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Abstract

Introduction: Pterygium is a fibrotic epithelial growth on the cornea generated by
ultraviolet light damage to the stem cells of the limbus. Various authors have
demonstrated the action of the sympathetic nervous system in inflammation and
fibrosis, however, its relationship in the pathogenesis of pterygium has not been
studied, so the objective of this study is to characterize the neuroimmune interaction in
inflammation and fibrogenesis of the pterygium.

Methods: 16 surgical specimens of primary pterygium and 4 conjunctiva tissues were
studied, observing their morphology with hematoxylin-eosin and Masson's trichrome
stains. The gene expression of adrenergic receptors, inflammatory and fibrogenic
cytokines was also analyzed, and both adrenergic receptors and tyrosine hydroxylase,
a key enzyme in the synthesis of norepinephrine, were located in the tissues by
immunohistochemistry, evaluating the interaction of this enzyme with the cells of the
system immune by immunofluorescence.

Results: An increase in the expression of pro-inflammatory, fibrogenic and adrenergic
genes was found in the pterygium compared to the healthy conjunctiva. Adrenergic
receptors and tyrosine hydroxylase were in the basal region of the epithelium and in
blood vessels, in close relationship with immune cells.

Conclusion: There is a neuroimmunomodulation involved in the pathogenesis of
pterygium through the activation of the sympathetic nervous system. At the
intravascular level, norepinephrine favors the migration of immune cells, perpetuating
inflammation. Likewise, sympathetic nerve fibers located at the subepithelial level
promote epithelial growth and fibrosis of the pterygium.
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Resumen

Introduccion: El pterigion es un crecimiento epitelial fibrético sobre la cérnea
generado por el dafo de la luz ultravioleta sobre las células madre del limbo.
Diversos autores han demostrado la accidén del sistema nervioso simpatico en la
inflamacion y fibrosis, sin embargo, no se ha estudiado su relacién en la patogénesis
del pterigion, por lo que el objetivo de este estudio es caracterizar la interaccion

neuroinmune en la inflamacion y fibrogénesis del pterigion.

Métodos: Se estudiaron 16 piezas quirurgicas de pterigién primario y 4 tejidos de
conjuntiva, observando su morfologia con tinciones de hematoxilina-eosina vy
tricromica de Masson. Se analiz6 ademas la expresién génica de receptores
adrenérgicos, citocinas inflamatorias, fibrogénicas, y se localizé en los tejidos por
inmunohistoquimica tanto receptores adrenérgicos, como tirosina hidroxilasa,
enzima clave en la sintesis de norepinefrina, evaluando la interaccién de esta

enzima con las células del sistema inmune por medio de inmunofluorescencia.

Resultados: Se encontré un aumento en la expresion de genes proinflamatorios,
fibrogénicos y adrenérgicos en el pterigion en comparacién con la conjuntiva sana.
Los receptores adrenérgicos y la tirosina hidroxilasa se localizaron en la region basal

del epitelio y en los vasos sanguineos en relacion estrecha con las células inmunes.

Conclusién: Existe una neuroinmunomodulacion involucrada en la patogénesis del
pterigion a través de la activacion del sistema nervioso simpatico. A nivel
intravascular, la norepinefrina favorece la migracion de células inmunes
perpetuando la inflamacién. Asi mismo, las fibras nerviosas simpaticas localizadas

a nivel subepitelial favorecen el crecimiento epitelial y fibrosis del pterigion.

Palabras clave: pterigion, neuroinmunomodulacion, sistema nervioso simpatico



Abstract

Introduction: Pterygium is a fibrotic epithelial growth on the cornea generated by
ultraviolet light damage to the stem cells of the limbus. Various authors have
demonstrated the action of the sympathetic nervous system in inflammation and
fibrosis, however, its relationship in the pathogenesis of pterygium has not been
studied, so the objective of this study is to characterize the neuroimmune interaction

in inflammation and fibrogenesis of the pterygium.

Methods: 16 surgical specimens of primary pterygium and 4 conjunctiva tissues
were studied, observing their morphology with hematoxylin-eosin and Masson's
trichrome stains. The gene expression of adrenergic receptors, inflammatory and
fibrogenic cytokines was also analyzed, and both adrenergic receptors and tyrosine
hydroxylase, a key enzyme in the synthesis of norepinephrine, were located in the
tissues by immunohistochemistry, evaluating the interaction of this enzyme with the

cells of the system immune by immunofluorescence.

Results: An increase in the expression of pro-inflammatory, fibrogenic and
adrenergic genes was found in the pterygium compared to the healthy conjunctiva.
Adrenergic receptors and tyrosine hydroxylase were in the basal region of the

epithelium and in blood vessels, in close relationship with immune cells.

Conclusion: There is a neuroimmunomodulation involved in the pathogenesis of
pterygium through the activation of the sympathetic nervous system. At the
intravascular level, norepinephrine favors the migration of immune cells,
perpetuating inflammation. Likewise, sympathetic nerve fibers located at the

subepithelial level promote epithelial growth and fibrosis of the pterygium.

Keywords: pterygium, neuroimmunomodulation, sympathetic nervous system
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Introduccion

Anatomia de la superficie ocular
La superficie ocular anatomica (figura 1) esta conformada por la cérnea, el limbo, la

conjuntiva y la pelicula lagrimal (1).

Figura 1. Anatomia de la superficie ocular

Esquema anatémico de la superficie del ojo. Imagen A sefiala las estructuras y su localizacién en un
corte transversal. Imagen B muestra la cara anterior del globo ocular con sus elementos. Extraido
de “Differential Distribution of Laminin N-Terminus a31 Across the Ocular Surface: Implications for
Corneal Wound Repair. Barrera, 2018 (2)”.

La cdrnea es un tejido transparente y avascular localizado en la parte anterior del
globo ocular, que ejerce funcion de barrera y participa en la refraccion visual. En su
estructura se pueden diferenciar 5 capas corneales como se muestra en la figura 2
(1,3):

1. Epitelio: Epitelio escamoso estratificado no queratinizado, de 50 um de
grosor, formado por 5 a 7 filas de células con una vida util de 7-10 dias. Estas
células se distribuyen en 2 o 3 filas de células superficiales poligonales y
planas, 2 o 3 filas de células en forma de ala unidas por desmosomas y
uniones GAP y 1 fila de células columnares unidas a la membrana basal por
hemidesmosomas. El epitelio esta recubierto por una fina capa de mucina de
la pelicula lagrimal secretada por las células caliciformes de la conjuntiva
(1,3).
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2. Membrana de Bowman: Estructura acelular de 12 um de grosor, formada por
colageno tipo |, V y proteoglicanos, carece de poder regenerativo (1,3).

3. Estroma corneal: Comprende el 80-85% del espesor de la cornea, esta
compuesto por queratocitos (fibroblastos modificados) y matriz extracelular
formada por fibras de colageno (tipo | principalmente, aunque también se
encuentran algunas fibras tipo Ill, 1V, VI y XIlI), glucosaminoglicanos
(predominantemente queratan sulfato y en menor cantidad condroitin sulfato
y dermatan sulfato). Los queratocitos sintetizan tanto la matriz extracelular
como matriz metaloproteinasas para mantener la homeostasia en el tejido
(1,3).

4. Membrana de Descement. Es una lamina basal gruesa formada por el
endotelio, de 7-10 um de grosor, compuesta por colagena tipo IV y laminina
(1,3).

5. Endotelio: Una capa de células con forma hexagonal, de 5 um de grosor, con

canales idnicos que regulan el contenido de agua de la cornea (1,3).

Figura 2. Capas de la cérnea
Imagen histolégica de la cérnea X200. Extraido de “Regeneracion de la superficie ocular: stem cells/
células madre y técnicas reconstructivas. Fernandez, 2008 (3)".

12



El limbo es la zona de transicién del epitelio corneal y la esclera, esta formado por
epitelio estratificado no queratinizado, posee células dendriticas, linfocitos T,
melanocitos y vasos sanguineos (empalizadas de Vogt). A diferencia de la
conjuntiva, no cuenta con células caliciformes. En esta zona se encuentra el nicho

limbal y las células madre epiteliales limbales (3).

La conjuntiva (figura 3) abarca desde la region del limbo hasta la zona de fondo de
saco de los parpados. Histoldgicamente esta formada por epitelio escamoso
estratificado no queratinizado con células caliciformes y melanocitos en su capa
basal, bajo la cual se encuentra el estroma formado por tejido conectivo laxo y

algunos vasos sanguineos (1,3).

Figura 3. Histologia conjuntival

Imagen histoldgica de la conjuntiva X400 que muestra un epitelio estratificado queratinizado con
melanocitos en la capa basal y células caliciformes con tincién positiva al acido peryddico de Schiff
(PAS) sefalado con la fecha negra. Bajo el epitelio se encuentra el estroma formado por tejido
conectivo laxo y algunos vasos sanguineos. Extraido de “Regeneracion de la superficie ocular: stem
cells/ células madre y técnicas reconstructivas. Fernandez, 2008 (3)”.

Por ultimo, se encuentra la pelicula lagrimal, en la regibn mas anterior de la
superficie ocular, que no solo la recubre, oxigena, lubrica e hidrata, sino que también
la provee de inmunoglobulinas, lisozimas, lactoferrina y defensinas. Esta formada
por una capa superficial de secreciones oleosas producidas por las glandulas de
Meibomio, una capa intermedia acuosa procedente de la glandula lagrimal y una

capa interna de mucina, secretada principalmente por las células caliciformes (1).
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Pterigion
El pterigidon es una patologia de la superficie ocular que consiste en la invasién

corneal de la conjuntiva bulbar, tiene una caracteristica forma de ala o triangular.

Se compone de tres partes: cabeza, cuello y cuerpo. La cabeza del pterigion se
localiza en el vértice, es plana y avascular. En ella se encuentra el borde de avance
que se distingue por una linea color marron-amarillenta causada por el depésito de
hemosiderina epitelial denominada linea de Stocker (figura 4), ademas se pueden
observar zonas grisaceas en la membrana de Bowman llamadas islas de Fuchs. El
cuello une la cabeza con el cuerpo del pterigion, en él se distinguen algunos nuevos
vasos sanguineos. Por ultimo, el cuerpo del pterigidon se encuentra sobre la esclera
y se caracteriza por presentar multiples vasos rectilineos y radiales en direccion al
vértice (4,5).

Figura 4. Pterigion

Fotografia del pterigion nasal sobre el ojo izquierdo del paciente. La flecha blanca sefala la linea de
Stocker de color marrén-amarillenta causada por el depdsito de hierro en el tejido epitelial. Extraido
de “Stocker’s line in pterygium. Arai, 2017 (6)”.
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Histopatologicamente se caracteriza por una metaplasia escamosa que invade la
cérnea de forma centripeta, acompafiada de hiperplasia de células caliciformes,
ruptura de la membrana de Bowman subyacente, proliferacion estromal de
fibroblastos, angiogénesis, infiltrado inflamatorio, depdsito anormal de matriz
extracelular y fibrosis (Figura 5) (7). Las fibras de colageno tipo Ill son las mas
abundantes en el pterigién, aunque también se ha descrito la presencia de fibras de
colagena tipo I, Il y IV (8). De acuerdo a su componente histolégico predominante

se clasifica en angiomatoso, fibroso o mixto (9).

Figura 5. Imagen histolégica del borde del pterigion

Tincién de rojo sirio y hematoxilina. Imagen compuesta de 3 microfotografias. Flecha negra:
migracion del pterigion hacia cornea. f-v: Componente fibrovascular de la neoformacion. Asterisco:
epitelio proliferante. Flecha verde larga: fragmentacion de la membrana de Bowman. Flechas
verdes cortas: Regiones limitrofes del tejido proliferante. Puntas de flecha: Membrana de Bowman
intacta (X 312). Extraido de “Pathogenesis of pterygia: Role of cytokines, growth factors, and matrix
metalloproteinases. Di Girolamo, 2004 (7)”.

