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Abreviaturas.

ADN: Acido Desoxirribonucleico.

CMV: Citomegalovirus.

p53: Gen supresor de apoptosis.

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
TAE: Tris Acetato EDTA.

uv: Ultravioleta.

VEB: Virus Epstein Barr.

VHS: Virus del Herpes Simplex.

VPH: Virus del Papiloma Humano.

VVZ: Virus de la Varicela Zoster.



Resumen.

El Pterigion es una lesién fibrovascular que se origina en la conjuntiva y
se extiende hasta la superficie corneal. Puede ser primario 6 recurrente,
también Ilamado recidivante. Los factores de riesgo de esta enfermedad
involucran desde la exposicién a los rayos UV hasta infecciones virales.
La teoria multifactorial es la teoria mas aceptada para el desarrollo de
Pterigion donde estan involucradas las infecciones virales de caracter
oncogeénico. El propdsito de este trabajo fue determinar la presencia de
ADN viral en el Pterigion utilizando técnicas de biologia molecular.
Determinar si los virus oncogénicos VPH, VHS-1, VVZ, CMV y VEB estan
implicados en el desarrollo de esta enfermedad. Con ello, implementar un
panel viral el cual sera una buena herramienta para la deteccion de ADN
viral en esta enfermedad. En las muestras analizadas en este trabajo se
detectd la presencia de ADN-VPH en 2 muestras (8%) y VEB en 7 (28%).
Comparando los resultados con un grupo control, se encontré6 una
diferencia significativa utilizando la prueba exacta de Fisher de Chi
Cuadrada (p=0.00119 y 0.0001 respectivamente). Se implementaron las
condiciones adecuadas para realizar un panel viral utilizando la reaccidn
en cadena de la polimerasa que nos permita detectar la presencia de ADN
viral en muestras de Pterigién, de tal forma que, es posible aplicar este

panel viral como apoyo al diagndstico y tratamiento de esta enfermedad.



Antecedentes

1. Pterigion.

Término que deriva del griego Pteros que significa alas, es una
enfermedad ocular neoplasica benigna, de etiopatologia desconocida, que
se caracteriza por el crecimiento anormal de tejido fibrovascular de la
conjuntiva bulbar que, en etapas avanzadas, invade la cérnea. Cuando el
padecimiento es diagnosticado se conoce como Pterigién primario. Si
después del tratamiento, que a menudo es quirurgico, crece nuevamente
este tejido, entonces se le conoce como Pterigién secundario, recurrente

o recidivante.’-3

Morfologia.

El Pterigion esta dividido morfologicamente en 3 areas: la cabeza, el
cuello y el cuerpo. (Figura 1) La cabeza tiene un color grisaceo; tiende a
ser de forma plana y avascular situada en el apice (punta creciente del
Pterigion)." En los bordes anteriores de la cabeza del Pterigion se
distingue una linea de hierro pigmentada de epitelio conocido como linea
de Stocker, el cuello conecta |la cabeza y el cuerpo irrigados por nuevos
vasos finos incipientes.’-3

El cuerpo se localiza sobre la conjuntiva bulbar.’ Contiene células de
fibroblastos, vasos sanguineos y se acompana de un infiltrado celular
inflamatorio con una gran acumulacion de matriz extracelular anormal,

compuesta de elastina y colageno.?



Figura 1. Representacion visual de un Pterigion nasal con invasién hasta el
area pupilar. A: Cabeza, B: Cuello, C: Cuerpo. S: Linea de Stroker. Crecimiento
del Pterigiéon. 1: Punto de anclaje sobre la conjuntiva bulbar, 2: Crecimiento

hasta la zona limbal, 3: Crecimiento en la zona corneal.

La conjuntiva bulbar se caracteriza por ser una membrana mucosa
vascularizada y contiene un epitelio escamoso estratificado no
queratinizado.? El estroma conjuntival estd conformado por una capa
externa linfoide y una capa interna fibrosa vascularizada en donde hay
presencia de fibroblastos, quienes producen colageno y elastina.? La
tenon es una capa fibrosa de tejido elastico y la epiesclera, un tejido laxo
muy vascularizado.? El limbo o unién esclerocorneal es una zona circular,
ligeramente sobreelevada, que corresponde a la linea de transicion entre
la cornea y la esclera.? Esta compuesto predominantemente de epitelio en
el que se encuentran principalmente las células madre que, como se
sabe, son pluripotenciales y tienen la funcién de mantener la integridad y

normalidad del epitelio corneal.?



Estas zonas descritas previamente, pueden sufrir un dano fisico, quimico
y/o biolégico. Un posible factor dafiino es la exposicién créonica a la luz
UV.2 Esto da lugar a una proliferacién masiva en el endotelio vascular,
dando lugar a un engrosamiento aproximadamente de 50 a 100 veces su
tamano normal, donde se produce el metabolismo anormal de Ilos
fibroblastos que involucra el colageno I, la elastina y una sobreproduccién
de metaloproteinasas.? En la década de los 80" se reportd la presencia
viral en la conjuntiva bulbar del Pterigion destacando el virus del papiloma
humano (VPH).34

La génesis del Pterigiéon topograficamente se divide en tres zonas: la
primera, el punto de anclaje de la conjuntiva, tenon y epiesclera a 3 mm
del limbo; la segunda es el limbo y la tercera la cdérnea. Se inicia el
Pterigion en el punto de anclaje y los tejidos que lo conforman.23 (Ver

Figura 1)

Epidemiologia.

El Pterigion esta presente a nivel mundial, pero es mas frecuente en los
climas calidos y secos, con predominio en paises comprendidos entre los
37° de latitud norte y sur, con mayor frecuencia en zonas rurales que en
las zonas urbanas y no hay predominio en un sexo u otro cuando las
condiciones de vida son similares.®>’ La incidencia del Pterigion aumenta
con la edad, siendo el grupo mas afectado entre los 20 y los 50 afios.5®
La prevalencia en la poblacion China de Singapur es del 7 %,% en la

region de las montafias azules en Sidney (Australia) es del 7,3 %,° en



Victoria (Melbourne, Australia) es del 6,7 %,® y mucho mas frecuente
(alcanza un 56 %) en la poblacion esquimal de Groenlandia.® En el
hemisferio occidental, se observa una mayor frecuencia en América
Central y en el Caribe. En Estados Unidos de Norteamérica los indices
mas elevados se dan en los estados del sur.® En un estudio realizado en
Peru, se reporta una prevalencia del 31,0 %.° En Cuba, por su parte,

ocupa el tercer lugar de prevalencia (17,3 %)® (Figura 2).

