
pterigion ellos estan distribuidos en capas de epitelio y en estroma, sugiriendo que ellos
estan relacionados con la patogénesis del pterigion.

En nuestro estudio demostramos por la técnica de inmunohistoquimica la presencia los
macrdfagos a nivel de la [&mina propia, y en menor cantidad al interior del epitelio. Esta
misma localizacion la refiere T. Golu et al, en su estudio, la presencia de los macréfagos se
ubicaron en formas dispersas asi como en forma aglomerada, muy diferente a los linfocitos,
en los casos tanto de pterigiones activos como en inactivos, sin embargo, al hacer el conteo
celular, se observo una mayor cantidad a nivel de las pterigiones inactivos, esta relacion
respecto a la actividad clinica de inactividad clinica o de menor inflamacién en los
pterigiones inactivos con respecto a los macrofagos se puede relacionar con su funcién
secretora de 1L-10, como anti-inflamatorio, y como un supreso y regulador de la reparacién
de heridas, lo que puede explicar su presencia en esta estado inactivo del pterigién, los
resultados que nosotros encontramos son similares a los que refiere. Choul Young Park et
al, donde demostré en pterigiones la presencia de macrofagos aumentados respecto a
conjuntivas sanas. Otra posible explicacion de actividad del pterigion en presencia de
macrofagos se relaciona directamente la liberacion de VEGF, la cual actGa en la fibrosis y
en la angiogénesis, por lo tanto los macrofagos se relacionan directamente con la

angiogenesis y con los depositos de colageno. (Liu, et Al, 2011).

Los macro6fagos tienen actividad proteolitica y catabdlica, son fagocitarios y remodeladores
de tejido después de estar dafiado, los macrdfagos clasificados como M1 son los

encargados de participar en la defensa e inmunidad del huésped, sin embargo, los
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macrofagos M2, son supresores y reguladores de la reparacion de heridas a través de la
liberacion de IL-10,lo que los hace actuar como supresores de la inmunidad de tumores.

Al respecto de la presencia los macréfagos (CD68), se han detectado en niveles

Como tal es el estudio de Shinowiya K, et al, quien evalud muestras de conjuntiva
inflamada en la zona de la lesién para evaluar la respuesta celular por inmunohistoquimica,
quién refiere la presencia de macréfagos en poca cantidad en pacientes con Ulcera de
Moore, mientras que de linfocitos CD4, si encontr6 un volumen mayor respecto a los

macrdfagos. (Shinomiya, et Al. 2013)

Los neutrofilos no solo juegan un papel critico en la defensa como la primera linea de
defensa contra infecciones por bacterias, hongos sino que también contribuyen al tejido
dafado asociado con enfermedades autoinmunes e inflamatorias. Entre las funciones de los
neutrofilos relacionados con la inflamacién estan la produccion y la liberacion de
citoguinas y quimiocinas tales como interleucina-1 (IL-1), factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), interleucina 12p70 (IL-12), factor de crecimiento beta (TGF-p), interleucina-8
(IL-8), proteinas inflamatorias de macréfagos 1 beta y 3 alfa, sin embargo, los neutrofilos
producen menores cantidades de citosinas que los macréfagos y los monocitos, las altas
concentraciones que los neutréfilos alcanzan en areas de inflamacion durante el curso de un

proceso inflamatorio sugiere que juegan un rol importante en esta respuesta.
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V1. CONCLUSIONES

Es el primer estudio de Cistatina C Humana en pterigion, el cual incluye datos de acuerdo

al estadio de esta patologia.

El incremento de la CCH en los pterigiones al ser encontrada por medio de técnicas de
expresion génica y morfologica nos sugiere algun efecto en la actividad de remodelacion,

inflamacién y/o angiogeénesis.

La CCH fue encontrada en el epitelio de los tejidos de pterigiones asi como en sano.

