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INTRODUCCION

Pterigion

El pterigion es un desorden comun conjuntival que exhibe cambios
degenerativos, hiperplasicos, proliferativos asi como caracteristicas
inflamatorias aunado a una rica vasculatura. ( El término pterigion deriva
del griego pterygion que significa “ala”. Se trata de una tumoracioén benigna
de forma triangular que se orienta de forma horizontal, con la base

periférica y el vértice central sobre la cérnea. *

La maxima incidencia del pterigion se observa entre los 20 y 40 anos de
edad y su curso natural varia considerablemente. Esta tumoracién se situa

en la hendidura interpalpebral, suele ser bilateral y asimétricay esinas

frecuente en el sector nasal. En el vértice se observa generalmente una zona
avascular grisicea y plana. Puede apreciarse una linea de hierro,
denominada linea de Stocker, por delante de la cabeza del pterigion. Los
pterigiones con crecimiento activo se caracterizan por tener una rica

vasculatura asi como un cuerpo grueso e inyectado.

Se han propuesto diferentes etiologlas para explicar la del pterigion en las
que se ha involucrado la remodelacion de la matriz extracelular, la
inflamacibén , los mecanismos antiapoptoéticos, las citoquinas, la pérdida de

la homeostasis de células conjuntivales, los factores de crecimiento y



antiangiogénicos , infecciones virales y la exposicibn a radiaciones

ultravioleta. ®

Hallazgos histopatolégicos revelan una hiperplasia epitelial con un tejido
fibrovascular exuberante en el estroma del pterigion asi como degeneracion
elastotica del tejido conjuntival subepitelial. La extension de la proliferacion
fibrovascular ha sido considerado como un marcador confiable para predecir

la. propension del tejido a recidivar.

Recidiva del pterigion y tratamiento

El tratamiento del pterigion es sintomatico y quirurgico. Es concocida su alta
incidencia de recidiva por lo cual han sido probadas distintas técnicas
quirurgicas tales como escisién simple, uso de autoinjertos , uso de
membrana amnidética y terapias coadyuvantes como mitomicina C,
radioterapia y antiangiogénicos entre otros. Dentro de las técnicas con

menor incidencia de recurrencias esta el uso de autoinjerto de conjuntiva. ®

Tetraciclinas

Las tetraciclinas son una familia de antibiéticos de amplio espectro , fueron

por primera vez aislados del Streptomyces aureofaciens en 1947 . Actian

fundamentalmente como bacteriostaticos a las dosis habituales, aunque
resultan bactericidas a altas dosis, generalmente toéxicas. Actian por varios

mecanismos ©:

-Desacoplan la fosforilacién oxidativa de las bacterias.



-Inhiben la sintesis proteica al unirse a la subunidad 30 S del

ribosoma.

-Alteran la. membrana citoplasmatica de organismos susceptibles,

permitiendo la salida de componentes intracelulares.

Las resistencias bacterianas a las tetraciclinas son de apariciéon lenta. Se
producen por tres mecanismos; eflujo activo, proteccién ribosomal e

inactivacion enzimatica. (M

Dos de las tetraciclinas semisintéticas mas usadas son la doxiciclina y la
minociclina que en esencia son dos productos bien tolerados y seguros.
Aparte de su uso como antibioticos se les han encontrado otras propiedades
como actividad antiproteasa , antimetaloproteinasa, modificadores de la

apoptosis y como inhibidores de la neovascularizacion. &

Apoptosis

El término apoptosis como forma de muerte celular, diferente de la muerte
celular secundaria a necrosis, fue por primera vez descrito por Kerr y
colaboradores en 1972. En contraste con la necrosis, la cual es un fenémeno
pasivo, la apoptosis celular requiere de energia y la accidén de una cascada de
genes. Existen tres caracteristicas de la apoptosis que incluyen disminucién
del volumen celular, marginacion de cromatina y fragmentacion del DNA el
cual forma grupos 3’-hidroxilo libres considerados como marcadores de

células apoptoticas. @



La apoptosis ocurre de manera fisiolégica durante la. morfogénesis, la
renovacion tisular y en la regulacion del sistema inmunitario. Determinados
hechos celulares pueden ser explicados por trastornos en la regulacion de
los genes responsables de la apoptosis, como es el caso de la transformaciéon

