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. RESUMEN

El Pterigion es considerado una enfermedad crénica degenerativa con
degeneracion elastotica causada por irradiacion ultravioleta, actualmente se ha
considerado una enfermedad proliferativa. Histopatol6gicamente se encuentra
hiperplasia epitelial y abundante tejido fibrovascular en el estroma del Pterigion
que invade la cérnea Y Puesto que las recidivas ocurren a los pocos meses de
la operacion, lo cual no se puede explicar con la simple exposicién a los rayos
ultravioleta, se han propuesto otras teorias. Aunque el mecanismo subyacente
no se entienda del todo, las teorias recogen mecanismos inmunolégicos,
neoplasicos y reparadores. Apoyando las mencionadas modalidades en el
tratamiento quirdrgico del Pterigion, sea mediante reconstruccion anatéomica o
sea utilizando tratamiento complementario quimico y de radiacion, tratamos de
prevenir la recidiva y también las complicaciones asociadas a dichas
modalidades. En el caso del Pterigion recidivante, existe la hipétesis de una
aceleracion de la proliferacion fibroblastica producida por el trauma quirdrgico
como causa del mismo, independientemente de la exposicion o no a la luz
ultravioleta. En los casos de recidiva, el Pterigion se comporta de forma mas

agresiva, siendo su tratamiento mas dificil.

Objetivo. Identificar los receptores de membrana del Pterigion primario y
recidivante, en cultivos realizados de tejido obtenido de pacientes intervenidos

guirdrgicamente.
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Material y Métodos. Se realizaron cultivos de tejido de Pterigion primario,
recidivante y conjuntiva sana, obtenidos en cirugia de pacientes del Hospital
Oftalmologico de Nuestra Sefiora de la Luz del periodo junio 2008 — octubre
2009, los cuales fueron transportados al laboratorio del Hospital Conde de
Valenciana, utilizando dispasa e incubacion a 37° posterior lavado del tejido y
cultivo en pozos. Segunda dimension: Esta se realiz6 con extraccion de
proteinas de las células cultivadas, la cuales fueron purificadas vy
posteriormente separadas por su punto isoeléctrico en camara de
Isoelectroenfoque. Se realizo posteriormente separacion de proteinas por peso

molecular y electroforesis en gel de bisacrilamida.

Resultados.

Se obtuvieron fibroblastos de los tejidos de pterigion primario y recidivante.
Estos fueron caracterizados fenotipicamente por citometria de flujo, en donde
se analizo la expresion de los marcadores vimentina, citoqueratina 19 (CK-19)

y Ki-67.

Morfolégicamente se observaron diferencia entre las células del pterigion
recidivante comparando con el pterigion primario, las primeras eran mas
grandes y en forma de huso alargado; se agruparon formando multicapas. Por
otro lado, se observd una tasa de crecimiento mucho mayor en las células
proveniente de pterigion recidivante, respecto a las de pterigion primario. Al
realizar el andlisis del perfil protedmicos del extracto total de las células
cultivadas de ambos tipos de pterigion, se observaron diferencias importantes
en la expresion de varias proteinas, tales como expresion diferencial, aumento

de la expresion, asi como también disminucién de algunos de los grupos, sobre
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todo de aquellos con alto peso molecular y en un rango de pH de 8-10. Estos
resultados sugieren una diferencia en el proteoma de las células obtenidas de
pterigion primario y recidivante, lo que ayudaria a entender las diferencias entre

ambas entidades patoldgicas.

Conclusiones. Existen proteinas que se estan expresando de manera
diferencial entre el Pterigion primario y recidivante, sin embargo, es necesario
continuar la segunda fase de este estudio para poder identificarlas mediantes

espectrometria de masas.
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II. INTRODUCCION

2.1 Historia

El pterigion es una de las més antiguas afecciones oculares descritas. Desde
tiempos remotos los mas famosos médicos ya lo conocian y hacian
descripciones precisas de sus diversas formas. Los estudios iniciales
realizados por el médico hindu Susruta, considerado como el primer cirujano
oftalmologo, datan de mil afios a.C. Susruta describié con precision el pterigion,
su tratamiento, asi como su facil recidiva. Hipocrates (469 a.C.) sugirio el
tratamiento con zinc, cobre, hierro, bilis, orina y leche materna. Celso (50 d.C.)
y Galeno (131 d.C.) trataron el pterigion con soluciones de vino blanco, vinagre,

azUcar, asi como su pinzamiento y exéresis .

2.2 Epidemiologia

En cuanto a su distribucion mundial, se sabe que es mas comun en climas
célidos y secos, tiene una prevalencia de 22% en las zonas ecuatoriales y
menos de 2% en las latitudes cercanas a los 40°. El riesgo relativo para
desarrollar pterigion en una persona que vive en los trépicos (menos de 30° de
latitud), es 44 veces mayor; 11 veces mayor para quienes trabajan en un lugar
arenoso, al exterior; 9 veces mayor para una persona que no usa lentes con

filtro ultravioleta (UV) y 2 veces mayor para quien nunca ha usado sombrero .
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Existen factores externos entre los que se mencionan exposicion al polvo, la
sequedad ambiental, la radiacion ultravioleta y factores endégenos como la
edad, una mayor proximidad de la insercién tendinosa al limbo esclerocorneal y

una susceptibilidad genética. @

2.3 Definiciones

Receptor puede ser definido como una proteina que permite la interaccion de
sustancias en el metabolismo celular, estas proteinas se encuentran en la
membrana plasmatica, asi como organelos y citosol. Las moléculas
sefalizadoras como hormonas y neurotransmisores se unen a estos
receptores, lo cual permite una transduccion de sefal que es influenciado por

varios factores celulares y extracelulares ©.
Pterigion

Es un crecimiento fibrovascular excesivo de la conjuntiva bulbar sobre la
cornea, son triangulares y orientados horizontalmente, con base periférica y
vértice sobre la cornea. Se encuentran situados en la hendidura palpebral, por
lo general del lado nasal, pero pueden ser temporales. El vértice presenta una
zona avascular grisacea y plana, puede asociarse a una linea de Stocker (de
hierro) por delante de la cabeza del pterigion. Por fuera de la zona avascular
presenta unos vasos finos anastomoéticos y con yemas, los cuales son

observados fundamentalmente en el pterigion activo .
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2.4 Clasificacion