La presencia de la CCH esta en las tres capas celulares del epitelio de los pterigiones,
mientras que en la conjuntiva sana, solo se observa en el la capa de células superficiales, lo
gue nos sugiere que tiene algun papel en la regulacion de la enfermedad, tal y como lo
encontrd, Birgitta S.M., 1998, donde indica que la CCH esta involucrada en la regulacién

los procesos de enfermedad en el ojo.

El valor encontrado través de | Western Blot en lagrima de ptergion y conjuntiva confirma
y valida nuestros resultados de ELISA, ya que las bandas encontradas corresponden al PM
de la CCH.

La doble banda que aparece en el WB, corresponde a la posibilidad de que sea una proteina
isoforma o una forma procesada de la CCH; la Cistatina S, Cistatina SN o Cistatina SA,
descritas por Dayhoff et al. (1979) Donde indica que la secuencia de datos de proteinas de
las Cistatinas C, S, SN y SA se ha visto que pertenecen a esta familia de Cistatinas.

De acuerdo a los resultados encontrados de la [CCH] en lagrima de humanos por Barka, et

al, coincide con los datos aportados por nosotros al reconocer a la CCH en la lagrima de

personas sanas.
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Este es el primer trabajo que relaciona a la Cistatina C Humana con el pterigion
Con este trabajo se da la posibilidad de que la CCH puede servir como un posible marcador

prondstico en los pterigiones primarios respecto a los recurrentes.

Para lograr que nos sirva como un marcador de prondstico de recurrencia se requiere una

poblacion mayor de estudio.

La Cistatina C Humana juega un papel posiblemente en cualquiera las tres condiciones del

pterigion: angiogénesis, fibrosis o inflamacion.
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VI, ANEXOS

ANEXO A

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION
MEDICA

Titulo del protocolo: Fisiopatogenia del Pterigion

Investigador principal: Luis Fernando Barba

Sede donde se realizara el estudio: Universidad Autbnoma de Aguascalientes

Nombre del paciente:

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion médica. Antes de decidir si participa
0 no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados. Este proceso se conoce como
consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude
a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le pedira que firme esta
forma de consentimiento, de la cual se le entregara una copia firmada y fechada.

* Una vez que sea intervenido quirdrgicamente de la recesion del pterigion a la que usted a aceptado ser
operado, se tomara para su procesamiento un laboratorio.

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO. Una poblacion grande en México padece la presencia del pterigion,
dicha enfermedad del segmento anterior del ojo es causada por varios factores entre ellos el mas importante es
la presencia de la luz UV, y una caracteristica que hasta ahora no se ha podido erradicar al 100% la
recurrencia, ya que un buen porcentaje que es operado vuelve a presentar la presencia de este pterigion.

2. OBJETIVO DEL ESTUDIO

A usted se le esta invitando a participar en un estudio de investigacion que tiene como objetivos

Generar conocimiento nuevo sobre el conducta genética, celular de los eventos que suceden en el pterigion

3. BENEFICIOS DEL ESTUDIO

La informacién generada en este estudio permitira conocer mas ampliamente la conducta del pterigion y con
ello poder resolver su expresion y recurrencia

4. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

Una vez operado el paciente se usara el pterigion resecado para procedimientos en el laboratorio de genética y
de morfologia

5. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

En este caso muy particular no hay riesgo para el paciente que no sea el de la cirugia, a la cual el paciente
acude por convencimiento propio

6. ACLARACIONES Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria. No habré ninguna
consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la invitacion. Si decide participar en el estudio

puede retirarse en el momento que lo desee, -aun cuando el investigador responsable no se lo solicite-,

99



pudiendo informar o no, las razones de su decision, la cual sera respetada en su integridad. No tendra que
hacer gasto alguno durante el estudio. o recibira pago por su participacion. En el transcurso del estudio usted
podra solicitar informacién actualizada sobre el mismo, al investigador responsable. La informacién obtenida
en este estudio, utilizada para la identificacion de cada paciente, sera mantenida con estricta confidencialidad
por el grupo de investigadores. En caso de que usted desarrolle algin efecto adverso secundario no previsto,
tiene derecho a una indemnizacion, siempre que estos efectos sean consecuencia de su participacion en el
estudio. No en si por la cirugia

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si asi lo desea, firmar

la Carta de Consentimiento Informado que forma parte de este documento.

7. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido y comprendido la informacion anterior y mis

preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos
en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en participar en este estudio

de investigacién. Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento.

Firma del participante o del padre o tutor Fecha

Testigo 1 Fecha

Testigo 2 Fecha
Esta parte debe ser completada por el Investigador (o su representante):
He explicado al Sr(a). la naturaleza y los propdsitos de la investigacion; le he

explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacién. He contestado a las preguntas en la
medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la normatividad
correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el presente documento.

Firma del investigador Fecha
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8. CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Titulo del protocolo:

Investigador principal:

Sede donde se realizara el estudio:

Nombre del participante:

Por este conducto deseo informar mi decision de retirarme de este protocolo de investigacion por las
siguientes razones: (Este apartado es opcional y puede dejarse en blanco si asi lo desea el paciente)

Si el paciente asi lo desea, podré solicitar que le sea entregada toda la informacién que se haya
recabado sobre él, con motivo de su participacion en el presente estudio.

Firma del participante o del padre o tutor Fecha

Testigo Fecha

Testigo Fecha

c.c.p El paciente.

(Se deberé elaborar por duplicado quedando una copia en poder del paciente)
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1)
2)
3)

1)

2)

3)
4)

ANEXO B

1.- Procedimiento de extraccion de RT-PCR
La RT-PCR se realizo en dos fases:
Fase 1:
2 ug de RNA total
0.5 pl de hexdmeros (100 mM)
Agua libre de RNAsas (hasta completar un volumen de la reaccién de 20.0 pl)
Se uso la misma cantidad de RNA en esta reaccion por cada muestra.
a. Se mezclé el contenido gentilmente con una pipeta seguida por una breve
centrifugacion.
b. Se Incubo a 42 °C por 5 min.
c. Se enfri6 sobre el hielo inmediatamente por al menos 1 minuto.
Fase 2:
4.0 pl de solucion amortiguadora 5X (Tris-HCI 250 mM pH 8.3 KCI 375 mM y MgCl,
15mM)
1.0 pl de mezcla de dinucledtidos trifosfato (ANTP’s) [10 nM de adenina trifosfato,
(dATP), citosina trifosfato (dCTP), guanina trifosfato (dGTP) y timina trifosfato (dTTP),
con NaOH 10 mM pH 7.0]
1.0 pl (200 U/ pl) de la transcriptasa reversa (Invitrogen™ Life Technologies)
0.4 pl de detergente ditiotreitol (DTT) 0.1 M como inhibidor RNAasa
Las condiciones de ciclado para cada uno de los pares de oligos empleados se muestra en la

siguiente tabla:
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B-Actina Condiciones de Ciclado
Forward AGT GTG ACATGG TGC ATC TC Temperatura 96°C 96°C | 58°C | 72°C | 40X
Reverse TGC CCT GAG GCACTCTTC CAG | Tiempo 5(1X) | 107 30" 30" Ciclos
B-Globina Condiciones de Ciclado
Forward CAACTT CAT CCACGT TCA ACC | Temperatura 95°C 95°C | 55°C | 72°C | 40X
Reverse GAA GAC CCA AGG ACA GGT AC | Tiempo 4(1X) |1 307 307 Ciclos
Cistatina C Humana Condiciones de Ciclado
Forward GCGGCGTGCACTGGACTTTG Temperatura 95°C 95°C | 55°C | 72°C | 40X
Reverse GCCGCCTGCTGCCTTCTCTG Tiempo 4(1X) |1 307 307 Ciclos

Materiales para la preparacion del Gel para Electroforesis

Materiales y reactivos.

Agarosa 0,8% en tampén TAE 1X
Tampon TAE 1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM).