y la progresion tumorales. (10

Se requieren sefnales apropiadas para activar la apoptosis las cuales pueden
ser intracelulares (via intrinseca :dafo en el ADN, ciclo celular defectuoso) o
extracelulares (via extrinseca; toxinas, factores de crecimiento, 6xido

nitrico , citoquinas, hormonas). 9

Tanto la via extrinseca como intrinseca tienen un punto final comun

(conversion de pro caspasa a caspasa 3 ) para formar el apoptosoma,. (10

Se sabe que existe un delicado balance entre los mecanismos promotores de
la apoptosis y los mecanismos inhibidores de la apoptosis que contribuyen a
matener la homeostasis de las células, la pérdida de este balance produce

alteraciones que pudieran explicar la patogenia de diversas condiciones. (19

Dentro de los inhibidores de la apoptosis se encuentran genes como bcl-2 y
bel-x1, mientras que los promotores de la apoptosis incluyen otros genes

como bax, bad, bak y bel-xs.(1®

Pterigién y apoptosis

En el pterigion, existe una expresiéon anormal de genes asociados con el

control de la apoptosis como p53, bax y bcl-2. El factor de transcripciéon



p63, miembro de la familia del gen p53, ha demostrado ser un marcador
especifico para células epiteliales y corneales, mismo que se ha encontrado

elevado en muestras de pterigion. ®

Bautista de Lucio y cols. han propuesto que el pterigion es el resultado de
una disrupcion del proceso normal de apoptosis que sucede en la conjuntiva
sana, sugieren que existe un efecto anti apoptético en el pterigion primario

que promueve su perpetuacién y crecimiento. 1

Tetraciclinas y apoptosis

Existe fuerte evidencia de que la familia de las tetraciclinas interfieren con la

cascada de la apoptosis.

Yrjanheikki et al reportaron que la minociclina y la doxiciclina en modelos

neuronales reducian la expresion de caspasa-1 y la expresion de caspasa 3.

12

Vazquez y colaboradores demostraron que la doxiciclina en células de
conjuntiva sana disminuye Bax y Bcl-x y que no produce ningun efecto en la

expresion de Bel-2. (19

Por otro lado Zhu y colaboradores en modelos de ratén con enfermedad de
Huntington demostraron que la minociclina inhibia la via caspasa

dependiente (citocromo ¢ y Smac / DIABLO) y la via caspasa independiente .
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Doxiciclina y neovascularizacion

Estudios han demostrado que la administracion tépica de doxiciclina al 8 %
muestra efectos antiangiogénicos al reducir la neovascularizaciéon corneal

por quemaduras quimicas corneales producidas a ratas.(1%

Cox y cols han sugerido el posible uso de doxiciclina como terapia
coadyuvante en pterigion tras demostrar la habilidad de ésta para reducir su
crecimiento en un modelo en ratén de células epiteliales de pterigion. Los
mismos autores proponen que la doxiciclina podria disminuir el indice de las
recidivas tras cirugia dadas sus habilidades para inhibir la

neovascularizacién y el crecimiento fibrovascular. (19-
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Esquema 1. APOPTOSIS, via extrinseca e intrinseca.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe que dentro de las propiedades de la doxiciclina estan el ser un
regulador de mecanismos apoptdticos sin embargo no se conoce Si su uso
podria tener efecto sobre el proteoma apoptético del pterigidn regulandolo

hacia la apoptosis.

JUSTIFICACION

El pterigion es una de las condiciones mas frecuentes en la consulta
oftalmolégica, los resultados de su tratamiento quirurgico frecuentemente
no son muy satisfactorios , sobre todo por la alta recidiva de éste, por 1o cual
decidimos estudiar el efecto de la doxiciclina siendo nuestro blanco
terapéutico la apoptosis cuyo desbalance ha sido propuesto como etiologia

del pterigién primario .

HIPOTESIS

Existen cambios en la cascada de la apoptosis en el pterigion tratado con

doxiclina al 2% con respecto a 1os no tratados .
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OBJETIVOS.

Objetivo General.

Evaluar el efecto de la doxiciclina en el proteoma apoptotico del pterigién

primario.

Objetivos Especificos.