Tan y cols. en 1996 lo clasificaron morfolégicamente en tres categorias:
atréfico, carnoso e intermedio. En el atréfico los vasos epiesclerales por debajo
del cuerpo del Pterigidon se distinguen claramente. El carnoso, es grueso y los
vasos epiesclerales debajo del cuerpo quedan totalmente escondidos. Los
vasos del Pterigion estan orientados radialmente mientras que los vasos
epiesclerales no lo estan. Si los vasos epiesclerales no se observan claramente
o quedan parcialmente escondidos, se considera intermedio ®. El Pterigion
puede ser unipolar (s6lo afecta una parte) o bipolar, cuando afecta tanto la
parte temporal como la nasal. Pueden ser unilaterales o bilaterales ©y también

clasifica bajo la categoria de las degeneraciones corneales no involutivas. ©

2.5 Fisiopatologia

En cuanto a la patogénesis del Pterigion, de acuerdo con investigaciones
recientes, diversos autores han descubierto que hay una sobreproduccion de
ciertas metaloproteinasas de la matriz (MMP) causada por un estimulo
inflamatorio de diversas interleucinas y otras citocinas como el factor de
necrosis tumoral, lo cual lleva a una alteracion de las células epiteliales basales
limbales. La alteracién focal limbal, produce la conjuntivalizacion de la cérnea
con inflamacién crénica extensa, proliferacion celular, remodelacién del tejido

conjuntival y angiogénesis "),
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En los estudios sobre alteraciones ultraestructurales, se considera una
alteracion inflamatoria y proliferativa de la superficie ocular. Coroneo y
colaboradoresl plantearon que las células madre limbares se modifican con
exposicion crénica a la luz ultravioleta, por lo que hay una rotura de la barrera
limbal que causa la invasion conjuntival del epitelio corneal. Otro mecanismo
mencionado es una reaccion de hipersensibilidad tipo | a elementos irritantes
exdgenos asociada a inflamacién local que causa incremento en la produccion
de IgE. Un estudio reciente muestra una asociacion entre una pelicula lagrimal
inestable y el inicio de un Pterigion. En otras investigaciones, se ha
descubierto que hay sobreproduccion de ciertas metaloproteinasas de la matriz
extracelular (MMP) debido a una estimulacion inflamatoria de interleucinas y de

factores de necrosis tumoral®”.

La exposicion a luz ultravioleta (240 a 400 nm) es un factor importante en el
desarrollo del Pterigion; sin embargo, existen otros, como productos quimicos,
viento, polvo y polen, que también contribuyen a su desarrollo. Estudios han
demostrado que la expresion anormal del gen p53 en el epitelio del Pterigidon

condiciona un crecimiento desordenado méas que una degeneracion .

Mediante inmunohistoquimica con anticuerpos contra triptasa para mastocito,
se ha observado incremento de éstos en el Pterigidbn en comparacion con tejido
normal de la conjuntiva. El mastocito puede ser un factor en su patogénesis y
tener un papel importante en la hipersensibilidad tipo |. Las propiedades
biolégicas de los mastocitos incluyen la liberacion de productos altamente

téxicos, como la proteina basica mayor (PBM), la proteina cationica eosinofilica
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(PCE) y radicales libres de oxigeno, eicosanoides, citocinas con patrén Th2 y
factores de crecimiento que inducen el desprendimiento de las células
epiteliales y aumento de la permeabilidad vascular. En el ojo humano hay cinco
millones de mastocitos; de los cuales existen dos tipos de acuerdo con la
composicion de proteasa neutral. Los MCt que contienen triptasa y que se
encuentran en conjuntivitis estacional alérgica y los MCtc que contienen
triptasa cinasa y se hallan en queratoconjuntivitis alérgica; en los 0jos sanos se
encuentran en sustancia propia y en estado alérgico en capas mas

superficiales.!”

Austin, Jakobiec e lwamoto plantean que el principal mecanismo para la
formacion del Pterigion es una degeneracion elastética del colageno. Otros
investigadores proponen que un proceso inflamatorio con un componente de
hipersensibilidad tipo | estaria involucrado y que seria estimulado por alergenos
como polenes y otras particulas ambientales. Trantas y Barraquer plantean que
los cambios degenerativos conjuntivales causan una superficie corneal irregular
gue no es cubierta por la pelicula lagrimal, formandose un dellen corneal que
es secundariamente cubierto por tejido conjuntival. Por otro lado, la teoria de
Fuchs plantea que los agentes externos, como la exposicion a la luz
ultravioleta, el polvo, el viento y el calor, son los responsables de la formacién
del Pterigidn. Esto se apoya en el hecho que el Pterigion es mas frecuente en
personas que trabajan al aire libre y tiene una mayor prevalencia en las
poblaciones de latitudes tropicales y subtropicales donde la exposicion a los

rayos solares es mucho mayor ®.
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Los rayos ultravioleta pueden mutar el gen p53 (gen supresor de tumores) en
las células limbales. Esto produce una disminucién en la regulacion de la
apoptosis, mayor produccién de factor de crecimiento transformante beta,
originando aumento en las colagenasas, migracién celular y angiogénesis. Esto
promueve la proliferacién del tejido conectivo subconjuntival (elastosis) y un
crecimiento de conjuntiva anormal sobre la cérnea, destruyendo la capa de

Bowman. ©

2.6 Diagnostico

El examen con lampara de hendidura revela tres distintas areas en el
Pterigion: la cabeza, el cuello y el cuerpo. La cabeza es un area grisacea, plana
y avascular situada en el apex. En el borde anterior de la cabeza del Pterigion,
se aprecia una linea de hierro pigmentada epitelial, llamada linea de Stocker. El
cuello conecta la cabeza y el cuerpo del Pterigion, donde se hallan finos
neovasos incipientes y anastomoticos. El cuerpo del Pterigion se localiza en la
conjuntiva bulbar con vasos que son rectos y radiales respecto al apex del
Pterigion. Aunque la cabeza del Pterigion se adhiere firmemente en la cornea,

el cuerpo se puede separar de las capas superficiales del globo ocular. ©

Es importante observar la actividad del Pterigion puesto que afecta al
tratamiento que se decide emplear. Entre los signos de actividad destaca la
presencia de pequefias opacidades grisaceas en la membrana de Bowman que

se anteponen a la cabeza del Pterigién, las llamadas islas de Fuchs que, con el
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tiempo, se multiplican y la protuberancia progresa hacia el centro de la cornea.
También son signos de actividad la mayor vascularizacién, congestion, falta de
transparencia y las manchas en el epitelio corneal. Ademas, Tan plantea que la
morfologia del Pterigidén y su grosor son factores de riesgo para su recidiva tras

la cirugia. "

En los casos leves y no inflamados, el Pterigion es normalmente asintomatico.
Sin embargo, en los casos avanzados o de recidiva, la zona elevada puede
causar queratopatia epitelial sintomatica y producir lagrimeo reflejo, fotofobia y
sensacion de cuerpo extrafio. Los Pterigiones mas grandes también pueden
reducir la vision provocando astigmatismo irregular o segun la regla. Los
estudios han corroborado que una longitud o amplitud de 3 mm desde el limbo
era lo suficientemente importante como para provocar astigmatismo. También
es posible que el Pterigion invada el eje visual y cause una pérdida visual

grave. ®
2.6.1 Histopatologia

Desde el punto de vista histoldgico, la lesion consiste en una masa de tejido
subepitelial que ha sufrido degeneracion elastotica (elastosis), llamada asi
porque las fibras coldgenas degeneradas, se tifien basofilicamente y también
positivamente con las tinciones para tejido elastico, pero no son sensibles a la
digestion por elastasa, estos haces fibrosos se disponen sobre un fondo de
degeneracion hialina® ®. El epitelio superficial puede ser normal o ligeramente
displasico. En la cabeza del Pterigibn se encuentran fibroblastos de la
sustancia propia, que estan dafiados actinicamente y que producen fibras

elasticas de neoformacion. Junto con la produccién de las fibras elasticas y de
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coladgeno anormales, también se invade el subepitelio corneal y la membrana
de Bowman. Al estudiar la cérnea invadida por el Pterigion, la capa de Bowman
se muestra engrosada e incluso destruida. El epitelio que lo cubre puede
mostrar acantosis, disqueratosis y cambios de naturaleza displésica,
observandose también neoformacién de vasos sanguineos junto a cambios

inflamatorios ©

Dushku y asociados, utilizando tinciones inmunohistoquimicas, demostraron
gue las células limbares alteradas del Pterigion producian ciertos tipos de
metaloproteinasas de la matriz extracelular que son las encargadas de la

disolucién del colageno fibrilar de la membrana de Bowman©.