Figura 2. Mapa mundial que muestra la region en donde existe mayor
prevalencia de Pterigién. México se encuentra dentro de esta zona de mayor

prevalencia.



Clasificacion.

Existen dos formas de clasificar al Pterigion, histolégicamente y con base
a su crecimiento. Con base a su histologia, el Pterigion se clasifica en
angiomatoso, fibroso y puede haber una combinacion que se clasifica

como mixto." Con base a su crecimiento se estratifica en grados del | al

IV.5 (Tabla 1)

Tabla 1. Clasificacion del Pterigion.

Clasificacion histolégica del Pterigion
Angiomatoso. Fibroso. Mixto.

El estroma contiene un | El estroma presenta | Contiene caracteristicas
numero significativo de | principalmente fibrosis | del Pterigion tanto
canales vasculares con |[con pocos elementos | angiomatoso como
presencia de edema en |vasculares fibroso
espacio intervascular

Clasificacion del Pterigion con base a su crecimiento

Grado |. Grado II. Grado IlIl. Grado V.

Crecimiento hasta | Crecimiento entre | Crecimiento hasta | Crecimiento que
la zona limbo | el limbo corneal y | el area pupilar sobrepasa el area

corneal el area pupilar pupilar

Cuadro clinico.
En los casos leves, el Pterigion a menudo es asintomatico;® sin embargo,
en los casos avanzados, la zona elevada puede causar queratopatia

epitelial sintomatica y provocar lagrimeo reflejo, fotofobia y sensacién de



cuerpo extrafo.* Los estudios han corroborado que una longitud de 3 mm
de Pterigién desde el limbo, es lo suficientemente importante como para
provocar astigmatismo.® También es posible que el Pterigion invada el eje
visual y cause una pérdida visual grave.® En el Pterigién recurrente o
recidivante, después de cirugias multiples, se han observado casos de
visién doble (diplopia) debido a la adhesidn entre la conjuntiva bulbar y el

parpado (simbléfaron).% 10

Diagnéstico diferencial.

El Pterigion puede confundirse con otras enfermedades relacionadas a la
conjuntiva bulbar, entre estas podemos mencionar a la Pinguécula que es
un depdsito blanco-amarillento de la conjuntiva bulbar en su vertiente
nasal & temporal, con un crecimiento lento o inexistente.®5 EI
Pseudopterigién que es la adherencia de un pliegue de conjuntiva a una
ulcera corneal periférica o adelgazamiento corneal, libre en uno de sus
extremos y unido en su vértice a la cérnea. Un verdadero Pterigion esta
unido en toda su extension a la conjuntiva bulbar subyacente.?5% Quiste de
retencion conjuntival, una lesion frecuente, habitualmente asintomatica
que contiene liquido claro en su interior y la Epiescleritis, un trastorno
comun, benigno, autolimitado y recurrente que afecta a jévenes vy

adultos.® (Figura 3)



Figura 3. Representacién visual del diagndstico diferencial del pterigion. A:
Pinguécula, B: Pseudopterigion, C: Quiste de retencién conjuntival y D:

Epiescleritis. (Imagen tomada de: Rojas, 2009).

Complicaciones.

Las complicaciones que pueden aparecer en la enfermedad por Pterigion
son: irritacion crénica, disminucién de la vision debido a que afecta
también al eje visual o astigmatismo inducido, la disrupcion de la pelicula

lagrimal, asi como la inflamacion crénica del Pterigion.4:3

Criterios para una intervencién quirurgica.

Como se menciond anteriormente, el tratamiento generalmente es
quirargico, sobre todo en los pacientes con grado Il al IV, sin embargo,
cuando se trata de un paciente con Pterigion grado | solo son candidatos
a cirugia aquellos con relieve y sintomas como prurito, ardor, lagrimeo y

sensacion de arenilla.5 10



2. Factores de desarrollo del Pterigion.

Los factores relacionados al desarrollo del Pterigion se dividen en tres
grupos, estos son: factores fisicos, biolégicos y quimicos; sin embargo, es
dificil clasificarlos porque siempre hay una combinaciéon de ellos ya sea
por causa o consecuencia.”"

Dentro de los factores fisicos podemos mencionar la luz ultravioleta (UV),
al mismo tiempo, puede presentarse un factor biolégico al haber
alteraciones genéticas, como la formacién de dimeros de pirimidinas, que
puede afectar la expresion genética. Un ejemplo de ello es la alteracién
encontrada en el gen supresor de apoptosis (p53) en las células madre
limbales,'? segun propone MT Coroneo'’, son por una exposiciéon cronica
a la radiacion.®'3 En el caso del Pterigion, la exposicion a la luz UV
ocasiona el crecimiento del tejido fibroso de Ila conjuntiva bulbar
invadiendo la conjuntiva del epitelio corneal.'?

Un mecanismo bioldgico es el de tipo inmunoldégico, en el cual existe una
reaccion de hipersensibilidad tipo |, generada por factores fisicos tales
como elementos irritantes exdégenos, polvo, viento, micro lesiones, incluso
pueden estar involucrados los factores quimicos que pueden provocar una
inflamacion local dando lugar a un incremento en la produccién de IgE."®
También se ha observado |la presencia de una sobreproduccién de ciertas
metaloproteinasas de la matriz extracelular, debido a una estimulacién
inflamatoria como las mediadas por las interleucinas y por factores de

necrosis tumoral.'13



La presencia de virus oncogénicos en un sub grupo de pacientes mostré
relacion con el desarrollo del Pterigion, lo cual ha demostrado que las
infecciones virales también tienen un papel importante en el desarrollo de
la enfermedad.#'* Los oncovirus presentan genes que codifican proteinas
especificas cuya principal funcion es la alteracion de la regulacion del
ciclo celular, afectando, por ejemplo, al gen p53 que es un gen supresor

de tumores.®

M T Coroneo'” en 1993 menciona que al parecer existe una predisposicién
genética para desarrollar Pterigion, otros autores refieren una aparente
transmision a través de varias generaciones.®'® También se han
propuesto las anomalias de la funcion Ilagrimal como un factor
desencadenante de la formacion de Pterigion por las microlesiones
generadas por una lubricacién deficiente, provocando una inflamacion

crdnica.'s

Teoria multifactorial en la generacion de Pterigion.