1. Determinar la expresioén de proteinas apoptéticas en células tratadas

y no tratadas con doxiciclina %

2. Determinar las reacciones adversas al uso de doxiciclina al 2%

3. Comparar recidiva del pterigion entre ambos grupos.

12



MATERIAL Y METODOS

*Tipo de estudio

+ Ensayo clinico controlado y experimental

*Sujeto de estudio

* Selecciéon de pacientes de la consulta externa del Hospital
Oftalmolégico Nuestra Sefiora de la Luz reclutados durante diez
semanas con diagnoéstico de pterigion primario a los que se les propuso

cirugia.

*@Grupos:

Grupo de estudio: Conformado por ocho pacientes a quienes previo
consentimiento informado se les indicé administracién toépica de
doxiciclina al 2% cada, cuatro horas, quince dias previos a la cirugia de

pterigion.

Grupo control: Conformado por ocho pacientes que sélo fueron

tratados con cirugia

*Criterios inclusion.

« Cualquier sexo

« Mayores de 40 anos

« Pterigion primario

13



*Criterios exclusion.

- Aquellos con signos de inflamacioén o infeccién ocular activa. .

« Comorbilidad ocular

*Criterios de eliminacién

* Desapego al tratamiento

* No regresb a consultas subsecuentes

*Variables.

Tipos de variable
-Demograficas
Edad : en numero.
Sexo: Masculino / Femenino.
-Oftalmoldgicas

Pterigion. Tamano medido en mm con ayuda de programa de
computadora (Adobe Photoshop CS5.5)

-Efectos secundarios:
Signos:
Queratopatia punteada superficial,
Hiperemia conjuntival,

Otros

Sintomas

14



Prurito
Sensacion de cuerpo extrano
Otros

*Visitas programadas (Pacientes tratados o no tratados):

Dia, O: Firma de consentimiento informado, revision en lampara de
hendidura, se tomaron fotografias e inicia aplicacion topica de doxiciclina al

2% el grupo de estudio.

Dia 15: Previo a escision de pterigion, toma de fotografias en ambos grupos.

Dia 16 : Primer dia post quirurgico, revision en lampara de hendidura y toma

de fotografias en ambos grupos.

Dias 90, 180: revision en lampara de hendidura y toma de fotografias, se
valoré la incidencia de recidiva, su tamano y su vascularizacién, tanto en

grupo tratado como en grupo control.

*HEfectos secundarios

En las visitas se valor6 que no existieran efectos secundarios

atribuibles al medicamento.

Se consideraron como efectos secundarios aquellos que pudieran tener
una relacién directa con la aplicacién del medicamento tanto signos como
sintomas tales como queratopatia punteada superficial, hiperemia

conjuntival, prurito y escozor.

15



*Preparacion doxiciclina al 2%

Se pesan 2.4 gramos de doxiciclina con bascula digital los cuales se
diluyen en 120 mililitros de solucién salina al 0.9%, en campana de flujo
laminar se esteriliza por filtracioén y se colocan 5 ml en goteros estériles. Se
mantiene en congelacién. Se siguen los lineamientos dictados por la
farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos para la elaboracién de gotas

oftalmicas.

*Técnica quirurgica

« Autoinjerto de conjuntiva

*Manejo de tejido

Posterior a la reseccion de pterigion éste fue preservado en solucién
salina y transportado en medio frio al departamento de microbiologia y
Protedmica, de la Unidad de Investigaciéon del Instituto Oftalmologico

“Fundacioén Hospital Conde de Valenciana” donde fueron congelados a -80°C.

*Microarreglos:

Las 16 muestras , 8 tratados y 8 controles, se homogenizaron en un buffer
de lisis (1% NP-40, 20mM Tris-HCI1 pH 8, 137 mM NaCl, 10% glicerol, 2mM
acido etilenodiaminotetracético, 1 mM ortovanadato, 10 y g/mL aprotinina,

10 y g leupeptina) en agua por 3 horas , en movimiento a 2°C .
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Tras mezclar las muestras, se separaron los sobrenadantes por
centrifugaciéon (14000 rpm) 30 minutos a 4 °C, posteriormente se
almacenaron a -80°C y se cuantificaron las proteinas por el método de
Bradford modificado siguiendo las instrucciones del kit para determinacion

de proteinas del proveedor (Bio-Rad).