Histologicamente, el Pterigion se ha dividido en tres tipos: 1) angiomatoso, en
el cual el estroma contiene un numero significativo de canales vasculares con
edema en el espacio intervascular; 2) fibroso, en el estroma presenta fibrosis
de forma predominante con pocos elementos vasculares y 3) mixto, el cual
contiene ambos elementos. En México el tipo angiomatoso es el mas comun

(40%). )

V.7 Tratamiento

En el afio 1872 Arlt describe la autoplastia conjuntival, proceder que ha
pasado por distintas etapas de uso y desuso. Es una técnica factible de realizar

en nuestro medio.
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Thoft introdujo la utilizacién de autoinjertos conjuntivales para la reconstruccion
de la superficie ocular. La técnica se basa en el uso de membrana mucosa
conjuntival normal con su red vascular superficial intacta y con las células de la
superficie sanas de tal manera que se tiene una fuente normal de células
caliciformes, de superficie columnar y de células madre para reponer la
membrana lesionada. Con los nuevos caminos que afio tras afio fue tomando
la cirugia de Pterigion, se fueron observando diversas variaciones en el uso de
la superficie de autoinjerto conjuntival, entre ellas: transposicion conjuntival
ortotopica libre, autoinjerto rotatorio conjuntival, transposicion del colgajo
conjuntival inferior, técnica de colgajo conjuntival minimo y pediculo conjuntival

limbal.

Aunque la técnica de autoinjerto pueda ser dificil para un cirujano principiante,
sus resultados funcionales y cosméticos la han hecho muy popular para tratar
el Pterigion primario y secundario. Con esta técnica no se han encontrado otras
complicaciones, su Unica limitacion es que no haya disponibilidad de conjuntiva
sana en el ojo afectado o en el contralateral, o cuando se prevea la realizacion

de cirugia de glaucoma, en cuyo caso la técnica no es aplicable.

El afio 1946 trae un nuevo paso en esta historia, Magitot describié por primera
vez la queratoplastia lamelar como un tratamiento para el Pterigion recidivante.
Al cubrir los defectos del tejido se suprime la cicatrizacion del Pterigidon
recurrente con tejido lamelar corneoescleral del ojo donante y se consigue un
efecto barrera del crecimiento vascular y del desarrollo de una nueva fibrosis

en la superficie corneal. Las complicaciones que se han observado son
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hemorragia intralamelar, depdsitos de hemosiderina e infeccion del injerto. La
Unica desventaja que presenta esta técnica es la disponibilidad de tejido del
donante y la utlizacion de esteroides e inmunosupresores durante un

prolongado periodo de tiempo.

El uso de la mitomicina C en la cirugia de Pterigion comenzé en la década de
1990 pero sdlo hasta finales de la misma se estableci6é su 6ptima concentracion
y modo de aplicacion para disminuir los pocos efectos adversos deseados
(glaucoma secundario, edema corneal, cataratas, perforacion corneal o
escleral). La mitomicina C es un agente antineoplasico derivado del
Streptomyces caespitosus cuyo principal efecto en el tratamiento del Pterigion
es inhibir la sintesis de ADN a nivel de fibroblastos y linfocitos. Sus efectos, los
cuales son dosis-dependientes, continian hasta 36 dias después de aplicada y
se ha demostrado que la dosis ideal en la cirugia de Pterigion es de 0,04%
utilizada durante un minuto sobre la esclera desnuda en donde se ha resecado

el tejido anormal proliferante, antes de realizar la plastia conjuntival.

Los injertos de mucosa bucal se han utilizado en oftalmologia para reconstruir
el férnix, los parpados y el agujero orbital. En el tratamiento del Pterigion,
proporcionan una fuente alternativa de membrana mucosa cuando no hay
suficiente conjuntiva en el ojo y dicha cobertura de membrana mucosa previene

que vuelva a crecer el Pterigion. @
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En la cirugia de Pterigion, se ha sefialado como un serio problema la alta
incidencia de la recurrencia de Pterigion, aproximadamente 30-50%. Por lo
tanto, dentro del campo de la medicacién para Pterigidon, se ha llevado a cabo
un exhaustivo estudio activamente promovido con el fin de encontrar
sustancias que inhiban la recurrencia de Pterigion. Hasta el momento, por
ejemplo, se ha confirmado que agentes anti-tumorales, como la mitomicina, son
eficaces. No obstante, estos farmacos han suscitado inquietud debido a sus
serios efectos secundarios, como escleromalacia y no son suficientes para su
uso clinico. Por otra parte, se ha descrito que la radiacion de rayos beta
empleando estroncio 90 es eficaz para inhibir la recurrencia post-operatoria de
Pterigion. No obstante, se ha sefialado la aparicion de lesiones como cataratas.
Por otra parte, esta muy extendido el uso de tranilast como farmaco para el
tratamiento de trastornos alérgicos como asma bronquial, rinitis alérgica,
dermatitis atopica y conjuntivitis alérgica, asi como trastornos cutdneos como
cicatriz hipertrofica y queloide. Por ejemplo, se sabe que tranilast posee
actividades de inhibicion en la liberaciéon de mediador quimico provocada por
una reaccion alérgica, acumulacion excesiva de colageno a través de células
de fibroblasto en tejidos cutaneos y proliferacion excesiva de las células del
musculo liso en los vasos arteriales coronarios. Se describe la inhibicion de la
proliferacion inducida por PDGF- e IGF-1 de células del musculo liso vascular
mediante tranilast. No obstante, no se ha descrito de ninguna forma que
tranilast tenga una actividad inhibidora sobre el progreso de Pterigion y la
recurrencia post- operatoria del mismo y no se conoce en absoluto que tranilast
sea util como agente para inhibir el progreso de Pterigion y la recurrencia post-

operatoria del mismo % 1213,
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1. ANTECEDENTES

El Pterigion es considerado una enfermedad cronica degenerativa
caracterizada por una degeneracion elastética causada por irradiacién
ultravioleta, actualmente se ha considerado una enfermedad proliferativa.
Histopatolégicamente se encuentra hiperplasia epitelial y abundante tejido

fibrovascular en el estroma del Pterigion que invade la cornea. ¥

El tiempo 6Optimo de seguimiento es un afio después de la reseccion del
Pterigion primario, si se interrumpe dicho seguimiento prematuramente, se nos
puede pasar por alto la posibilidad de que ocurra una recidiva. Puesto que las
recidivas ocurren a los pocos meses de la operacion, lo cual no se puede
explicar con la simple exposicion a los rayos ultravioletas, se han propuesto
otras teorias. Aunque el mecanismo subyacente no se entienda del todo, las
teorias recogen mecanismos inmunolégicos, neoplasicos y reparadores.
Apoyando las mencionadas modalidades en el tratamiento quirargico del
Pterigion, sea mediante reconstruccion anatémica o sea utilizando tratamiento
complementario quimico y de radiacién, tratamos de prevenir la recidiva y

también las complicaciones asociadas a dichas modalidades.