Tampon de carga 11 6X. (azul de bromofenol 0,25% pl/v; cileno cianol 0,25% p/v; Glicerol

30% v/v)

Bromuro de etidio 0.5 pg.mL™

Agua destilada

Céamara de electroforesis horizontal/Fuente de poder
Peines, moldes y bandeja para la preparacion de geles
Balanza

Horno microondas

Fiola de 125 mL

Bandeja para tincion

Cilindros graduados de 100 y 500 mL

Papel Parafilm

Micropipetas

Puntas para micropipetas 20-200 pL

Agujas de inyectadotas

Transiluminador UV/sistema de fotodocumentacion

Guantes desechables
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ANEXO C

Materiales y procedimiento para Inmunohistoquimica — Dab En Cortes De Parafina
Preparacion De Reactivos Suero.

Descongelar el suero stock y hacer alicuotas de 1ml/eppendorf. Almacenarlas a -20°C hasta
su uso. Una vez que se descongele la alicuota guardarla a 4°C.

PBS 10x
Reactivos
KH,P0,0.02 M 2.72 gr
Na,HPO, 0.08M 11.3 gr
NaCl 1.54 M 180 gr
Agua destilada 11t

Ajustar el pH = 7.4 y almacenar a temperatura ambiente
PBS 1x

100 ml PBS 10x

900 ml de agua destilada

Almacenar en refrigeracion

Buffer de Citratos 10x
Acido citrico monohidratado 0.1 M 1.99r/90 ml de agua
Citrato de sodio tribasico dihidratado 0.1 M 12.05 gr/410 ml agua
Disolver por separado cada solucion y entonces agregar el &cido citrico al citrato de sodio
hasta ajustar el pH = 6. Almacenar la solucion en una botella oscura. No usar despues de un
mes de preparada.
Ajustar el pH con acido citrico 1% (0.4 gr/40 ml) o NaOH 10M
BUFFER DE CITRATOS 1x
100 ml de buffer de citratos 10x
900 ml deagua pH=6
Desparafinizar

Xileno (2 veces/7 min.)
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10.
11.

Etanol 100% (2 veces /7 min.)

Etanol 96% (1 vez /15 min.)

Etanol 70% (1 vez /5 min.)

Enjuagar con agua corriente durante 5 min

Desenmascaramiento de epitopos

Se coloco dentro de la olla de 1.5 It de buffer de citrato de sodio y se puso a calentar.
Dejando que la presion de la olla suba a lo maximo, en seguida se apago la olla hasta que se
enfrio para poder abrir la tapa. Posteriormente se introdujo las laminillas (en un
portalaminillas de metal) dentro de la olla, procurando que queden completamente cubiertas
por el buffer. Nuevamente se encendio la olla y una vez que salid el vapor por la valvula se
dej6é dos minutos, después se apagod y se dejan las laminillas reposar dentro del buffer 15
minutos. A continuacion se pasan las laminillas a PBS

Lavar con PBS (3 veces/5 min)

Inactivacion de las peroxidasas endogenas

Las laminillas se colocaron en una solucion de metanol-H,O; al 10% durante 30 minutos a
temperatura ambiente

Se lavé con PBS (3 veces/5 min)

Alrededor del tejido de interés se marco circulos con el pen PAP

Permeabilizacion de la membrana

Lavar con PBS-Triton X-100 0.2% (1 vez/30 min)

Bloqueo de uniones inespecificas

Se incubd las laminillas 1 hora a temperatura ambiente con Suero Fetal de Bovino 20% en
PBS-Triton X-100 0.2%

Primer anticuerpo

Se incubd el primer anticuerpo hecho en conejo policlonal a Cistatina. (ab7653) Abcam
durante toda la noche en cdmara humeda.

El anticuerpo se diluyo en PBS—Tritdn X-100 0.2%-BSA 3%

Lavar con PBS-Triton X-100 0.2% (3 veces/5 min)

Segundo anticuerpo

Incubar con anticuerpo policlonal anti-lgG de conejo hecho en cabra conjugado con

peroxidasa (HRP) durante 2 horas a temperatura ambiente en camara himeda
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12.
13.

14.
15.
16.
17.
18.

