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Abreviaturas

DNA: Acido desoxirribonucleico.
RUV: Radiacion ultravioleta.
VPH: Virus del papiloma humano.
PLD: Fosfolipasa D.

MMPs: Metaloproteinasas.

TIMPs: Inhibidores tisulares de las metaloproteinasas.

FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos.
LOH: Perdida de heterocigosidad.

LCR: Region larga de control.

pRB: Proteina retinoblastoma.

CaCu: Céancer cervicouterino.

Mdm2: Proteina murina doble minuto.

GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

pb: Pares de bases.
kDa: Kilo Daltons.
mg: Miligramos

ml: Mililitros.

Hg: Microgramos.
pl: Microlitros.

mM: Mili molar.

ng: Nanogramos
mA: Miliamperio.
PCR: Reaccibén en cadena de la polimerasa.
WB: Western blot.
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Resumen

El pterigion es una enfermedad en la que se presgatimiento anormal de la conjuntiva
sobre la cornea; de origen desconocido, uni odrdgtque se caracteriza por tener una forma
triangular y consta de tres areas: cabeza, cuerpolay Diversos estudios han intentado
describir su etiologia utilizando diferentes evidea moleculares, genéticas Yy/o
epidemioldgicas. Aunque los resultados han sidm poncluyentes, han permitido dilucidar
nuevos factores de riesgo que pueden tener relaoidta aparicion de la enfermedad. Se ha
sugerido que factores externos, como los virus,ripnddesencadenar el desarrollo del
pterigion, principalmente los virus del papilomarfano (VPH). Tomando en cuenta que en
muchos estudios se propone a la radiacion ult@éotomo un factor de riesgo, se ha
propuesto un evento en el que la radiacion UV gefeemuna primera alteracion, a la cual
podriamos sumar un segundo evento que altere ldacegn del crecimiento normal de las
células de la conjuntiva, que seria la infecciom ypous del papiloma humano. Existen
reportes en los que se describe la presencia de d& papiloma humano en muestras de
pterigion, aunque los resultados no son tan corali@g, Nos permiten sentar las bases para
realizar un analisis de la presencia de VPH engideren México, un pais con un alto indice
de infecciones por virus de papiloma humano y cwsm mayor prevalencia de pterigion. En
este estudio se evalué la presencia del DNA des\del papiloma humano en muestras de
pterigion (n=40). Se obtuvieron muestras de coijansana (n=12) y se utilizaron como
control. El DNA de VPH se detect6 por PCR punta@limmplificando una region constante
del gen L1, presente en casi todos los tipos de$\de papiloma humano. De las 40 muestras
analizadas, 19 fueron positivas para VPH. Pardiftkm el tipo de VPH en estas muestras, se
secuenciaron los fragmentos amplificados. Los tiposecuencias de VPH identificados
fueron: el 11 (58%) y el 18 (42%). Ninguna muesteala conjuntiva control fue positiva a
VPH. Se realiz6 un WB para analizar la presencidadproteina L1 en las muestras de
pterigion VPH positivo, se observo la banda espgedsdL1 (57kDa) en solo 2 muestras de 10
analizadas. En conclusion, estos resultados muestrad7% de frecuencia del VPH en las
muestras de pterigion. ElI VPH tipo 11 presentd SR&%prevalencia, mientras que el tipo, 18,
solamente 42%. Aunque el porcentaje es alto, estnstados no nos permiten definir si es el

VPH un factor que desencadene la aparicion depiar
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Abstract

The pterygium is a disease in which the conjuncbvar the cornea abnormally growths,
generally of unknown origin, unilateral or bilaterd is characterized by a triangular shape
and consists of three areas: head, body and ter8l studies have tried to describe his
etiology using different molecular, genetic andr/epidemiological evidences, though the
results have been slightly conclusive, they haupdieto explain new factors of risk that may
be related to the onset of the disease. It has beggested that external factors, such as
viruses, might unleash the development of the gtany, especially the human papillomavirus
(HPV). Given that many studies suggested that ltnevinlet radiation as a risk factor, it has
been proposed that UV radiation could generatefitise alteration, then a second event,
deregulating normal growth conjunctival cells, thabuld be infection with human
papillomavirus. There are reports in human thatides the presence of papillomavirus of in
samples of pterygium, although results are not lesinee, allow us to lay the groundwork for
thinking about an analysis of pterygium in Mexieocountry with a high rate of infections
human papillomavirus and a higher prevalence afygtem. In this study it was evaluated the
presence of the DNA of human papillomavirus in seswf pterygium (n=40). Samples of
normal conjuntiva (n=12) were obtained as contktV DNA was detected by endpoint
PCR, amplifying the L1 gene, a constant regionsemeé in almost all types of human
papillomavirus. Of the 40 samples analyzed, 19 peasgtive for HPV. To identify the HPV
type in these samples, the amplified fragments werpienced. The types of HPV identified
were 11 (58%) and 18 (42%). None of the conjunctivatrol was positive for HPV. A WB
was performed to analyze the presence of the Lteijoran HPV-positive pterygium samples,
was observed the expected band of L1 (57kDa) iry @nlof 10 samples analyzed. In
conclusion, these results show a 47% of frequemdhie@HPV in the samples of pterygium.
The HPV type 11 presented 58% of prevalence, wkdteatype, 18, only 42%.Although the
percentage is high, these results do not allowoudefine if it is the HPV a factor that
unleashes the appearance of the pterygium.
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Introduccioén