Estudios in vitro sugieren que citocinas pro inflamatorias pueden modificar la
expresion de la matriz extracelular, estas citocinas son expresadas en el

Pterigion y cultivos de células derivadas del mismo e incluyen el factor de
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necrosis tumoral alfa (TNFa), factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF),
factor de crecimiento derivado de las plagquetas (PDGF-B), el factor
transformante de crecimiento beta 2 (TGFB2), el factor de crecimiento
fibroblastico beta (FGFB) y el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF),
este ultimo localizado en el endotelio vascular; los capilares intraepiteliales en
Pterigion sugieren un rol angiogénico de las citocinas. La IL-8 es un producto
de monocitos activados, fibroblastos y células epiteliales y endoteliales. Es una
citocina proinflamatoria, multifuncional, con propiedades angiogénicas,
guimiotactica de neutrdfilos, inductora de proliferacion de queratocitos, siendo
estimulada por citocinas, que también estimulan la produccion de
metaloproteinasas (MMPs). La IL-6 es una citocina pleiotropica proinflamatoria
sintetizada por fibroblastos, células endoteliales y queratinocitos en respuesta
a varias citocinas como el TNFa e IL-1. La IL-6 también puede inducir la
expresion de MMPs (19, 36). Consistente con su rol angiogénico, existen
evidencias de la produccién de estas citocinas inducida por radiacion UV. Por
otro lado, se ha encontrado que el 6xido nitrico modula el tono y permeabilidad
vascular asi como el crecimiento capilar; existen evidencias que la exposicion a

radiacién UV incrementa la accion de la éxido nitrico sintetiza ¥,

Se han encontrado anticuerpos anti a- SMA (Smooth Muscle Actin), desmina,
vimentina, para la caracterizacion de los fibroblastos mediante anticuerpos,
estos fibroblastos han sido clasificados como miofibroblastos siendo positivos a
a-SMA, pero negativos a desmina y caldesmina, que son marcadores de
musculo liso, algunos fueron positivos a vimentina, las células del Pterigion

muestran cambios ultraestructurales con microfilamentos con diferenciaciéon a
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miofibroblastos, esto podria ser activado por factor B transformador del

crecimiento.

Esta patologia inflamatoria, invasiva y proliferativa de la superficie ocular,
presenta expresion colagenasa 1 (MMP-1), ésta presenta actividad contra el
colageno fibrilar intersticial, con un abundante componente de la matriz
extracelular de la cérnea, que es inducido por los rayos UVB, esta induccién es
similar a la de el factor de crecimiento epidérmico, el inhibidor P15035 de este
receptor bloquea parcialmente la induccion mediada por UVB hacia la MMP-1y
su produccion después de la estimulacion ya sea mediante el factor de

crecimiento epidérmico unido a heparina o factor de crecimiento epidérmico

La activacion puede dar cambios morfologicos, activar factores
proinflamatorios, angiogénicos y de crecimiento, asi como invasion mediada
por metaloproteinasas sobre sus inhibidores tisulares (TIMPs), la MMPs
desnaturalizan la cadena de triple hélice, por lo que se requiere que migre el
gueratinocito a la matriz de colagena tipo I, esto promueve, la migracion de
células endoteliales y su sobreexpresion determina la hiperplasia epitelial
activando el factor de crecimiento similar al de la insulina, por lo que el
determinar la regulacion que tiene la MMP-1 en el Pterigiéon puede explicar el
desarrollo en humanos. Existe un sefal extracelular que regula la cinasa
(MARPK) y es un activador mitogénico de la proteina cinasa (ERK) en la via de
activacion de UVB que induce la MMP-1, este camino puede ser bloqueado por

el inhibidor PD98059, que da una disminucién de la MMP-1, la cual no fue
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inhibida por c-JUN de la terminal N quinasa y p 58( proteina supresora de
tumor) por lo que la activacion de ERK produce proliferacion y JNK y p58 da
apoptosis, al bloquear el camino que activa la MMP-1 con el inhibidor
PD98059,disminuye la produccién de MMP-1, esto no es asi con el inhibidor de
c- Jun N-terminal cinasa (JNK) y el p38, la via de ERK da sobrevida celular y

proliferacion.

Se ha encontrado que los receptores de superficie celular, por ejemplo de
EGFR, son los implicados en la transmision de la sefales extracelulares de
UV, lo que permite la expresion de MMP-1 lo que es bloqueado por el inhibidor
PD 153035 del factor de crecimiento epidérmico, el HB-EGF estimula la
expresion de TIMP-g y MMP-1, lo cual no es mediado por la presencia de

radiacion UV @9,

Varios estudios han demostrado que las sefiales extracelulares a la radiacion
UVB o estrés osmotico activa la cascada de MAPK, mediante la fosforilacion de
factor J de crecimiento y receptores de citocina como el EGFR, TNFR, IL-1R,
esto se explica por la via de un receptor, el EGFR, que es un ligando para HB-
EGF, y EGF. El AG1295 es un inhibidor selectivo de PDGFR tirosina cinasa,
gue ha sido identificado en el Pterigidon, el IGFBP3 se ha encontrado poco
expresado en el tejido de Pterigion, p53, TNFa, receptor a x del retinoide, IL2
inducen la expresion de IGFBP3 pero estos no se han encontrado en
cantidades diferentes comprando con la conjuntiva sana por lo que se

desconoce el factor regulador, se ha encontrado que existen niveles bajos de
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IGFBP3, comparado con la conjuntiva normal, este se encuentra poco
expresado, y esto puede dar menor apoptosis y gran capacidad de
proliferacion, el IGFBP2 se encuentra sobre expresada en los fibroblastos del
Pterigion, el estudio de la proteina IGFBP3 es importante ya que puede ser una

medida terapéutica para inhibir el crecimiento del Pterigién.®”

Nolan y cols. mencionan que la IL8, el factor transformador del crecimiento, y el
factor de crecimiento epidérmico unido a heparina, HB-EGF, se encuentran
sobre expresados, asi como la IL1, IL6, y TNFa se encuentran aumentados en
la coérnea, las cuales alteran las células limbales, y encontraron 9 genes sobre-
expresados y 36 infraexpresados, y estos eran tanto factores de crecimiento
como receptores, el HB-EGF que es un potente mitégeno para fibroblastos,
células de musculo liso y queratinocitos asi como inductor de la migracion
celular, su proteina transmembrana pro HB-EGF que tiene un efecto inhibidor
del crecimiento, la interaccion de HB-EGF, MMP, TIPM (inhibidor de
metaloproteinasas) libera la forma soluble de HB-EGF en el epitelio del
Pterigion, que tiene un efecto mitogénico, y estimula la migracion celular de
factores de crecimiento , el HB-EGF se une al receptor EGFR, que tiene

actividad mitética, el HB-EGF usa como mitogénico endotelial al VGF. 2

En un estudio realizado en el Hospital General de México, el analisis de
inmunohistoquimica aporté datos, pues en la valoracion estimativa 43% de los
casos demostré6 mastocitos y, al utilizar el anticuerpo CD117, 68.57% fueron