La prevalencia mundial del pterigion es de 10.2% siendo mayor en regiones
cercanas al Ecuador, afectando predominantemente a adultos del sexo masculino
que viven en poblaciones rurales, lo cual se asocia con actividades realizadas al
aire libre (10). No se ha podido inducir la formacion de pterigion en modelos

animales, por lo que se considera que es una enfermedad exclusiva de los humanos

(7).

El principal factor de riesgo para su desarrollo es la radiacion ultravioleta (UV)
(11,12). Otros factores involucrados, aunque en menor proporcion son infecciones
por el virus del papiloma humano (VPH) subtipos 1, 2, 5, 6, 11, 16, 18, 31, 52, 54,

59, siendo los subtipos 16 y 18 los mas frecuentes, infecciones por citomegalovirus
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(CMV), virus del herpes simple (VHS), virus de Epstein-barr (VEB) (13,14), factores
ambientales como el polvo y viento que condicionan resequedad ocular y alteracion
en la pelicula lagrimal (15), factores hereditarios con afeccion poligénica
principalmente por inactivacion de las proteinas mothers against decapapentaplegic
(Smad) y Smad ubiquitination regulatory factor (Smurf) (16), inmunolégicos e

inflamatorios (17,18) lo cual le da un caracter multifactorial.

La teoria mas aceptada en su patogénesis es la teoria de las dos etapas:
inicialmente, la luz UV proveniente de los rayos solares en la periferia del ojo se
concentra, atravesando la camara anterior, en el limbo mas distal siendo mas
frecuente el limbo nasal, la intensidad en la que se enfoque la luz dependera
entonces tanto de la forma de la cornea como de la profundidad de la camara
anterior (Figura 6), esta irradiacion ocasiona dafo a las células madres del limbo

pues se evade la proteccién propia del epitelio superficial (19).

Figura 6. Lesion de células del limbo por radiacion ultravioleta
La luz se enfoca en la membrana basal epitelial del limbo en el sector nasal. Extraido de “Génesis
del pterigion. Una aproximacion desde la biologia molecular. Ochoa-Tabares, 2006 (20)”.

Como segunda etapa (figura 7) se presenta la transformacién del epitelio de la
cornea hacia un tipo de epitelio conjuntival (19). Esta inicia con la mutacion del gen
supresor de tumores p53, causada por la radiacion UV, dafando el mecanismo de
muerte celular programada en las células madre del limbo, quienes al estar mutadas
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cambian su nombre a “células pterigion”, produciendo interleucina 6 (IL-6),
interleucina 8 (IL-8), factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF), factor de
crecimiento fibroblastico beta (FGF-3), factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF-B), factor de crecimiento transformante beta 2 (TGF-32) y factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), que junto con la desregulacién de interferon beta (IFN-B)
favoreceran el infiltrado leucocitario, perpetuaran la inflamacion y el remodelado del
tejido conectivo al promover la cicatrizacion conjuntival incrementando los
fibroblastos (provenientes del tejido conectivo perivascular) y miofibroblastos
(derivados de los fibroblastos residentes), asi como la formaciéon de nuevos vasos
sanguineos debido al estimulo del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)

y el 6xido nitrico (NO) generados ante el dafio epitelial (20).

Tanto la luz UV, como las citocinas y factores de crecimiento, favorecen ademas la
expresion de matriz metaloproteinasas (MMPs). La colagenasa-1 (MMP-1),
localizada en el epitelio del pterigion, no solo degrada el colageno tipo Il (el tipo de
colageno mas abundante), sino que también presenta propiedades quimiotacticas y
quimiocinéticas favoreciendo la migracion celular dirigida del pterigion sobre la
céornea. Ademas, la gelatinasa B (MMP-9), localizada en los neutrdfilos
intravasculares del pterigion, permite la migracion y extravasacion de las células
inmunes por su accion proteolitica sobre la membrana basal, favoreciendo la

inflamacion (8).

Estas dos enzimas junto con la gelatinasa A (MMP-2), estromelisina-1 (MMP-3),
metaloendopeptidasa uterina (MMP-7), estromelisina-3 (MMP-11), matriz
metaloproteinasa de membrana tipo 1 (MT1-MMP) y matriz metaloproteinasa de
membrana tipo 2 (MT2-MMP), degradan los hemidesmosomas de la membrana
basal, favoreciendo la migracion de las “células del pterigién” en todas direcciones
invadiendo por completo las células basales limbales, ocasionando la disolucion de
la membrana de Bowman. Algunos fibroblastos entre la membrana de Bowman y la
membrana basal (islas de Fuch) se activaran produciendo MMP-1 favoreciendo el

avance del pterigion (21). Los inhibidores tisulares especificos (TIMPs), también
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juegan un papel importante en la formacion del pterigion. TIMP-1, TIMP-2 y TIMP-3
no solo inhiben las MMPs, sino que también favorecen la inflamacién y la
proliferacion tisular del pterigion (8). Ademas, varias mutaciones puntuales en el gen
de la elastina en los fibroblastos generaran un depdsito anormal de elastina en el
pterigién (20,22).

Figura 7. Origen del pterigiéon

Radiacién UV-B: radiacion ultravioleta B, p53: gen supresor de tumores, IL: interleucina, VEGF:
factor de crecimiento vascular endotelial, TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa, TGF-B2: factor de
crecimiento transformante beta 2, bFGF: factor de crecimiento fibroblastico basico, FGF-f: factor de
crecimiento fibroblastico beta, PDGF-B: factor de crecimiento derivado de plaquetas, MMPs: matriz
metaloproteinasas, MT-MMP: inhibidores tisulares especificos de MMPs, IFN-B: interferon beta.
Extraido de “Génesis del pterigion. Una aproximacion desde la biologia molecular. Ochoa-Tabares,
2006 (20)".

El diagnostico de pterigion es clinico, de forma inicial no presenta sintomatologia,

pero conforme incrementa su tamafo genera alteracion de la pelicula lagrimal
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ocasionando sintomas diversos como ardor, sensacidon de cuerpo extrano,
enrojecimiento, prurito, lagrimeo, ademas de alteraciones visuales como
astigmatismo. En casos avanzados puede ocasionar ulceras corneales,
simbléfaron, diplopia y disminucién de la agudeza visual por invasién de la zona
Optica (23-25).

El tratamiento tiene como objetivo lograr la extirpacion del pterigion con buenos
resultados cosméticos, en un tiempo quirdrgico corto, con pocas molestias
postoperatorias, con una buena recuperacion de la funcién ocular y con una tasa
baja de complicaciones y de recurrencia. Asi, el tratamiento debe individualizarse a
cada paciente, por lo que existen diversas técnicas quirurgicas y adyuvantes para
lograr este objetivo (Tabla 1). El autoinjerto conjuntival con pegamento de fibrina es
la técnica mas empleada por sus buenos resultados cosméticos y su baja tasa de

recurrencia (26).

Tabla 1. Tratamiento del pterigion

Técnica Tasa de recurrencia Complicaciones
Esclera desnuda 38-88% Alta tasa de recurrencia
Cierre primario 45-70% Alta tasa de recurrencia

Irritacion, fotofobia, sensacion de
Autoinjerto conjuntival 5.3-20% cuerpo extrano, hiperemia,

granuloma

. . Irritacion, fotofobia, sensacion de
Autoinjerto conjuntival con

. 0-9.8% cuerpo extrano, hiperemia,
pegamento de fibrina
granuloma
Extirpacion extendida de pterigion 0.1% Importante dolor, diplopia
. (o]
seguida de trasplante conjuntival transitoria, Ulceras corneales

Granuloma de la capsula de Tenon,
Autoinjerto limbo conjuntival 0-14.29% hematoma, formacion de pannus,

pseudopterigion

_ o Irritacion, fotofobia, sensacion de
Colgajo conjuntival 13-33.3% o .
cuerpo extrano, hiperemia
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Irritacion, fotofobia, sensacion de

Mini colgajo conjuntival 6.1% o .
cuerpo extrafio, hiperemia
o o Irritacion, fotofobia, sensacion de
Colgajo limbo conjuntival 7.1% o .
cuerpo extrano, hiperemia
Sensacion de cuerpo extrafo,
Injerto de membrana amniética 14.5-27.3% edema palpebral, hiperemia,

granuloma pidégeno, simbléfaron

] o Sensacion de cuerpo extrafo,
Injerto de membrana amniética
) - ) 3-9.5% edema palpebral, hiperemia,
con inyeccién esteroidea . o
granuloma piégeno, simbléfaron

| i Sensacion de cuerpo extrafio,
Injerto de membrana amniotica ) ]
nr 10-10.5% edema palpebral, hiperemia,
con pegamento de fibrina . .
granuloma piégeno, simbléfaron

Fusién esclero-corneal,

vascularizacion conjuntival,
Mitomicina C (adyuvante) 3.7-4.2% queratitis, escleritis infecciosa,

perforacién corneal, glaucoma

severo, catarata

. Malos resultados cosméticos,
5-Fluorouracil (adyuvante) 5.83-8.7% ] N .
excesiva vascularizacion

. I Ulceracion escleral, escleromalacia,
Beta-Radiacion (adyuvante) 9.2% )
necrosis, catarata

Nota. Técnicas quirurgicas y adyuvantes empleados en el tratamiento del pterigion con su tasa de
recurrencia y complicaciones. Adaptado de “Surgical management of pterygium. Janson BJ, 2014
(26)".

La recurrencia del pterigion se ha asociado a distintos factores demograficos tales
como edad joven al momento de la reseccion, factores propios de la morfologia del
tejido como que éste sea carnoso, no traslucido, extenso, asi como factores
inherentes al procedimiento quirurgico, por ejemplo, se ha demostrado mayor
inflamacion y mayor recurrencia a mayor cantidad de suturas (26). Ademas, con
cada recurrencia, el tiempo libre de enfermedad disminuye siendo de 123+113 dias
en la primera recurrencia y de 67+47 dias en la tercera (27).
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Antecedentes cientificos

Fibrosis

En el pterigion, la luz UV incidente sobre las células madre del limbo induce su
transicion de epitelio a mesénquima y con ello la hiperproliferacién y fibrosis

estromal subepitelial propias de la patologia (28).

La fibrosis es un proceso que se caracteriza por el depésito anormal de matriz
extracelular en los tejidos como respuesta a estimulos nocivos ya sea fisicos,
quimicos, infecciosos o autoinmunes. De forma normal este proceso finaliza con la
cicatrizacion, pero si el estimulo persiste se altera su regulacion conduciendo a una
acumulacioén excesiva de matriz extracelular en un ambiente de inflamacién crénica
donde TGF-B y Wingless/Int-1 (Wnt1) actuan como los principales efectores del

proceso fibrotico (29).

Wnt se une a su receptor transmembranal activando la via de sefalizacion de la -
catenina, mientras que TGF-B activa la via de sefalizacion de Smad2/3,
estimulando la diferenciacién de miofibroblastos desde los fibroblastos, las células
mesenquimales o desde los fibrocitos circulantes, favoreciendo el depésito de
proteinas de la matriz extracelular en el tejido, principalmente de colageno y
fibronectina (29).