El conocimiento del mundo circundante, la percapai@ los objetos y la estimacion
distancias, actividaddsasicas para el ser humaiestan dadogrincipalrrente por el sentido
de la vista El fendmeno de la visibn es un proceso compbgje, consiste, a grandes ras(
en captar mediante los ojos la energia procedemtend fuente emisora, transmisor:
reflectora de radiaciones luminosaa energia puede ser cuantificada en esta etapambe
el uso de la Optica y la fotometria. Esta energiminosa es convertida en sefi
neurobiolégicas desde la retina hastacortex (manto de tejido nervioso que cubre
superficie de los hemisferi cerebrales).El proceso termina con la interpretacion y
comprension de la sefal inicial, es decir, la gegiden del mundo que nos rod(Jauregui,
2001) .El globo ocular a través de sus estructuras rdoghestimulos luminosos externos,
codifica y transmite a través de la via Opticaeakbro, lugar donde se produce el fenémrr

de la vision Bartra y Arrondo, 200).

Anatomia del ojo

Cada globo ocular edge forma irregularmente esferoidal, estd forio por tres capas

concéntricas:Unica externa, media e interrfig. 1).

Mdasculos:

Cérnea Son seis y controlan
Conjuntiva: los movimientos del ojo
Lamina protectora
transparente Nervio éptico:
Conecta el ojo con el cerebro
Iris
Pupila

Esclerdtica

Figura 1: Anatomia del globo ocular.

B.E. Leslye Samano Hernandez Pagina 1
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Tanica externa: cornea y esclerotica.

La cOrnea es la estructura transparente que proporciona peaate del poder refractivo
necesario para enfocar la luz en la retina. Lae®sta constituida por cinco capas que de
afuera hacia adentro son: epitelio, membrana deniow estroma, membrana de Descemet y
endotelio. Lamembrana fibrosaesistente que protege los tejidos intraocularesjug
contribuye a mantener la forma y tono ocular reelbbeombre desclerética.(Alafion y col.,
2001).

Tanica media o vascular: Uvea, formada por iris, cu  erpo ciliar y coroides.

Denominada Uvea, consta de tres porciones biereddmdas: eiris presenta la forma de un
disco perforado en su centro por un orificio ciacyinmerso en el humor acuoso. Por otro
lado, elcuerpo ciliar desempefia un papel importante en la secrecion merhacuoso. El
cuerpo ciliar también contiene el masculo cilidrg@al cambia la forma del cristalino cuando
los ojos se enfocan en algo. taroideses una membrana profusamente irrigada con vasos
sanguineos Yy tejido conectivo, la cual se encuemtit@ la retina y la esclerética del ojo, tiene
como funcidon mantener la temperatura constantenyr rlgunas estructuras del globo ocular
(Blanco, 2005).

Tunica interna: retina.

La retina es la capa mas interna del globo ocular, dondaisia iel proceso de la vision. La
funcion de la retina es la de recoger, elaboraaysmitir sensaciones visuales, se encuentra
en contacto con la coroides por fuera y con ekw@ipror dentro (Graue, 2009). &Etreoes un

gel transparente que ocupa la totalidad del esgaciprendido entre la superficie interna de
la retina (Alafién y col. , 2001).
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Aparato lagrimal.

El aparato lagrimales el sistema de glandulas que se encuentran deiafrededor de los
parpados, produciendo lagrimas que mantienen elubjicado, limpio y sano. Se compone
del aparato secretor:constituido por la glandula lagrimal principal wrplas accesorias,
encargadas de la formacién de la lagrimaagigrato excretoresta constituido por un sistema
tubular que conduce la lagrima desde la superéieleojo, hasta las fosas nasales. (Bartra y
Arrondo, 2003).

Parpados.