Chalkia et al en el ano 2013 propuso el concepto de multi-pasos que
abarca la participacion de los tres factores mencionados anteriormente, la
herencia genética, la radiacion UV y la infeccion viral.34 Seglun esta
hipotesis hay dos factores que disparan el inicio de la enfermedad, el
primero es la predisposicién genética y/o la exposicion prolongada a
factores ambientales que predispone a los individuos a esta enfermedad

neoplasica benigna.®' El segundo factor es la presencia de virus

10



oncogénicos y/o la exposicion adicional de radiacién ultravioleta, esto
afiade mas danos a un material genético ya susceptible, lo que puede ser
el estimulo para el desarrollo o la repeticién (recidiva) del Pterigion.3#

(Figura 4).

Figura 4. Modelo multi-paso propuesto por Chalkia et al para la patogénesis del
Pterigidon, en el cual la infeccién viral, la predisposicion genética y los factores
ambientales co-participan. El primer paso es la preexistencia de dafio genético
que puede estar dado por la exposicion a la radiacién ultravioleta o debido a
predisposicion genética. El segundo paso es el contacto con un virus
oncogénico o bien la exposicion a factores ambientales como el polvo, el viento
que causa la evaporacion de la lagrima dafiando el epitelio conjuntival. (Imagen
tomada de Chalkia*, 2013).
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3. Virus oncogénicos.

Los virus oncogénicos u oncovirus son aquellos agentes etiolégicos que
en su proceso de infeccién provocan cambios en el material genémico de
sus huéspedes y posiblemente generan células malignas.’” Histéricamente
a los primeros virus oncogénicos se les denominaban “agentes filtrables
libres de células”.’”® Los afios 60°s y 70's se caracterizaron por la
busqueda del "virus oncogénico humano". En el afo de 1970, Howard
Temin y David Baltimore demostraron que los principales oncovirus en
realidad eran retrovirus, con el estudio de dichos agentes, se establecio

el concepto de virus oncogénicos.'”18

El mecanismo de accién de los virus oncogénicos esta relacionado con la
alteracién del control del crecimiento celular y su regulacién, dando asi,
cambios a la integridad del ADN que pueden causar un crecimiento
anormal de la célula.'” Los oncovirus cuentan con genes que pueden ser
activados por diferentes mecanismos moleculares que dan como resultado
alteraciones en el material genético, como por ejemplo: mutaciones
puntuales, inserciones de pequefios fragmentos de ADN, deleciones,
translocaciones, amplificacién génica y sobreexpresién de la proteina
codificada del oncogen.' En cuanto a los cambios producidos por los
oncovirus en la célula huésped, podemos destacar las alteraciones en la
regulacion celular que se da por dos mecanismos y que pueden ocurrir
simultaneamente, ya sea por insercién de genes transformantes y la

transduccion.'7:18

12



Clasificacion de los virus oncogénicos.

Basado en la estructura del acido nucleico, los virus oncogénicos se
clasifican principalmente en dos grupos'’, en el primer grupo se
encuentran los virus con ADN, entre los que se incluyen miembros de las
familias Poxvirus, Herpervirus, Adenovirus, Papovavirus y Hepadnavirus.'®
(Tabla 2) En el segundo grupo se encuentran los virus con ARN, entre que

destacan los miembros de la familia Retroviridae.

Tabla 2. Caracteristicas generales de las principales familias de los virus

oncogénicos del grupo de ADN."’

Familia Oncovirus Enfermedades Factor(es) Mecanismos
viral(es)
Retroviridae Virus Linfoma de las Proteina Tax Inhibe el control
Linfotropo células T del (pTax). del ciclo celular.
T Humano  Adulto.
tipo 'y Factor nuclear Inhibe la
tipo 1. NF-kappa-B. expresion de la
Polimerasa-p.
Hepadnaviridae Virus de la Carcinoma Proteina viral  Afecta el gen
Hepatitis hepatocelular. HBx. promotor de la
B. metiltransferasa,

en los genes p53,
Rb, ciclina D1y

p16.
Flaviviridae Virus de la Hepato- Proteina del Inhibe a los
hepatitis carcinoma. nucleo. genes supresores
C. Glicoproteina de tumores: p53,
E2. p73 y Rb.
Papovaviridae Virus del Cancer Proteina E6 y Degradacién de
Papiloma cervical. E7 p53 e inactivacion
Humano. de p105RB.
Herpesviridae Virus de Linfoma de La proteina Transformacion y
Epstein- Burkitt. LMP-1. regulaciéon de
Barr. Sarcoma de varios factores
Kaposi. celulares.
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4. Virus del Papiloma Humano (VPH).

La infeccién mas frecuente del VPH es por transmisiéon sexual, se estima
que el 2% de las mujeres en edad fértil tiene presencia de VPH y de este
grupo el 30% fue transmitido por actividad sexual. Hay una menor
frecuencia de infeccién por VPH en la auto inoculaciéon y en contacto con
superficies inertes, como material quirdargico, que actuan como
fomites.19:20

La clasificacion genotipica de los VPH se basa en la homologia de la
secuencia del gen L7.21.22 Se han identificado por lo menos 100 genotipos
los cuales forman 16 grupos (a a m).?2 También se pueden clasificar con

base al tejido infectado como VPH cutaneos 6 VPH mucosos.?*

Estructura y replicacién de los VPH.

El VPH contiene una capside en forma icosaédrica de diametro entre 50 y
55 nm.?5 Esta formada por dos tipos de proteinas estructurales, una de
ellas es la proteina L1 de un peso molecular de 559 kDa que la contiene
al 80% y L2 de 76 kDa al 20% que juntas forman 72 capsémeros.?5 El
genoma del VPH es circular y tiene un tamafno aproximadamente de 7200

a 8.000 pares de bases, contiene de 9 a 10 regiones codificantes.26:27

El genoma del VPH esta dividido en tres regiones, la primera es la region
E (Early) o temprana, la cual contiene de 7 a 8 genes codificantes de

expresion temprana (E71 a E8),?" los genes E1 y E2 estan involucrados en

14



la regulacion y transcripcion del ADN viral, E1 a E4 estan implicados en el
control de la transcripcion, E5 a E8 son genes asociados a los procesos
de transformacién celular; dependiendo del genotipo del virus.?® E6 es un
oncogén cuyo producto proteico se une a la proteina p53 y estimula su
degradacion; el producto proteico del oncogén E7 se une a p105RB
(producto génico p105 del gen retinoblastoma) evitando la apoptosis.?® La
segunda region L (Late) o tardia, esta formada por dos secuencias (L1 y
L2), responsables de la codificacion de las proteinas de la capside en la
fase final de ensambaje viral.?” La tercera regién denominada unidad
reguladora no codificada (URR) o también unidad larga de control (LCR)
contiene las secuencias de ADN que permite el control de la replicacién y

de la expresion del genoma viral.?