Conforme este cumulo de proteinas aumenta, la matriz extracelular adquiere rigidez
que al ser detectada por las integrinas inicia la via de senalizacion de Rho,
culminando con la sintesis de las proteinas Tafazzin (TAZ) y yes-associated protein
1 (YAP) que contribuyen a la regulacion positiva de genes profibréticos perpetuando

la fibrosis como se muestra en la figura 8 (29).
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Figura 8. Via de seiializacion de la fibrosis
Extraido de “Mechanisms of Fibrosis. Cell Signaling Technology. 2023 (29)".
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La inflamacioén juega un papel importante en la fibrosis. Cuando el tejido es dafiado,
las células afectadas presentan necrosis liberando al entorno extracelular diversas
sustancias y estructuras que se encontraban contenidas en su nucleo, citosol y
organelos, las cuales se agrupan en el término DAMP o patrones moleculares
asociados al peligro, que interactuan con los receptores de reconocimiento de
patrones 0 PRR. Algunas de estas sustancias se denominan alarminas por su
capacidad de reclutar células inmunes, induciendo inflamacién. Esta asociacion

entre necrosis e inflamacién se denomina necroinflamacion (30).

Ademas, en respuesta a la inflamacion se liberan distintos mediadores relacionados
con las células inmunes (figura 9), que favorecen la migracion de fibrocitos desde
los vasos sanguineos hacia los tejidos dafiados, la activacién de fibroblastos y la
transformacion de las células epiteliales en células mesenquimales. De este modo,
tanto la transicion epilelio-mesénquima como la inflamacién crénica, desarrollan un
ambiente profibrético que permite la produccién de colageno por los fibroblastos

residentes y los fibrocitos infiltrantes (30).

Figura 9. Interdependencia del dafio tisular y la inflamacién
DAMPs: patrones moleculares asociados al peligro, ILCs: células linfoides innatas. Extraido de
“Inflammation and fibrosis. Mack M, 2018 (30)”.
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Sistema nervioso simpatico y su relaciéon con la fibrosis

El sistema nervioso esta compuesto por un conjunto de neuronas especializadas
que conducen sefales eléctricas. Se divide en sistema nervioso central constituido
por el encéfalo y médula espinal, y el sistema nervioso periférico formado por
nervios y ganglios que conectan con los o6rganos y tejidos. Dentro del sistema
nervioso periférico se encuentra el sistema nervioso autdbnomo, con accién
involuntaria, que se subdivide a su vez en sistema nervioso simpatico (SNS) o via

aferente y sistema nervioso parasimpatico (SNPS) o via eferente (31).

El SNS con sus neurotransmisores epinefrina y norepinefrina, centra su accién en
la respuesta de lucha o huida del organismo, aumentando la frecuencia cardiaca,
dilatando la pupila, los bronquios, los vasos sanguineos y aumentando la presion
arterial, mientras que el SNPS, cuyo neurotransmisor es la acetilcolina, es su
contraparte, encargandose del reposo y la digestion, disminuyendo la frecuencia
cardiaca, relajando esfinteres, aumentando la peristalsis y estimulando Ila

broncoconstriccion (31).

Ademas, el SNS inerva los tejidos linfoides, tanto neurovascular como de forma no
vascular, mediante nervios ubicados en cercania estrecha con las células inmunes
que responden a sus estimulos a través de receptores adrenérgicos localizados en
su superficie, su principal neurotransmisor es la norepinefrina. No hay evidencia
neuroanatdomica de inervacion parasimpatica de los érganos inmunes (médula ésea,

timo, bazo, ganglios linfaticos) (32).

La activacién del SNS regula desde la migracion celular hasta la secrecion de
citocinas (figura 10). Esta activacién tiene un poderoso efecto antiinflamatorio sobre
el sistema inmune innato, que posee receptores adrenérgicos alfa 1 y beta 2
(ADRA1 y ADRB2), regulando principalmente la produccion y liberacion de TNF-a
de los macrofagos. El sistema inmune adaptativo también tiene respuesta a esta
estimulacion, mejorando o inhibiendo la actividad de los linfocitos T y B a través de
sus receptores ADRB2 (32).
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Figura 10. Relacién del sistema nervioso simpatico e inmune
Extraido de “Autonomic innervation and regulation of the immune system. Nance, 2007 (32)".

Los receptores ADRA1 (figura 11) y ADRB2 (figura 12) son miembros de la
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G, median su efecto a través de
la entrada de calcio extracelular (33,34) y presentan propiedades fisicoquimicas

similares las cuales se enlistan en la tabla 2.
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Figura 11. Estructura y localizacién del receptor adrenérgico alfa 1

La estructura tridimensional de ADRA1 esta mayormente conformada por hélices y su localizacion
es transmembranal. Extraido de “ADRA1D - Alpha-1D adrenergic receptor - Homo sapiens (Human).
UniProtKB, 2023 (33)".

Figura 12. Estructura y localizacién del receptor adrenérgico beta 2

La estructura tridimensional de ADRB2 esta conformada por hebra beta, hélice y giro. Su localizacion
es principalmente en la membrana celular, al activarse los receptores se internalizan en endosomas
antes de su degradacion por los lisosomas. Los receptores activados también se pueden detectar
dentro del aparato de Golgi. Extraido de “ADRB2 - Beta-2 adrenergic receptor - Homo sapiens

(Human). UniProtKB, 2023 (35)”.

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de los receptores adrenérgicos

Receptor  GenBank PM # AA PI %AA(+) %AA(-) GRAVY
ADRA1 U03864.1 60462.82 572 9.41 61 42 0.195
ADRB2  AY136741.1 46528.77 413 713 34 34 0.154

Nota. PM: Peso molecular. #AA: Numero de aminoacidos, Pl: Punto isoeléctrico, %AA(+):
Porcentaje de aminoacidos positivos, %AA(-): Porcentaje de aminoacidos negativos, GRAVY: indice
de hidropaticidad. Extraido de “Expasy - ProtParam tool, 2023 (36)
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Las catecolaminas norepinefrina, epinefrina y dopamina, son compuestos organicos
derivados del grupo catecol. En su sintesis intervienen principalmente cuatro
enzimas (figura 13): la tirosina hidroxilasa (TH), enzima especifica de las células
catecolaminérgicas que cataliza la conversion de L-tirosina en L-
dihidroxifenilalanina (L-dopa), la descarboxilasa de L-aminoacidos-aromaticos
(LAAD) que cataliza la conversion de L-dopa en dopamina, la dopamina-beta-
hidroxilasa (DBH) vesicular que convierte la dopamina en norepinefrina, y la
feniletanolamina-N-metil-transferasa (FNMT) que transforma la norepinefrina en

epinefrina (37).

Figura 13. Sintesis de catecolaminas

TH: Tirosina hidroxilasa, LAAD: Descarboxilasa de L-aminoacidos-aromaticos, DBH: Dopamina-
beta-hidroxilasa, FNMT: Feniletanolamina-N-metil-transferasa. Extraido de “Catecolaminas, sintesis,
metabolismo, receptores adrenérgicos y dopaminérgicos. Taira, 2013 (37)

En algunos modelos fibréticos tanto in vitro como in vivo se ha sefalado la accién
de la norepinefrina en el avance y progreso de la enfermedad, por ejemplo, se
encontré que favorece la sintesis de citocinas proinflamatorias como la interleucina

1 (IL-1) e IL-6 en la fibrosis pulmonar (38).
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A nivel miocardico, se demostré también que la norepinefrina y el estrés oxidativo
se relacionan con fibrosis miocardica en la insuficiencia cardiaca (39). Ademas,
favorece la fibrosis en esclerosis sistémica a través de la accién de citocinas,

principalmente IL-6, sobre los receptores beta adrenérgicos de los fibroblastos (40).

A nivel renal, promueve la fibrosis a través de la via TGF-3/Smad3, al estimular los
receptores ADRA1 de las células epiteliales en la enfermedad renal cronica (41).
Asi mismo, la estimulacion de la norepinefrina en las células estrelladas hepaticas
promueve la migracion celular y la transicion epitelio-mesenquimatosa
condicionante de fibrosis en el carcinoma hepatocelular a través de la via de Wnt/
B-catenina (42) junto con la intervencion del sistema inmune debido a su
comunicacién estrecha con el sistema nervioso, conocida como

neuroinmunomodulacion (43) tal como se muestra en la figura 14.

Figura 14. Neuroinmunomodulacién en la fibrosis hepatica
Extraido de “Neuroimmunomodulation of adrenoblockers during liver cirrhosis: modulation of hepatic
stellate cell activity. Medina, 2023 (43)”".
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Inervacién simpatica y parasimpatica del ojo

La inervacién ocular (figura 15) comprende tres tipos de fibras nerviosas, las
sensitivas, simpaticas y parasimpaticas. Las fibras sensitivas derivan del nervio
trigémino (V par craneal) el cual posee tres ramas: la oftalmica (V1), la maxilar (V2)
y la mandibular (V3). De estas, la rama oftalmica es la encargada de la inervacién
de la superficie ocular, se subdivide a su vez en el nervio frontal que inerva parte de
la conjuntiva, el nervio lagrimal que inerva las glandulas lagrimales y parte del
parpado superior, y el nervio nasociliar con su rama ciliar larga que inerva gran parte

de la cornea, la rama infratroclear con fibras a los parpados y la rama etmoidea (44).

Las fibras parasimpaticas derivan tanto del nervio trigémino como del nervio
oculomotor (lll par craneal). Las fibras parasimpaticas del trigémino nacen en el
nucleo salivatorio superior, recorren el ganglio geniculado y el ganglio
esfenopalatino hasta inervar las glandulas lagrimales y el parpado superior (44). Las
fibras parasimpaticas del nervio oculomotor inician su trayecto en el nucleo de
Edinger-Westphal, dirigiendo sus fibras al ganglio ciliar, de ahi las fibras
posganglionares siguen por los nervios ciliares cortos hasta inervar el esfinter

pupilar permitiendo el enfoque éptico y la contraccion de la pupila (45)

Las fibras simpaticas a su vez nacen en el nucleo motor del nervio facial (VII par) y
sigue un trayecto similar a las fibras parasimpaticas provenientes del nervio
trigémino, hasta llegar a las glandulas lagrimales y el parpado superior, pero sin
pasar por el ganglio geniculado ni el ganglio esfenopalatino (44). Por su lado, las
fibras simpaticas provenientes del nervio oculomotor inician su trayecto en el
hipotalamo cuyos axones descienden hasta hacer sinapsis en la region
intermediolateral del primer segmento toracico de la médula espinal (centro
cilioespinal de Budge-Weller), desde donde recorren la cadena simpatica cervical
hasta llegar al ganglio cervical superior, donde hacen sinapsis con las neuronas
posganglionares que transcurren a lo largo de la superficie de la arteria carétida
comun, luego la arteria cardtida interna y el nervio ciliar largo hasta inervar el

musculo dilatador de la pupila (45)
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Figura 15. Inervacidn sensitiva, simpatica y parasimpatica del ojo
Adaptado de “The pathology of dry eye: the interaction between the ocular surface and lacrimal
glands. Stern, 1998 (44)” y “Anomalias pupilares. Sanchez, 2003 (45)”.

En cuanto a la cdérnea, esta es el érgano con mayor numero de terminaciones
nerviosas del organismo, la mayoria de sus fibras son sensoriales, aunque también
cuenta con fibras simpaticas y parasimpaticas en menor proporcién. Los nervios
ciliares largos entran por la region posterior del globo ocular, cruzan el espacio
supracoroideo, y llegan a la periferia de la cérnea a lo largo del limbo, paralelos a la
superficie corneal (figura 16). Al llegar al estroma corneal y atravesar el limbo
pierden el perineuro y parte de la mielina que los cubre (fibras A-delta), o pierden la
mielina en su totalidad (fibras C) para quedar rodeados solamente por las células

de Schwann, manteniendo la transparencia de la cérnea (46).
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Figura 16. Ingreso de las terminaciones nerviosas a la cérnea

Las fibras del nervio estromal ingresan de forma uniforme a la periferia de la cornea. La linea
discontinua representa el limbo esclerocorneal. Extraido de “Anatomy of the human corneal
innervation. Marfurt, 2010 (46)”.