19.

Lavar con PBS (3 veces/5 min)

Incubar con DAB (diluido 1:10 con buffer) hasta que se desarrolle el color.

Los restos de DAB inactivarlos en una solucion clorada
Lavar con PBS (3 veces/5 min)

Pasar a agua destilada por 5 minutos

Contrastar con hematoxilina durante 1 minuto

Pasar a agua de la llave por cinco minutos

Deshidrataciéon del tejido

Etanol 100% (1 vez/10 minutos) Xileno (2 veces/15 minutos)

Cubrir el tejido con entellan procurando no dejar burbujas
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ANEXO D

Materiales Bioldgico y Procedimieneto Para Microscopia Electronica De Transmision
Equipos.-

Microscopio electrénico de transmision.

Ultramicrotomo con mesa antivibratoria.

Cuchilla de diamante.

Magquina para confeccionar cuchillas de vidrio.

Microscopio oOptico.

Horno de microondas.

Los fijadores mas usados en MET son el glutaraldehido, paraformaldehido, acido picrico y
tetroxio de osmio; es comin que se usen mezclas para combinar sus propiedades de

penetracion y poder de fijacion.

En esta préactica se emplearon tejidos de higado e intestino cortados en bloques cubicos de 1
mm de lado.

Fijacion:

Se fija en Glutaraldehido al 2.5%, Paraformaldehido 2% en PBS 0.1M durante 2 horas (1hr
a Temp. ambiente y 1hr a 4 grados) en agitacion. Enjuagar dos veces con buffer PBS 1X,
10 minutos a temperatura ambiente.

Deshidratacion:

Deshidratar durante 15 min en cada alcohol (en frio y en agitacién) 50,60,70,80,90 y 100%
Infiltracion:

- Preincluir 2 hrs. en resina Lr-White-alcohol 1:1 en frio y en agitacion.

- Cambio de resina 2:1 alcohol y dejar en frio y en agitacion toda la noche

- Cambio de resina 3:1 alcohol y dejar en agitacion en frio unas 4-6 hrs

- Cambio a resina pura toda la noche a 4 grados

- Inclusién final en tubos Eppendorf y dejar polimerizar min. 24 hrs a 56 grados.

CORTE

Realizar piramide en el bloque

Cortes Semifinos a 400 micras para buscar area

Tefiir con azul de toluidina

107



o 2 a

o o

Observar a microscopio de luz y elegir area
Realizar pirdmide para corte fino

Realizar cortes de color plateado (80 nm)
Montar los cortes sobre rejillas de niquel

5.- Técnica de tincién inmuno-oro:

1.-Las rejillas de Niquel con los cortes de 80 nm se incuban con PBS-ASB-1% 45
min.
2.- Incubacion ler anticuerpo diluido 1:100 en PBS+ASB 1% 2 H a 37°C.

3.- Lavado con PBS + ASB 1% 10 veces

4.- Incubacion con segundo anticuerpo marcado con oro coloidal 20 nm. 1hr 37 °C 30 min
TA.

5.- Lavado con PBS-ASB 1% 10 veces
6.- Fijacion con glutaraldehido 1% 15 min
7.- Lavado con agua bidestilada y filtrada
8.- Contrastacion con uranilo y plomo

CONTRASTE

Acetato de Uranilo al 5% 20 min
Lavados en agua destilada

Citrato de plomo 1 min

Lavar en agua destilada
SOLUCIONES Y REACTIVOS.-

Solucion de buffer

A. Fosfato de sodio monobasico 2.7598 gr aforar a 100 ml con agua bidestilada.

Fosfato de sodio dibasico 2.8892 gr. Aforar a 100 ml con agua bidestilada.

Solucién de Trabajo.-

A. Solucion A 19 ml

Solucion B 81 ml
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C. pHde 7.4y aforar a 200 ml con agua bidestilada, conservar en refrigeracion a 4°C.
CACODILATO DE SODIO 0.2M pH 7.4

21.4 gr de cacodilato de sodio se disuelve en 300 ml de agua, se ajusta el pH a 7.4 se puede
ajustar con hidroxido de sodio 0.1 N & con acido clorhidrico 0.1N y aforar a 500 ml con

agua bidestilada.