La estructura musculo-membranosa cuya mision es mo&edos globos oculares recibe el
nombre deparpado,debido a su capacidad de cierre, representa uar faportante en la
proteccion del globo ocular frente a los agenteerars luz, calor, frio, polvo, etc. Los
parpados aseguran una hidratacion constante deiperficie ocular por sus continuos
movimientos (parpadeos), que se consideran conaatel fisiologico méas significativo del

flujo lagrimal, renovando y distribuyendo la pelectagrimal (Graue, 2009).

La conjuntiva es una delgada membrana mucosa wamada de aspecto normalmente
brillante. Forma el saco conjuntival junto con lgpearficie de la cérnea. Esta ricamente
vascularizada y contiene los componentes celulareanoldgicos necesarios para iniciar y

mediar las reacciones inflamatorias y sintetizaudiatintas inmunoglobulinas.

Debido a la importancia que representa la conjamirmal al constituir una barrera natural a
la invasion por substancias exogenas biologicasedss, dicha estructura se describira de

manera independiente.
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Conjuntiva

La conjuntivaes una membrana muc: transparente quena el globo ocular a los parpad
revistiendo a la vez la cara posterior de los piopgy la parte anterior del globo oci (fig.
2). En su parte anterior queda abierta a nivel detalidura palpebral, y en su parte poste
su epitelio se contindeon el corneal, asi como con el epitelio del apadat drenaje lagrimi

a través de los puntos lagrima

I

Figura 2: Conjuntiva Es una mmbrana fina y transparente que culla esclerética
(tunica externa).

La conjuntiva anatéraamente presenta tres porcio

La primera es laconjuntiva palpebral tapiza la superficie interna del parpado y ¢
firmemente unida al tarsiLa segunda es leonjuntiva bulbar,querecubre el globo ocula
débilmente unida a la esclera y marechamente unida al limbo de la co6r (fig. 3). Ahi el
epitelio conjuntival se fusiona con el epitelio roeal. Al ser celgada y transparente permr
ver facilmente los vasos subconjuntivales y epézateds

B.E. Leslye Samano Hernandez Pagina 4



A . RO
Tasa shertz 3 temgo. F & i
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA 7;/“‘?"{ et s

Fornix
Conjuntiva palpebral
Conjuntiva bulbar

Partes de la coniunva

Cornea

Parpado

Esclera

Figura 3: Estructura de la conjuntiva.

Finalmente,encontramos  fornix conjuntival, que es una ana de transicion entre
conjuntiva palpebral y la bulbedondese forman pliegues para permitir la movilidad ndr
del globo ocular (Lag y Lang, 200).

Estructura de la conjuntiva

El epitelio de la conjuntiva presenta como caracteristica ip@hcser de tipo cilindrico
estratificado, waria segun las zonas, teniendo células cilindeoasrofundidad, y planas !
la superficie. El coriérse encuentra por debajo del epitelio conjuntiviesta formado de

tejido conectivo infiltrado de linfocitcy fibroblastos Alafion y col. , 200).

Las glandulas dédenle son invaginaciones del epitelio del corion formi por células
caliciformes y segregan mucinas. Las glandKrause y wolfring son glandulas lagrimal

accesorias y estan situadas préximas a los f¢
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Funcién de la conjuntiva

La conjuntiva tiene dos cometidos principalesniatilidad del globo oculardebido a la débil
conexion entre la conjuntiva bulbar y la esclerdasnfornix permite que el globo ocular se
mueva libremente en cada direccion de la miradattaafuncion importante es el contribuir
comocapa deslizanteya quela superficie de la conjuntiva es suave y himeda parmitir
gue las membranas mucosas se deslicen indoloreilméate entre ellas (Bartra y Arrondo,
2003).

Enfermedades de la conjuntiva

La conjuntiva bulbar es una zona expuesta contiea&ra irritaciones ambientales: sol, aire,
frio, calor, sustancias toxicas, etc., que la afede modo constante (Lang y Lang, 2002). La
conjuntiva responde a esos estimulos inflamandestas inflamaciones continuas producen
cambios cronicos degenerativos que eventualmengelepudar origen a la aparicion de

neoformaciones conjuntivales. Las cuales se desthbevemente a continuacion

Pinglecula.

Es un engrosamiento amarillo grisdceo inocuo defelep conjuntival en la hendidura
palpebral. Es la alteracién conjuntival observadla mas frecuencia. El engrosamiento de la
conjuntiva es debido a la degeneracion hialina tdgtio coldgeno subepitelial. La edad
avanzada y la exposicion al sol, viento y polvoofaeen la aparicion de esta lesion (Graue,
2009) .
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Melanosis conjuntival

Es el engrosamiento pigmentado del epitelio conjahtLa melanosis conjuntival es rara, al
igual que todos los tumores malignos o potencialenenalignos de la conjuntiva. Su
patogenia edncierta. Habitualmente aparece después de logid9 @de edad. Los sintomas
tipicos son la pigmentacién irregular difusa y efj@samiento del epitelio que pueden ir y

venir.

