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INTRODUCCION

El queratocono, primeramente descrito en 1854 es la ectasia corneal primaria mas comun,
caracterizada por adelgazamiento corneal localizado que conlleva a la protrusion de la misma.
Con presentaciéon bilateral y asimétrica, de inicio clasico en la pubertad y suele ceder su
progresion hasta la tercera o cuarta década de la vida. Tiene una incidencia en la poblacién
general de 5.4 por cada 10,000 habitantes. Se conoce que afecta a todas las etnias sin embargo

evidenciado un aumento de su incidencia en asidticos comparados con caucasicos de 4.4:1. 12

Los sintomas y signos dependeran de su gravedad. En estadios incipientes, subclinicos o frustro
no produce ningun sintoma. La progresion de la enfermedad es manifestada por baja visual
importante la cual no puede compensarse con el uso de correccion dptica. *

A pesar de la intensa buUsqueda por parte de los investigadores en las Ultimas décadas hacia la
etiologia y patogénesis del queratocono, las causas y posibles mecanismo de su desarrollo y

evolucion contintdan pobremente entendidas. !

Aungue clasicamente se ha definido como una entidad de etiologia degenerativa, con el trauma
mecanico definido como su mecanismo de progresion. Recientemente se ha considerado como
una enfermedad multifactorial causada por factores ambientales como el trauma mecanico
secundario a frote corneal y factores enddgenos debidos al estrés oxidativo corneal y respuestas

de hipersensibilidad en sujetos genéticamente susceptibles. ?



ANTECEDENTES

Recientemente se ha sugerido como fisiopatologia una pérdida de regulacion del microambiente
corneal, que favorece a un desequilibrio entre la actividad enzimatica de metaloproteinasas
(MMP) y sus contrareguladoras, situacion critica para la homeostasis del tejido conectivo.
Ademds de la participacién de moléculas inflamatorias que cambian los paradigmas

convencionales y ponen en duda la etiologia “no inflamatoria” del queratocono. 2

Se ha sugerido segun los estudios una conducta de herencia autosémico dominante con
expresion variable, se ha demostrado que mas del 50% de los sujetos con queratocono tienen
por lo menos un familiar cercano afectado con la enfermedad. Familiares de pacientes con
diagndstico de queratocono tienen un riesgo de 15 a 67 veces mas de desarrollar la enfermedad
que aquellos sin el antecedente.? Sin embargo estudios genéticos recientes no han descifrado la
compleja arquitectura genética, incluso se ha buscado su correlacién con los tipos de antigeno
leucocitario humano, sin poder llegar a resultados conclusos. Es posible que exista en corneas
con queratocono una susceptibilidad celular a la apoptosis en respuesta a mecanismos de

trauma con la secundaria pérdida de queratocitos. ?

Histopatolégicamente existen tres signos que caracterizan al queratocono: adelgazamiento
estromal, ruptura de la membrana de Bowman y depdsitos de hierro dentro del epitelio corneal

en su membrana basal. !

Las células basales del epitelio corneal disminuyen en tamafio comparadas con las células
basales de cérneas sanas; se degeneran y crecen a través de la membrana de Bowman,
evidenciado al observar acumulacion de ferritina entre las células epiteliales. La membrana de
Bowman ademds muestra rupturas las cuales son llenadas con coldgena del estroma y nddulos

acidos Schiff positivos. !



En el estroma corneal se ha observado una disminucion del nimero de lamelas de queratocitos,
degradacién de los fibroblastos, cambios en el grosor y organizacion de las lamelas
particularmente alrededor del dpex del cono. Se ha encontrado diferencias en los tipos de

coldgena: XIll, XV Y XVIII; entre corneas con queratocono y corneas sanas. *

La membrana de Descemet usualmente no se muestra afectada excepto en los casos donde
existen rupturas de la misma causando hydrops corneal agudo. En el endotelio se ha observado

pleomorfismo celular y elongacion de las células endoteliales. !

El complejo intercambio e interaccién de las multiples citocinas inflamatorias actualmente
asociadas a queratocono sugiere la activacion de vias de respuesta inmunoldgica e inflamatoria

en el epitelio, estroma y endotelio corneal. ?

Mecanismos propuestos de fisiopatologia de queratocono.

IL-1: Interleucina con fuerte potencial pro inflamatorio, promueve regulacion del crecimiento,
diferenciacion y movilizacién de las células inflamatorias en infecciones virales, bacterianas o
fungicas. Se ha postulado como la interleucina moduladora del interacciéon epitelio-estroma, con
su rol en la regulacion en la proliferacién, diferenciacion y muerte de los queratocitos. Se
presume que situaciones de microtrauma como el frote corneal o el uso de lente de contacto