Cuando estas fibras llegan al estroma anterior, atraviesan la membrana de Bowman
y forman una malla de haces nerviosos (fibras lisas y granuladas) en la region basal
del epitelio corneal denominado plexo nervioso sub-basal (figura 17). Existen dos
vias de redes nerviosas corneales, la red limbal superficial con fibras nerviosas a la
region del limbo y la periferia corneal, y la red nerviosa estromal que inerva el epitelio

central, estas redes se conectan entre si creando la red nerviosa epitelial (47).

Figura 17. Distribucién de las fibras nerviosas en la cérnea

Las fibras del nervio estromal atraviesan la membrana de Bowman formando el plexo nervioso sub-
basal, para posteriormente crear ramificaciones de menor calibre que atraviesan el epitelio corneal.
Extraido de “Update on cenegermin eye drops in the treatment of neurotrophic keratitis. Sheha, 2019
(48)".
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Justificacion

El pterigion es un problema de salud publica que condiciona un costo elevado al
sistema de salud por su creciente incidencia, riesgo de secuelas visuales y su alta
recurrencia, por lo que este estudio pretende determinar nuevos objetivos

terapéuticos basados en el tipo de inervacion presente en el pterigion.

Planteamiento del problema

¢ Existen interaccion adrenérgica que regule el proceso inflamatorio y fibrogénico

del pterigion?

Hipotesis
Hipoétesis alterna

Existe interacciéon neuroinmune involucrada en el proceso inflamatorio y fibrogénico

del pterigion.
Hipétesis nula

No existe interaccidn neuroinmune involucrada en el proceso inflamatorio y

fibrogénico del pterigion.
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Objetivos
Objetivo general

Caracterizar la interacciéon neuroinmune en el proceso inflamatorio y fibrogénico en

piezas quirurgicas de pterigion.
Objetivos secundarios

1. Evaluar la expresion de ADRA1A, ADRA1B, ADRAB2, COL4A1, IL17A,
TGFB1, TH y TNFA en piezas quirurgicas de pterigion.

2. Analizar por pruebas morfologicas la presencia de receptores alfa y beta
adrenérgicos y su relacion con el proceso inflamatorio en piezas quirurgicas
de pterigion.

3. Analizar por pruebas morfoldgicas la presencia de receptores alfa y beta
adrenérgicos y su relacion con el proceso fibrogénico en piezas quirurgicas

de pterigion.

Materiales, pacientes y métodos

Tipo, diseio y caracteristicas del estudio

Estudio observacional, analitico y transversal.

Poblacion de estudio

Piezas quirurgicas donadas para el estudio por el Banco de Ojos y Tejidos de
Aguascalientes A.C., a la Universidad Auténoma de Aguascalientes, previo
convenio, asi como consentimiento informado del paciente, en el periodo
comprendido del 01 de julio de 2022 al 31 de diciembre de 2022, que cumplan con

los criterios de inclusion.
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Operacionalizacién de las variables

Las variables a estudiar se enlistan en la tabla 3.

Tabla 3. Operacionalizacion de las variables

Variable Definicién operacional Tipo Indicadores  Unidades
Gen que codifica al receptor adrenérgico
subtipo alfa 1A cuya activacion estimulala Numérica Nivel de veces de
ADRA1A : LI . : . :
fosfolipasa C, su principal acciéon es la continua expresion cambio
contraccion del musculo liso
Gen que codifica al receptor adrenérgico
subtipo alfa 1B cuya activacion estimulala Numeérica Nivel de veces de
ADRA1 B . . . .y . .z .
fosfolipasa C, su principal accion es la continua expresion cambio
contraccion del musculo liso
Gen que codifica al receptor adrenérgico
subtipo beta 2 cuya activacion estimula la
produccion de adenosin monofosfato ] )
i . __ ] Numérica Nivel de veces de
ADRB2 ciclico (AMP ciclico), su principal accion es . ] ]
) y ! ) continua expresion cambio
la dilatacion del musculo liso, la
glucogendlisis y gluconeogénesis y la
liberacién de histamina por los mastocitos
Antigeno que se expresa en timocitos y
células T, interviene en la transduccion de Numeérica Marcaje
CD3 3 _ . cel/mm3
sefiales y en la expresion del receptor de  discreta celular
linfocitos T
Glicoproteina expresada en la membrana
plasmatica de los macrofagos, cuya Numérica Marcaje
CD68 . . ) ] . cel/mms3
funcion en la captacion de lipoproteinas de  discreta celular
baja densidad
Gen que codifica a la subunidad alfa 1 del o )
) . . Numeérica Nivel de veces de
COL4A1 colageno tipo IV, la cual interviene en la . - ]
continua expresion cambio

angiogénesis
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Gen que codifca a la enzima

) ] ) Numérica Nivel de veces de
GAPDH gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, . N )
o continua expresion cambio
gen constitutivo
Gen que codifica a la interleucina 17-A,
citocina proinflamatoria producida por o )
] _ . Numeérica Nivel de veces de
IL17A  células T activadas que estimula la . y )
- ] ] continua expresion cambio
expresion de IL-6, ciclooxigenasa 2 y
mejora la producciéon de oxido nitrico
Gen que codifica al factor de crecimiento
e, transformante beta 1, proteina que Numérica Nivel de veces de
participa en el crecimiento, proliferacion continua expresion cambio
celular, diferenciacion y apoptosis
Gen que codifica a la tirosina hidroxilasa, e ;
] _ Numeérica Nivel de veces de
TH enzima responsable de catalizar la ) . )
o o continua expresion cambio
conversion de L-tirosina a L-dopa
Gen que codifica al factor de necrosis | )
| ] ) Numérica Nivel de veces de
TNFA  tumoral alfa, citocina que interviene en la . ] ]
continua expresion cambio

inflamacién y apoptosis

Nota. La tabla describe las caracteristicas de las variables.

Seleccion de la muestra

Tipo de muestreo

Por conveniencia.

Tamano de la muestra

24 piezas quirurgicas, 20 de pacientes con pterigion y 4 controles (conjuntiva).
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Criterios de seleccion

Criterios de inclusién
- Ser piezas quirurgicas de pterigion primario (descartando tumor basdfilo o
pinglécula) y de conjuntiva sana.
- No recibir tratamiento con esteroides ni vasoconstrictores topicos al menos
una semana antes de la cirugia.
- No presentar complicaciones quirurgicas.

- Contar con consentimiento informado firmado.

Criterios de exclusion
- Presentar patologia de la superficie ocular inflamatoria concomitante al

pterigidn como conjuntivitis, blefaritis, uveitis, queratitis.

Criterios de eliminacién
- Piezas quirurgicas que no hayan sido colocadas en formalina, TRIzol ® o
RNAlater ® después de su remocion.

- Piezas quirurgicas con muy poco tejido.

Logistica del estudio

Se obtuvieron piezas quirlirgicas de pterigion y conjuntiva donadas para este
estudio por el Banco de Ojos y Tejidos de Aguascalientes A.C., recolectando la

informacion de los pacientes con el formulario de base de datos (Anexo A).

A través de un muestreo aleatorio simple, se distribuyeron los especimenes en dos
grupos (figura 18): el de analisis de expresion génica y el de estudio histopatoldgico.
Dadas las caracteristicas propias del tejido (tamano y consistencia) no fue posible

utilizar la misma muestra para ambos grupos.
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En las muestras para analisis génico, se analizo la expresion de ADRA1A, ADRA1B,
ADRB2, COL4A1, IL17A, TGFB1, THy TNFA con la técnica de reaccion en cadena
polimerasa cuantitativa en tiempo real (QPCR), utilizando GAPDH como gen

constitutivo. Los resultados se analizaron con el método 2(-2ACYH,

En las muestras para estudio histopatolégico se observd sus caracteristicas
microscopicas con tinciones de hematoxilina-eosina y tricromica de Masson.
Ademas, se identifico la presencia de tirosina hidroxilasa, receptores ADRA1A y
ADRB?2 a través de marcaje por inmunohistoquimica (IHQ). Se analizé la presencia
de linfocitos T y macréfagos por inmunofluorescencia (IF) y se analizé su relaciéon
con la enzima tirosina hidroxilasa por co-localizacion con doble
inmunofluorescencia. Los tejidos se analizaron con microscopio Optico y

microscopio de fluorescencia.

ADRA1A, ADRA1B,

Analisis de expresion ADRAB2, COL4A1, PCR
- génica IL17A, TGFB1, TH, q
) TNFA
»
(0]
=)
GEJ Hematoxilina/Eosina
-o —_—
S — Morfologia
O
5 Tricromica de Masson
n'd

— Analisis histopatolégico —

— TH, ADRA1A, ADRB2 Inmunohistoquimica

Tirosina hidroxilasa, ]
linfocitos T y macrofagos Inmunofluorescencia

Figura 18. Logistica del estudio

ADRAA1A: receptor adrenérgico subtipo alfa 1A, ADRA1B: receptor adrenérgico subtipo alfa 1B,
ADRB2: receptor adrenérgico subtipo beta 2, COL4A1: subunidad a1 del colageno tipo IV, IL17A:
interleucina 17-A, TGFB1: factor de crecimiento transformante beta 1, TH: tirosina hidroxilasa,
TNFA: factor de necrosis tumoral a, qPCR: reaccién en cadena polimerasa cuantitativa en tiempo
real
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Metodologia experimental

Seleccién de la muestra

Se obtuvieron 24 especimenes (figura 19) que cumplieron con los criterios de
inclusion. Sin embargo, 4 tejidos de pterigiébn primario se excluyeron por no ser
aptos para el estudio (3 por contar con muy poco tejido y 1 por una mala recoleccion

de la muestra).

De las 20 muestras que resultaron adecuadas, 10 tejidos de pterigion y 2 tejidos de
conjuntiva se asignaron para estudio histopatologico. Asi mismo, 6 tejidos de
pterigidn y 2 tejidos de conjuntiva se utilizaron para evaluar la expresion génica. La
asignacion de los tejidos a los grupos de estudio se realiz6 a través de un muestreo

aleatorio simple.

( )
Histopatologia
(10 tejidos)
Pterigion primario L J
(16 tejidos) ( )
Expresion génica
(6 tejidos)
Muestras | )
adecuadas -
(20 tejidos) ( . ’
Total de muestras Histopatologia
(24 tejidos) t (2 tejidos)
Muestras Controles J
inadecuadas (4 tejidos) r
(4 tejidos) Expresion génica
(2 tejidos)

Figura 19. Seleccion de la muestra
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Reaccion en cadena polimerasa cuantitativa en tiempo real

Se evalud la expresidn relativa de genes relacionados con inflamacion, fibrosis y
respuesta adrenérgica por medio de qPCR. Los datos obtenidos se analizaron
mediante el método 2(22CY y se presentaron como veces de induccion con respecto

al control.

La extraccion del acido ribonucleico mensajero (mMRNA) se realizé de acuerdo con
el protocolo del kit Quick-RNA MiniPrep Plus (Zymo research, Tustin, CA, USA),
manteniendo en todo momento la cadena de frio de las muestras. Se homogenizo
cada muestra de pterigion primario y conjuntiva (30 mg) en 400 ul de TRIzol®
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), se centrifugd en frio por 10 min a 10,000 rpm,
afiadiendo al sobrenadante 400 ul de etanol absoluto, se transfirié a una columna
con camisa y se centrifugd a velocidad maxima por 30 segundos descartando el
liquido. Se agregaron 400 pl de reactivo pre-wash, se centrifugo a velocidad maxima
por 30 segundos y se descartd el liquido nuevamente. Se afadieron 700 ul de
reactivo wash, se centrifugé a velocidad maxima por 2 min con la tapa del tubo
abierta y se colocé la columna en un nuevo tubo verificando la ausencia de etanol.
Se anadieron 30 ul de agua del kit, se dejé reposar por 1 min y se centrifugé por 45
segundos. Finalmente se desechd la columna, se transfirieron 30 ul de mRNA a un

tubo libre de RNasas y se almacend de inmediato a -80°C.