Pterigion

Es un trastorno degenerativo de los tejidos subotimples, invade la cornea y la destruye; la
lesion aparece como una invasion triangular defguativa sobre la cérnea. (Stephen, 1993).
Debido a la importancia que representa el pterigidoreste trabajo, en la seccion siguiente se

definirdn varios aspectos importantes acerca @epagblogia.
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Pterigion.

Es una enfermedad en que se presenta un cuadrdlai®dciin cronica, proliferacién de
tejido conectivo subconjuntival y la presencia dgiagénesis, provocando un crecimientc
tejido elastatico (Illamado asi porque sus fibrdagenas tifien positivamente con las tincic
para tejido elastico pero no son sibles a la digestién por elastasa), y de conjurdivarmal
sobre la cornea (Ochdabares, 200).

Su descripcion original se remonta a los tiempolligécrates y al parecer su condicion nc
cambiado desde tiempos antiguos, describiéndos® aota membrana frovascular que
avanza sobre la superficie de la cornea a menudoraie triangular (con el vértice hacia
centro de la cérnea) algunas veces bilateral ylnmsumde se origina de la conjuntiva bull
nasal, aunque en ocasiones puede originarse dmjuntivatempora (fig. 4), (Detorakis y
col., 2000).

Figura 4: Pterigior nasal y temporalproliferacion fibrovascule

cuyos vértices invaden la cérnea.

El pterigion presenta caplicaciones, entre las que se cu minima irritacién ocular qu
puede agravarse provocando disminucién de la agudisnal y afectacién de la corni
pudiendo causar dificultad en la motilidad oculaprovocar diplpia. La agudeza visual
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probable que disminuya en etapas avanzadas debido participacion del eje visual

astigmatismo@allagher y col., 20( Piecyk-Sidor y col., 2009).
Fisiopatologia

La radiacion UV tipo Bes uno de los probables factores etiolégpara desarrollar pterigic
y tumores del limboEl pterigion crece a partir del epitelio limbal,epinta una forma
triangular (a menudo descrita como cabeza, cuegmay Un segmento de epitelio limb el
limbo migrante invade la cornea en forma centripggguido por el epitelio conjuntivi

La membrana de ®&vmar (esta localizada entre el epitekaterno y elestroma, su grosor
oscila entre 8 y 14 micras, esta compuesta desfidescolagenoy ayuda a la cornea
mantener su formage disuelveen el area cubierta por el borde del pterigion igyade la
corneaEl pterigion tiene un alto grado de recurre (OchoaTabares, 200).

Los sintomas (fig. 5) ®len presenrsecuando la cabeza del pterigion amenaza el centi@
cérnea y, por tanto, el eje visual. Las fuerzagetsion que actian sobre la cornea pur
causar un astigmatismo grave. Un pterigion que zvditmemente y que incluye tejit
conjuntival cicatricial puede, gradualmente, deteriotar motilidad ocular; el pacien

experimenta vision doble en abducc (Lang y Lang, 2002).

_

Ojorojo

i_ .
Sensacion de
[T cuerpo extrano
L J

Sintomatico

— —
)
Pterigion S Lagrimeo

Asintomatico

Figura 5: El Pterigior puede presentarse como sintomatia@smtomaticc
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Distribucion

El pterigion se presenta en todo el mundo. El predio del pterigion aumenta con la edad,
pero es mas frecuente en grupos de poblacién lesti20 y 50 afios de edad; no suele haber
predominio entre sexos cuando las condiciones die son similares (Aragonés y Alemafy,
2009). Es mas comun en climas calidos y secosr&ualencia es tan alta como un 22% en
zonas ecuatoriales y menos de 2% en latitudesraes@alos 40°.

El pterigion es mas frecuente en las poblacionesdas cerca del ecuador asi como en los
trabajadores que desempefian labores al aire 8brdgcir, existe una mayor prevalencia en
los agricultores, pescadores, trabajadores deaalseos y soldadores (John-Aryankalayil y
col., 2006).