terminan en un aumento de la liberacion de IL-1 del epitelio corneal. 23

Corneas con queratocono muestran expresion incrementada hasta cuatro veces mas de IL-1 alfa
y beta; las cuales inducen apoptosis celular del endotelio corneal mediante sinergia con el TNF
alfa. En general IL-1 alfa se ha encontrado en condiciones de trauma o inflamacion corneal, mas
se ha demostrado que se encuentra asociada al dafio oxidativo exclusivo del queratocono, donde
ocasiona una desregulacion de la sintesis de la superoxido dismutasa extracelular. Ademas
favorece la produccién, hasta 10 veces mas, por parte de los fibroblastos de prostaglandina E2,

condicién que ocasiona una menor produccion de colagena. La IL-1 beta participa en parte en la



regulacion de la via de las MMP. Antes de que induzca la apoptosis, esta interleucina induce la
produccion de MMP resultando en un dafio tisular incrementado y mayor alteracién de la

arquitectura corneal >3

La excesiva degradacion de el estroma corneal cominmente observada en queratocono puede
ser resultado de aumento de enzimas proteoliticas como acido esterasa, acido fosfatasa y acido
lipasa asi como las metaloproteinasas en especial MMP-9; o niveles disminuidos de inhibidores
de las mismas como alfa 2 microglobulina o alfa 1 antiproteasa e inhibidores tisulares de

metaloproteinasas como TIMP-1Y 2. 134

Estudios previos reportan que no existe alteracion en queratocono de las enzimas inhibidoras,
otros mas recientes reportan un aumento de TIMP-1 en queratocono asociado al inicio del uso
de lentes de contacto, valor el cual se invierte a las 6 semanas de iniciar su uso. Otro estudio
realizado en botones corneales con queratocono reporta no diferencia detectada en los niveles
de TIMP 1 o MMP 9 comparado con controles, por lo que no se ha podido encontrar su relacion

con los niveles altos previamente descritos de MMP-9 (gelatinasa B) en la cornea. #°

Se ha reportado un aumento de la actividad y el nivel de las enzimas catepsinas B y G. La
catepsina B es una cistein-proteasa y la catepsina G es una serin-proteasa neutral. Conocidas
como degradadoras de proteoglicanos y colageno. Los dos componentes principales del estroma
corneal. Asociadas incluso de forma mas fuerte que la MMP-9 a la fisiopatologia del

queratocono. 4

IL-6: Interleucina con un rol pivote en la estimulacién de la respuesta inmune. Puede ser
secretada por muchas células incluyendo las células dendriticas, células endoteliales, células T y
macrofagos. Estudios in vitro reportan aumento de esta interleucina en patologia de superficie
ocular ademas de en queratocono, incluso en sus formas iniciales. Los queratocitos producen IL-
6 ante la estimulacién de IL-1, lo que soporta la teoria de la cascada inflamatoria crénica en la

patogénesis de la enfermedad. Mas estudios previos reportan que los niveles de IL-6 en lagrima



no se relacionan con la severidad de la enfermedad sino mas bien al adelgazamiento

arquitectonico corneal asociado a factores exdgenos. +2°

IL-8: interleucina mas importante de quimiotaxis de neutroéfilos. Se han reportado en estudios in
vitro el aumento significativo de IL-8 a las 48hr posterior a tratamientos con laser o uso de lente

de contacto; confirmando su produccién por los fibroblastos corneales en respuesta al dafio. >°

IL-10: Interleucina antiinflamatoria e inmunoreguladora, reguladora de angiogénesis y con
ciertas propiedades activadoras en los macréfagos. Usualmente ausente en cornea sana sin
datos de inflamacion, mas se ha descrito un aumento importante durante situaciones de
inflamacioén e infiltrados de predominio por macrofagos. Se ha reportado una disminucién en su
expresion, hasta 8 veces menos, en lagrima de pacientes con queratocono, asociado a uso de
lente de contacto. La deficiencia de IL-10 en la vida cérnea tiene como resultado una respuesta

inflamatoria mas severa. Estudios recientes reportan que regula la linfangiogénesis corneal. */

IL-17: Interleucina pro inflamatoria, asociada con condiciones de inflamacién crénica. En
situaciones corneales se ha asociado a la estimulacién de las células estromales a la secrecion de
otras citocinas como IL-6, IL-8 y moléculas de adhesién intercelular (ICAM-1); las cuales se han
observado expresados de 2 a 40 veces mas en queratocono. Su receptor se encuentra en los
fibroblastos corneales residentes, los cuales al estimularse por esta citocina producen multiples
MMP contribuyendo al dafio corneal en el queratocono por activacion de los fibroblastos y
subsecuente produccién de MMP. Ademas es la citocina principal producida por los linfocitos Th
17, su expresién se ha reportado incrementada en corneas con queratocono asociado al

aumento de TFG beta e IL-6. 2

TNF-alfa: Factor de necrosis tumoral alfa. Puede ser producido por epitelio, células estromales y
endoteliales. Considerado como el factor patogénico mayor en situaciones de inflamacion tanto
sistémica como corneal, se ha encontrado en concentracién aumentada en lagrima y muestras

corneales de pacientes con queratocono, ademds que en los fibroblastos de estos pacientes



muestran ademas receptores para TNF-alfa, incluso en estadios subclinicos de la enfermedad.
Esta citocina contribuye a la produccién de IL-6 por los queratocitos, induce la produccion de
MMP-9 la cual se ha correlacionado con adelgazamiento corneal, resultado de la degradacion del

coldgeno estromal. ?