Por lo general el VPH ingresa a través de la capa de células basales, el
virus se introduce por pequefias fisuras localizadas en la piel.?” Los genes
virales de expresidén temprana son estimulados por la proliferacién celular
del huésped; la replicacion del genoma virico se lleva a cabo por la
polimerasa de ADN de la célula hospedera.?® Hay un aumento en el
numero de células hospederas por la infeccién, el virus induce un
engrosamiento del estrato espinoso y de la capa celular basal; dando asi
origen a la verruga o papiloma.'® El virus aprovecha la maduraciéon de las
células en la piel para poder invadir las capas cutdneas y para

desprenderse con las células muertas de la capa superior.??2
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Los genotipos VPH-16 y VPH-18 originan papilomas cervicales vy
displasia, al menos un 85% de los carcinomas cervicales contiene ADN-
VPH, de ellos el 50% corresponde al VPH-16 y un 20% corresponde al
VPH-18.27 Se ha demostrado también, la presencia viral del VPH en fase
de latencia en la superficie ocular dando asi un cuadro de enfermedades
oftalmolégicas que puede ir desde el Pterigién hasta el carcinoma de
células escamosas de la conjuntiva.?8

Las proteinas E6 y E7 se han identificado como oncoproteinas debido a
su capacidad de wunirse e inactivar las proteinas supresoras del
crecimiento celular, p53 y el producto del gen retinoblastoma.?> En
ausencia de estas barreras del crecimiento celular, la célula seria mas

vulnerable a la mutacién, por tanto, daria lugar a una neoplasia.'’

Tratamiento para el VPH.

En la actualidad no existe un farmaco de elecciéon que sea especifico en
contra del VPH. Existen métodos terapéuticos que destruyen las células
infectadas mediante métodos fisicos, quimicos y quirdrgicos. La mayoria
de los tratamientos contra el VPH estan enfocados en remover
mecanicamente la lesidon, entre los que destacan la crioterapia, el acido

salicilico y el acido tricloro acético.?’

En oftalmologia, los farmacos mas utilizados son los antimitéticos
destacando la mitomicina C y el 5-flouracilo como tratamiento de eleccién

en el carcinoma de células escamosas de la conjuntiva y en el Pterigion.?
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Métodos de deteccion del VPH.

Los estudios de rutina para el diagndstico del VPH estan enfocados a
detectar la presencia de ADN-VPH. La técnica de Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (PCR) es la mas utilizadas debido a su alta sensibilidad y

especificidad, la fraccién amplificada corresponde al gen L1.2°

5. Herpes virus humanos.

La mayoria de los virus del Herpes humano son responsables de los
principales cuadros de afectacién oro-facial, estos virus se contraen
durante la infancia o en la adolescencia por medio del contacto de
secreciones infectadas.3%3' Contienen una cadena de ADN cubierta por
una capside icosaédrica y ésta, a su vez, se rodea de un tegumento que
contiene entre 15 y 20 proteinas y que esta en contacto directo con una

envoltura que contiene numerosas glicoproteinas.32-34

Caracteristicas generales de los herpes virus.

La familia Herpesviridiae, contiene unicamente el género herpesvirus que
abarca mas de 100 especies y de las cuales se reporta que solo 8
especies infectan al ser humano.3?

Estos virus que afectan a los seres humanos tienen en comun, al menos
tres caracteristicas:

e Una capsula icosaédrica de 162 capsomeros, recubiertos de una

envoltura viral.32
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e Su genoma comprende una unica molécula de ADN, aproximadamente
de 120 a 250 kpb.32 La Tabla 3 muestra informacion a detalle del
tamano gendmico de las 8 especies de herpesvirus humano con
algunas propiedades generales.

e La infeccidon viral tiende al tropismo, con una recurrencia alta en las

superficies u 6rganos que infectan.30.32

Clasificacion de los herpes virus.

Los herpesvirus humanos se clasifican a su vez en tres subgrupos o sub

familias:

e EIl subgrupo alfa (a), conocido como la subfamilia alphaherpesvirinae,
incluye los virus VHS-1, VHS-2 y VVZ (VHS-3).30

e EIl grupo beta o subfamilia betaherpesvirinae, incluye CMV (VHS-5), el
VHS-6 y VHS-7.30

e La subfamilia gammaherpesvirinae, incluye el VEB (VHS-4) y el VHS-8

o Sarcoma de Kaposi.3°
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Tabla 3. Propiedades generales de los Herpes virus.

Tipos Nombre Tamaio Enfermedades Blanco de Mecanismo de
de del infeccién/ transmisién
Herpes genoma Latencia
16 Virus del 152 Kpb. Herpes labial, Mucoepitelio/ Contacto
VHS -1 Herpes herpes genital, Neuronal. directo con
Simplex queratoconjuntivi secreciones,
tipo 1. tis y encefalitis. generalmente
oral y genital.
26 Virus del 155 Kpb. Herpes genital, Mucoepitelio/ Contacto
VHS-2 Herpes rectal, labial y Neuronal. directo con
Simplex neonatal. secreciones
tipo 2. Meningitis. genitales.
36 VVZ \Virus 125 Kpb. Varicela Herpes Mucoepitelio/ Por via
Varicela Zoster. Neuronal. respiratoria
Zoster. Contacto con
vesiculas de
piel o mucosas.
4 6 VEB \Virus 175 Kpb. Linfoma no Linfocitos B, Contacto con
Epstein Hodgkin y de epitelio/Linfocit secreciones
Barr. Burkitt. o B. respiratorias y
Mononucleosis saliva.
infecciosa.
56 CMV Citomegalo >229 Kpb. Retinitis, Epitelio, Secreciones
virus. esofagitis y monocitos y orifaringeas,
sindrome de linfocitos/ fluidos
mononucleosis monocitos y corporales y
incompleto. linfocitos. sangre.
6 6 Virus del 159 Kpb. Encefalitis. Linfocitos T y Contacto
VHS-6 Herpes Exantema subito. otros/ Linfocitos principalmente
Simplex 6. T y otros. por rutas
respiratorias.
76 Virus del 145 Kpb. Encefalitis. Linfocitos T y Desconocida.
VHS-7 Herpes Exantema subito. otros/ Linfocitos
Simplex 7. T y otros.
86 Virus del 160-170 Sarcoma de Células Fluidos
VHS-8 Herpes Kpb. Kaposi. endoteliales/ corporales.
Simplex 8. desconocido.
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Replicacion e infeccion de los herpes virus.
Los herpesvirus tienen varias regiones conservadas, hay genes
homodlogos que se han descrito en siete bloques de genes conservados
que se localizan en el centro del genoma. La latencia es una
caracteristica que comparten todos los herpes virus.3°
La infecciéon viral. De la informacion de los herpes virus recolectada,
hasta el dia de hoy, se puede dividir el ciclo viral en distintas fases:

