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INTRODUCCION

Los analogos de prostaglandinas de uso oftdlmico son hipotensores oculares
que regulan el flujo de salida uveoescleral hacia el espacio supracoroideo y
venas epiesclerales, inhibiendo la accion de metaloproteinasas (MMP) en el
metabolismo de la matriz extracelular en el cuerpo ciliar y otras estructuras

oculares.

Los farmacos analogos de prostaglandina F,,, tienen un receptor antagonista
selectivo del prostanoide FP el cual reduce la presion intraocular
incrementando el flujo de salida del humor acuoso. La reduccién de la presion
intraocular en el hombre empieza alrededor de 3 a 4 horas después de la
administracion y el efecto maximo se alcanza después de 8 a 12 horas. La

reduccion de presion se mantiene por lo menos 24 horas.

Estudios en animales y el hombre indican que el principal mecanismo de accion
es un flujo de salida uveoescleral incrementado, aunque se ha reportado en el
hombre una disminucion de la resistencia de salida de flujo, puede ocurrir una
hiperemia conjuntival o episcleral de leve a moderada durante el tratamiento

tépico.

El tratamiento cronico con analogos de prostaglandinas en ojos de monos, los
cuales se habian sometido a la extraccion de lentes extracapsulares no afectd
los vasos sanguineos de acuerdo con lo que se determind por angiografia con
fluoresceina, ni indujo una pérdida de fluoresceina en el segmento posterior de

0jos humanos seudofaquicos durante el tratamiento a corto plazo.



El profarmaco se absorbe bien a través de la cérnea y todo el farmaco que
entra al humor acuoso se hidroliza durante su paso a través de la cérnea. Los
estudios en el hombre indican que el pico de concentracion en el humor acuoso
se alcanza aproximadamente 2 horas después de la aplicacién topica. Después
de la administracion topica en monos, el farmaco se distribuye principalmente

en el segmento anterior, la conjuntiva y los parpados de los ojos.

Solo cantidades diminutas del farmaco alcanzan el segmento posterior. El
metabolismo principal ocurre en el higado. La vida media en el plasma es de
17 minutos en el hombre. Los metabolitos principales, el 1,2-dinory el 1,2,3,4-
tetranor, no ejercen ninguna o soélo una débil actividad biologica en los estudios

en animales y se excretan principalmente en la orina.

Las citocinas o interleucinas son proteinas de bajo peso molecular esenciales
para comunicacion intercelular, son producidas por varios tipos celulares,
principalmente por el Sistema Inmune. Estos mediadores solubles controlan
muchas funciones fisioldgicas criticas tales como: diferenciacién y maduracién
celular, inflamacién e inmune local y sistémica, reparacion

tisular, hematopoyesis, apoptosis y muchos otros procesos biologicos.

Las citocinas y quimiocinas desempefian un importante papel en el
mantenimiento y coordinacién de los procesos inflamatorios de la superficie
ocular. Aunque diversos estudios han demostrado la presencia de algunas de
estas moléculas en lagrima de sujetos sanos, no existe un consenso sobre qué
citocinas y quimiocinas se encuentran de forma natural en la pelicula lagrimal ni

su concentracion.


https://es.wikipedia.org/wiki/Inflamaci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Hematopoyesis
https://es.wikipedia.org/wiki/Apoptosis

En estudios recientes se ha demostrado que las citocinas se unen a un
receptor de superficie celular especifico generando cascadas de sefializacion
celular que alteran la funcion celular. Esto incluye la regulacion positiva o
negativa de diversos genesy sus factores de transcripcion que resultan en la
produccién de otras citocinas, o un aumento en el nimero de receptores de
superficie para otras moléculas, o la supresion de su propio efecto mediante

retroregulacion.

Méas de 100 péptidos genética y estructuralmente diferentes son reconocidos
como citocinas. Son muy potentes y actian uniéndose a receptores especificos
sobre la superficie celular. Son producidas por diferentes tejidos y tipos
celulares. Las citocinas secretadas por linfocitos se llaman linfocinas y aquellas

producidas por macréfagos son monocinas.