TGF-B2: Factor de crecimiento transformante beta2. Su expresidén es inducida por TNF alfa.
Controla la proliferacion y diferenciacién de las células epiteliales y endoteliales. En la camara
anterior mantiene funciones respecto al privilegio inmunoldgico natural del ojo pero
paraddjicamente induce citocinas pro inflamatorias en condiciones de inflamacion. Interactia
con los tipos de colagena y estimula la secrecién de MMP, pudiendo influir en la estructura y
distribucion de las fibras de colagena corneales. Se ha reportado la presencia del aumento de
TFGB en epitelio de corneas cadavéricas con queratocono severo. Esta proteina esta involucrada

en la formacion de fibrosis y cicatriz. 28

TGF-B1: Factor de crecimiento transformante betal. Los queratocitos y fibroblastos son
particularmente sensibles y bajo su influencia se diferencian a miofibroblastos. Se ha vinculado a
la formacién de cicatrices corneales (colageno tipo Ill) y reparacién celular. Altos niveles de esta
citocina incrementan la viabilidad de los miofibroblastos, mientras la IL-1 induce apoptosis de
estas células. Se ha encontrado bajos niveles de esta citocina en corneas con queratocono mas

los fibroblastos se muestran mas sensibles a los niveles de la misma. 2

NGF: Factor de crecimiento nervioso. Constituyente normal en la pelicula lagrimal, promueve la
funcion corneal nerviosa, se ha reportado incrementado en queratocono y se ha sugerido que
juega un papel en su fisiopatologia. Los nervios corneales en pacientes con queratocono tienen
fibras mas gruesas pero con disminucién de la densidad de los mismos y de los plexos
subepiteliales comparado con corneas normales. Un estudio reporta disminucién de los niveles

de NGF posterior al inicio de lentes de contacto rigidos, asociado a un aumento de IL-8 Y MMP-9.

1,2,5



Dafio oxidativo: El dafio oxidativo se ha descrito como un cofactor en la progresion de
queratocono. Los mas importantes asociados a esto son la radiacién UV, atopia y trauma
mecanico. Las corneas con queratocono tienen niveles disminuidos de aldehido deshidrogenasa
clase 3 y supedxido dismutasas. Ambas juegan un importante rol en los procesos reactivos de
oxigeno ; el acumulo de reactivos de oxigeno causa depdsitos de malondialdehido vy

peroxinitritos los cuales son citotéxicos y pueden dafiar los tejidos corneales.*

Radio neutroéfilo-linfocito: Marcador de estado inflamatorio sistémico y de prondstico actual en
enfermedades como infarto al miocardio, diabetes mellitus, hipertensién, psoriasis y cancer.
Definido como el total de la cuenta de neutroéfilos dividido entre los linfocitos. Los neutroéfilos
estan asociados a la activacién de metaloproteinasas, las cuales se saben que cursan con papel
protagdnico en la fisiopatologia del queratocono. Se ha encontrado una asociacion entre el radio
neutroéfilo-linfocito con la progresion del queratocono observando un aumento del radio

correlacionado al aumento de las queratometrias. 2°

Actualmente no existen drogas disponibles en el mercado que apoyen a disminuir la progresion
del queratocono, se ha propuesto como buen objetivo terapéutico la regulacion de la expresién
de la MMP 9 ya que se ha encontrado en multiples estudios elevada en pacientes con
qgueratocono y asociada a progresién. La inflamacién de las células epiteliales se ha demostrado
que contribuye a la exacerbacion del estatus inflamatorio del queratocono, en estudios donde se
intervino con tratamiento a base de ciclosporina tdpica en pacientes con queratocono se
demostrd la reducciéon de MMP 9, por lo que existe la propuesta de que podria detener la

progresion del queratocono. *°

Endostatina: Conocido como coldgeno tipo XVIII la cual forma parte de los coldgenos no
fibrilares, con fuertes propiedades antiangiogénicas suprimiendo la proliferacion de células
endoteliales e induciendo apoptosis de las mismas. Encontrandose de forma abundante en el
limbo corneal manteniendo la transparencia de la cérnea. Su expresion esta restringida a las

membranas basales, hablando de ojos humanos siendo previamente reportada en membrana



basal epitelial y membrana de Descemet en la cornea, epitelio pigmentario y capilares de la
coroides. Existe la teoria de la participacion de la endostatina en el proceso de cicatrizacidon

corneal activa y se mantiene por tiempo prolongado. *?

Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 2 (IFGBP2): Es una proteina que regula la
proliferacion celular, y atenda la conversiéon de fibroblastos en miofibroblastos. Por lo que se le
ha dado un importante rol en la fibrosis corneal.'®> Estudios previos han reportando que la
disminucion de IGFBP2 promueve la formacién de miofibroblastos, lo que sugiere que tiene un
potencial antifibrético en mantener el fenotipo corneal en contra de la formacién de
miofibroblastos, y evitar la progresion de la cicatrizacién corneal. 14

Se han encontrado receptores para esta proteina en el estroma y células epiteliales corneales, y
de forma elevada en situaciones de lesién corneal sobretodo en la capa estromal.!® No se

encontro en la literatura su relacion especifica con el queratocono hasta el momento.

Factor de crecimiento fibrobldstico (FGF): Promueve la diferenciacion de miofibroblastos a
fibroblastos. Estudios han evidenciado que el tratamiento con factor de crecimiento fibroblastico
tipo 1 o 2 induce que los miofibroblastos tomen forma de fibroblastos, aunque no se ha

estudiado en modelos in vivo. 1°

Dipeptidil peptidada IV: es una proteasa de serina con propiedades cataliticas multifuncionales
dependiendo de las condiciones extra o intracelulares. Se ha reportado previamente aumentada
en modelos de ratones in vivo en situaciones de lesidon corneal por lente de contacto,

quemadura térmica y quimica. *°

Angiogenina: Es una proteina de cadena simple asociada a la respuesta inflamatoria,
angiogénesis y ya conocido como componente de la pelicula lagrimal con funciones
antibacterianas. Regulador de la respuesta pro inflamatoria inhibiendo la produccion de péptidos
inflamatorios por los fibroblastos corneales por medio de bloqueo de TNF alfa vy

lipopolisacaridos, observando una disminucion en la expresion de TNFalfa, IL-6 , IL.8, posterior al



tratamiento con angiogenina y ademas observando un aumento de IL-10 ayudando a controlar

la respuesta inflamatoria. 1/

Metaloproteinasas de matriz extracelular: Son una familia de enzimas zinc y calcio ion
dependientes que regulan interacciones célula a célula y célula a matriz mediante la modulacion
de la activacion, inactivacion o liberacion de moléculas de adhesion, receptores de factores de
crecimiento, citocinas y protedlisis de matriz extracelular. MM8 y MM9 se han asociado a nivel

corneal con infiltracidn de neutroéfilos a nivel de estroma. 18

MMS8 actua a nivel de granulos especificos. Se ha reportado que a diferencia de MM9, la MM8
tiene un rol importante en la migracion de neutrdfilos a nivel de la matriz extracelular, ya que
tiene un efecto de clivaje sobre el coldgeno, en ausencia de esta, se ha reportado una
disminucidn de los neutrdéfilos en el estroma corneal en modelos in vitro. 8

MMP9 esta regulada por procesos epigenéticos, interaccion célula a célula y vias mediadas por
citocinas. Se une a CD18 en los neutrdfilos y regula la migracidon de los mismos en modelos in

vitro e in vivo. 18

Serpina B5: Conocida como maspina o inhibidor de peptidasa 5, es un aminodcido con funciones
no del todo conocidas, se le ha mencionado como gen supresor tumoral para cancer de colony
mama, se ha sugerido que suprime angiogénesis, reduce la invasividad del tumor, crecimiento y
metastasis. En la cornea se ha reportado su presencia en el estroma, siendo la primera célula no
epitelial que la sintetiza. Juega un rol regulador de la adhesién celular de la matriz extracelular, y

en la migracién de fibroblastos activados durante la reparacion corneal. *°

Uroquinasa (uPA): es una proteina estudiada previamente en modelos in vivo, donde se ha
observado su sobre expresidn en corneas con lesiones quimicas, térmicas o mecanicas. Existe la
teoria de que esta proteina contribuye a la migracién celular epitelial durante el proceso de

reparacion corneal. 2°

10



PREGUNTA DE INVESTIGACION

éCudles son los marcadores inflamatorios sobre expresados en el tejido corneal de pacientes con

queratocono en comparacion con los expresados en estroma de corneas sanas ?

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El queratocono es una patologia corneal que afecta principalmente a adultos jovenes; su curso
caracteristicamente progresivo lo califica como una de las principales causas de baja vision en la
poblacion en edad productiva. No existen hasta el momento intervenciones terapéuticas no

invasivas claramente establecidas que ayuden a frenar la progresion del dafio por queratocono.

Varios mediadores de la inflamacién han sido reportados en queratocono, como moduladores
del microambiente corneal y a la contribucion del dafio tisular. La mayoria de los estudios
existentes hasta el momento se basan en el estudio de las citocinas en la pelicula lagrimal, la cual
juega un factor importante en el microambiente de la cérnea, pero las alteraciones de las
citocinas en la lagrima no reflejan con exactitud procesos de indole intracorneal. Los estudios
recientes sostienen el concepto emergente de que la fisiopatologia del queratocono tiene un

trasfondo inflamatorio.

11



JUSTIFICACION

La importancia de encontrar una fuerte asociacion entre citocinas inflamatorias con la presencia
y aun mas importante, la progresion del queratocono, facilitara en un futuro el desarrollo de
farmacos que intervengan en la modulacién de estas citocinas para el cese de la progresién del

queratocono y favorecer la preservacion de la visién en los pacientes.