Se utilizé el Kit de arreglo de perfil proteico para Apostosis Humana (R&D
systems), el cual contiene 4 membranas de metilcelulosa cada una con 35
anticuerpos por duplicado. Se realizé un “pool” de las muestras de cada
grupo y se colocaron 200ug sobre cada membrana se siguieron los pasos
descritos en el inserto del producto. Se reveld por quimioluminiscencia (GE
Healthcare UK), siendo los patrones capturados por medio del
fotodocumentador (Diversity system) y analizados con el software Gene
tools (Syngene UK) . La densimetria del patrén fue normalizada con respecto

al control interno.

Se normalizaron los datos y se midié cada proteina por cambio de expresion,
asi los resultados debajo de uno representaron expresion disminuida, mayor
a uno sobreexpresiéon e igual a uno sin cambios. Consideramos como

biolégicamente significativos a la sobrexpresion >2, y la infraexpresion < 1.

17



RESULTADOS

En total se incluyeron 16 pacientes 8 tratados y 8 controles, con edades que

oscilaban entre 52 a 78 anos con un promedio de 64 anos.

10 pacientes pertenecieron al sexo femenino y 6 al masculino.

Las medidas del pterigion en la visita del dia cero oscilaron entre 5.05 mm a,
8.61 mm (medido cabeza y cuerpo) con un promedio de 6.79 mm, no se
obtuvieron cambios en las mediciones en ninguno de los dos grupos en la

visita del dia 15.

Dentro de los efectos adversos asociados posiblemente al uso de doxicilina al
2% sOlo se reportd en 2 pacientes prurito y en uno sensacion de cuerpo

extrano.

Se analizé la expresiéon de 35 proteinas apoptoéticas ( se usaron 2

membranas para control y 2 para tratados)

Fotografia.- Microarreglos, primeras & membranas pterigion grupo control, la 2 Gltimas
pterigion tratado con doxiciclina 2%.
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Se normalizaron los datos y se midi6 la expresion de cada proteina por fold
change, asi los resultados debajo de uno representaron expresion
disminuida, mayor a uno sobreexpresion e igual a uno sin cambios en el

ptergion tratado con doxciclina al 2% respecto a los controles.

Se obtuvieron asi 9 Proteinas sobrexpresadas: (SAMC/Diablo, HTRAZ / Omi,
HSP 70, HSP 60, HO-2/HMOXZ2, Fas/TNFSF-6, Citocromo c, Catalasa, Caspasa,
3), & proteinas con expresion sin cambios: (XIAP, Pro caspasa 3) y 24
proteinas con expresion disminuida: (TNFR1, survivina, Phospho rad 17,
Phospho p53 S392, Phospho p53 S46, Phospho p53 S15, p 27 Kip 1, p2l/
CIP1/CDNK 1A, PONR2 , Livin, HSPR27, HO-1/HMOX1/HSP32, HIF-1a, FADD,
Trail R2 DR5, Trail R1 DR4, clusterina, claspina, cIAP-1, cIAP-2, bcl x, bcl-2,

bax, bad). (Tabla 1)

En total 3 pterigiones recidivaron 2 del grupo control y uno del grupo
tratado, sin diferencia estadisticamente significativa (X ® correccion Yates:
1.64). En la visita del dia 90 los 2 pacientes del grupo control que
presentaron recidiva esta ya se encontraba . La recidiva, en el grupo tratado
se presentd hasta la visita del dia 180 . Las medidas de las recidivas de
pterigion variaron, la recidiva No. 1 del grupo control 5,45 mm, la recidiva
No. 2 del grupo control 7.25 mm, la recidiva del grupo tratado 4.75 mm.
También se tomaron las medidas de la extension de la vascularizacion del

pterigién desde el limbo hacia la cornea en la recidiva 1 del grupo control

19



fué de 2.45 mm, en la recidiva 2 del grupo control 5.25 mm y en la recidiva

del grupo tratado con doxiciclina de 1.75 mm. (Tabla 2)