La prevalencia del pterigion estd relacionadaledatitud geografica se pone de manifiesto
en los siguientes reportes: en la poblacion chen&idgapur es de 7%, en Victoria (Melburne,
Australia) es de 6.7%; y en las Islas Marshall esld.5%. En Indonesia es de 16.8%, en
Meitkila, en Myanmar Central es de 19.6%; en Baosags de 23.4%. También puede haber
discrepancias entre diferentes regiones de un migsais, por ejemplo en Brasil, en la

poblacion urbana caucésica la incidencia es de §.24menta hasta un 36.6%, en los indios

adultos de las zonas rurales (Aragonés y Alemai3oR

Histologia

Conceptualmente, la histologia del pterigiéon caasts una masa de tejido subepitelial que ha
sufrido degeneracion elastética (elastosis), llamaki porque las fibras colagenas
degeneradas se tifien basofilicamente y tambiéniyamsente con las tinciones para tejido
elastico, pero no son sensibles a la digestiOnefastasa; estos haces fibrosos se disponen
sobre un fondo de degeneracion hialina (Solomomly 2000). Se han descrito fibras de
colageno tipo 1 y 4 degeneradas, asi como fibragatdina inmaduras o fibras de elastina
degeneradas. Los cambios epiteliales son variagblesluyen hiperqueratosis, paraqueratosis

0 acantosis. Los fibroblastos se extienden en tebraa corneal anterior (por debajo de la
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membrana de Bowman), puede ser activado por RUMugde causar la ruptura de
membrana, resultando en una adherefirme del pterigion sobre el estroma corn Desde
un punto de vista histoquimicformas anormales de mucopolisadés, a menudo con ul
mayor cantidad de azucares neutros y acido sideogportan en el pterigion junto con a
niveles de aminoacidos especificos como es lanaokn comparacion con la conjunt

normal (fig. 6) Detorakis y Spandidos, 20).

Figura 6: El pterigiobnse compone de colageno subepitelial hialinizadc degeneracién elastosic
En el vértice corneal de la cabeza pterigidénexiste fragmentacion y destrucciér la membrana de

Bowman. (Atlas de oftalmologia clinica)

Factores de riesgo

Los factores de riesgo para el desao de pterigion han sido evalues en diferentes partes
del mundo y han proporcionado pruebas de que unpaoemte genético puede es
implicado en la patologia de pigion. También mecanismos aafpoptoticos, citocinas,
factores de crecimiento, los factores angiogél (Li y col., 2005) la remodelacion de
matriz extracelular,los mecanismos inmunoldgicos, e infeccic virales han sido

relacionado®n su patogen (Gallagher y col. , 200D Girolamo y col., 200).
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Papel de radiacion ultra-violeta (RUV)

Los estudios epidemiologicos indican que la expésicronica a la radiacion solar (RUV),
incluida probablemente la radiacién ultraviolgtaUV-B), es un factor importante en el
desarrollo del pterigion. Se sabe que la RUV tieneefecto cancerigeno, lo que resulta en
dafios en el DNA con la pérdida de control del enémito normal (Rodrigues y col., 2008).

La arquitectura periorbital, incluyendo la presendel borde orbital superior, la presencia de
las cejas y la prominencia nasal implica que lass @gstan relativamente protegidos a la
exposicion directa de la luz solar. Por otro laoo djos estan relativamente sin proteccion de

la luz proveniente de posiciones tanto lateral corfexior (Detorakis y Spandidos, 2009).

Existen reportes que plantean la posibilidad de lguexposicion a la luz solar actie en
combinacién con la exposicién al polvo o la aréaaue conduce a la superficie ocular a una
inflamacién cronica. Sin embargo, la alta prevakewe! pterigion en marineros o pescadores
gue viven en ambientes que carecen de polvo, Bestaducir que estas personas solamente
fueron expuestas a cantidades mayores de luz séjgepor superficies reflectantes, como la
superficie del mar, apuntando hacia una particfpadel albedo en la formacién del pterigion.
(Ochoa Tabares, 2006)

En un nivel molecular, la RUV se asocia con la cid@ade radicales libres activos que atacan
moléculas como el DNA y desactivan otras. Sin egdyagn el ojo, los radicales libres pueden
ser desactivados por las proteinas de la peliaglanal incluyendo la lactoferrina (Weinberg,
2003).

Se propone que la RUV puede ser el disparadorlmgcie active las células epiteliales basales
(no superficiales) del limbo a producir citocinasmo IL-6 e IL-8 asi como factores de
crecimiento. Estas proteinas multifuncionales actiuna cascada de eventos que incluyen;
inflamacién con aumento de infiltracion leucociariproliferacion con incremento de
linfocitos T, fibroblastos y miofibroblastos, angénesis con precursores como el Oxido

nitrico, la aparicion de capilares en el tejidaell, y antiapoptosis por accion del interferén
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gama. Estas citocinas inducen la expresion de opetdakinasas (MMPSs) y sus inhibidores
tisulares (TIMPs), afectando indirectamente eldedle remodelamiento tisular, promoviendo
qgue un segmento del epitelio del limbo invada lmea en forma centripeta, seguido por el
epitelio conjuntival, acompafiado de la vasculai@@acue ocurre en la conjuntiva adyacente

al pterigion.