Las citocinas tienen vida corta actuando a nivel local en forma autocrina y
paracrina, solo algunas citocinas son normalmente presentes en la sangre que
son capaces de actuar a distancia; por ejemplo: eritropoyetina (EPO), factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B)), factor de células totipotenciales
(SCF) y factor estimulante de las colonias de monocitos (MSCF). Cada citocina
es producida por una sub-poblacién celular en respuesta a diferentes
estimulos, induciendo una caracteristica constelacion de efectos en cascada
agonista, sinérgica o antagonica alterando funcionalmente la célula blanco. Sus
actividades son redundantes o sobrepuestas, es decir varias citocinas

diferentes comparten o inducen los mismos cambios o acciones bioldgicas.

Las principales citocinas que actlan en la respuesta inespécifica o inflamacién

son: Interleucina 1 (IL-1), Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF-a), Interleucina


https://es.wikipedia.org/wiki/Genes
https://es.wikipedia.org/wiki/Factor_de_transcripci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Eritropoyetina
https://es.wikipedia.org/wiki/Factor_de_crecimiento_transformante_beta
https://es.wikipedia.org/wiki/Factor_de_crecimiento_transformante_beta
https://es.wikipedia.org/wiki/IL-1
https://es.wikipedia.org/wiki/TNF-%CE%B1

8 (IL-8), Interleucina 12 (IL-12), Interleucina 16 (IL-16) e Interferones. Todas
ellas son pro-inflamatorias. IL-6 e IL-12, ademas, actuan en la inmunidad
especifica: IL-6 es un factor autocrino de linfocitos B7 mientras que [L-12

estimula la Inmunidad celular citotéxica.

En inflamacion los macrofagos son estimulados para producir multiples
moléculas tales como Oxido Nitrico (NO), quimocinas, leucotrienos,
prostaglandinas, factor activador de plaguetas y complemento. Todas esas
moléculas forman la respuesta inflamatoria, caracterizada por permeabilidad
vascular aumentada y reclutamiento de células inflamatorias. Fuera de efectos
locales las monocinas tienen efectos sistémicos que contribuyen a las
defensas del huésped tales como: induccion de fiebre y proteinas de respuesta

aguda inflamatoria.

La respuesta inflamatoria es beneficiosa cuando las monocinas se producen en
cantidad adecuada pero deletérea y fatal si se producen en exceso, las
citocinas mas toxicas son IL-1 y TNF las cuales son las principales mediadoras
de la respuesta aguda inflamatoria generalizada caracteristicos del choque

séptico y la falla multi-sistémica orgéanica.

Estas moléculas inflamatorias son finamente reguladas por multiples
inhibidores y antagonistas; rapidamente estd emergiendo evidencia sobre
citocinas anti-inflamatorias, las cuales son las interleucinas 10, 13, 24 y 42
(producidas por linfocitos Th2). Especificamente IL-10 es una proteina de 35-
kD producida por células B, T y Mj activados, cuyas principales actividades in
vitro incluyen supresion de la activacion de macrofagos y de la produccion de
TNF-y, IL-1, IL-6 e IL-8; de especial interés es conocer que IL-10 también

inhibe la produccion de IFN-y por las células Th1 y NK, estos datos se


https://es.wikipedia.org/wiki/IL-8
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=IL-16&action=edit&redlink=1

complementan con experimentos en modelos murinos donde la neutralizacién
0 bloqueo de IL-10 lleva a elevados niveles de TNF e IL-6 y al suministrar IL-10
exogenamente mejora la sobrevida y reduce las citocinas inflamatorias. Es de
resaltar que existe otra citocina poderosamente antinflamatoria que actta sobre
muchas células blanco: el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B);
esta interleucina es muy importante en la regulacion y su actividad
incrementada induce consecuencias indeseables de la respuesta inmune tales

como fibrosis, angiogénesis e inmunosupresion en cancer.