9 Proteinas sobrexpresadas SAMC/Diablo, HTRAZ / Omi, HSP
70, HSP 60, HO-8/HMOXZ2, Fas/
TNFSF-6, Citocromo c, Catalasa*,

Caspasa 3

2 proteinas con expresion sin | XIAP*, Pro caspasa 3*

cambios

24 proteinas con expresiéon | TNFR1*, survivina*, Phospho rad
disminuida, 17*, Phospho p53 S392*, Phospho
p53 S46*, Phospho p53 S15*, p 87
Kip 1*, p21/CIP1/CDNK 1A*,
PONR* , Livin*, HSPRQ7*, HO-1/
HMOX1/HSP32*, HIF-la*, FADD*,
Trail R& DR5*, Trail R1 DR4*,
clusterina*, claspina*, cIAP-1%*,

cIAP-2*, bcl x*, bcl-&*, bax*, bad*

Tabla 1. Relacién de proteinas sobrexpresadas, con expresion sin cambios y con expresion
disminuida en el pterigién tratado con doxiciclina al 2% , comparada con el pterigién sin
tratamiento.* Con valores biolégicamente significativos

20



Recidiva 1 grupo control 5.45 mm 2.45 mm

Recidiva 2 grupo control 7.25 mm 5.25 mm

Recidiva grupo tratado 4.75 mm 1.75 mm
con doxiciclina al 2%

Tabla . Muestra el tamano de las recidivas de pterigién en los dos grupos y la extension de
los vasos desde el limbo hacia la cérnea en estas.
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Grafica 1. Expresion de 35 proteinas apoptoticas en pterigion tratado con doxiciclina al 2%.
9 proteinas se encontraron sobrexpresadas, 4 con expresion baja y & sin modificaciones en
en el pterigion tratado con doxiciclina 2% en comparacién con el no tratado.
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Fotografia 1. Medidas de las recidivas de pterigion.

Fotografia 2. Extension de los vasos desde el limbo en las recidivas.
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DISCUSION

En el pterigion se ha encontrado que existe la pérdida de una apropiada
apoptosis como ocurre con algunos crecimientos neoplasicos (8 .

Se sabe que el inhibidor de apoptosis bcl-2 forma, heterodimeros con genes
promotores de la apoptosis y en particular se cree que la proporcion bcl-2 /
bax determina el destino de la célula. La generacion 6 la inhibicién de 1la
apoptosis dependera del predominio de proteinas de la familia Bcl-2 pro-
apoptoéticas (Bad, Bax) versus anti-apoptoticas (Bcl-2, Bel-XL). Cuando las
proteinas anti apoptéticas Bcl-2 y Bcel-XL se encuentran en concentraciéon
suficiente en la superficie membranosa, heterodimerizan con Bad y Bax
impidiendo su accién manteniendo la integridad de las membranas evitando

la apoptosis (19:20),

Tanto bax como bcl-2 son dos genes controlados por el gen de supresion
tumoral p 53, el cual inhibe la expresion de bcl-2 y promueve la expresion de
bax. (RL,2R)

En nuestro trabajo encontramos que en el pterigion tratado con doxiciclina
al 2 % tanto bad y bax (pro apoptosis) como bcl2 y bel-x (anti apoptosis)
estaban infraexpresadas pero bcl-x de forma mas notable sugiriendo asi que
la doxiciclina regula a las células del pterigion hacia la apoptosis.

Bautista de Lucio y colaboradores han demostrado una sobrexpresion de
mas del doble en pterigion comparado con conjuntiva sana de Fas/TNFRSFG,

Bcel-x, clusterina, pro caspasa 3, citocromo ¢, SMAC/Diablo, HIF-1 y la
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expresion disminuida de catalasa. @D En los pterigiones tratados con
doxiciclina al 2% encontramos lo contrario una infraexpresiéon de Bcl -x
clusterina , procaspa y HIF-1, en cambio sobrexpresion de catalasa en
comparacion con pterigion primario.