positivos, lo que indica una participacion importante de los mastocitos en la
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patologia el Pterigion. Por lo anterior, el CD117 es ideal para valorar la
presencia significativa de mastocitos en la conjuntiva. En este estudio, 62% de
los casos no registrd recidiva, aunque solo se evaluaron tres meses y puede
existir la posibilidad que con tiempo de seguimiento mas largo (un afo) esta
complicacion se presente en mayor proporcion. De los ocho pacientes que
registraron recidiva, 50% son tipo angiomatoso, 37.5% fibrosos y 12.5% mixtos;
en la reaccion inmunohistoquimica CD117, 62.5% fueron positivos y 37.5%
negativos. Es probable que la presencia de mastocitos influya en los cambios
estructurales de crecimiento y de recidiva del Pterigion, estimulando la

liberacion de factores de crecimiento y citocinas. 9

Solomon, en una revision sobre las terapias potenciales de tipo meédico y no
quirdrgico del Pterigion, refiere que hay un gen involucrado en los cambios
histologicos del Pterigion, responsable de la expresion de un factor de
crecimiento relacionado con la insulina p3 (IGFBP3) y que la falta de regulaciéon
de este factor tiene una fuerte correlacion con la presencia de metaplasia,
displasia y finalmente cancer; este factor regula la proliferacion celular como

ocurre en el Pterigion.

Otra probable etiologia del Pterigion son las mutaciones en la expresion del
gen p53 secundarias a la radiaciéon ultravioleta B que tiene la funcion de la
apoptosis en las células epiteliales limbales del Pterigion, tumores y pinguécula
@9 Aunque la patogenia del pterigium contina en investigacién, ya se

mencionod que se han encontrado evidencias epidemioldgicas que sugieren una

influencia directa de la irradiacién por los rayos ultravioletas, asi como se han
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demostrado niveles anormales de la proteina p53 en el epitelio. Asociado a lo
anterior encontramos que el factor genético también determina, encontrdndose
descrito estudios que lo demuestran. Ejemplo son estudios a familias
portadoras de esta patologia en los cuales se sugieren un patrén autosémico
dominante en su ocurrencia *Y. Esto es controversial ya que Schneider et al.
2 encontraron que el gen p53 no tuvo mutaciones en los 11 pacientes
caucasicos estudiados. Reisman et al. ®® encontré6 una deleccion mono
alélica, con el otro alelo libre en 9 pacientes americanos y Shimmura et al. ®%
identificO mutaciones en los exones 5 a 8 en 6 Japoneses, en pacientes

Taiwaneses presentaron 8 de 51 pacientes mutaciones en el gen p53 .
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

4.1 Pregunta de investigacion

Con base a la necesidad de determinar la fisiopatologia del Pterigion y analizar
los mecanismos celulares que se encuentran implicados, postulamos la

siguiente pregunta de investigacion

¢ Existe una expresion diferencial de proteinas en células cultivadas in vitro de

Pterigion primario y recidivante?

4.2 Ubicacion espacio temporal

Los tejidos fueron obtenidos de pacientes que sean sometidos a cirugia en la
Fundacién Hospital de Nuestra Sefiora de la Luz, procesados y cultivados en el
Area de Proteémica Ocular de la Unidad de Investigacion del Instituto de
Oftalmologia “Fundacion Conde de Valenciana” ILA.P. en el segundo de

semestre del 2009.
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V.JUSTIFICACION

El Pterigion constituye una de las principales causas de consulta oftalmolégica,
cuyo motivo es estético o clinico, en este ultimo caso las principales molestias
son ojo rojo, ardor, lagrimeo, entre otros, causando una gran morbilidad, entre
las teorias de su fisiopatologia incluyen diversos factores. Existen varias teorias
sobre la patogénesis, una teoria soportada por un nimero de estudios alude
gue existe una anormalidad lagrimal que causa resequedad corneal y
conjuntival, también se apoya que la radiacion ultravioleta es el mayor factor
predisponerte en el Pterigion primario, aunque su rol es menos clara y no tiene
relacion con el Pterigidn recidivante, esta exposicion cronica degenera la
membrana de Bowman y la superficie estromal favoreciendo la aparicion de
neovascularizacion en la misma. Algunos Pterigiones son mas agresivos y
recurren mas después de la estimulacion quirdrgica, se presume que quizas
puede existir una aceleracion de la proliferacion fibroblastica estimulada por el
trauma quirdrgico, también puede ser importante una alteracion corneal
periférica, creando un defecto acuoso, una irritacién crénica y quizas induce la
recurrencia. Por lo anteriormente mencionado, es importante determinar las
bases moleculares de la fisiopatologia, para encontrar el estimulo inicial del
crecimiento del Pterigidn, y asi en estudios subsecuentes analizar la manera de
bloquear dicho estimulo, por lo que se pretende encontrar proteinas que sirvan
como biomarcadores y comparar entre las células cultivadas in vitro obtenidas

de Pterigiones primarios y recidivantes.
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VI. HIPOTESIS.

Si existen diferencias clinicas y morfoldgicas entre el pterigion primario y el
recidivante, entonces el perfil protedmico de las células obtenidas de ambas

patologias sera distinto.
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VIl.  OBJETIVOS

7.1 General.

Identificar las diferencias en el perfil protedmico de células cultivadas in vitro de

tejido de pterigion primario y recidivante.

7.2 Especifico.

- Establecer cultivos celulares primarios a partir de tejidos de pterigion
primario y recidivante.

- Caracterizar fenotipicamente los cultivos celulares analizando los
marcadores Ki67, vimentina y CK-19 por citometria de flujo.

- Analizar morfolégicamente los cultivos celulares de pterigion primario y
recidivante.

- Analizar por electroforesis en dos dimensiones, las diferencias de los
perfiles protedmicos de los cultivos celulares de pterigion primario y

recidivante.
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VIIl. MATERIAL Y METODOS

8.1 Reactivos

KSFM (keratinocyte serum free medium), campana de flujo laminar,
micropipetas (100ul, 200 pl, 1000ul), pipeta automatica de 10ml, Placas de
cultivo celular (Costar, Corning, NY, USA); tubos conicos de 1.5ml (Eppendorf,
Hamburg, Germany); caja 24 pozos (Costar, Corning Incorporated, NY, USA);
caja de cultivo T25 (Nalge Nuc International, USA); medio DMEM (Dulbecco
modified Eagle medium), suero fetal bovino (Gibco, Grand Island, NY, USA);
anfotericina B, dispasa, tripsina (Tryple Select, Gibco, Grand Island, NY, USA);
kit Biorad Protein Assay, microscopia de contrastes de fases invertida (Axiovert;
Carl Zeiss Meditec, Oberkochen, Germany); kit Ready prep™ 2-D cleanup,
centrifuga (Centrifuge 5415, Eppendorf, Hamburg, Germany), incubadora
(Forma Scientific, Inc., OH, USA); citdmetro de flujo (Becton Dickinson, USA),
azul de bromofenol (Buffer de Rehidratacion ReadyPrep®, BioRad),
Penicilina /Estreptomicina 1 pg (Sigma St. Louis Missouri, USA), Dietil
Pirocarbonato (Sigma, St Louis, USA) PBS (Phosphate Buffered Saline),
citoqueratina 19 (A53-B/A2)IgG1, vimentina (S-20), buffer de equilibrio, urea,
tiourea, Tris, 34.5% glicerol, 2% SDS, 0.005% azul de bromofenol, 2 % DTT,

2.5 % iodoacetamida.
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8.2 Manejo celular

8.2.1 Obtencion del tejido

Se tomo tejido de pacientes con Pterigién primario o recidivante obtenido en
cirugia de pacientes del Hospital Oftalmologico de Nuestra Sefiora de la Luz.
Dicho tejido fue obtenido con técnica estéril, y eliminando la mayor cantidad de
contenido hematico, y colocado inmediatamente después de la reseccion en un
tubo de Eppendorf de 1.5ml estéril con 500ul de DMEM suplementado con
suero fetal, gentamicna y estreptomicina/penicilina y a temperatura ambiente
fueron transportados a la Unidad de Investigacion del Instituto de Oftalmologia

“Fundaciéon Conde de Valenciana”.