Esto provoca la destruccion de la membrana de Bowpuaaccion de colagenasas (MMPS) y
la invasion del pterigion por accion del factor aecimiento fibroblastico beta (FGFy

factor de crecimiento transformante beta (T8 FOchoa-Tabares, 2006).

Superficie ocular

Estudios previos han reportado una asociacion emtperigion y cambios en el ojo seco,
como la reduccién de lagrima y ruptura de la pditagrimal. Estos hallazgos indican que el
pterigion puede ser la manifestacion de una digfmngeneralizada de la superficie ocular
incluyendo una reaccion inflamatoria cronica. Uabrsrregulacion de la expresion de das
defensinas humanas en fluidos lagrimales de paseun pterigion proporciona un indicador
adicional para establecer una conexion entre eigpia y la inflamacion crénica de la
superficie ocular (Detorakis y Spandidos, 2009).

Otro estudio reporta la sobrerregulacion de laolgsisa D (PLD) tipo 2, 3y 4 en el pterigion

en comparacion con conjuntiva normal. La PLD estaolucrada en varios procesos
incluyendo inflamacion, diferenciacion celular, pfasis y cicatrizacion de la herida; la

deteccién de alteraciones de PLD apoya su positgelgn la patogénesis del pterigion (Tong
y col., 2008).
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Estrés oxidante

El aumento en la RUV asociada con el estrés oxédhatsido reportado en el pterigion, ya
que comparado con la conjuntiva normal, las coijast con pterigion presentan una
induccidn de proteinas como survivina. Esto Ultinaosido correlacionado con la oxidacion
del DNA y una baja regulacion de p53. Se ha sugdedbién que la presencia de depdsitos
de hierro en la cabeza del pterigion puede indisares oxidante, afectando células locales

epiteliales y resultando un importante dafio al DNkaxia y col., 2008).

Factores de crecimiento y citocinas

La expresion abundante de IL-8 y la infiltraciondecitaria son consistentes con su actividad
quimiotactica y sugiere que la acumulacion de déitds en el pterigion puede deberse, por lo
menos en parte, a la expresion de esta interle@msel y Zivony, 2001).

Alteraciones genéticas

La etiologia genética se propone ya que en algashsglios se ha encontrado la pérdida de
heterocigosidad (LOH abreviado en inglés) de gemgsesores de tumores en el tejido de
pterigion. La estrecha asociaciéon de LOH con pi@migpunta hacia una participacion de los
genes supresores de tumores en el desarrolloeteiph (Detorakis y Spandidos, 2009). Por
ejemplo, se ha reconocido que la RUV es un faalergroduce la mutacion del gen supresor
de tumores p53, y se ha reportado una expresiomahale p53 en pterigion, pinguiecula y

tumores del limbo (Ochoa-Tabares, 2006).

Por lo anterior, el mecanismo de muerte celulagiamada dependiente de p53 se ve alterado
ya que la expresion anormal de este gen causaalici@p de células de pterigion y una
interaccion anormal entre fibroblastos y célulagngdiada a su vez, por IRFel cual tiene

efectos antiproliferativos y antiapoptoticos.
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Estos eventos contribuyen por lo tanto al desarmd inflamacidn cronica y a la promocion
de cicatrizacién conjuntival persistente (Tan y,c2000)

Asimismo, mutaciones en otros genes pueden adspliprogresivamente en las células
basales limbales alteradas. Asi, alteraciones £gdaes de p67 y p73 cuyas proteinas estan
implicadas en la diferenciacion celular se hanciefeado con anormalidades sistémicas y

oculares (Yang y col., 1998).
Papel de la herencia

Reportes previos mencionan la posibilidad de unépahereditario autosémico dominante,

basado en casos de familias que presentan pterigiidrembargo, no se ha podido verificar si
el pterigion por si mismo es heredado, como unctardndependiente o si los individuos

afectados tienen mayor susceptibilidad a los eseatolodermales de la luz solar (Detorakis y
Spandidos, 2009).

Con base en esto, se ha sugerido una hipétesisiage éventos”, la cual propone que el
pterigion es causado por la combinacién de un dgfietico pre-existente producido por la
RUV o bien por factores hereditarios y un agenteogénico ambiental. Dentro de los

factores ambientales que se han considerado simtedés, los virus, en especial aquellos que
han demostrado potencial oncogénico, como el dalpapiloma humano (VPH) (Detorakis

y col., 2000; Detorakis y col., 2001).