e Fase de entrada
Consiste en 2 eventos principales; la union del virus a la superficie celular
y la fusion con la membrana plasmatica.3°
La union a la superficie celular se hace por medio de receptores celulares
especificos, que son principalmente gB y gC. Posteriormente se fusiona la
envoltura viral con la membrana plasmatica de la célula, con la
participaciéon de las glicoproteinas gB, gD, gH y gL.3*

e Expresion de los genes virales
Dentro de la célula infectada, la ARN polimerasa tipo Ill produce hasta 50
tipos diferentes de mARN que estan organizados en 3 bloques:
Inmediatamente tempranos (alfa), tempranos (beta) y tardios (gamma): 34
Las proteinas tempranas del bloque alfa, son principalmente para la
replicacion gendmica; de éstas, las reconocidas son las desoxipirimidin
(timidin) cinasas, ADN polimerasas virales, ribonucleétido reductasas y
exonucleasas.34
Bloque beta y gamma. La proteina del tegumento viral VP16 esta

implicada en la trans-activacion inicial de estos genes. Entre los
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mensajeros del bloque Beta se encuentran la polimerasa viral y la timidina
quinasa (UL23).3% Los genes del bloque Gamma codifican para las
glicoproteinas de la envoltura, proteinas de la capside, tegumento (VP16),
la vhs y la proteasa viral (VP22).34

En las células huésped, especificamente en el nucleo, se realiza la
sintesis de ADN en las siguientes 3 horas post-infeccién, que continua por
12 horas.®3 Para ello, el ADN viral se vuelve circular y la replicacion se
lleva mediante el proceso del circulo rodante.®® El genoma de los
herpesvirus tiene 3 origenes de replicacion.®* Uno de ellos podria estar
implicado en la replicacion del genoma de herpes durante la fase de
latencia por parte de la ADN polimerasa celular del huésped.3? Con éste
mecanismo de replicacion, se forman grandes concatémeros (secuencias
repetidas en tandem), los cuales son cortados para la encapsidacion del
viron. Solo alrededor del 25% del ADN viral codifica para proteinas
utilizadas en la sintesis de viriones. El resto se acumula dentro de la

célula.33

La infeccion por VHS en el ojo humano se da por tres posibles
mecanismos: el primero es mediante el contacto de herpes-mano-ojo lo
cual explica las enfermedades en la superficie ocular; en el segundo
mecanismo, en situaciones de inmunosupresién y/o estrés, el VHS cumple
su fase de latencia en las terminaciones nerviosas y puede migrar a
cualquier estructura ocular y el ultimo mecanismo implica el contacto

directo con secreciones infectadas.3?
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Tratamiento general para los Herpes virus humanos.

Hasta el momento, hay muchos intentos de encontrar un tratamiento
efectivo en contra de las infecciones de herpes, pero no se ha encontrado
una cura permanente.34

Los mas utilizados en oftalmologia son las terapias con anti-virales, entre
los que destacan el Aciclovir, Valtrex (Balaciclocir) y Famvir (Famciclovir)
los cuales son analogos de la base nucleotidica de guanina (Figura 5) que
es 10 veces mas afin a la ADN polimerasa viral en comparacion de la
polimerasa humana, dando asi, el truncamiento en la sintesis del ADN

viral.34

Figura 5. Mecanismo de accién del Aciclovir en el tratamiento de las

infecciones causada por los herpes humanos.

Métodos de detecciéon de VHS.

Existen diferentes tipos de técnicas para la deteccién de la infeccion por
VHS, algunos detectan la presencia de anticuerpos dirigidos contra el
virus y otros detectan ADN viral. Lo mas recomendable es utilizar la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ya que esta técnica
presenta alta sensibilidad y especificidad. ElI fragmento a amplificar para

cada virus se muestran en la Tabla 4.3°
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6. Planteamiento del Problema.

Los factores de riesgo para el desarrollo del Pterigion involucran desde la
exposicion a los rayos UV hasta infecciones virales. Existen reportes
acerca del Pterigién en los cuales incluyen la busqueda de virus
oncogeénicos incluyendo VPH, VHS, VZV, VEB o CMV. De aqui surge la
necesidad de implementar un panel viral que ayude a la deteccidén de
estos virus en muestras tomadas de la lesibn en pacientes con
diagnostico de Pterigidn, esto podria servir como base para el desarrollo
de protocolos de investigacibn para un mejor conocimiento de la

enfermedad.

7. Hipétesis.

La implementacion de un panel viral utilizando técnicas de biologia
molecular, sera una buena herramienta para la deteccién de ADN viral en

Pterigion.
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8. Objetivo.

Desarrollar un panel viral, utilizando técnicas de biologia molecular, para

la deteccion de virus oncogénicos en Pterigion.

Objetivos particulares.

e Obtener muestras de Pterigion por cirugia o por raspado de la lesion.
e Realizar extraccion de DNA de las muestras obtenidas.

e Establecer las condiciones de la técnica de PCR para la deteccion de

cada uno de los virus a analizar.

e Realizar la PCR para las muestras obtenidas de pacientes con

diagndstico de Pterigidn.
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9. Material y métodos.