Generalmente las citocinas actlan como mensajeros intercelulares

produciendo:

1. Activacién de los mecanismos de inmunidad natural:
a. activacion de los macrofagos y otros fagocitos.
b. activacion de las células NK.

c. activacion de los eosindfilos, induccion de la sintesis de proteinas de

fase aguda en el higado

2. Activacion y proliferacion de células B, hasta su diferenciacién a células

plasméticas secretoras de anticuerpos.

3. Intervencion en la respuesta celular especifica.

4. Intervencién en la reaccion de inflamacion, tanto aguda como cronica.
5. Control de los procesos hematopoyéticos de la médula ésea.

6. Reparacion tisular.

Las citocinas siendo inespecificas respecto del antigeno, pueden ejercer

acciones de modo especifico. Son varios los mecanismos que explican esta


https://es.wikipedia.org/wiki/Factor_de_crecimiento_transformante_beta

particularidad: Regulacion muy fina de los receptores de cada citoquina: los
receptores se expresan en determinadas células una vez que éstos han
interactuando con el antigeno. La citocina sélo alcanza concentraciones
adecuadas para actuar en el estrecho espacio que queda entre dos células
interactuantes, por ejemplo los que se forman en el complejo TH:B, donde se
alcanzan mejor esos niveles de citocinas. Existen diferentes clases de
receptores de membrana para citocinas, pero se pueden agrupar en seis
familias: Receptores de la superfamilia de las inmunoglobulinas: que poseen
varios dominios extracelulares de tipo Ig. Como ejemplo:IL 1, IL 1 B, IL 16.
Receptores de factores de crecimiento hemopoyéticos o CLASE |. Pertenecen
a la familia de receptores alfa, beta y gamma. Se han reconocido en este
grupo, las siguientes citocinas: IL 2, IL-3, IL-5, IL 6, IL 7, IL 9, IL 13, IL 15, GM-
CSF (factor estimulante de colonias granulocitos-monocitos) y G-CSF (Factor
estimulador de colonias de Granulocitos). El receptor para el GM-CSF se
expresa en los PMN como una clase Unica de alta afinidad (Kd de 199 pM;
entre 300 a 2800 receptores por célula). Los progenitores mieloides, eritrocitos,
células dendriticas, megacariocitos, células plasmaticas, ciertos linfocitos T,
células endoteliales, eosindéfilos, macréfagos, monocitos y células mieloides
leucémicas expresan receptores, las dos Ultimas de afinidad intermedia (Kd de

10 a 40 pM) y el resto de baja afinidad (Kd <2 pM).

La orquestacion simultanea de varias respuestas y la redundancia del sistema
inmunitario queda quiza mejor ilustrada a traves de la estructura de algunos de
los receptores de interleucinas. El receptor de la IL-2 consta de tres cadenas:
alfa, beta y gamma. La expresion de las tres cadenas da lugar al receptor de

IL-2 de alta afinidad; La expresion de las cadenas beta y gamma da lugar solo



a un receptor de IL-2 de afinidad intermedia, La cadena alfa representa sélo un

receptor de afinidad baja.

Recientemente se ha demostrado que las mutaciones o eliminaciones de la
cadena gamma del receptor de la IL-2 constituyen la base molecular de la
inmunodeficiencia grave combinada ligada al cromosoma X (IDGC). Resulta
interesante sefalar que las mutaciones de las cadenas alfa o beta del receptor
de la IL-2 no dan lugar a la IDCG (al menos en modelos animales). Esta
aparente discrepancia se debe a que la cadena gamma del receptor de la IL-2
es también parte del complejo receptor para la IL-4, la IL-7, la IL-9 y la IL-15;
esta cadena se denomina ahora cadena gamma comun. El receptor de la IL-
15 comparte las cadenas beta y gamma con el receptor de la IL-2. La cadena a

del receptor de la IL-13 es idéntica a la cadena alfa del receptor de la IL-4.