Con los 20 pl restantes se realiz6 la cuantificacion de mRNA, tomando 1 pl de cada
muestra y se leyé en un Biodrop (Isogen Life Science, Barcelona, Espana) ajustando
el blanco con agua libre de DNAsas. Se ajust6 el volumen de mRNA de todas las

muestras a 1 pg.

Para la retrotranscripcion y sintesis de acido desoxirribonucleico complementario
(cDNA), se siguio el protocolo GoScript ® (Promega A5000, Madison, WI, USA). Se
colocé en un tubo para PCR 1 ul de OligodT, con 1 ug de mRNA 'y se aforé a 12 ul
con agua libre de nucleasas, se mezcl6 y se llevo al termociclador por 5 min a 70°C.
Luego se llevo al hielo y se anadié el siguiente mix de reaccion (tabla 4):
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Tabla 4. Mix de reaccion para retrotranscripcion

Reactivo Volumen
Buffer de reaccion 4l
Inhibidor de RNasa Tl

NTP mix 2ul
Aid H Minus (RT) 1u

Nota. Volumen indicado para cada muestra a procesar.

Una vez colocado, se llevo al termociclador en donde se programé de la siguiente

manera (tabla 5):

Tabla 5. Programacion del termociclador para retrotranscripcion

Proceso Temperatura Tiempo
Alineacion de los primers con el templado de mRNA 25°C 5 min
Transcripcion reversa de RNA 42°C 60 min
Inactivacion de la enzima transcriptasa 70°C 5 min

Nota. Al terminar la sintesis de DNA complementario se debe guardar la muestra a -80°C.

Finalmente, para la PCR en tiempo real, tanto los oligonucleétidos como las
muestras se diluyeron 1:20 en agua libre de nucleasas para obtener 50 ng de cDNA.
Se utilizo el kit maximo SYBR Green/ROX gPCR master mix (2x) (K022.1, Thermo

Scientific, Waltham, MA, USA) para preparar el master mix que contiene (tabla 6):

Tabla 6. Mix para la reaccion en cadena polimerasa cuantitativa en tiempo real

Reactivo Volumen
SYBR Green 5ul
Agua libre de nucleasas 2l
Oligo Forward (dilucién 1:20) Tul
Oligo Reverse (dilucion 1:20) Tl
Muestra (dilucién 1:20) 1l

Nota. Volumen indicado para cada muestra a procesar.
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Los cebadores oligonucleétidos empleados se enlistan en la tabla 7:

Tabla 7. Secuencia génica de los oligonucleétidos utilizados

Gen Secuencia (5'—3’)
Fw TGG CCGACCTCCTGC TCACCTC
ADRA1A
Rv GGC CCC GGC TCT CCC TCT TG
Fw CCC CCG ACG CCGTGT TCAAGG TG
ADRA1B
Rv CTC AGG CGC GGG CAG GCT CAG GA
Fw GAT TTC AGG ATT GCC TTC CA
ADRB2
Rv CTT GAT GGC CCA CAAAGTCT
Fw CTG GTC CAAGAG GATTTC CA
COL4A1
Rv TTT TGG TCC CAG AAG GAC AC
Fw GAG TCA ACG GAT TTG GTC GT
GAPDH
Rv GAC AAG CTT CCC GTT CTC AG
iy Fw ACC AAT CCC AAAAGG TCC TC
Rv GGG GAC AGA GTT CAT GTG GT
Fw CCC AGC ATC TGC AAAGCTC
TGFB1
Rv GTC AAT GTA CAG CTG CCG CA
L Fw GTG TTC CAG TGC ACC CAG TA
Rv AGC GTG GAC AGC TTC TCA AT
LN Fw CTCTTCTGC CTGCTG CACTTT G
Rv ATG GGC TAC AGG CTT GTC ACTC

Nota. Los oligos fueron sintetizados por IDT Integrated DNA Technologies.

En una placa de 48 pozos, se agregaron 10 ul de mix de reaccion en cada pocillo,
montando las muestras por duplicado. Se cubrio la placa con adhesivo y se fijé por
compresion. Se centrifugd para precipitar el contenido al fondo del pozo y se realizé
el analisis de qPCR en un equipo StepOne Real-Time (Applied Biosystems,
Waltham, MA, USA). Las condiciones de PCR utilizadas fueron las siguientes (tabla
8):
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Tabla 8. Programacion del termociclador para reaccion en cadena polimerasa cuantitativa en
tiempo real

Proceso Temperatura Tiempo
Pretratamiento UDG 50°C 2 min
Desnaturalizacion inicial 95°C 3 min
Desnaturalizacion (ciclos 40) 95°C 40 seg
Alineamiento (ciclos 40) 60°C 45 seg
Desnaturalizaciéon* 95°C 15 seg
Alineamiento* 60°C 1 min
Desnaturalizaciéon* 95°C 15 seg

Nota. * Curva MELT

Se obtuvieron los valores de Ct de cada muestra y para cada gen por duplicado,
dichos valores se normalizaron utilizando el gen constitutivo GAPDH y se analizaron

por el método 22Ct, que sigue la siguiente ecuacion:

AAGCt = ACt muestra - 2Ct referencia

De donde:

ACt muestra = valor de la muestra normalizada con el gen constitutivo interno

ACt referencia = valor de la muestra control normalizada con el gen

constitutivo interno

Los resultados se reportaron como expresion génica relativa.
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Tincién de hematoxilina-eosina

Para el analisis histopatoldgico se fijaron los tejidos con Tissue-Tek ® (Sakura
Finetek, Torrance, CA, USA) y nitrégeno liquido a una base de corcho sobre un
soporte metalico para posteriormente realizar cortes de 5 micras a -25°C en
criostato (Leica Biosystems, Chicago, IL, USA), colocando las muestras en
laminillas silanizadas (3 cortes por laminilla). Los tejidos se conservaron en

refrigeracion a 4°C.

Para la tincion de hematoxilina-eosina, las laminillas se colocaron en agua destilada
5 minutos, luego se pasaron por hematoxilina 2 min, para después lavarse con agua
corriente. Se realizé un bafio con alcohol acido (1% HCI + 96% alcohol) y se lavo
con agua corriente por 10 min. Se colocd en eosina por 5 min y se procedié a
deshidratar la muestra realizando 2 lavados de 5 min con alcohol al 96%, 2 lavados
de 5 min con alcohol al 100% y 2 lavados con xilol de 10 min. Finalmente se realizé
el montaje final con el cubreobjetos fijandolo con Entellan ® (Merck, Burlington, MA,
USA).

Los tejidos se observaron con los microscopios Axioskop 40 (Zeiss, Oberkochen,
Germany) y Axiovert 40 cfl (Zeiss, Oberkochen, Germany). Se analizaron las
imagenes con el software AxioVision (Zeiss, Oberkochen, Germany) y se

procesaron con el software FIJI (Fiji Is Just Image J, GNU General Public License).

Tincion tricromica de Masson

Para evaluar las fibras de colagena se utilizo la tincion tricromica de Masson. Las
laminillas con los tejidos se colocaron en solucion fijadora de Bouin por 1 hora a
56°C dejando enfriar por 10 min para posteriormente lavar con agua corriente hasta
aclarar, y enjuagar con agua destilada. Se tind en solucién de hierro hematoxilina
de Weigert por 10 min lavando al término con agua corriente y agua destilada. Luego

se tino con solucion fucsina escarlata acida de Biebrich por 15 min, enjuagando con
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agua destilada. Posteriormente se coloc6é en solucion fosfomolibdico-acido
fosfotungstico por 12 min para luego contratefir con solucion azul de anilina por 7
min, lavando con agua destilada y posteriormente con agua acética 1% por 4 min.
Luego se deshidraté el tejido realizando 2 lavados de 5 min con alcohol al 96%, 2
lavados de 5 min con alcohol al 100% y 2 lavados con xilol de 10 min. Finalmente
se realizd el montaje final con el cubreobjetos fijandolo con Entellan ® (Merck,
Burlington, MA, USA).

Los tejidos se observaron con el microscopio Axioskop 40 (Zeiss, Oberkochen,
Germany) y analizaron con el software AxioVision (Zeiss, Oberkochen, Germany).
Para la imagen compuesta, se realizé un barrido por campos de toda la muestra y
se procesaron las imagenes obtenidas con el software FIJI (Fiji Is Just Image J,
GNU General Public License).

Inmunohistoquimica

La localizacion de receptores adrenérgicos, asi como la presencia de tirosina
hidroxilasa, enzima precursora de la epinefrina y norepinefrina, se determiné por la

técnica de inmunohistoquimica.

Para esta técnica se utilizaron las laminillas de tejido obtenidas en el criostato (Leica
Biosystems, Chicago, IL, USA), las cuales previo lavado con tampdn fosfato salino
(PBS), se colocaron en una solucion de metanol y peroxido de hidrogeno (45 ml de
metanol + 7 ml de perdxido) por 1 hora a temperatura ambiente para inactivar las
peroxidasas endogenas. Se lavo con PBS y se mantuvo por 30 min en PBS-Tritén
X-100 al 0.2% para permeabilizar la membrana. Se incubé por 1 hora a temperatura
ambiente en suero fetal bovino al 20% en PBS-Tritdn X-100 al 0.2% para bloquear
las uniones inespecificas y posterior al lavado con PBS-T se incubd con el
anticuerpo primario diluido en suero fetal bovino al 3% con PBS-Triton X-100
durante toda la noche en camara humeda. Terminado el tiempo, se lavo con PBS-
Triton X-100 al 0.2% y se incubd con el anticuerpo secundario marcado con
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peroxidasa y suero fetal bovino al 0.5% en PBS 1X por 1 hora a 37°C, manteniendo
30 min después a temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios y secundarios
empleados, se enlistan en las tablas 9 y 10. Por ultimo, se procedio al revelado con
3,3 diaminonbencidina (DAB, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) diluida 1:10 con
buffer, se lavd con agua destilada y se deshidrato el tejido con etanol al 100% por
10 min y 2 lavados con xilol de 15 min para su montaje final con el cubreobjetos
fijandolo con Entellan ® (Merck, Burlington, MA, USA).

Los tejidos se observaron con el microscopio Axioskop 40 (Zeiss, Oberkochen,
Germany) y analizaron con el software AxioVision (Zeiss, Oberkochen, Germany).
Para las imagenes compuestas, se realizé un barrido por campos de toda la muestra
y se procesaron las imagenes obtenidas con el software FIJI (Fiji Is Just Image J,
GNU General Public License).

Tabla 9. Anticuerpos primarios en inmunohistoquimica

Dilucioén
Nombre # de catalogo Marca
empleada
Alpha-1A Adrenergic R/ADRA 1A
NB100-78585 Novus Biologicals 1:100
Antibody in rabbit
Anti-Tyrosine  Hydroxylase,  N-
Terminal antibody produced in SAB4502966 Sigma-Aldrich 1:200
rabbit
Beta-2 Adrenergic R/ADRB2
Antibody (2204C) [unconjugated] in  MAB10040-100  Novus Biologicals 1:100
rabbit
Nota. Los anticuerpos fueron reconstituidos segun indicaciones del fabricante.
Tabla 10. Anticuerpo secundario en inmunohistoquimica
Dilucién
Nombre # de catalogo Marca
empleada
Goat Anti-Rabbit 1gG Antibody,
AP307P Merck 1:200

(H+L) HRP conjugate

Nota. El anticuerpo fue reconstituido segun indicaciones del fabricante.
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Inmunofluorescencia

Se realizé6 inmunofluorescencia para determinar la presencia de macréfagos vy
linfocitos T en los tejidos. Se utilizaron las laminillas obtenidas en el criostato (Leica
Biosystems, Chicago, IL, USA), se lavaron con PBS y se colocaron por 30 min en
PBS-Triton X-100 al 0.2% para permeabilizar la membrana. Se incubaron por 1 hora
a temperatura ambiente en suero fetal bovino al 20% y PBS-Tritén X-100 al 0.2%
para bloquear las uniones inespecificas y se procedid a la incubacién con el
anticuerpo primario (CD3 dilucion 1:250 con suero fetal bovino al 3% y PBS-Triton
X-100 0.2%) y CD68 dilucion 1:250 con suero fetal bovino al 3% y PBS-Triton X-100
0.2%) durante toda la noche a temperatura ambiente en cadmara humeda. Los

anticuerpos primarios utilizados se enlistan en la tabla 11.