Es conocido que si no es posible la reparaciéon celular, p53 induce apoptosis
mediante dos mecanismos €l primero a través de la activacion de la caspasa
8 y el segundo mediante el aumento transitorio del nimero de receptores
Fas en la superficie celular. Bautista de Lucio y colaboradores reportaron
sobrexpresién de Hsp-70 proteina antiapoptosis en el pterigion primario en
comparacion con conjuntiva sana, esta proteina inhibe la via de la apoptosis
entre la liberacion de citocromo y la activacion de la caspasa, en este mismo
estudio reportaron mayor sobrexpresion de procaspasa e infraexpresion de
caspasa 3 en el pterigion primario en comparacioén con la conjuntiva sana,
suponiendo un bloqueo en la cadena de apotosis en la conversion de
procaspasa a caspasa 3 paso esencial para que esta se lleve a cabo (D |
Encontramos que en las células de pterigion tratadas con doxiciclina al 2%
hay un desbloqueo en este paso de la apoptosis , pudiendo ésta llevarse a

cabo.

También observamos que la recidiva en el grupo tratado se presentd de

forma mas tardia y con menor vascularizacion.

25



I Doxi/pterigion B Pterigion

ill]JJJ

catalasa cleaved caspase 3 Pro- caspase 3 Bcl-x Bcl-2

Grafica 2. Comparacién entre analisis proteoma, apoptotico pterigion tratado con doxiciclina
¥y pterigién primario sin tratamiento. En proteoma apoptético del pterigién primario hay
sobreexpresién de procaspasa 3, bcl-x y bel-2 e infraexpresién de catalasa, bad y bax . En el
pterigion primario tratado con doxiciclina se observa una sobrexpresién de catalasa y la
infraexpresion de caspasa, procaspasa 3 , bcl-x, bcl-2 bax y bad. En el pterigién primario
hay un bloqueo de la conversion de pro caspasa 3 a caspasa 3 €l cual no se encuentra en el
pterigion tratado con doxiciclina al 2%.
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CONCLUSIONES

La apoptosis es un proceso vital para mantener la homeostasis en los tejidos.
Se ha propuesto dentro de la etiologia del pterigibn un bloqueo en la
conversion de pro caspasa a caspasa 3, punto clave para que la apoptosis
pueda llevarse acabo, se sabe asi que el pterigion es el resultado de una
disrupcion del proceso normal de apoptosis que ocurre en la conjuntiva sana.
En nuestro trabajo encontramos que el uso de doxiciclina al 2% en el
pterigiébn primario tiene como blanco terapéutico la apoptosis,
promoviéndola al permitir la, conversidén de pro caspasa a caspasa 3.

A pesar de haber tenido cambios con significancia bioldgica en el proteoma
apoptotico del pterigion tratado con doxiciclina al 2% , no se obtuvieron
cambios macroscopicos a los 15 dias de tratamiento de esta manera creemos
que nuestro trabajo abre las puertas para investigar su uso a distintas
concentraciones con diversas formas de administracion , diferentes tiempos
de uso, asi como probar su utilidad en pterigiones recidivantes ya que
pudimos observar menor vascularizacion y una aparicion mas tardia en la

recidiva de pterigion del grupo tratado con doxiciclina al 2%.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO REVISADO Y AUTORIZADO POR LOS COMITES DE
INVESTIGACION Y ETICA.

* Acorde a los lineamientos emitidos en el Reglamento a la Ley General de Salud en Materia
de Investigacion para la Salud.

Meéxico Df, a, de 2011

Por medio de la presente yo: hago constar

que de sido informado ampliamente acerca del estudio que se estd realizando en el
departamento de Enfermedades Inflamatorias Oculares sobre el uso de doxiciclina al 2%

como terapia coadyuvante previa a la escisién de pterigion.

Sé que es un medicamento tradicionalmente usado como antimicrobiano , al que se le han

descubierto propiedades antiinflamatorias y antiangiogénicas a una concentracion al 2%.

Sé que hay presentaciones oftalmicas en unguiento de tetraciclina (TERRAMICINA) pero no
para aplicacién en gotas por lo cual autorizo sea utilizado un preparado al 2% de

doxiciclina como complemento al tratamiento de mi pterigion.

También he sido informado que la vision de mi 0jo no estd comprometida, ya que s6élo
actuars en la porcidn superficial de mi ojo. Estoy enterado que entre los riesgos de la cirugia

de pterigion se encuentra principalmente la recidiva.

Me comprometo a informar cualquier molestia derivada del uso de estas gotas asi como

externar cualquier duda que tenga

Nombre y Firma.

Testigo 1 Testigo 2
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