8.2.2 Cultivo celular

Se realizo cultivo de tejido de Pterigion primario y recidivante, en la campana
de flujo con técnica estéril se obtuvo un tejido de 1x1mm el cual fue colocado
en 100ul de Dispasa e incubados a 37° por 2 minutos, posteriormente se
realizo lavado del tejido con PBS estéril y se colocé el tejido en cajas de cultivo
Corning de 24 pozos, se dejo secar por 30 segundos y se colocaron 100ul de
SFB, incubandolo a 37°C con 5% de CO., a las 24 horas se afladio medio de
cultivo DMEM suplementado 500yl (DMEM cada 100ml suplementado con
gentamicina  (500ul), PBS (Phosphate Buffered Saline), Penicilina
1U/estreptomicina 1ug (500ul), Suero Fetal Bovino 10% (10ml)) y se realizo
recambio continuo del mismo cada 24 horas manteniendo en incubacion a

37°C con 5% CO,, el mismo procedimiento se realizo con los dos tipos de
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tejido, después de 5 meses de cultivo, al llega a una confluencia de la

poblacion celular al 80% del pozo (Figura 1) se trabaj6 con el cultivo.

Figura 1. Confluencia celular de pozos del 80%

8.2.3 Tripsinizacion

Se procedio a realizar la aplicacion de tripsina 200 pl en dilucion 1/1 con PBS
estéril a cada pozo con 80% de confluencia celular, e incubacion a 37°C por 3
minutos en cada uno de los pozos, para lograr la separacion de las células, y
posterior aplicacion de 250ul SFB en cada pozo, resuspendiendo vy
centrifugando por 5 minutos a 1600 rpm a 4°C, tomando el botén celular y

colocandolo en cajas de T25 colocando en las mismas 5ml de DMEM
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suplementado e incubando a 37°C. Se trabajo con las células al llegar a una

confluencia del 80%.

8.2.4 Fenotipificacion vy tincion de células

Posterior a la tripsinizacion, se colocaron las células en incubacion a 9°C por
10 minutos agregando 200ul de saponina. Se manteniendo a 9°C durante 20
minutos y realizando lavado posterior con 1ml de PBS no estéril y se
centrifugo a 1200 rpm a 37°C durante 6 minutos a 4°C, decantando y
posteriormente se resuspendido el boton, los tubos fueron clasificados y
marcados como: A tubo control; B tubo con 8pul de Ki67; C Tubo con 8 pl de
vimentina, D Tubo con 8 pl de citoqueratina. Después de colocar lo
correspondiente a cada tubo se mezclo con vortex hasta incorporar y se
colocaron a 9°C durante 30 minutos y después se agregé 1ml de PBS no
estéril a cada tubo, centrifugando a 1200 rpm durante 5 min a 4° C
decantando el sobrenadante vy resuspendiendo el botén celular. Para poder
realizar el analisis se anadieron 400ul de FACS FLOW a cada tubo y asi las 4

muestras fueron analizadas en el citdmetro de flujo.

8.2.5 Obtencion y cuantificacion de proteinas totales de células de Pterigion

Las células cultivadas de pterigidén primario y recidivante, fueron tripsinizadas y
lisadas con Triton X-100. Posteriormente el lisado celular se centrifugé a 14000
rom durante 10 minutos y se colectd el sobrenadante. Para realizar la

cuantificacion de proteinas en células de Pterigion primario y recidivante, se
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utilizé el kit Biorad Protein Assay de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Las muestras 1 Pterigion primario, 2 Pterigion recidivante. Se realizd curva
patrén utilizando albumina 1pg/ml. Se utilizé el lector de ELISA Thermo

Labsystems.

8.2.6 Purificacién de proteinas

Para la purificacion de proteinas de células de Pterigion primario y recidivante
se utilizo el kit Ready prep™ 2-D cleanup como lo indica el fabricante, se
calculo el volumen del lisado celular para obtener 40 pg de proteinas para cada

muestra.

8.2.7 Isoelectroenfoque (IEE)

Se utilizaron tiras IPG de 7 cm con escala de pH de 3 a 10, para la
rehidratacion, las proteinas se diluyeron en un Buffer que contiene 7 M urea, 2
M tiourea, 4% CHAPS, 0.5% ANFOLITOS, 50 mM DTT y 0.004% de azul de
bromofenol (Buffer de Rehidratacion ReadyPrep®, BioRad). Se cargaron las
proteinas sobre la charola de corrimiento, se retiré la proteccién de las tiras IPG
y se colocaron sobre en cada carril, se utilizé el método de hidratacién pasiva
por al menos 10 horas. Las tiras rehidratadas fueron enfocadas a 20°C
utilizando el equipo IEF de Biorad, utilizando el siguiente protocolo: 500 V
durante 1 hora (lineal). Las tiras ya enfocadas se almacenaron a -70°C hasta

gue se analizaron en la segunda dimension.
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8.2.8 Electroforesis bidimensional.

Las tiras se colocaron a temperatura ambiente y se equilibraron durante 15
minutos, enseguida se redujeron y alquilaron las proteinas. El buffer de
equilibrio contiene 6 M urea, 2 M tiourea, 50 mM Tris, 34.5% glicerol, 2% SDS y
0.005% azul de bromofenol con 2 % DTT, para el paso de reduccion de las
proteinas; y 2.5 % iodoacetamida reemplazando al DTT, esto para el segundo
paso de alquilacion de las proteinas. Las tiras se colocaron en la parte superior
de un gel de poliacrilamida al 12 % y se sellaron con agarosa al 5 %. Se corrio
la electroforesis a 120 Volts durante 2 horas. Las muestras se corrieron en

paralelo para minimizar variaciones.

8.2.9 Tincidon con Azul de Coomassie

La tincion de los geles de poliacrilamida (2D SDS-PAGE) se realizdé en una
solucion de Azul de Coomassie/metanol/acido acético manteniendo en
movimiento hasta que los geles se tifieron en su totalidad (azasero) €Sta técnica
permite observar hasta 0.1ug de proteina como bandas diferenciadas (gerg, 2008)-
Lo geles se destifieron con una solucion de Acido acético 7%/metanol 15%.

Las proteinas de Pterigion primario y recidivante fueron comparadas.
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8.3 Disefo del estudio

Es un estudio longitudinal, prospectivo, intervencional, experimental, analitico,

descriptivo.

8.4 Universo del Estudio

Se realizo cultivo celular de tejido de Pterigibn obtenidos de pacientes
operados en el Hospital Oftalmolégico de Nuestra Sefiora de la Luz en el

periodo de Julio de 2008 a Octubre de 20009.