Ya se ha comenzado a estudiar por Shetty et al. la administracion de farmacos como la
ciclosporina para la reduccién de la estimulaciéon inflamatoria en especial de las
metaloproteinasas , proponiéndolo como nueva terapéutica en el queratocono, mas existe la
necesidad de mayores estudios en tejido corneal para valorar comparativamente la presencia de
citocinas en corneas con queratocono y cuales ademas se encuentran en condiciones de
normalidad para que esta informacion sea utilizada como fundamento en futuros estudios
experimentales donde se busque implementar farmacos que tengan como mecanismo de accion
disminuir la expresién o desregulacién de las citocinas encontradas en el estroma de corneas con

queratocono.

La intencidn de este estudio es determinar la sobre expresion de marcadores inflamatorios y de
dafio tisular en el estroma corneal en queratocono en comparacion con estroma corneal sano,
para asi poder planear estrategias terapéuticas futuras con farmacos dirigidos a disminuir la
expresion o desregulacién encontrada y poder frenar la progresién del queratocono a estadios
avanzados donde la pérdida de capacidad visual llega a ser incapacitante en algunas situaciones

o de requerir de procedimientos invasivos como la queratoplastia penetrante.

12



OBJETIVOS

Principal

1. Detectar la expresién de marcadores de inflamacion y dafio tisular en el tejido corneal con

queratocono.

Secundarios

1. Determinar los marcadores de dafio tisular y/o inflamacién presentes en el estroma de
corneas sana

2. Comparar la expresion de marcadores de inflamacién y dafio tisular en el tejido corneal con

gueratocono en comparacion con la expresion de los mismos en estroma corneal sano.

13



HIPOTESIS

Existe un aumento en la expresion de citocinas pro inflamatorias en botones de corneas con

queratocono en comparacion con las encontradas en estroma de cornea sana.

Hipdtesis nula: no existe diferencia entre la expresion de citocinas en el estroma corneal con

queratocono versus estroma de cornea sana.

Hipdtesis alterna: Se encontrara un aumento de las citocinas pro inflamatorias en las muestras

de estroma corneal sano.

14



MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio de tipo comparativo, transversal y prospectivo en el departamento de
cornea y el centro de investigacién biomédica de la Fundacion Hospital Nuestra Sefiora de la Luz
en la Ciudad de México. Donde se tomaron muestras de tejido corneal de botones corneales
obtenidos mediante queratoplastia penetrante y como controles el estroma corneal sano
obtenido mediante procedimiento de SMILE® por ldser de femtosegundo de pacientes sometidos
a cirugia refractiva. Lo anterior bajo firma de consentimiento informado por parte del paciente

sobre el uso de su tejido para este estudio.

Criterios de inclusion en el grupo de queratoplastia penetrante (QPP)

Edad mayor de 15 afios, sexo indistinto.

Pacientes con diagndstico de queratocono grado IV segun la clasificacion de Amsler Krumeich,
aprobados para queratoplastia penetrante por el comité de transplantes del departamento de
cornea vy cirugia refractiva.

Firma de consentimiento informado para la utilizacion del tejido para la investigacion.

Criterios de inclusién en el grupo SMILE®

Edad mayor de 21 afios, sexo indistinto.

Pacientes sin otra patologia corneal, con diagndstico de ametropia (miopia/astigmatismo
midpico) sometidos a cirugia refractiva mediante técnica SMILE® por laser de femtosegundo.

Firma de consentimiento informado para la utilizacion del tejido para la investigacion.

Criterios de exclusion

Pacientes con alguna otra patologia corneal que no sea queratocono o ametropia.

Pacientes con antecedente de trasplante corneal previo en cualquier ojo.

Pacientes que se nieguen ante la firma del consentimiento informado para la utilizacion del

tejido para la investigacion.

15



Criterios de eliminacion
Manipulacidon excesiva de la muestra al momento de obtener el lenticulo.
Muestra inadecuada o insuficiente.

Decisién del paciente de abandonar el estudio.

Obtencién de lenticulos: Todas las cirugias se realizaron con femtosegundo VisuMax® sistema
laser 2.0 (Carl ZeissMeditec AG, Jena, Alemania) con una tasa de repeticion de 500 kHz y una
energia de pulso de 180nJ por un solo cirujano. Se colocd anestésico tépico (tetracaina al 0.5%)
previo al procedimiento. El ojo quirdrgico es ubicado bajo un cono de contacto de aspiracién de
VisuMax®, una vez que el ojo se fijé correctamente, el cirujano inicid la succién automatica y
comienza el tratamiento. El espesor de la tapa fue de 120 micras. El diametro de la tapa fue de
7.3mm, 0.8mm mayor que el didmetro de la lenticula de refraccién. La zona de corte para
acceder al lenticulo se fijé en 90°, con una anchura circunferencial de 2.0mm. El lenticulo de
refraccion se diseco al separar la lamela anterior de la posterior a través del corte lateral y se
retiré manualmente a través de la incision. El lenticulo obtenido se colocé en tubos de PBS'y

buffer de lisis con inhibidores de proteasas y se almacend a -802 C hasta su procesamiento.