Participacién de los virus

Varios estudios han investigado la participacioh\d@H en el desarrollo del pterigion, sin

embargo, los resultados obtenidos no son conclegdbBtetorakis y Spandidos, 2009).

Algunos de estos estudios han mostrado que eximstegtan variabilidad geogréfica en la
proporcion de los pterigiones positivos para VPHI@&her y col. , 2001; Piras y col., 2003).
Por ejemplo, en analisis realizados en Taiwan gdest Unidos, no se identificd al VPH en las

65 muestras de pterigion, estudiadas del primerman las 13 del segundo.
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Sin embargo, otros estudios realizados en Grecran Bretafia, e Italia, demostraron
porcentajes positivos para VPH presentando un 3@%el primer pais, 50% para el segundo

y 100% para el tercero, siendo en este Ultimo pasdivo para VPH tipo 16 (Dushku y col.,
1999; Cheny col., 2003; Piras y col. , 2003)

B.E. Leslye Samano Hernandez Pagina 16



Lasa shertz & temgo m{ﬁdaﬁd Instituto de Oftalmologia

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA 7} “Fundacion Conde de Valencians 1A

Virus del papiloma humano (VPH)

El géneroPapillomavirusesta encuadrado dentro de la fanf&povaviridae En este género

se han descrito mas de 200 tipos distintos. SealHaRapillomavirus porque ciertos tipos
pueden causar verrugas o papilomas que son tumenggos. El aspecto de las lesiones que
producen varia segun el tipo del virus, la locali@a y el estado inmunolégico del huésped.
Estas circunstancias dan lugar a diversas formagas, entre las que se destacan verrugas
vulgares, verrugas planas, verrugas plantaresrygas genitales o condilomas. Algunos tipos
son oncogénicos y concretamente, la asociacion ehPH y el cancer de cuello uterino esta
bien establecida (Serrano y col., 2003). EI VPH higam se ha asociado con tumores
epiteliales de la conjuntiva, incluyendo papilonmmjantival (Sjo y col., 2001) y carcinoma
conjuntival (McDonnell y col., 1992).

Estructura

Son virus desnudos de 45-55 nm de didmetro, con Dis&enario circular. Este genoma esta
rodeado por una capside icosaédrica de 72 capssnfenmada principalmente por la
proteina L1 de 57 kDa y que constituye el 80% @slopdel viridn y por otra proteina de 76
kDa, L2, en menor proporcion. Se han podido obteeterminantes antigénicos especificos
de especie ubicados en la superficie del viribnré®e y col. , 2003). El genoma tiene

aproximadamente 8000 pares de bases y esta fulmamta dividido en dos regiones (fig. 7).

La region temprana codifica proteinas responsatiesas funciones de transformacion y
replicacion viral. En la region temprana (denoma&g, se incluyen fragmentos que tienen un
papel importante en la transformacion de célulaasa células malignas, ya que codifican
proteinas conocidas como E5, E6 y E7 que interfi@@n las funciones de la célula que
normalmente previenen la division sin control.

La regién tardia (denominada L), codifica las pire estructurales de la capside. Contiene

las secuencias de genes que codifican para pretdénka capside, L1 y L2, que formaran los
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viriones; y una region reguladora, denominada retiéga de control, LCR (por sus siglas en
ingles Locus Control Region), que comprende de &0@00 pb, dependiendo del tipo viral
(Seedorfy col., 1987).

La LCR contiene secuencias reguladoras de la tigogn de los genes virales. La
transcripcion de los genes de VPH se realiza ersalaadireccién y genera una gran cantidad
de transcritos. Estos transcritos se traducen quoteinas de fusién o bien como productos
policistronicos (Collier y Oxford, 2000).

En lesiones no malignas, el DNA de VPH es extranos®mico, sin embargo, en la mayoria
de los canceres invasivos asociados con esta idfeggal, su DNA esté integrado en el
genoma de la célula huésped. En infeccion por VEBK 18 ocurre integracion del DNA, no
asi en infecciones por VPH de bajo riesgo 6 y 1t Fausen, 1994).

El proceso de integracion del VPH al genoma deélala, se relaciona con el proceso de
transformacion celular. Cuando el DNA viral se gnge se da una ruptura en el marco abierto
de lectura de los genes E1 y E2, y los sitios smie se inserta son diversos. Sin embargo, se
ha descrito que el DNA del VPH se integra en posgs cercanas a la localizacion de
protooncogenes conmyc, c-raf, c-srg/ otros (Ocadiz y col., 1987).