8.4.1

Criterios de inclusion;

Pacientes con diagnostico de Pterigion Primario o Recidivante
- Sin importar edad ni sexo

- Sin tratamiento topico actual

- Con criterios para cirugia de Pterigion

- Pacientes que firmaran consentimiento informado

8.4.2

Criterios de exclusion

Pacientes operados de cirugia de catarata con datos de inflamacion o
alteracion de la superficie ocular

- Pacientes con antecedente de enfermedad sistémica

- Aplicacion de farmacos topicos oculares o inyecciones subconjuntivales
no anestésicas.

- Contraindicacion de cirugia Pterigiéon
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8.4.3 Criterios de eliminacién:

Pacientes que no aceptaron firmar el consentimiento informado
Pacientes que no acudieron al tratamiento quirargico
Pacientes que desearon dejar de formar parte del estudio
Tejido obtenido en la cirugia no viable para cultivo
Contaminacién de la muestra

Tejido sin crecimiento celular en pozo de cultivo
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IX. RESULTADOS.

El seguimiento cronoldgico fotografico demuestra que el crecimiento celular
tiene caracteristicas diferentes en las células de pterigion primario y

recidivante.

A al primer dia de cultivo celular se encuentra un crecimiento similar en los dos
cultivos, con escasas células en el borde del tejido, al sexto dia las células de
Pterigion primario son fusiformes, aisladas, con nucleos ovales con moderado
citoplasma, y se encuentran con una disposicion uniforme con espacios
intercelulares homogéneos (Figura 2), las células de tejido recidivante
presentan una mayor cercania celular, pero continlan aisladas, e inician

formacion de grupos (Figura 3).

A los 20 dias las células del cultivo de pterigion primario presentaban una
disposicion regular, aisladas con prolongaciones citoplasmaticas, las cuales
forman uniones entre si, tienen nucleos redondos con nucléolo aparente, con
clara identificacion de cada célula (Figura 4) a diferencia de recidivante que
presenta una disposicion en multicapas con dificil identificacién de cada célula

y su borde, con células fusiformes y nucleos poco aparentes (Figura 5).
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Al dia 30 de cultivo de células de pterigion primario conservan la distribucion
regular, y especifico con espacios delimitados entre las fusiformes (Figura 6) y
las células de tejido recidivante tienen contacto intercelular con disposicion en
grupos y multicapas, con crecimiento estoriforme y son células mas fusiformes

y delgadas (Figura 7).

Morfolégicamente encontramos células de mayor tamafio en aquellos cultivos
proveniente de pterigion recidivante comparado con el pterigion primario, la
confluencia de los pozos fue mayor en los primeros. Morfolégicamente
encontramos que son mas alargadas, y se agrupan formando multicapas, al ser
tripsinizadas presentan una adherencia mayor asi como estimulo para su
crecimiento, este tejido recidivante presenta mayor resistencia a la aplicacion

de tripsina.
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Figura 2. Células cultivadas in vitro y obtenidas de pterigion primario al sexto dia de cultivo con
forma alargada y dispersas Objetivo 10x.

Figura 3. Células de cultivo primario in vitro obtenidas de tejido de Pterigion recidivante al sexto
dia de cultivo con tendencia a disponerse en cumulos celulares. Objetivo 10x.
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Figura 4. Células cultivadas in vitro obtenidas de Pterigién primario al dia 20 del cultivo con
una disposicion en unicapa con distribucion uniforme y con clara identificacion de bordes
celulares. Objetivo 20x.

Figura 5. Células cultivadas in vitro obtenidas de Pterigion recidivante al dia 20 con morfologia
fusiforme dispuestos en con dificil identificacion de margen celular por superposicion. Objetivo
20x
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Figura 6. Células cultivadas in vitro y obtenidas de pterigion primario al mes de cultivo,
confluencia de 80% del pozo, conservando espacio intercelular y morfologia uniforme. Objetivo
4X.

Figura 7. Células cultivadas in vitro y obtenidas de pterigiéon recidivante al mes de cultivo,
confluencia de 80% del pozo, con crecimiento estoriforme. 4X.
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Figura 8. Caracterizacion fenotipica por citometria de flujo de las células cultivadas in vitro
obtenidas de pterigién primario y recidivante.

Al realizar la caracterizacion fenotipica de las células cultivadas tanto de
pterigion primario y recidivante, se analizé la presencia de tres marcadores
especificos de fibroblastos de pterigion: citoqueratina (CK-19), Ki-67 vy
vimentina. Siendo positivas el 96.7% de las células de pterigidbn primario y
recidivante para CK-19; el 50 % de las células expreso Ki-67, un marcador de
proliferacion celular; y para la vimentina, el 83% de la poblacién fue positiva
para este marcador (Imagen 8). Estos resultados nos indican que las células

cultivadas son especificas de pterigion.
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PTERIGION PRIMARIO

Marcador
de peso
molecular

Figura 9. Gel de poliacrilamida representativo de los extractos de proteinas de células
obtenidas de Pterigion Primario con identificacion por peso molecular y punto isoeléctrico.

PTERIGION RECIDIVANTE

Marcador
de peso
molecular

Figura 10. Gel de poliacrilamida Gel de poliacrilamida representativo de los extractos de
proteinas de células obtenidas de Pterigion Recidivante con identificacion por peso molecular y
punto isoeléctrico
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PRIMARIO/RECIDIVANTE

Py

Figura 11. Comparacién de la expresion de proteinas en células de Pterigion primario y
recidivante, diferencidndolas por su punto isoeléctrico y tamario.

Las células obtenidas de pterigion primario y recidivante, mostraron diferencias
en la morfologia, asi como en sus tiempos de division celular. Estas
caracteristicas estan controladas por la expresion de diversas proteinas, por lo
gue deben de existir diferencias en el proteoma celular. Al analizar el proteoma
de las células obtenidas de pterigion primario y recidivante, lo que observamos
es que existen diferencias significativas en la cantidad de proteinas expresadas
en uno y otro cultivo (Imagen 11). Existe una sobre expresion de las proteinas
de alto pero molecular (250KDa) con pH de 7 asi como las de bajo peso
molecular (22 KDa con pH de 8) en las células de Pterigion recidivante, y
también presenta una poblacion de 50KDa con pH acido (pH5) ausente en el
primario, existe un grupo con marcada diferenciad siendo mayor su presencia
en el primario con tamafio entre 48 y 50 KDa. Hay distintas proteinas que
deben de ser seleccionadas e identificadas y ser corroboradas en la siguiente

fase de este estudio.
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X.DISCUSION

Histopatolégicamente encontramos abundante cantidad de fibroblastos la cual
fue mayor en el tejido obtenido de Pterigion recidivante comparado con el
Pterigion primario, Touhami en un estudio que realiz6 en 2005 encontré una
hiperplasia epitelial y gran cantidad de tejido fibrovascular en el estroma de

Pterigiones, la cual le conferia un mayor riesgo de recidiva de Pterigion®®.