Obtencién de muestra de botones corneales:

Todas las muestras de estroma corneal con queratocono fueron obtenidos por medio de
queratoplastia penetrante. No se realizaron modificaciones en la técnica quirtrgica convencional
para la toma de la muestra de estroma corneal. Previa asepsia y antisepsia, se colocan campos
estériles, colocacion de blefardstato, anillo de fijacion escleral, marcaje corneal, trepanacion de
cornea con un corte de 8mm con un trepano de succion. Se obtiene el tejido corneal del
receptor y se procede a realizar la diseccion del epitelio y endotelio corneal manualmente, esto
realizado por un solo cirujano. El estroma obtenido se colocd en tubos de PBS y buffer de lisis

con inhibidores de proteasas y se almacend a -802 C hasta su procesamiento.
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Extraccidon de proteinas. Se descongelaron los lenticulos y fueron lisados con ayuda del Tissue
extraction reagent (Invitrogen) y un coctel de inhibidor de proteasas (Sigma Aldrich). Los tejidos
fueron homogeneizados con la ayuda de un mortero y un pistilo. El extracto total se recolectd en
tubos y se centrifugaron a 10,000rpm durante 5 minutos, se recolecté el sobrenadante el cual
contiene las proteinas totales y se almacend a -802C hasta su uso. Las proteinas totales fueron
cuantificadas con ayuda del NanoDrop. Una vez cuantificada la cantidad de proteina se ajusto la

cantidad de proteina a Img/mL en un volumen de 50 microlitros.

Andlisis protedmico: La cuantificacion de citocinas y marcadores de dafio tisular se realizd por
medio de un arreglo de proteinas en membranas de nitrocelulosa usando el kit de Proteome
Profiler Array-Human Angiogenesis (R&D Systems) que incluye las siguientes marcadores: Activin
A, ADAMTS-1, Angiotensina, Angiopoyetina 1 y 2, angiostatina/plasmindgeno, anfiregulina,
artemina, factor coagulacion Ill, CXCL 16, DPPIV, EGF, EG-VEGF, endoglina, endostatina/colagena
XVIII, endotelina, FGF 1Y 2, FGF 4, FGF 7, GDMF, GM-CSF, HB-EGF, HGF, IGFBP-1,2 y 3, IL-1 beta,
IL-8, TGF beta 1, leptina, MCP-1, MIP-1a, MMP 8, MMP 9, NRG-beta 1, Pentraxina 3, PD-ECGF,
PDGF-AA, PDFG-AB/PDGF-BB, persefina, factor plaquetario 4, PIGF, prolactina, serpin B5, E1 y F1,
TIMP 1, TIMP 4, trombospondina 1 y 2, uPA, vasoinhibina, VEGF, VEGF-C. Siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los resultados fueron obtenidos con un fotodocumentador G-BOX

imaging system y analizados con el software Vision Works LS.

Andlisis estadistico: Los datos fueron analizados en base al control negativo y control positivo. Se

considerd una diferencia bioldgicamente significativa a >2 tasas de cambio (fold change).

17



Variables:
Metaloproteinasas: Variable cuantitativa, definida como enzima proteolitica, degradadora

principalmente de matriz extracelular. Se realizé la medicidn en base a su expresion relativa.
Antimetaloproteinasas: Variable cualitativa ordinal, definida como enzima reguladora de
metaloproteinasas, disminuyendo su actividad proteolitica. Se realizd la medicién en base a su

expresion relativa.

Citocinas: Variable cualitativa ordinal, definida como conjunto de proteinas que regulan las

interacciones del sistema inmunoldgico, se realizé su medicion con base a su expresion relativa.
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RESULTADOS

Se incluyd un total de 22 pacientes. 7 del grupo de queratoplastia penetrante (QPP) de los cuales
todos fueron del sexo masculino y la media de edad fue de 27.8 afios (16-43). 15 pacientes
fueron incluidos del grupo SMILE® de los cuales el 33% fueron del sexo masculino y 66.6%

femenino, con una media de edad de 25.4 (21-30) afios.

Se encontrd una sobre expresién significativa de 11 proteinas en el grupo QPP: Angiogenina,

DPPIV, endostatina, FGF I, FGF Il, IGFBP-2, IL-8, MMP-9, MMP-8, serpina B5 y uroquinasa.

En la tabla 1 se describe su expresion por grupo vy la tasa de cambio obtenida de la comparacion
entre ambos grupos, destacando como mas alta la endostatina con una tasa de cambio de 6.26.
Asi como en la imagen 1 se puede observar las membranas de nitrocelulosa posterior a la

captacion de proteinas y su revelado.