Posterior a realizar lavados con PBS-Triton X-100 al 0.2%, se incubd con el
anticuerpo secundario unido al fluoréforo Alexa Fluor 594 ® diluido 1:1000 con PBS
1X y se mantuvo por 1 hora a temperatura ambiente y 20 min a 36°C en camara

humeda. El anticuerpo secundario empleado se muestra en la tabla 12.

Se tiferon los nucleos con Hoechst 33258 ® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) al 1X
en PBS, incubandolos por 10 min a temperatura ambiente en camara humeda. Se
lavd con PBS y se cubrio el tejido con Glicergel ® (Dako, Santa Clara, CA, USA),

evitando la formacion de burbujas.

Los tejidos se observaron con el microscopio fluorescente Axioskop 40 (Zeiss,
Oberkochen, Germany) y analizaron con el software AxioVision (Zeiss, Oberkochen,
Germany). Para el procesamiento de las imagenes se utilizo el software FIJI (Fiji Is
Just Image J, GNU General Public License).

Tabla 11. Anticuerpos primarios en inmunofluorescencia

Dilucién
Nombre # de catalogo Marca
empleada
Monoclonal Mouse Anti-Human CD3 MO0756 Dako 1:250
Monoclonal Mouse Anti-Human CD68 M0814 Dako 1:250

Nota. Los anticuerpos fueron reconstituidos segun indicaciones del fabricante.
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Tabla 12. Anticuerpo secundario en inmunofluorescencia

Dilucion
Nombre # de catalogo Marca
empleada

Goat Anti-Mouse IgG (H+L) Cross-
Adsorbed Secondary Antibody, A11005 Invitrogen 1:1,000
Alexa Fluor 594 ®

Nota. El anticuerpo fue reconstituido segun indicaciones del fabricante.

Inmunofluorescencia de doble marcaje

Se realiz6 inmunofluorescencia con doble marcaje para determinar la co-

localizacion de la enzima tirosina hidroxilasa, macrofagos y linfocitos T.

Para esta técnica se utilizaron laminillas de tejido obtenidas en el criostato (Leica
Biosystems, Chicago, IL, USA), se lavaron con PBS y se colocaron por 30 min en
PBS-Triton X-100 al 0.2% para permeabilizar la membrana. Se incubaron por 1 hora
a temperatura ambiente en suero fetal bovino al 20% y PBS-Tritén X-100 al 0.2%
para bloquear las uniones inespecificas y se procedié a la incubacion con

anticuerpos.

Se incubaron 5 laminillas con 3 tejidos cada una con el anticuerpo primario (CD3
dilucién 1:250 con suero fetal bovino al 3% y PBS-Triton X-100 0.2%) y 5 laminillas
con el anticuerpo primario CD68 dilucion 1:250 con suero fetal bovino al 3% y PBS-
Triton X-100 0.2%), durante toda la noche a temperatura ambiente en camara
hameda. Al dia siguiente, se lavaron los tejidos con PBS-T y se repitié el mismo
procedimiento, pero ahora con el anticuerpo primario TH dilucion 1:200 con suero
fetal bovino al 3% y PBS-Triton X-100 0.2%) el cual se aplicé a todas las laminillas.
Se mantuvo toda la noche a temperatura ambiente en camara humeda. Los

anticuerpos primarios utilizados se enlistan en la tabla 13.

Posterior a realizar lavados con PBS-Triton X-100 al 0.2%, se incubd con el
anticuerpo secundario unido al fluor6foro (Alexa Fluor 594 ® para marcaje rojo-
naranja de CD3 y CD68, y Alexa Fluor 488 ® para marcaje verde de TH), dichos
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anticuerpos se diluyeron 1:1000 con PBS 1X y se mantuvieron por 1 hora a
temperatura ambiente y 20 min a 36°C en camara humeda. Los anticuerpos

secundarios empleados se enumeran en la tabla 14.

Se tifieron los nucleos con Hoechst 33258 ® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) al 1X
en PBS, incubandolos por 10 min a temperatura ambiente en camara humeda. Se

lavd con PBS y se cubrio el tejido con Glicergel ® (Dako, Santa Clara, CA, USA).

Los tejidos se observaron con el microscopio fluorescente Axioskop 40 (Zeiss,
Oberkochen, Germany) y analizaron con el software AxioVision (Zeiss, Oberkochen,
Germany). Para el procesamiento de las imagenes se utilizo el software FIJI (Fiji Is

Just Image J, GNU General Public License).

Tabla 13. Anticuerpos primarios en doble inmunofluorescencia

Dilucion
Nombre # de catalogo Marca
empleada
Anti-Tyrosine Hydroxylase, N-
SAB4502966 Sigma-Aldrich 1:200
Terminal antibody produced in rabbit
Monoclonal Mouse Anti-Human CD3 MO756 Dako 1:250
Monoclonal Mouse Anti-Human CD68 M0814 Dako 1:250
Nota. Los anticuerpos fueron reconstituidos segun indicaciones del fabricante.
Tabla 14. Anticuerpos secundarios en doble inmunofluorescencia
Dilucioén
Nombre # de catalogo Marca
empleada

Goat Anti-Mouse 1gG (H+L) Highly

Cross-Adsorbed Secondary A32723 Invitrogen 1:1,000
Antibody, Alexa Fluor Plus 488 ®

Goat Anti-Mouse IgG (H+L) Cross-

Adsorbed Secondary Antibody, A11005 Invitrogen 1:1,000
Alexa Fluor 594 ®

Nota. Los anticuerpos fueron reconstituidos segun indicaciones del fabricante.
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Analisis estadistico

Se utilizé el software estadistico Prism 8.0.1 (GraphPad). Primero se evalud la
normalidad de los datos con la prueba de Shapiro-Wilk. Posteriormente, dado que
la expresion relativa de los genes eran variables cuantitativas y se requeria la
comparacion de dos grupos (pterigion y conjuntiva sana) se utilizé la prueba t de
student para aquellos datos que presentaban distribucion paramétrica, y U de Mann
Whitney para aquellos datos con distribucion no parameétrica. Los datos se

consideraron estadisticamente significativos cuando p<0.05.

Consideraciones éticas

El estudio se sometid a evaluacion por parte del Comité Local de Investigacion, el
Comité Local de Etica para la Investigacién y el Comité de Bioseguridad de la
Universidad Autbnoma de Aguascalientes.

La presente investigaciéon de acuerdo con el articulo 17 y al articulo 23 del titulo
primero, capitulo unico del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud es considerada investigacion de riesgo I, riesgo minimo
ya que sélo se estudiaron piezas quirurgicas de pterigion y conjuntiva donadas a la
Universidad Auténoma de Aguascalientes para la realizacion del estudio. Los
pacientes que donaron sus tejidos firmaron de conformidad el Consentimiento
Informado para la Realizacién del Estudio, asi como el Aviso de Privacidad para
manejo de datos, manteniendo su confidencialidad (Anexos By C).

El estudio se apeg6 a las normas éticas y lineamientos de la declaracién de Helsinki
de la Asociacién Médica Mundial adaptada por la 18 Asamblea Médica Mundial,
Helsinki, Finlandia, Junio de 1964, con enmienda de la 29 Asamblea Médica Mundial
Tokio, Japon, octubre de 1983 y la 41 Asamblea Médica Mundial Hong Kong,

septiembre 1989; la Ley General de Salud de los Estados Unidos Mexicanos en lo
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referente a investigacion para la salud en los articulos 17, 22, 23 principalmente y
las normativa de la Universidad Autbnoma de Aguascalientes.

La contribucion de este estudio consistié en caracterizar la respuesta neuroinmune
en el pterigion. El estudio implicd riesgo minimo para los pacientes, se respetd la
confidencialidad de la informacion y de los sujetos en la publicacién de los
resultados. El beneficio del presente estudio fue aportar la identificacion de nuevos
objetivos terapéuticos para el tratamiento del pterigion. La informacién se dio a
conocer en la presentacion de tesis de posgrado, y los resultados se publicaron en

una revista de caracter cientifico.

Recursos para el estudio

Recursos humanos
Un estudiante de posgrado de la Maestria en Investigacion Biomédica encargado

de la realizacion del estudio, procesamiento de la muestra y analisis de los datos.

Recursos materiales
Se utilizaron los laboratorios, equipo y reactivos de la Universidad Auténoma de

Aguascalientes para la realizacion del estudio.

Recursos financieros
Los recursos financieros fueron proporcionados por la Universidad Autonoma de

Aguascalientes. Clave de proyecto: PIBB24-8.
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Cronograma de actividades

Las fases del desarrollo del proyecto se realizaron de acuerdo al cronograma

mostrado en la tabla 15.

Tabla 15. Cronograma de actividades del proyecto de investigacion

Fase del Proyecto Fecha de realizacion
Elaboracion y aprobacion del anteproyecto 01/Ene/2022 al 30/Jun/2022
Seleccidn y recoleccién de la muestra 01/Jul/2022 al 31/Dic/2022
Fase experimental 01/Ene/2023 al 31/Ago/2023
Analisis de resultados 01/Sep/2023 al 30/Sep/2023
Redaccion y revision de tesis 01/0ct/2023 al 30/Nov/2023
Redaccion y envio de articulo cientifico 01/Dic/2023 al 15/Dic/2023

Nota. El proyecto se realizoé siempre bajo supervision y acompafiamiento del comité tutorial.

Difusién de la investigacion

Los resultados se presentaron en el examen de grado del investigador, en el 1°
Congreso Internacional Multidisciplinario de la Divulgacion Cientifica y se publicaron

en una revista cientifica indexada.
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Resultados

Caracteristicas de los sujetos de estudio

Se estudiaron 16 pacientes con pterigion primario de los cuales 68.8% fueron
hombres y 31.3% fueron mujeres, con edades comprendidas entre los 39 y 67 afos
de edad. Entre las comorbilidades encontradas en los pacientes 31.3% presentaban
hipertension, 18.8% diabetes, 12.5% hipertension y diabetes, 6.3% hipotiroidismo y
31.3% se reportaron sanos. Los pacientes control, fueron 3 hombres y 1 mujer con

edades de 46 y 52 ainos, sin comorbilidades.

Descripcion macroscoépica del tejido

El pterigidn (figura 20) se caracterizé por ser un tejido en forma triangular, de bordes
regulares, de 7.27 + 215 mm de diametro, de coloracién rosa palido, con
consistencia gomosa, que fuera de la estructura ocular tendi6 a enrollarse sobre su
eje lo que dificulté su manipulacién. En su interior se mostraron ramificaciones de

vasos sanguineos de diferentes calibres.

Figura 20. Fotografia macroscopica del pterigion
Fotografia tomada con camara digital del tejido, utilizando una regla para mostrar su longitud (X1).
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Descripcion microscoépica del tejido

Se realizé una descripcion comparativa de la conjuntiva sana y el pterigion. La
conjuntiva, (figura 21, paneles A, B y C) a la tincion de hematoxilina-eosina, mostré
una conformacion con capas bien definidas. La primera capa, la capa epitelial, de
grosor aproximado de 5-6 células, se observd compuesta por epitelio plano
estratificado no queratinizado, ordenado, con melanocitos en su region basal. Por
debajo del epitelio, se encontroé la capa estromal, principalmente compuesta por
tejido conectivo, en donde se observaron fibroblastos y algunos vasos sanguineos

de pequeno calibre.