Recientemente se han producido avances importantes en la dilucidacién de la
ruta que conduce desde la unién de la citocina con el receptor de la célula
diana hasta la activacion de la transcripcion de los genes cuyos productos son
responsables de los efectos de dichas citocinas. He aqui un modelo general

gue se puede aplicar a muchos receptores de las clases | y II:

1. La citocina provoca la dimerizacion de las dos subunidades del receptor
(cadenas alfa y beta), en el caso de las quimiocinas se produce la dimerizacion
de sus receptores, lo que coloca cercanas a sus respectivas colas

citoplasmicas.

2. Una serie de protein-quinasas de la familia de JAK (JANUS QUINASAS) se
unen a las colas agrupadas de las subunidades del receptor, con lo que se

esas quinasas se activan.
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3. Las JAK se autofosforilan.
4. Las JAK fosforilan a su vez determinadas tirosinas de las colas del receptor,

5. Entonces proteinas de otra familia, llamada STAT (transductores de sefal y
activadores de transcripcion) se unen a algunas de las tirosinas fosforiladas de

las colas del receptor, quedando cerca de las JAK.
6. Las JAK fosforilan a las STAT unidas a las colas del receptor.

7. Al quedar fosforiladas, las STAT pierden su afinidad por las colas del
receptor, y en cambio tienden a formar dimeros entre si. (Las tirosinas
fosforiladas que han quedado libres en las colas del receptor sirven para unir

nuevos monomeros de STATS).

8. Los dimeros de STAT fosforilados emigran al nucleo de la célula, donde
actlan ahora como activadores de la transcripcion de ciertos genes, al unirse a

secuencias especiales en la parte 5’ respecto de las porciones codificadoras.
MECANISMO DE REGULACION DE CITOCINAS

El distinto espectro de citocinas secretadas por las dos subpoblaciones de
linfocitos TH1 y TH2 determina los efectos biologicos diferenciales durante el
curso de la respuesta inmune. Las dos poblaciones linfocitarias estan sujetas a
finos controles cruzados. Las células TH1: producen IL-2, IFN- y y TNF-B. Son
responsables de funciones de inmunidad celular (activacion de linfocitos TC e
hipersensibilidad de tipo retardado), destinadas a responder a parasitos
intracelulares (virus, protozoos, algunas bacterias). Las células TH2 producen:
IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. Actian como colaboradoras en la activacion de las

células B, y son mas apropiadas para responder a bacterias extracelulares y a

11



helmintos. También estdn implicadas en reacciones alérgicas (ya que la IL-4

activa la produccién de IgE y la IL-5 activa a los eosindfilos)

En los afios recientes esta cada vez mas claro que el resultado de la respuesta
inmune depende en buena medida de los niveles relativos de células TH1 y
TH2: en una respuesta a patdgenos intracelulares existe un aumento de
citocinas de TH1, mientras que en respuestas alérgicas y ante helmintos es

superior el nivel de las de TH2.

Un punto importante en todo esto es la existencia de una regulacion cruzada
entre TH1 y TH2; El IFN-gama secretado por las TH1 inhibe la proliferacion de
las TH2. Por su lado, la IL-10 secretada por las TH2 inhibe la secrecion de IL-2
e IFN-gama por parte de las TH1. Esta inhibicion en realidad no es directa: la
IL-10 produce un descenso marcado de la cantidad de MHC-II de las células
presentadoras de antigeno, que por lo tanto ya no pueden ejercer bien su papel
de activar a las TH1 (Recordemos: MHC-I: determinan glucoproteinas de
membrana que aparecen en casi todas las células nucleadas, que sirven para
presentar antigenos peptidicos de células propias alteradas a los linfocitos T
citotéxicos (TC); MHC-II: determinan glucoproteinas de membrana de células
presentadoras de antigeno (macro6fagos, células dendriticas, linfocitos B), y que
sirven para presentar antigenos peptidicos a linfocitos T); Ademas, las TH2
inhiben por sus citocinas la produccién en macréfagos del 6xido nitrico (NO) y
otros bactericidas, asi como la secrecion por estos macréfagos de IL-1, IL-6, IL-
8 y otras citocinas. Este fendmeno de regulacion negativa cruzada explica las
ya antiguas observaciones de que existe una relacion inversa entre la

produccion de anticuerpos y la hipersensibilidad de tipo retardado.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Existe una diferencia significativa en la cantidad de citocinas proinflatorias en
la lagrima de los pacientes que usan analogos de prostaglandinas para el

control de glaucoma?