Para transformarla a 0.1M aforar a 1000 ml de agua bidestilada
RESINA LR-WHITE

AZUL DE TOLUIDINA

a. Borato de sodio (borax) 1 gr.
b. Azul de toluidina 0.5 gr.
c. Agua destilada 100 ml.
Calentar el agua, disolver el borax, afiadir el azul de toluidina poco a poco agitando y dejar

hervir media hora.
Enfriar y filtrar.
ACETATO DE URANILO DE 1 AL 5%

Acetato de uranilo 1g
Agua bidestilada 100 ml
(conservar en frasco &mbar a 4°C.)

CITRATO DE PLOMO
125 mg de citrato de plomo se disuelven en una solucién de hidroxido de sodio 1N
y se afora a 50 ml con agua destilada.

Ultramicotomo Microscopio Electronico de Transmision
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ANEXO E
CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE BRADFORD

. Rango 10-200 pg/ml: Mezclar 1 ml del reactivo de Bradford con 0.1 ml de la muestra.
Agitar y esperar al menos 2 min. Leer en espectrofotémetro a 590 nm. Comparar lectura
con curva patron.

. Rango 1-10 pg/ml: Mezclar 1 ml del reactivo de Bradford con 0.5 ml de la muestra. Agitar
y esperar al menos 2 min. Leer en espectrofotometro a 590 nm. Comparar lectura con curva
patron.

. Rango 100-1000 pg/ml: Mezclar 5 ml del reactivo de Bradford con 0.1 ml de la muestra.
Agitar y esperar al menos 2 min. Leer en espectrofotdmetro a 590 nm. Comparar lectura

con curva patron.

Preparacion del reactivo de Bradford:
Disolver 100 mg de Azul de Coomassie G250 en 50 ml de etanol. Afiadir 100 ml de ac.

fosforico y diluir con agua destilada hasta 1 litro.

Curva patron de 10-200 pg/ml de proteina:
Preparar una solucién de 1 mg/ml de seroalblmina bovina en NaCl 0.9% o en la solucion

en que se encuentre la proteina problema. Hacer las siguientes diluciones:

Dilucion Proteina pl Solucion pl Conc. final pg/ml
1 10 990 10

2 50 950 50

3 100 900 100

4 150 850 150

5 200 800 200
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ANEXO F

Técnica de Elisa para Cistatina C en lagrima
1.- Se forrd la columna de pozos 3 con suero de paciente con insuficiencia renal diluido
1:5000; la columna 4 con suero diluido 1:10000 (testigos positivos); las columnas 5 a 8 con
lagrima de pterigion (problemas) y columnas 9 y 12 col lagrimas de sanos y testigos
negativos (agua destilada) 50 ul y 50 ul de solucién carbonatos/ bicarbonatos (50ml. de
agua destilada+0.0795gr. de Carbonato de Sodio+0.1465gr. de Bicarbonato de Sodio); (40
pl. de Ag.+ 5 ml. de solucidn) incubar toda la noche en refrigeracion
2.- Lavo 3 veces con PBS-Tween.
3.- Se Incubd con ASB (Albdmina Sérica Bovina) al 1% (0.05 gr. ABS+ 5 ml. de PBS
1X)por 45 min. a 37°C, después dejar la placa 15 min. a Temperatura Ambiente.
4.- Lavo 3 veces con PBS- Tween.
5.- Incubar con el anticuerpo Cistatina diluido 1:1000 en todos los pozos excepto los de la
columna 1y 2 1.30 hr. a 37°C y 15 min. a Temperatura Ambiente. Bajo el siguiente

esquema se haran las diluciones:

1:1000 (1pl. suero + 999 ul. PBS1X)
1:5000 (300 pl. suero + 1200 pl. PBS1X)
1:10000 (500 pl. suero + 500 pl. PBS1X)
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Tabla 3. Relacion de uso de los pozos en ELISA para pterigiones y conjuntivas sanas