Figura 21. Analisis comparativo de la conjuntiva sana y pterigion

La conjuntiva (A, B y C) (SANOS) tiene una capa epitelial (a), melanocitos en la zona basal epitelial
(b) y una capa estromal (¢) con algunos vasos sanguineos (*). El pterigion (D, E y F) con sus tipos
histoldgicos angiomatoso (D) y fibroso (E) muestran cambios morfoldgicos en sus capas epitelial (a)
y estromal (c), con proliferacion de vasos sanguineos (*) e hipertrofia de células caliciformes (**). La
imagen F, muestra la presencia de infiltrado inflamatorio en el pterigién en la regién cercana a los
vasos sanguineos (*). Tincién hematoxilina-eosina. Figuras A, B, C (X20), microscopio Axiovert 40
cfl (Zeiss). Figuras D, E, F (X10), microscopio Axioskop 40 (Zeiss). Andlisis de imagen con AxioVision
(Zeiss) y FIJI (Fiji Is Just Image J, GNU General Public License).
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El pterigion, a su vez, a la tincion de hematoxilina-eosina mostré tres patrones
histologicos predominantes. El 45.5% se clasific6 como angiomatoso, el 36.4%
como fibroso y el 18.2% como mixto, de acuerdo a su componente principal. El tipo
angiomatoso (figura 21, panel D), presentd un epitelio plano estratificado no
queratinizado desordenado, con gran hipertrofia de las células caliciformes, la capa
estromal presentd multiples vasos sanguineos de mayor tamarno que el habitual. El
tipo fibroso (figura 21, panel E), se caracterizé por presentar un epitelio plano
estratificado no queratinizado muy desorganizado, hiperplasico, de hasta 20 células
de grosor, con ligera hipertrofia de las células caliciformes, la capa estromal se
mostro fibrética, engrosada. El tipo mixto fue una combinacion de ambos tipos
histolégicos. Ademas, se observo un importante infiltrado inflamatorio (figura 21,
panel F) en la region perivascular del tejido, compuesto principalmente por

monocitos, macrofagos y linfocitos T (figura 22).

Figura 22. Infiltrado inflamatorio en el pterigiéon

Infiltrado inflamatorio en la region perivascular del tejido, conformado principalmente por monocitos
(a), macrdéfagos (b) y linfocitos T (¢). Tincion hematoxilina-eosina (X40), microscopio Axioskop 40
(Zeiss). Analisis de imagen con AxioVision (Zeiss) y FIJI (Fiji Is Just Image J, GNU General Public
License).
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La composicion del pterigidn, a la tincion tricromicra de Masson (figura 23), mostré

predominio de fibras de colagena localizadas en la region subepitelial y estromal.

Figura 23. Analisis de la composicion del pterigion

El pterigion se mostré conformado en un 90% por fibras de colagena (azul), localizadas por debajo
de la capa epitelial (rojo). Tincion tricromica de Masson, imagen compuesta, realizada campo por
campo de todo el tejido (X10), microscopio Axioskop 40 (Zeiss). Analisis de imagen con AxioVision
(Zeiss) y FIJI (Fiji Is Just Image J, GNU General Public License).

Expresién de genes inflamatorios y fibrogénicos

El analisis de la expresion génica (figura 24) mostré sobreexpresion de genes
inflamatorios de forma significativa en el pterigion, encontrando una diferencia de
hasta 24.7 veces mayor para IL17A (p<0.05) y de 2.8 veces mayor para TNFA

(p<0.05) con respecto a la conjuntiva sana.

Figura 24. Expresion relativa de genes inflamatorios y fibrogénicos

Expresion relativa de genes inflamatorios (IL17A, TNFA) y fibréticos (COL4A1, TGFB1) en conjuntiva
sana (CO) y pterigion (PT). Los puntos determinan la expresion génica de cada paciente. Se muestra
ademas la media + error estandar de la media (EEM); ns: p>0.05, *: p<0.05.
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La expresion de los genes relacionados con la fibrosis, mostré sobreexpresion del
gen COL4A1 de 5.8 veces mas (p<0.05) con respecto a la conjuntiva, sin embargo,

no mostré diferencia significativa en la expresion de TGFB1 (p>0.05).

Expresion de genes adrenérgicos

Los genes relacionados con la respuesta adrenérgica mostraron un aumento en su
expresion de forma significativa, tanto para TH (14.3 veces, p<0.05), como para los
receptores adrenérgicos ADRA1A (3.4 veces, p<0.05), ADRA1B (1.5 veces, p<0.01)

y ADRB2 (1.4 veces, p<0.01), con respecto a la conjuntiva sana (figura 25).

Figura 25. Expresion relativa de genes adrenérgicos

Expresion relativa de genes adrenérgicos (TH, ADRA1A, ADRA1B, ADRB2) en conjuntiva sana (CO)
y pterigion (PT). Los puntos determinan la expresion génica de cada paciente. Se muestra ademas
la media * error estandar de la media (EEM); *: p<0.05, **: p<0.01.
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Localizaciéon de tirosina hidroxilasa y receptores adrenérgicos en el pterigion

Con ayuda de inmunohistoquimica se realizé un mapeo para localizar la presencia
de TH y receptores adrenérgicos en el pterigion. La TH presentdé marcaje
predominantemente en la zona subepitelial del pterigion en forma de cintillas y en la
capa muscular de los nuevos vasos sanguineos, tal como se muestra en la figura
26.

Figura 26. Localizacion de tirosina hidroxilada en el pterigion

La imagen sefiala la localizacion de TH en el pterigion. Inmunoperoxidasa, imagen compuesta,
realizada campo por campo de todo el tejido (X10). Las imagenes A y B muestran un acercamiento
(X40) y (X100) de la localizacion subepitelial de la TH (indicador azul). La imagen C es un
acercamiento (X40) de la localizacion vascular de la TH (indicador azul). Microscopio Axioskop 40
(Zeiss). Analisis de imagen con AxioVision (Zeiss) y FIJI (Fiji Is Just Image J, GNU General Public
License).
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Los receptores ADRA1A (figura 27) se distribuyeron predominantemente en forma
de filamentos en la region subepitelial del pterigion, también se localizaron en la

zona perivascular del tejido, aunque con menor intensidad.

Figura 27. Localizacion del receptor adrenérgico alfa 1 en el pterigion
La imagen sefala la localizacion de ADRA1A en el pterigion. Inmunoperoxidasa, imagen compuesta,

realizada campo por campo de todo el tejido (X10). Las imagenes A, By C muestran un acercamiento
(X20), (X40) y (X100) de la localizacién subepitelial (indicador azul) y perivascular (flecha) de
ADRA1A. Microscopio Axioskop 40 (Zeiss). Analisis de imagen con AxioVision (Zeiss) y FIJI (Fiji Is
Just Image J, GNU General Public License).
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Los ADRB2 mostraron de igual manera localizacion subepitelial y en la zona

muscular de los vasos sanguineos, como se puede observar en la figura 28.

Figura 28. Localizacién del receptor adrenérgico beta 2 en el pterigion

La imagen sefiala la localizacién de ADRB2 en el pterigién. Inmunoperoxidasa, imagen compuesta,
realizada campo por campo de todo el tejido (X10). La imagen A muestra en un acercamiento (X100)
la ubicacion subepitelial (indicador azul) y perivascular (flecha) de ADRB2. La imagen B sefiala la
ubicacion en capa muscular perivascular (X100) de ADRB2 (indicador azul). Microscopio Axioskop
40 (Zeiss). Analisis de imagen con AxioVision (Zeiss) y FIJI (Fiji Is Just Image J, GNU General Public
License).
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Respuesta inmunitaria en el pterigion

Con inmunofluorescencia se analizo la presencia de células de la respuesta inmune
en conjuntiva sana (figura 29, panel A macrofagos y panel C linfocitos T) y en el
pterigion (figura 29, panel B macrofagos y panel D linfocitos T), mostrando
diferencias significativas entre grupos, encontrando aumento significativo en el
pterigidon de linfocitos T CD3 positivos (1148 + 175.4 veces, p<0.001), al igual que
aumento significativo de macrofagos CD68 positivos (587.0 £ 53.99 veces,

p<0.0001), en comparacion con la conjuntiva sana (figura 30).

Figura 29. Respuesta inmune en conjuntiva y pterigion

Imagen comparativa de la respuesta inmune en conjuntiva sana y pterigion. Inmunofluorescencia:
marcaje con Alexa Fluor 594 ® (rojo-naranja), nucleos con Hoechst 33258 ® (azul). Panel A
(conjuntiva X20) y B (pterigion X40) muestran positividad para linfocitos T (CD3) sefialado como *.
Panel C (conjuntiva X20) y D (pterigion X40) muestran positividad para macréfagos (CD68) sefialado
como **. Microscopio Axioskop 40 (Zeiss). Analisis de imagen con AxioVision (Zeiss) y FIJI (Fiji Is
Just Image J, GNU General Public License).
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Figura 30. Recuento de células inmunitarias presentes en conjuntiva y pterigion

Recuento celular de linfocitos T CD3 positivos y macréfagos CD68 positivos en cortes histolégicos
de conjuntiva sana (CO) y pterigion (PT). Los puntos determinan la cuantificacion celular de cada
paciente. Se muestra ademas la media + error estandar de la media (EEM); ***:p<0.001,
****:p<0.0001.

Relacién neuroinmune en el pterigion

A través de doble inmunofluorescencia se analiz6 la co-localizacién de las células
inmunitarias y el sistema adrenérgico, encontrando una interrelacion muy estrecha
entre TH, linfocitos T (figura 31, panel A) y macréfagos (figura 31, panel B) en el

pterigion.
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Figura 31. Relacidon neuroinmune en el pterigion

Imagen que muestra el infilirado de células inmunes presentes en el pterigion y su estrecha relacion
con la enzima TH (X20). Doble inmunofluorescencia: marcaje de macréfagos y linfocitos con Alexa
Fluor 594 ® (rojo-naranja), TH con Alexa Fluor 488 ® (verde), nucleos con Hoechst 33258 ® (azul).
El panel A muestra linfocitos T CD3 positivos (*) y el panel B macréfagos, CD68 positivos (**) en
interaccion con TH (#). Se observan algunos eritrocitos en vasos sanguineos (++). Microscopio
Axioskop 40 (Zeiss). Anadlisis de imagen con AxioVision (Zeiss) y FIJI (Fiji Is Just Image J, GNU
General Public License).
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Discusion

El pterigidén es una patologia de la superficie ocular, en la cual la conjuntiva bulbar
invade la cérnea de forma centripeta (4). Se origina por una mutacioén de p53 en las
células madres del limbo desencadenada principalmente por la exposicion continua
a la radiacién UV, estimulando la transformaciéon epitelio-mesenquimatosa del
epitelio conjuntival y ocasionando cambios conformacionales en el tejido que le

confieren su caracteristica fibrotica (20).

Histologicamente el tejido presenta hiperplasia epitelial desorganizada, debido a su
crecimiento exponencial, hipertrofia de las células caliciformes, principales
secretoras de mucina y antigenos en la superficie ocular, pérdida de los melanocitos
en la membrana basal epitelial, reduciendo la proteccion ocular a la luz UV, ruptura
de la membrana de Bowman al invadir la region corneal, tejido que carece de poder
regenerativo, depdsito importante de fibras de colagena en la region estromal y
formacion de nuevos vasos sanguineos, debido a las necesidades energéticas
incrementadas del nuevo tejido en proliferacion (7). Dichas caracteristicas
reportados en la bibliografia concuerdan con los hallazgos encontrados en los

tejidos de pterigion estudiados.