JUSTIFICACION

Los farmacos prostanoides son actualmente muy empleados para el
tratamiento topico del glaucoma, no existe un estudio previo en el que se
cuantifiquen los valores de citocinas proinflamatorias que se ven relacionas con

el uso de este tipo de medicamentos

OBJETIVOS

Analizar las citocinas proinflamatorias que se incrementan en la pelicula

lagrimal de pacientes que utilizan analogos de prostaglandinas de manera

cronica para el tratamiento de glaucoma.

DISENO

Estudio experimental, prospectivo.

13



MATERIAL Y METODOS

Se obtuvo una muestra de lagrima a pacientes del servicio de glaucoma de
esta institucion que se encuentran utilizando farmacos analogos de
prostaglandinas y se analizo la muestra para cuantificar las citocinas
proinflamatorias encontradas en ella con el paquete Quantikine para
inmunoensayo de Interleucina 12 p40 humana, Interleucina 17 y Factor de
crecimiento transformante B1, asi mismo se tomo muestra de lagrima en un
segundo grupo de pacientes del servicio de glaucoma que utilicen hipotensores
oculares no analogos de prostaglandinas y un tercer grupo de pacientes sanos
gue no utilizan medicamento tépico ocular en los cuales también se analizara la
muestra de lagrima para cuantificar la cantidad de citoquinas proinflamatorias.
Se realizo la cuantificacion de acuerdo a los lineamientos establecidos en el
manual de cuantificacion de cada citocina de la siguiente manera:
IL-12:
1. Preparar todos los reactivos.
2. _Agregar 100 microlitros de diluyente RD1W a cada pared.
3._ Agregar 100 microlitros de muestra a cada pared. Incubar 2 horas (TA).
4. Aspirar y lavar 4 veces.

Aspirar y lavar cada pared, repitiendo el proceso en un total de 3 veces
para hacer 4 lavados. Lavar cada pared con solucién de Buffer de lavado (400
microlitros). Después de cada lavado remover el remanente de Buffer de
lavado por aspiracion y decantado. Invertir la placa en una toalla de papel
limpia.
5. Agregar 200 microlitros de IL-4 conjugada en cada pared. Incubar (para

células del plasma [2 hrs] y otras [1 hr]).

14



6. Aspirar y lavar 4 veces.

7._ Agregar 200 microlitros de solucion del sustrato en cada pared. Incubar a
30 minutos. Proteger de la luz.

8._ Agregar 50 microlitros de solucién de parado en cada pared. Leer a 450 nm

durante 30 min. A 540 o0 570 nm.

IL-17:
1._ Preparar todos los reactivos.
2. Agregar 100 microlitros de diluyente RD1-36 a cada pared.
3._ Agregar 100 microlitros de muestra a cada pared. Incubar 3 horas (TA).
4. Aspirar y lavar 3 veces.

Aspirar y lavar cada pared, repitiendo el proceso en un total de 3 veces
para hacer 4 lavados. Lavar cada pared con solucion de Buffer de lavado (400
microlitros). Después de cada lavado remover el remanente de Buffer de
lavado por aspiracion y decantado. Invertir la placa en una toalla de papel
limpia.
5. Agregar 200 microlitros de IL-4 conjugada en cada pared. Incubar durante 1
hora.
6._ Aspirar y lavar 3 veces.
7._ Agregar 200 microlitros de solucion del sustrato en cada pared. Incubar a
30 minutos. Proteger de la luz.
8._ Agregar 50 microlitros de solucién de parado en cada pared. Leer a 450 nm

durante 30 min. A 540 o0 570 nm.

15



TGF-1:
1._ Preparar todos los reactivos.
2. Agregar 50 microlitros de diluyente de ensayo a cada pared.
3._ Agregar 50 microlitros de muestra a cada pared. Incubar 2 horas (TA).
4. Aspirar y lavar 4 veces.