Control Positivo Suero Léagrima Léagrima
Insuficiencia Renal Pacientes Pterigion Pacientes
Pterigion
Blancos 1:5,000 1:10,000 1:1 1:1 1:1 1:1 Léagrima Sanos 1:1
11
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A P1 Pa3 P6 Pa 10 Sano 1 Sano 5 Sano 7
B P1 Pa 4 Pa 6 Pa 10 Sano 1
C Pa 1l Pa 4 Pa7 Pa 10 Sano 2 Sano 6 Sano 8
D Pa 2 Pa 4 Pa7 Pa 11 Sano 2
E Pa 2 Pa5 | Pa7 Pa 11 Sano 3 Control Control
Negativo | Negativo
F P2 Pa5 | Pa8 Pa 11 Sano 3 Control Control
Negativo | Negativo
G Pa3 Pa5 | Pa8 Pa 12 Sano 4 Control Control
Negativo | Negativo
H Pa 3 Pa6 | Pa9 Pa 12 Control Control
Negativo | Negativo

6.- Lavar 3 veces con PBS-Tween.

7.- Incubar con el anticuerpo cabra a IgG de conejo-PO en dilucién 1:2000 (5 pl. de Ab
+10 ml de PBS) durante 1 hr. a 37°C y 15 min. a Temperatura Ambiente.

8.- Lavar 3 veces con PBS-Tween.

9.- Revelar con Ortofenildiamina mediante la siguiente solucion: (Acido citrico 2.43ml. +

Fosfato Dibasico de Sodio 2.57ml. + Agua Destilada 5ml. + 0.004gr. de Ortofenildiamina +

4ul. H,0, al 30%. Detener el revelado con 20pl. de H,SO,4 en cada pozo).
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ANEXO G

ELECTROFORESIS (SDS- PAGE) WESTERN BLOT

1.- Colocar el cristal delgado sobre el cristal grueso (del lado de la ranura)

2.- Deslizar los dos cristales sobre el soporte (color verde); hacerlo sobre una superficie
plana

3.- Presionar las pinzas del soporte para ajustar los cristales

4.- Montar el complejo soporte- cristales sobre el estante transparente. No olvidar colocar
la esponja sobre la que se montara el complejo soporte- cristales para polimerizar el gel.

5.- Una vez polimerizado el gel, sacar los cristales del soporte verde, con cuidado.

6.- Ensamblarlo en el soporte de electrodos (ranura del cristal grueso debe coincidir con la
ranura del empaque de soporte de electrodos)

7.- Colocar el soporte de electrodos y los cristales con el gel polimerizado sobre una camara
de presion (tiene pinzas que hay que cerrar con cuidado.)

8.- Preparar el resolving gel (gel separador)

Tabla 4. Porcentajes empleados de acrilamida

Contenido 13.5% 16%
AGUA DESTILADA 2.85ml 2.05ml
LOWER BUFFER 2.5ml 2.5ml
ACRILAMIDA 4.5ml 5.3ml
APS 10% 50 pl 50 pl
TEMED 10 pl 5ul
TOTAL 10ml 10ml

9.- Introducir el gel, entre los cristales con ayuda de una pipeta Pasteur y con cuidado de
que no queden burbujas. Se llenaran hasta la sefial marcada anteriormente.
10.- Afadir con una pipeta pauster agua destilada, de manera que se vea una pequefia
separacion entre el gel y el agua.
11.- Esperar a que polimerice alrededor de una hora
12.- Una vez polimerizado se voltea el aparato para eliminar el agua y secar con cuidado de
no distorsionar el gel, el resto que quede con el papel filtro.
13.- Preparar el stacking gel: (gel concentrador).
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Tabla 5. Equivalencias para elaboracion de un gel al 13.5%

Agua Bidestilada 3.5 mil
Upper Buffer 5ml
Acrilamida 1.3 ml
Aps 50 ul
Temed 10 pl
Total 10 ul

14.- Agregar el stacking gel y colocar el peine, con cuidado de no hacer burbujas, por un
lado del peine.