Se clasifica histologicamente en angiomatoso, fibroso y mixto, siendo el mas
frecuente el tipo mixto, seguido del angiomatoso y por ultimo el fibroso (9). En
nuestro estudio el tipo angiomatoso se mostré predominante en un 45.5%, seguido

del fibroso en 36.4%, el tipo mixto se presentd en un 18.2%.

La expresidon génica relativa mostré diferencias significativas entre los tejidos de
pterigién y conjuntiva sana. El pterigion mostré un aumento en la expresion de
genes proinflamatorios y fibrogénicos, con predominio en IL17A y COL4A1,
explicando un papel preponderante de los linfocitos T en la fibrogénesis (30), lo que
se relaciona con el recuento celular observado. De igual forma, mostré un aumento
en la expresion de genes adrenérgicos, principalmente TH, ADRA1B y ADRB2
indicativo de la intervencion del sistema simpatico en la patogénesis del pterigion.
Lo cual corresponde a lo encontrado por varios autores, en donde la norepinefrina
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interviene en la fibrogénesis en pulmén (38), corazon (39), piel (40), rindn (41) e
higado (42). La media de los casos, no mostrd diferencia significativa en TGFB1,
sin embargo, de forma individual se presentaron casos con incremento de la
expresion debido a la variabilidad de los tipos histologicos de pterigion que se

analizaron.

Varios grupos de investigacién han estudiado por pruebas morfolégicas tales como
inmunohistoquimica e inmunofluorescencia la presencia de tirosina hidroxilasa,
enzima clave en las sintesis de norepinefrina, en tejidos de enfermedades fibréticas

y su relacién tanto con la inflamaciéon como en la fibrogénesis.

Oben y colaboradores (49), a través de la deteccion de fibras nerviosas simpaticas
con inmunohistoquimica e inmunofluorescencia, evidenciaron que la activaciéon de
las fibras nerviosas simpaticas aumenta la epinefrina y norepinefrina de forma local,
y que al interactuar estas catecolaminas con las células estelares hepaticas y las
células ovales hepaticas (células madre del higado) a través de sus receptores tanto
alfa como beta adrenérgicos, exacerban la lesion hepatica y fibrosis en la cirrosis

hepatica.

Asi mismo, Neuhuber y Tiegs (50), encontraron hallazgos similares en un modelo
murino de hepatitis, en donde se demostré por medio de inmunofluorescencia que
la activacion de las fibras simpaticas aumentaba los niveles de norepinefrina de
forma local modulando la inflamacion y fibrosis incluso sin estar en intimo contacto

con las fibras nerviosas.

Sin embargo, no se ha estudiado antes la distribucion de las fibras nerviosas
simpaticas en el pterigidon y su relacion tanto con la inflamaciéon como la fibrosis,
siendo nuestro estudio pionero en esta caracterizacion. Los receptores
adrenérgicos, y consecuentemente la enzima TH, se localizaron en el pterigion en
la region basal del epitelio, correspondiente a la inervacion del plexo nervioso sub-
basal de la cornea (47) y en la periferia de los vasos sanguineos (31), ubicacién
clave en la patogénesis de la enfermedad, ya que, al contar las células inmunes con

receptores adrenérgicos, principalmente los linfocitos T con ADRB2 (32), estimulan
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la migracion de las células inmunes de los vasos sanguineos al tejido y su
subsecuente accién en la region subepitelial, favoreciendo el crecimiento epitelial
acelerado en el pterigion. Esta relacion se demostr6o al observar la estrecha

interconexion de la TH y las células inmunes en el pterigion.

Conclusion

Existe una neuroinmunomodulacion involucrada en la patogénesis del pterigidén a
través de la activacion del sistema nervioso simpatico y sus neurotransmisores
epinefrina y norepinefrina. A nivel intravascular, la norepinefrina favorece la
migracion de macrofagos y linfocitos T, perpetuando la inflamacion. Asi mismo, las
fibras nerviosas simpaticas localizadas a nivel subepitelial favorecen el crecimiento

epitelial y fibrosis del pterigién.

Estos hallazgos abren paso a nuevos estudios enfocados en la inervacion simpatica
del pterigion. El uso de antagonistas de los receptores adrenérgicos de forma topica
a nivel ocular, podria ser quizas en un futuro una meta terapéutica para frenar la
progresion y el crecimiento del pterigion disminuyendo con eso su alta tasa de

recurrencia.
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Anexo A. Formulario de recoleccion de piezas quirurgicas

Proyecto: Caracterizacion de la respuesta neuroinmune del pterigion.

Fecha: Folio:

Nombre del paciente:

Edad: Sexo: Pterigién primario: Sl /NO

El paciente padece:

e ;Diabetes? Sl NO Tratamiento:
e ;Hipertension? Sl NO Tratamiento:
e ;Otra enfermedad? ¢ Cual? Tratamiento:

En la Ultima semana:

e ;UsO vasconstrictores oftalmicos? Sl NO
e ;UsO desinflamatorios oftalmicos? Sl NO
e ;Padecié alguna enfermedad ocular? Sl NO

Describa cual:




Anexo B. Carta de consentimiento informado para participacion en protocolos

de investigacién

Aguascalientes, Ags; a

Titulo de la CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA NEUROINMUNE EN EL PTERIGION
Investigacion:

Numero de Registro CIB-UAA-44

UAA:

Investigador Sofia Guadalupe Océn Garcia

Dr. Luis Fernando Barba Gallardo
Dr. Martin Humberto Mufioz Ortega
Dr. Javier Ventura Juarez

responsable:

A través de este documento se le invita a participar en esta investigacién de la Universidad Autbnoma de
Aguascalientes. Antes de decidir, si desea participar o no, necesita entender por qué se esta realizando esta
investigacion y en qué consistira su participacion. Por favor tomese el tiempo que usted necesite, para leer
la siguiente informacién cuidadosamente y pregunte cualquier cosa que no comprenda. Si usted lo desea
puede consultar con personas de su confianza (Familiar y/o Médico tratante) sobre la presente investigacion.

¢Cual es el
objetivo de esta
investigacion?
¢Por qué es
importante esta
investigacion?
¢Por qué he sido
invitado a
participar?

¢En qué consistira
mi participaciéon?
¢Estoy obligado a

participar?

¢Qué sucede
cuando la
Investigacion
termina?

Conocer algunos de los mecanismos involucrados en la formacion del pterigion.

Porque este conocimiento permitira nuevas opciones de tratamiento.

Porque sera sometido a cirugia de reseccion de pterigion como parte del tratamiento
indicado por su médico tratante.

En donar a la Universidad Autonoma de Aguascalientes, con fines de investigacion,
su pieza quirurgica (pterigion) extraida durante su cirugia correctiva.

Su participacion es voluntaria, anénima y confidencial; no tiene que participar
forzosamente.

Los resultados seran publicados en revistas de investigacion cientifica, respetando
ante todo su confidencialidad. Si usted quiere conocer los resultados de la
investigacion podra contactar a los investigadores quien con gusto le brindaran dicha
informacion.

Después de leer y comprender los alcances de esta investigacion, en qué consistird mi participacion, y haber
resuelto todas mis dudas:

O
O

No autorizo donar mi pieza quirurgica.
Si autorizo donar mi pieza quirurgica.

NOMBRE Y FIRMA DEL PARTICIPANTE

NOMBRE Y FIRMA DEL
PRINCIPAL

INVESTIGADOR

NOMBRE Y FIRMA DEL TESTIGO (PARENTESCO)

DIRECCION:

NOMBRE Y FIRMA DEL TESTIGO (PARENTESCO)
DIRECCION:

Los datos personales contenidos en la presente Carta de Consentimiento Informado, seran protegidos
conforme a lo dispuesto en las Leyes Federal de Transparencia y Acceso a la Informacién Publica, General
de Transparencia y Acceso a la Informacién Publica y General de Proteccién de Datos Personales en
Posesién de Sujetos Obligados y demas normatividad aplicable en la materia.



Anexo C. Aviso de privacidad integral de protocolos de investigacion de la

Universidad Autonoma de Aguascalientes.

El investigador principal del protocolo de investigacion, es el responsable del tratamiento de los datos
personales y datos personales sensibles que usted proporcione con motivo de la participacion en un
protocolo de investigacion, mismos que seran tratados estadisticamente en materia de salud, sin que
se vulnere su identidad mediante el proceso de disociacion, para proteger la identificacién de los
mismos, de conformidad con los articulos 1, 2, 3, 8, 16, 17, 18, fraccion VII del 22, 26, 27 y demas
relativos de la Ley General de Proteccion de Datos Personales en Posesion de Sujetos Obligados.

De manera adicional, los datos personales que usted nos proporcione podran ser utilizados para
contar con datos de control, estadisticos e informes sobre el protocolo de investigacion, sin que se
vulnere su identidad mediante el proceso de disociacion del titular, con la finalidad de no permitir por
su estructura, contenido o grado de desagregacion, la identificacion del mismo, como lo establece la
fraccion XIII del articulo 3, de la Ley General de Proteccion de Datos Personales en Posesion de
Sujetos Obligados.

El investigador principal del protocolo de investigacion podra acceder a sus datos personales de
identificacion y datos personales sensibles, derivado de la Carta de Consentimiento Informado,
debidamente requisitada a través de su firma autégrafa, firma electrénica o cualquier otro mecanismo
de autenticacién que al efecto se establezca, con la finalidad de cumplir con lo establecido en el
parrafo cuarto, del Articulo 21, de la Ley General de Proteccién de Datos Personales en Posesion
de Sujetos Obligados.

Adicionalmente, con la finalidad de llevar a cabo el protocolo de investigacion, se solicitan todos o
algunos de sus siguientes datos personales sensibles: estado de salud presente y pasado
(discapacidades, intervenciones quirurgicas, vacunas, toxicomanias, uso de aparatos
oftalmolégicos, ortopédicos, auditivos, protesis, anteojos etc.), historial clinico (alergias,
enfermedades, incapacidades, diagndsticos médicos, etc.), caracteristicas fisicas (color de piel, color
de iris, color de cabello, sefas particulares, estatura, peso, complexion, etc.); caracteristicas
personales (tipo de sangre, ADN, etc.), informacién genética, preferencias sexuales, datos de
identificacién (nombre de familiares, costumbres, idioma o dialecto, etc.), nivel escolar, ocupacion,
datos patrimoniales (ingresos y egresos), datos ideoldgicos (creencia religiosa, filoséfica o moral etc.)
y origen étnico o racial, entre otros.

En el caso de protocolos de colaboracion con otras instituciones, hospitales, centros de investigacion,
universidades nacionales o internacionales, los datos que se comparten, se encuentran protegidos,
por lo que no se vulnera su identidad mediante el proceso de disociacion, para proteger la
identificacion de los mismos. El tratamiento de sus datos personales y datos personales sensibles,
se realiza con fundamento en lo establecido en los articulos 1, 2 fracciones Vy VI, 3, 8, 16, 17, y 18,
fraccion VIl del 22, 26, 27 y demas relativos de la Ley General de Proteccion de Datos Personales
en Posesion de los Sujetos Obligados.

Usted podra ejercer sus derechos de acceso, rectificacion, cancelacion u oposicion de sus datos
personales (derechos ARCO), directamente ante la unidad de transparencia de este instituto,
ubicada en Avenida Universidad No. 940, Ciudad Universitaria, Aguascalientes, Ags. C.P. 20100;
comunicarse al teléfono (449) 910 7400, extensién 53014, o bien, a través de la plataforma nacional
de transparencia: http://www.plataformadetransparencia.org.mx

En caso de que exista un cambio en este aviso de privacidad, lo haremos de su conocimiento a
través del portal institucional: http://www.uaa.mx
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