El resto de las proteinas incluidas en el kit no mostraron sobre expresion significativa las cuales
fueron : Activin A, ADAMTS-1, Angiotensina, Angiopoyetina 1 y 2, angiostatina/plasminogeno,
anfiregulina, artemina, factor coagulacion Ill, CXCL 16, EGF, EG-VEGF, endoglina, endotelina, FGF
4, FGF 7, GDMF, GM-CSF, HB-EGF, HGF, IGFBP-1y 3, IL-1 beta, TGF beta 1, leptina, MCP-1, MIP-
la, NRG-beta 1, Pentraxina 3, PD-ECGF, PDGF-AA, PDFG-AB/PDGF-BB, persefina, factor
plaguetario 4, PIGF, prolactina, E1 y F1, TIMP 1, TIMP 4, vasoinhibina, VEGF, VEGF-C.

No se observd ninguna proteina infraexpresada significativamente comparando ambos grupos.

En las graficas 1y 2 se muestra la expresion de proteinas comparativa por grupos, en la grdfica 1

se muestran las proteinas con mayor rol inflamatorio y en la grdfica 2 las proteinas con mayor rol

antiangiogénico.
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PROTEINA

Angiogenina
Dipeptidil peptidasa IV (DPPIV)
Endostatina

Factor crecimiento fibroblastico tipo
1 (FGF 1)

Factor crecimiento fibroblastico tipo
[l (FGF II)

Proteinas de adhesion del factor
crecimiento similar insulina tipo 2
(IGFBP-2)
Interleucina 8 (IL-8)
Metaloproteinasa 8 (MMP-8)
Metaloproteinasa 9 (MMP-9)
Serpina B5 (maspin)
Uroquinasa (uPA)

GRUPO
QPP
1.00
0.58
0.47
0.38

0.21

0.99

0.23
0.82
0.52
0.31
0.31

GRUPO SMILE  TASA DE CAMBIO
0.32 3.08
0.14 4.25
0.08 6.26
0.10 3.80
0.09 2.38
0.43 2.28
0.07 3.27
0.16 524
0.22 2.36
0.10 3.17
0.11 2.84

Tabla 1: Proteinas encontradas significativamente sobre expresadas, unidad de medida: area de densidad

(pixeles)

. Angiogenin
. Serpin B5
. Endostatin
. DPPIV
FGF I

. FGF Il

. IGFBP-2

. IL-8

. MMP-8
10.MMP-9
11.uPA

CONOU A WNR

Imagen 1: Fotografia de las membranas de nitrocelulosa posterior a la captacidn de proteinas por grupo.

20



-
]
]

-
o
1

o
wn
1

Area de densidad (pixeles)

°
<

DPPIV
FGF |
FGF I

o~

o
(]
w
Qe

MMP-8
MMP-9

QPP
E3 SMILE

Tasa de cambio
2-4(")
4-6 (**)
>6 ()

Gréfica 1: Proteinas con rol inflamatorio. Comparacion de la expresion en grupo QPP vs. Grupo SMILE

- 157

°

[}

X

a2 e

5 1.0

©

S

7]

&

T 0.54

[

°

©

o

1

< (.0 2
©
£
=
Q
o
)
=)
1
<

Serpina B5

©
c
=
S
7]
[*]
T
c
w

E3a QPP
SMILE

Tasa de cambio
24"

4_6 (**)

> 6 (***)

Gréfica 2: Proteinas con rol angiangiogénico.
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DISCUSION

La cicatrizacion corneal es un proceso complejo que involucra células inflamatorias, proliferacién
celular, remodelacién de matriz extracelular por accién de proteasas como uroquinasa, plasmina
y metaloproteinasas. 3

La intencion de este estudio fue demostrar la desregulacién en expresion de proteinas en

corneas con queratocono comparado con estroma corneal sano.

La proteina mayormente sobre expresada en el presente estudio fue endostatina, conocido
como colageno tipo XVIII la cual forma parte de los coldgenos no fibrilares, con fuertes
propiedades antiangiogénicas suprimiendo la proliferaciones de células endoteliales e
induciendo apoptosis de las mismas. Existe la teoria de la participacion de la endostatina en el
proceso de cicatrizacion corneal activa y se mantiene por tiempo prolongado.'? Probablemente
el aumento de esta tenga relacion con la ausencia de vascularizacién corneal en las cicatrices por

queratocono.

Estudios previos han reportando que la disminucion de IGFBP2 promueve la formacién de
miofibroblastos, lo que sugiere que tiene un potencial antifibrético en mantener el fenotipo
corneal en contra de la formacién de miofibroblastos, y evitar la progresién de la cicatrizacion
corneal, se han reportado receptores en estroma corneal previamente.'®1 L3 sobre expresion
significativa de IFGBP2 en el grupo de queratocono de este estudio apoya la teoria de que el
aumento de IGFBP2 en corneas con queratocono avanzado comparado con estroma corneal

sano es por mecanismo compensatorio para disminuir el grado de cicatrizacion corneal.