15.- Dejar que polimerice alrededor de media hora

16.- Mientras se preparan las muestras, se cargan de 100 a 50 pug de proteina de muestra
dependiendo de lo que se requiera y se completa el volumen a 30 pl con sample buffer,
tratando siempre que el volumen minimo de sample buffer sea la tercera parte del volumen
total

17.- Una vez polimerizado el gel, se retira el peine con cuidado y se saca a presion, se
montan los cristales en el otro aparato, que se introduciran en la cubeta para que corran las
muestras

18.- Preparar el electrodo buffer:

200mlI del electrodo buffer 5X------- 60ml
800ml de agua destilada--------------- 240ml

19.- Llenar la cubeta con el electrodo buffer

20.- Colocar con cuidado las muestras en los pocillos

21.- Aplicar los electrodos correctamente y correr las muestras. 80V durante 1.5 horas

22.- Mientras corren las proteinas preparamos el western blot buffer (buffer de

transferencia)

g2 Y YN T ———— 3gr
] [0 | 1 —— 14 gr

U ———— 833ml
V[ 7Y Vo] I —— 167ml
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23.- Una vez corridas las muestras paramos el aparato, desmontamos los cristales y el gel lo
introducimos en el buffer de transferencia mientras que cortamos dos trozos de papel filtro
y un trozo de membrana.

24.- Introducir la membrana, previamente sefializada en metanol, la escurrimos un poco y la
introducimos en el western blot buffer.

25.- Montar el sdndwich de la siguiente manera (de la parte negra a la roja- blanca)

Esponja (mojada en el buffer)

Papel filtro (mojado)

Gel

Membrana

Papel filtro

Esponja

Se irén eliminando las burbujas que quedan con un tubo de ensaye, pasandolo con cuidado
por encima de la membrana.

26.- Se coloca el sandwich dentro del aparato correspondiente ( parte negra con negra y roja
con roja)

27.- Terminar de llenar la cubeta con el resto del buffer. Guardar un poco del buffer para
introducir la membrana al dia siguiente antes de ponerla a secar

28.- Colocar dentro de la cubeta un agitador magnético y ponerlo a funcionar para que no
se caliente demasiado el gel.

29.- Ponerlo a transferir toda la noche a 122mAmp o a 100mAmp si queremos que termine
en unas dos horas. En el caso de ser proteina de alto peso molecular es preferible dejarlo
toda la noche.

30.- Las proteinas como estan cargadas negativamente se transferiran del polo negro al
rojo.

31.- Al dia siguiente se desmonta el sdndwich, se introduce la membrana en el resto del

buffer del dia anterior y se pone a secar para su posterior revelado.
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ANEXO H.
INMUNOTINCION DE BLOT

1.- Bafiar la hoja de nitrocelulosa a revelar en metanol al 100%

2.- Sumergir la hoja de nitrocelulosa en solucion de leche en polvo 5% en TBS por una
hora en agitacion a TA

3.- Transferir la hoja al primer anticuerpo, preparado previamente en leche en polvo al 5%.
Durante 24 horas de incubacion en agitacion a 4°C.

4.- Lavar con agua destilada una vez 5min

5.- Lavar dos veces con TTBS por 10min cada vez

6.- Lavar con TBS una vez por 5min

7.- Incubar con el segundo anticuerpo preparado en TBS mas leche en polvo 5% durante 2
horas en agitaciéon a TA

8.- Lavar con TTBS dos veces (15 min) y 5 lavados de 5 minutos cada uno.

9.- Enjuague en TBS POR 5 min

10.- EIl revelado se realizo con fosfatasa alcalina tomando una pastilla de fosfatasa
atemperada por 15min y disolver en 10ml de agua destilada (cubrir de la luz).

11.- Detener la reaccion después de 10min. Lavar con agua destilada

12.- Secar entre las dos hojas de papel filtro.
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