Se obtuvieron 25 muestras de pacientes, con diagnéstico de Pterigién, por
cirugia colocando el tejido removido en un tubo Eppendorf de 1.5 mL que
contenia solucion salina isotonica estéril y por raspado de la lesidén, en
pacientes con diagnéstico clinico de Pterigion grado |, utilizando un
hisopo de raydon que posteriormente se colocé en un medio de transporte.
Como sujetos control se obtuvieron 50 muestras de conjuntiva sana de
sujetos sin antecedentes de Pterigion por raspado de la conjuntiva bulbar.
Todos los participantes firmaron carta de consentimiento informado.

(Anexo 1)

Como controles positivos para la realizacion de los PCRs de prueba para
obtener las condiciones del método, se realizo la extraccion de ADN de
muestras de cultivos celulares los cuales fueron transfectados con VEB y
VVZ. Para VPH se utiliz6 una muestra de cultivo de células HelLa. Estas
muestras fueron obtenidas por donacién de la Unidad de Investigacion del

Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana IAP.

Extraccion de ADN.

La extraccion de ADN se realizé con el mini kit QlAamp (GIAGEN
Sciences. Maryland, USA) siguiendo las indicaciones del fabricante. 200
Ml de la muestra fueron incubados a 56°C/10 min, en buffer de extraccién
en presencia de proteinasa K (1 mg/ml). Se precipito con etanol al 100% y

se pasd a una columna de QIlAamp; se hicieron dos lavados con los
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buffers correspondientes y se diluyé con buffer libre de ADNasas. Se
realizé la cuantificacién del ADN por nanoespectrofotometria utilizando el
equipo NanoDrop2000, ThermoScientific y el material genético fue

almacenado a -20°C hasta su procesamiento.

PCR especifico para el VPH, VHS-1, VVZ, CMV y VEB.

Se realiz6 PCR para la deteccién de los virus oncogénicos elegidos. Se
utilizaron oligonucledétidos especificos, reportados en la literatura, para

cada uno de los virus como lo muestras |la Tabla 4.

Tabla 4. Secuencia de Oligonucledtidos utilizados.

Oligonucleétidos Secuencia Gen Tamano del
fragmento
amplificado

VPH (F) 5—CGT CCM ARR GGAWAC TGATC—3’ L1 450 pb
VPH (R) 5'—GCM CAG GGW ATAAYAATG G—3’

Donde M=Ao C; R=AoG; W=AoT:Y=CoT

VHS-1 (F) 5—CGG CCG TGT GAC ACT ATC G—3’ USss 128 pb
VHS-1 (R) 5°—ATC CGAACAACT CCC TAA CCC—3'
VVZ (F) 5'—GGG CCA CAA TAA CAT AAG GGATG—  ORF28 110pb
VVZ (R) ’
5°—CGC CTA CAT AAA CCG TCG CTT—3’
VEB (F) 5'—CGG TCT CGT AAATGC TTC CCT—3’ LMP1 326 pb
VEB (R) 5°—CTA CCC ACA GAC CCA CG—3°
CMV (F) 5—CTT GCC CTG GAT GCG ATA CT—3" UL83 326pb
CMV (R) 5'—ACG GCT TTACGG TGT TGT CT —3'
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Cada reaccién fue hecha en volumen total de 20 ul conteniendo 10 pl de
la HotStar Taq Master Mix Polimerase (QIAGEN Sciences. Maryland,
USA), con 2.5 U de Taq polimerasa, 1.5 nM de MgCl2, 0.4nM de cada
dNTP, 1X del buffer de reaccién y un volumen de oligonucledétidos a una

concentracioéon tal como se indica en la Tabla 5.

Tabla 5. Volumenes de los reactivos de la técnica PCR.

Reactivo VPH VHS-1 vvz VEB cMv
HS 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl
F(conc.) 0.2¢33 nmpl 1.0¢5 nm)pl 1.0(5 nm)pl 0.150 nmypl  0.1(50 nm)ul
R(conc.) 0.2¢33 nmpl 1.0¢5 nm)pl 1.0(5 nm)pl 0.150 amypl  0.1(50 nm)ul
DMSO - - 1.0 pl - -
H20 6.6 pl 6.0 pl 5.0 pl 7.8 pl 7.8 pl
ADN 5 a 10ng 5 a 10ng 5 a 10ng 5 a 10ng 5 a 10ng

HS: Hot Star Taq Master Mix. QIAGEN. DMSO: Dimetilsulfoxido. Los oligonucledtidos
sin diluir se encuentran en una concentracion de 100nM.

La amplificacién se realizé utilizando el programa de un ciclo a 95°C por
15 min, seguido del programa 94°C durante 1 min, una Tm especifica para
una de los juegos de oligonucleétidos por 1 min y 72°C por 1 min seguido
de una extension a 72°C/10 min. El numero de ciclos y la Tm se fueron
variando hasta encontrar las mejores condiciones para la PCR como lo
indica la Tabla 6. La reaccion se realizé en un termociclador GeneAmp

PCR System 2400 (Perkin EImer Co. Norwalk, Connecticut).
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Electroforesis en gel de Agarosa al 1.5%.

Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa
al 1.5% tenido con Gel Red (1X) a 90V durante 40 minutos. Se utilizo
como marcador de pesos moleculares el Ready-Load 100 bp DNA Ladder
(Invitrogen, L.T.). Para visualizar los productos de amplificacion se utilizd
el transiluminador UVP BiolLite utilizando el software LAUNCH

VISIONWORKSLS.
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10. Resultados.

Después de realizar varias pruebas con diferente Tm para cada PCR, las
condiciones Optimas de cada una de ellas fueron las que se mencionan en

la Tabla 6.

Tabla 6. Tm y ciclos 6ptimos obtenidos para cada uno de los programas de la
técnica de PCR.

Virus Tm Ciclos
VPH 55°C 35
VHS-1 46.3°C 35
vvz 46.3°C 35
VEB 57.4°C 38
cMV 46.3°C 38

VHS-1. Para la PCR de VHS-1 se esperaba un producto de amplificacién
de 150pb, durante el trabajo no fue posible incluir una muestra
perteneciente a ADN de VHS-1 como control positivo, sin embargo, al
correr las muestras encontramos que una de ellas presentaba una banda
apenas perceptible que se acercaba a 150pb, se realizo la PCR
incrementando la cantidad de ADN gendmico (5, 10 y 20ng), el resultado
se repitio y fue con 20ng que se pudo visualizar mejor, no fue posible
repetirlo debido a la cantidad de ADN gendmico disponible, pero esto nos

hace sospechar de la positividad de esta muestra. (Figura 6)
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Figura 6. Gel de agarosa al 1.5% para detectar el producto de PCR para el VHS
1 (150pb). Se ve una tenue linea donde indica la flecha amarilla, que se cree

que es una muestra positiva.