Aspirar y lavar cada pared, repitiendo el proceso en un total de 3 veces
para hacer 4 lavados. Lavar cada pared con solucion de Buffer de lavado (400
microlitros). Después de cada lavado remover el remanente de Buffer de
lavado por aspiracién y decantado. Invertir la placa en una toalla de papel
limpia.
5. Agregar 100 microlitros de IL-4 conjugada en cada pared. Incubar durante 2
horas.
6._ Aspirar y lavar 4 veces.
7._ Agregar 100 microlitros de solucion del sustrato en cada pared. Incubar a
30 minutos. Proteger de la luz.
8._ Agregar 100 microlitros de solucion de parado en cada pared. Leer a 450

nm durante 30 min. A 540 0 570 nm.

16



RESULTADOS

Las muestras de cada grupo fueron analizadas encontrando los siguientes

valores:

Curva patron que muestra el analisis de proteina total encontrado por cada

muestra en cada uno de los grupos.

0.45 -
0.4
0.35
0.3
0.25 ¢ Seriesl
0.2 —— Lineal (Series1)
0.15
0.1 y = 0.0325x + 0.0789
2 _
0.05 - R*=0.992
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3
#M Abs. ug/uL Abs. ug/uL Abs. ug/uL
1 0.092 0.40307692 0.095 0.49538462 0.127 1.48
2 0.091 0.37230769 0.092 0.40307692 0.088 0.28
3 0.095 0.49538462 0.09 0.34153846 0.091 0.37230769
4 0.091 0.37230769 0.162 2.55692308 0.153 2.28
5 0.088 0.28 0.119 1.23384615 0.09 0.34153846
6 0.094 0.46461538 0.089 0.31076923 0.089 0.31076923
7 0.093 0.43384615 0.088 0.28 0.087 0.24923077
8 0.094 0.46461538 0.099 0.61846154 0.16 2.49538462
9 0.086 0.21846154 0.092 0.40307692 0.096 0.52615385
10 0.11 0.95692308 0.092 0.40307692 0.12 1.26461538
11 0.165 2.64923077 0.102 0.71076923 0.091 0.37230769
12 0.093 0.43384615 0.092 0.40307692 0.235 4.80307692
13 0.135 1.72615385 0.092 0.40307692 0.15 2.18769231
14 0.094 0.46461538 0.09 0.34153846 0.182 3.17230769
15 0.173 2.89538462 0.096 0.52615385 0.095 0.49538462
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Tabla de proteina total encontrada en cada muestra

#M| pg/uL. Volumen total Prot. Total ug/uL. Volumen total Prot. Total ug/uL. Volumen total Prot. Total

1 0.218 5 1.09230769 0.280 30 8.4 0.249 5 1.24615385
2 0.280 25 7 0.311 20 6.21538462 0.280 30 8.4
3 0.372 10 3.72307692 0.342 30 10.2461538 0.311 50 15.5384615
4 0.372 3 1.11692308 0.342 5 1.70769231 0.342 15 5.12307692
5 0.403 34 13.7046154 0.403 10 4.03076923 0.372 3 1.11692308
6 0.434 5 2.16923077 0.403 15 6.04615385 0.372 40 14.8923077
7 0.434 10 4.33846154 0.403 5 2.01538462 0.495 20 9.90769231
8 0.465 10 4.64615385 0.403 50 20.1538462 0.526 3 1.57846154
9 0.465 3 1.39384615 0.403 20 8.06153846 1.265 15 18.9692308
10 0.465 3 1.39384615 0.495 40 19.8153846 1.480 5 7.4
11 0.495 12 5.94461538 0.526 50 26.3076923 2.188 20 43.7538462
12 0.957 62 59.3292308 0.618 15 9.27692308 2.280 10 22.8
13 1.726 10 17.2615385 0.711 42 29.8523077 2.495 80 199.630769
14 2.649 36 95.3723077 1.234 40 49.3538462 3.172 40 126.892308
15 2.895 6 17.3723077 2.557 50 127.846154 4.803 10 48.0307692
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