En 2008 Belmary observo que en la cabeza del Pterigion células del epitelio
consistian en varias capas sin la atipia nuclear, y que el espesor del epitelio de
la capa celular era mas alto en la cabeza del pterigium y el estroma del
Pterigion, presentd una variedad de microvasos Yy fibroblastos con
degeneracion elastica, solo unas células del epitelio del pterigium eran los p27
(KIP1) positivo. La immunoreactividad nuclear para ciclina D1 y Ki-67 se
descubrié en muchas células del epitelio comparadas con aquellos en la
conjuntiva normal, en el cuerpo del Pterigion el epitelio estaba ligeramente
delgado, comparado con el de la cabeza y estaba formado por algunas células
redondas en una capa superficial. Unas células p27 (KIP1)-positivas se
descubrieron en el epitelio. Varios ciclina D1 y Ki-67 inmunopositivos de los

eran epiteliales 7.
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Chowes et al estudiaron tejidos de Pterigion primario, secundario y conjuntiva y
para el tejido de Pterigion se realiz6 la inmunotincion con MIB1 y p53, asi como
12 anticuerpos monoclonales que reaccionaron con ki67 y antigeno p53

respectivamente #.

También fue encontrada la inmunoreactividad para p27
(KIP1) en células normales del epitelio asi como nucleos ciclina D1 y Ki-67
positivo escasos entremezclado pero en células de Pterigion la cantidad de
positivos a estos ultimos aumentd en las células epiteliales, en contraste la
immunoreactividad para p27(KIP1), ciclina DI y Ki-67 fue encontrada en la
mayoria de las células del estroma de Pterigion, y concluyeron que el
desarrollo del Pterigion se asocia a proliferacion del epitelio conjuntival sobre la
cornea®. Nosotros encontramos en al citometria de flujo que la poblacién
celular tuvo una positividad de 50% las células de Pterigion primario y
recidivante a ki67, sin embargo no fue en la mayoria de las células lo que nos
ayudo a identificar que el cultivo fue de células epiteliales de Pterigion y no

estromales, y asi diferenciar también las mismas de células conjuntivales que

es similar a lo mencionado por Chowes asi como Kase y colaboradores.

Las citoqueratinas constituyen el principal componente del citoesqueleto de las
células epiteliales, donde forman un gran grupo de filamentos intermedios cuyo
diametro oscila entre 8 y 10 nm. En la especie humana forman una compleja
familia codificada por, al menos, 20 genes diferentes, cuyo peso molecular
varia entre 40 y 70 kDa y su punto isoeléctrico oscila desde 5.2 a 7.8 ©% 31

Estas corresponden a un grupo de 19 proteinas que se caracterizan por su

estabilidad y su baja solubilidad en tampones fisiol6gicos. Mediante métodos
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electroforéticos e inmunoldgicos con anticuerpos monoclonales, se han
clasificado en 2 subfamilias: la primera comprende proteinas basicas
relativamente grandes (56 a 67 kDa), numeradas de 1 a 8; mientras que la
segunda estd constituida por proteinas mas pequefias, mas acidas y son
numeradas de 9 a 19. Los dos grupos de citoqueratinas se comportan como
heteropolimeros obligados, es decir, se requiere un miembro de cada grupo
para la formacion de un filamento de queratina, con excepcion de la
citoqueratina 19. Como consecuencia de esto, cada epitelio expresa por lo
menos dos citoqueratinas diferentes. Por ejemplo, las queratinas 5 y 14 se
encuentran juntas en todos los queratinocitos, la 1 y 10 estan en los epitelios
gueratinizados, la 4 y 13 en epitelios estratificados no queratinizados y la 8 y 18
en epitelios simples. La queratina 19 aparece sola, en epitelios simples. Pero
dependiendo de la complejidad del epitelio, el nUmero y tipo de queratinas

presentes puede variar. %3V

Se ha establecido que las citoqueratinas de bajo peso molecular (40 kDa) se
encuentran en epitelios simples y glandulares, las de peso molecular
intermedio en epitelios estratificados y las de alto peso molecular (~ 67 kDa) en
epitelios queratinizados. Su expresion es afectada por factores ambientales y
cambios, la presencia de CK 19, tipica de epitelios simples, indica que este
epitelio tiene caracteristicas de un tejido de transicion. La mayoria de las
células epiteliales pueden expresar cualquier citoqueratina, sin embargo
algunas de ellas son mas especificas y selectivas de un determinado tipo
celular. Asi, las células del epitelio conjuntival presentan la citoqueratina CK19

a la que se une el anticuerpo monoclonal de raton A53-B/A2 anti-humano,
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mientras que las células epiteliales corneales y limbales presentan la
citoqueratina CK3 y la citoqueratina CK12 a las que se unen el anticuerpo
monoclonal de raton AE5 y el AM5, que son marcadores especificos del epitelio

corneal ©?

. Las corneas de los pacientes con deficiencia de CML presentan
una disminucion de las citoqueratinas CK3 y CK12 y un aumento de la
citoqueratina CK19 ©¥ se ha encontrado particularmente en superficies de
transicion a epidermis, en sus capas superficiales y ha sido un marcador para
varios tumores asi como para Pterigion, sin embargo, un andlisis de
microarreglos revela la expresion importante de CK19 en conjuntiva y ha sido
propuesto como marcador de células madre limbales, marcadores para
conjuntiva y epitelio limbal CK 13 y de epitelio corneal CK 12 se presentan en
epitelios normales, en el Pterigion se ha encontrado una distribucién desigual
de CK12 y 13 mayor a el epitelio corneal que es especifico para CK12, este
patron de expresion de CK, nos puede acercar a la teoria de que el Pterigion se
desarrolla a partir de la migracion de células conjuntivales y limbales a el
epitelio corneal. ®¥ El resultado que obtuvimos nos demuestra que las células
presentaban una configuracion de epitelio de Pterigion como ha sido descrito
por la positividad de CK 19 del 96.7% en el analisis con citometro de flujo que

corresponde a lo encontrado en estudios realizados por autores como Jaworski

et al.

Existen dos tipos de células que expresan vimentina, las cuales son células
epitelioides y dendriticas, estas uUltimas son las Unicas que expresan CD1. Las
células epitelioides que expresan vimentina se encuentran en toda la superficie
del Pterigion y en la conjuntiva adyacente que presenta apariencia normal y es

significativamente mayor en células de Pterigion comparado con el primario
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(P=0.016). Las células dendriticas tefiidas con anti-vimentina y anti-CD1 fueron
menores en conjuntiva sanas comparado con Pterigién primario (P < 0.001) o
recidivante (P = 0.024) ®. EI 83% del total de poblacion celular que analizamos
fue vimentina positivo, con una distribucion homogénea, que corresponde a
células identificadas como epiteliales de Pterigion y es sustentado por el

estudio mencionado previamente.
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XI. CONCLUSIONES

La morfologia celular es microscépicamente diferente en tejido de Pterigion
primario y recidivante, encontrando, que los pozos que presentaron mayor
crecimiento y confluencia en menor tiempo fueron los de Pterigion recidivante,
asi como el metabolismo celular, y cantidad de células, siendo mayor en
Pterigion recidivante. Por otro lado se observaron diferencias en la expresion
de proteinas en células cultivadas de pterigion primario y recidivante. Estas
diferencias pudieran explicar la fisiopatologia de ambas entidades clinicas.
Estudios posteriores deben identificar estas proteinas y establecer el papel que
tiene cada una de ellas en el desarrollo del pterigion, tanto primario como

recidivante.
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