VVZ. Al realizar la PCR a diferentes condiciones para VVZ encontramos

una cantidad de bandas de productos inespecificos. (Figura 7)

Figura 7. Gel de agarosa al 1.5% para detectar el producto de PCR de VVZ,
utilizando diferentes condiciones, se observan diferentes bandas que

corresponden a productos inespecificos.
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Se realiz6 un gradiente de temperatura cambiando la temperatura de
alineamiento de los oligonucleétidos (Tm), se realizdé una curva de DMSO
y finalmente encontramos las condiciones adecuadas para esta
determinacién, se obtuvo un producto de PCR con el tamafio esperado
que es de 110pb y con estas condiciones se realiz6 la PCR-VVZ. (Figura

8)

El resultado fue negativo para VVZ en las muestras de Pterigion.

Figura 8. Gel de agarosa al 1.5% para detectar el producto de PCR para el VVZ
(110pb). En el control negativo se aprecia una banda que se encuentra por

debajo de las 100pb que corresponde a un producto inespecifico.

VEB. Con respecto al VEB, las mejores condiciones para la PCR nos
permite obtener un producto de PCR mayor de 300pb, el producto
esperado es de 326pb, en el control negativo se puede apreciar una
banda muy tenue de casi 500pb que corresponden a un producto

inespecifico. (Figura 9)
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Figura 9. Gel de agarosa al 1.5% para detectar el producto de PCR para el
Virus Epstein Barr (326pb). Las bandas localizadas en casi 500pb y menor de

100pb corresponden a productos inespecificos.

Se realizdé una repeticién de la PCR para VEB, en aquellas muestras que
resultaron positivas, para su comprobacién (Figura 10). El resultado fue

positivo para siete muestras en el Pterigion.

Figura 10. Gel de agarosa al 1.5% para visualizar el producto de PCR para VEB

de pacientes con Pterigién que resultaron positivos en un primer PCR.
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VPH. Se realizé6 la PCR para VPH con las condiciones adecuadas, al
realizar la electroforesis en gel de agarosa, se obtuvieron muestras
positivas en las que la intensidad de |la banda era muy baja, por lo que se
procedid a realizar una segunda PCR aumentado la cantidad de ADN.

(Figura 11)

Figura 11. Gel de agarosa al 1.5% para detectar el producto de PCR para el
VPH (450pb). En (A) Se observan dos bandas que pertenecen a muestra de
pacientes, una de ellas apenas es perceptible, por lo que se procedidé a repetir
el analisis con una mayor concentracién de ADN, el resultado se puede
observar en (B).
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CMV. Para la PCR de CMV se esperaba un producto de amplificaciéon de
326pb. Las muestras se corrieron y en ninguna se encontré producto de
amplificacion después de la electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Sin
embargo no se contdé con un control positivo. Con estos resultados no
podemos decir que tuvimos las condiciones adecuadas para la PCR
puesto que es necesario contar con un control positivo, el cual no fue

posible conseguirlo (Figura 12)

Figura 12. Gel de agarosa al 1.5% para detectar el producto de PCR para CMV.
(326pb) Dentro de esta imagen no se contaba con un control positivo para el
ADN de CMV.

En resumen, las muestras se agruparon en Pterigion primario vy
recurrente. En el grupo de Pterigion primario se sospecha de la presencia
de VHS 1 en una muestra (9.1%), para el VEB se encontré resultado
positivo en 7 muestras (63.6%), mientras que no se encontrdé presencia de
VPH, VZV y CMV. En el grupo de Pterigion recurrente se encontro

presencia de material genético de VPH en 2 muestras (18.2%) y también
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se sospecha de una muestra positiva para VHS-1 (7.1%). Con respecto a
los virus de VVZ, VEB y CMV, los resultados fueron negativos. Para las
muestras de los sujetos control, los resultados fueron negativos excepto

para VPH en las que se encontraron dos muestras positivas. (Tabla 7)

Tabla 7. Resultados obtenidos para la presencia de ADN-viral en Pterigién. Se

analizaron 11 muestras de Pterigion primario y 14 de Pterigidén recurrente.

Pterigidon
Virus Primario Recurrente Controles
VPH 0% (0) 14.3% (2) 4% (2)
VHS-1 9.1% (1)* 7.1% (1)* 0% (0)
vvz 0% (0) 0% (0) 0% (0)
VEB 63.6% (7) 0% (0) 0% (0)
cmv 0% (0) 0% (0) 0% (0)

(n) = nimero de muestras positivas

*Por confirmar

Al realizar la prueba exacta de Fisher de Chi Cuadrada para comparar los
resultados del grupo de sujetos sanos con pacientes con Pterigidon
obtuvimos una diferencia estadisticamente significativa para VPH en

Pterigion recurrente (p= 0.0119) y para VEB (p= 0001). (Figura 13)

35



Figura 13. Comparaciéon de resultados positivos y negativos entre pacientes y
controles. Deteccién de VPH en Pterigién recurrente (A), deteccién de VEB en
Pterigion total (B) (Se realizé prueba exacta de Fisher considerando un valor de

significancia estadistica de p<0.05).
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11. Discusion.

La etiopatogenia del Pterigion aun es desconocida, sin embargo, existen
estudios en los que se reporta que las infecciones virales pueden estar
implicadas en el desarrollo de esta enfermedad.® Si las infecciones virales
son parte de este proceso, tal como lo reporta Chalkia® en su revision, se
deberia tomar en cuenta para el tratamiento adecuado de la enfermedad y
no solo en el Pterigidon primario sino para evitar la recurrencia. Los
reportes en la literatura sugieren que VPH es un virus asociado a
Pterigion;3%37 sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio
sugieren que el virus que podria estar relacionado con el desarrollo del
Pterigion es el VEB. Para poder concluir esto, es necesario aumentar el
numero de muestra, para poder tener una estadistica confiable. Durante el
desarrollo del trabajo, otra limitante con respecto a los virus VHS-1 y
CMV, es que no se contd con un control positivo para poder buscar las
condiciones adecuadas para la PCR, porque a pesar de haber obtenido en
una muestra una banda de peso molecular cercana al producto esperado
para VHS-1, no es posible confirmar la presencia del ADN viral. La banda
obtenida para VHS-1 fue apenas perceptible, aun repitiendo la PCR con
una mayor concentracion de ADN. Sospechamos la presencia de VHS-1
porque, ademas del producto de amplificacion encontrado en este trabajo,
en el 2001 Detorakis®’ reportéo la presencia de VHS-1 en muestras de
Pterigion primario. En ese reporte se observa bandas muy tenues con

respecto al control positivo utilizado, lo que podria ser indicativo de que
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la carga viral no es tan alta como para detectarlo facilmente. En nuestro

caso, algunas de las muestras podrian haber tenido ese problema.