La dipeptidil peptidasa IV se encontré aumentada en nuestro estudio, esto se piensa debido a la
continua lesién corneal producida por el uso de lente de contacto en pacientes con queratocono
y ademds por el estado de hidrops corneal, ésta proteina ya esta reportada aumentada en
modelos de ratones in vivo en situaciones de lesién corneal por lente de contacto, quemadura

térmica y quimica. 1
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Angiogenina es una proteina encargada de regular la respuesta inflamatoria, controlando la
actividad de las interleucinas proinflamatorias como IL-6 e IL-8 y aumentado la expresién de IL-
10. En nuestro estudio no medimos la expresidon de IL-10 pero si la de IL-8, la cual fue encontrada
elevada significativamente en comparacion con estroma corneal sano, esto se explica debido a
que es producida por los fibroblastos corneales en respuesta al dafio corneal, encargada de la

quimiotaxis de neutrdfilos. &1/

El factor de crecimiento fibrobldstico promueve la diferenciacion reversa de miofibroblastos a
fibroblastos, el encontrar significativamente elevada esta proteina habla de un efecto regulador
corneal para tratar de mantener la transparencia de la cérnea, al encontrarse alteradas las fibras
de coldgeno estromales, controlando la diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos la
formacién de cicatriz serda menor. Es importante mencionar que TGF beta no se encontrd
aumentado de forma significativa, lo cual es contrario a lo previamente reportado en corneas
con queratocono severo, pudiera ser debido a que la actividad de conversion de fibroblastos a
miofibroblastos por esta proteina ya se encontraba inactiva y la fase cicatrizal estaba estable en

los tejidos. *

Respecto a la IL-1 en este estudio no encontramos la sobreexpresidon de esta interleucina aunque
si de las metaloproteinasas. Como es bien sabido la IL-1 participa en la regulacién de la via de las
metaloproteinasas, probablemente la ausencia de la expresion de la misma en este estudio sea
debido a que ya no existia el estimulo persistente y las metaloproteinasas ya se encontraban
liberadas.

Se estudiaron la MMP8 y MMP9, encontrando mayormente aumentada la MMPS8, esta en
especifico se ha reportado que tiene un rol en la migracion de los neutrdéfilos a nivel de la matriz
extracelular, mayormente en estroma corneal, a diferencia de la MMP9 la cual se ha reportado

previamente en alteraciones de la pelicula lagrimal y el epitelio corneal. 8
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Serpina B5, conocida como proteina antiangiogénica, en la cérnea se ha reportado en el estroma
de la misma, siendo la primera célula no epitelial que la sintetiza. Juega un rol regulador de la
adhesion celular de la matriz extracelular y en la migracion de fibroblastos activados durante la
reparacion cornea. Al ser el queratocono avanzado una patologia que ocasiona disrupcién de las
lamelas estromales, es esperado que esta proteina juegue un rol al tratar de matener la

arquitectura corneal conservada y avascular. °

Uroquinasa es una proteina estudiada previamente en modelos in vivo, donde se ha observado
su sobre expresion en corneas con lesiones quimicas, térmicas o mecdanicas. Existe la teoria de
gue esta proteina contribuye a la migracion celular epitelial durante el proceso de reparacion
corneal. Su elevacion en nuestro estudio pudiera ser secundaria al dafio epitelial de las corneas
evaluadas, hasta el momento no se le ha encontrado expresién significativa a nivel de estroma

corneal. 20

Esto nos ayuda como apoyo a las bases fisiopatoldgicas del queratocono previamente conocidas
y aporta nuevas probabilidades de mecanismos de dafio para conocimiento mas extenso de la
enfermedad y en un futuro poder otorgar tratamientos meta para disminuir la formacién de

cicatriz corneal en queratocono avanzado.

Las principales limitaciones de este estudio se discuten a continuacioén:

El tamafio de la muestra se considera pequefia, ya que el poco acceso a los tejidos donadores y
su alto costo hacen que las cirugias de queratoplastia penetrante no sean tan frecuentes,
ademas ambos grupos tuvieron diferente cantidad de muestra, esto fue debido a la diferente
cantidad de tejido obtenida por procedimiento (mayor en los botones, menor en los lenticulos).
Por lo que requirié de mayor muestra por parte del grupo SMILE para poder ser comparable con

la cantidad de proteina obtenida de un botén corneal.
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La distribucion de ambos grupos es poco comparable ya que en el grupo QPP solo se pudieron
incluir pacientes del sexo masculino contra el grupo SMILE donde la mayoria fueron del sexo

femenino, asi como la variacién de las edades entre los grupos.

Hay que considerar en el grupo SMILE, la posible influencia sobre los resultados el hecho de
someter al tejido a un procedimiento invasivo, pudiendo existir liberacién de proteinas
inflamatorias al momento del procedimiento y esto alterar el resultado de la expresién al

momento del procesamiento de las muestras.

Se requieren estudios posteriores donde se correlacione el aspecto clinico con la cuantificacion

proteica por paciente para asi poder obtener conclusiones mas especificas.
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CONCLUSIONES

Existe un aumento en la expresion de proteinas reguladoras de inflamacion y antiangiogénicas

en cérneas con queratocono en comparacién con estroma corneal sano.
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