Las infecciones virales juegan un papel importante en cualquier
enfermedad y en el Pterigion, puede ser un factor detonante en el
desarrollo de la enfermedad, por lo que, resulta de gran importancia el
establecimiento de técnicas que permitan la deteccidn viral. En este panel
no fue posible incluir la deteccion de VHS-1 y CMV porque a pesar de
haber obtenido una muestra presuntamente positiva para VHS-1, no
contamos con ADN viral para utilizarlo como control positivo. Las
muestras de los sujetos control fueron negativas para todas las
determinaciones excepto VPH que se encontré6 en dos sujetos (4%). No
existen reportes en la literatura que muestren la presencia de VPH en
conjuntiva sana; sin embargo, existen otros estudios realizados en
cavidad bucal en donde se reporta la presencia de VPH, en un estudio
realizado en Yucatan en donde un 14% de mujeres sin enfermedad bucal
tiene presencia de VPH (Gonzalez-Losa®?. Nuestros resultados sugieren
la presencia del virus en tejidos que desarrollado la enfermedad, pero
tendrian que hacerse mas estudios que determinen si esto constituye una
causa 0 un efecto. Ademas es importante captar un mayor numero de

pacientes con Pterigion para buscar esta asociacién.
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12. Conclusiones.

Se encontraron las condiciones adecuadas para realizar un panel viral
utilizando la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa que nos
permite detectar la presencia de ADN viral para VVZ, VPH y VEB en
muestras de Pterigion, de tal forma que, es posible aplicar este panel viral
en personas con diagnostico de Pterigion primario y recurrente. Esto abre
la posibilidad de aplicar estas técnicas para protocolos de investigacion

que busquen alternativas de tratamiento o prevencion.
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14. Glosario.

Capsémero: Son las subunidades basicas de la capside, una cubierta

exterior de |la proteina que protege el material genético de un virus.

Concatémeros: Molécula de ADN que contiene copias multiples de una
misma secuencia de nucledtidos dispuestas en serie, una tras otra, es

decir, multiples repeticiones en tandem.

Diplopia: Visién doble, la percepcion de dos imagenes de un unico objeto.

Epiesclera: Capa mas externa de la esclerdética.

Insercion de genes transformantes virales: Incorporacion del fragmento
gendmico de origen viral a la célula huésped, dando a lugar a las
proteinas transformantes codificadas por los virus y que son la causa de

la transformacidon cancerigena de la célula.

Linea de Strocker: Linea pigmentada ferrosa que se observa en la cabeza

del Pterigion.

Mutacién: Cambio en la informaciéon genética (genotipo) de un ser vivo,
que produce una variacion en las caracteristicas de este y que pueda

transmitirse a su descendencia.

Neoplasia: Formacién anormal en alguna parte del cuerpo de un tejido

nuevo de caracter tumoral, benigno o maligno.
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Oncogénico: Que es capaz de producir un tumor, especialmente un tumor

maligno

Recidiva 6 recurrencia: Repeticion de una enfermedad poco después de

terminada la convalecencia.

Simbléfaron: Adhesion entre la conjuntiva bulbar y la del parpado en su

cara interna que puede limitar la motilidad del globo ocular.

Transduccion: Paso de ADN celular normal a un virus. Este virus al
infectar a una segunda célula introduce este segmento de ADN y es
transducido en el genoma de dicha célula, comportandose como un

oncogeén e induciendo la proliferacion celular.

Tenon: Estructura que cubre la membrana mas externa del ojo que es la
esclerdtica. Situada entre la esclerdtica y la cornea que recubre toda la

pared del ojo.

Tegumento: Revestimiento epitelial que cubre las superficies externas del

organismo, separandolo y protegiéndolo del medio externo.

Virus oncogénico: Virus que poseen la propiedad de poder transformar la

célula que infectan en una célula tumoral.
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15. Anexo 1 Consentimiento informado.

FUNDACION HOSPITAL NUESTRA SENORA DE LA LUZ I.A.P.
CENTRO DE INVESTIGACION BIOMEDICA.

(CIB-HOL)

México, D. F., a de de 20 )

Consentimiento informado:

En la Fundacion Hospital Nuestra Sefora de la Luz se lleva a cabo un estudio titulado
“DETECCION DE ADN VIRAL EN PTERIGION PRIMARIO Y RECIDIVANTE” El cual se
realiza en el Centro de Investigacién Biomédica, este estudio esta bajo

responsabilidad del Dr. Héctor Javier Pérez Cano.

Se me ha informado que se requiere de una muestra tomada mediante raspado
conjuntival del ojo afectado y/o muestra de tejido removido en el tratamiento por
cirugia, esto no representa ningun riesgo para mi salud, y que los efectos adversos
posibles, en el caso de raspado conjuntival, solo seran un ardor leve o sensacién de
cuerpo extrano, los cuales se quitaran al cabo de 5 minutos, y me sera otorgada una
muestra de lubricante para dichos sintomas. Se me ha explicado que el material
genético obtenido de mi muestra se utilizara para fines de investigacién y que, en
caso de ser paciente del instituto, la toma de muestra NO modifica mi diagndstico, mi
tratamiento ni la atencién recibida por parte del personal de la institucion. También
me ha sido sefalado que puedo retirar mi consentimiento para participar en la
investigacion en el momento que yo lo desee y que todos los datos de mi expediente
seran confidenciales y no se daran a terceros.

Es por eso que:

Yo acepto participar en

este estudio y autorizo que se obtenga una muestra de la conjuntiva de mis dos ojos.

Firma: Teléfono

Responsable de toma de muestra:

Testigo:

Testigo:
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