La proteina E6 incrementa la degradacion de laeprathumana p53, mientras que E7
antagoniza la funcion de la proteina pRb (Retirgiblaa). Los productos de los genes E6 y
E7 son importantes en el establecimiento y manienim del cancer cérvico uterino, asi se ha
demostrado en modelos celulares de queratinocifisagblastos, que han sido transfectados
con los genes E6 y E7 (Sanchez y col., 2005).
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= 8000 pb
@ Inicio de replicacién viral Transformadora
de membranas
™ Regulacién Degrada p53
" de la transcripcién y activa telomerasa
) Ruptura de citoqueratinas @ Se une a pRb

Figura 7: Organizacion del genoma del VPH. El genoma deégsllomavirus es muy conservado.
Los ORFs (marcos abiertos de lectura) E1, E2, B4,B6 y E7 codifican para proteinas que son
importantes en la replicacién del DNA viral, asihmo de la expresién de los genes del virus. Los

ORFs L1y L2, codifican para las proteinas de lpside del virus. La transcripcién es regulada por

las secuencias que se localizan en la LCR, en deadmen diversos factores celulares, asi coma de |

proteina viral E2.

El VPH puede transformar a la célula por la intei@t de los productos de los genes E6 y E7
sobre las proteinas p53 y pRB, respectivamenteprbteina E6 se asocia con proteinas
celulares como E6AP, una ligasa de la via de pisiedor ubiquitina. Los complejos
E6/E6AP se unen a la proteina p53, lo que derivaurem degradacion de p53 por el
proteasoma y esto provoca un aumento en la inBdtbigenética. Por otra parte, se ha
descrito que E7 se une a la proteina Rb y a miesndeola familia de pRb (Dick y Dyson,
2002).

La union de E7 con pRb, se da en la forma hipofdafta de pRb, lo que deriva en la
liberacion del factor de transcripcion E2F activoegto induce la expresion de genes
relacionados con la progresion del ciclo celula.consecuencia de esto es la desregulacion

en la proliferacion y diferenciacion celular, y t@igm una inhibicion del proceso de apoptosis.
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Otro mecanismo de transformacion celular descrdmados genes E6 y E7 de VPH, es

mediante la capacidad de regular positivamentectizidad de genes celulares, asi como la
induccién de la actividad de la telomerasa. Estesamismos descritos pueden participar en la
evolucién del cancer cérvico uterino, incluyendteralciones de uno o0 mas oncogenes para
generar la transformacion e inmortalizacion celudéei como el desarrollo de un estado de

inmunosupresion local (Stanley y col., 2007).
Clasificacion

En la actualidad se conocen mas de 200 tipos difssele VPH, llamados por nimeros: VPH-
1, VPH-2, VPH-3, etc. Los tipos se determinan segligrado de homologia del DNA
(porcentaje de hibridaciéon cruzada) ya que no fegatician serolégicamente. Por definicion,
la secuencia de nucleétidos de E6, E7 y L1 de @vatipo de VPH no debe poseer mas del
90% de homologia con las secuencias correspondidatépos conocidos de VPH. A su vez,
dentro del mismo tipo de VPH pueden existir diféesrsubtipos cuando poseen del 90-98%
de secuencia del DNA similar al tipo correspondientvariantes cuando muestra no mas de

un 98% de homologia en la secuencia del prototipo.

Basados en su asociacion con cancer cervical gnesiprecursoras, los VPH pueden también
agruparse en tipos de alto y bajo riesgo (Serracw.y 2003).

Tabla 1: Tipos de VPH y patologias relacionadas

Localizacién Tipo de VPH Patologia
Planta del pie 1 Verruga plantar y palmar
profunda
Manos 2,47 Verrugas comunes

Verrugas comunes y planas en

Brazos 3,10 . -
inmunosuprimidos

Cabeza, tronco 26’29’34’57’5’8’9’12’14’15'17’19’25'36’3ﬁ’|perplasia epitelial

y brazos 38,46,50

Cavidad oral 13,32,57 Carcinoma laringeo

Laringe 30, 40 Condilomas

Genitales y ano 6,11,16,18,31,33,34,35,39,40,41,42,45, Carcinomas
51,53,54,55,56,58.
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Papillomavirus y malignidad

La infeccidn genital po¥PH es de considerable importar, ya que en los Ultimos afios se

acumulado una gran evidencia de la implicacionrdaiumero variable de tipos especificos

VPH como posibles agentes causales de lesioneifemtiVas escamosas en cérvix, vul

ano,pene, laringe, lengua y conjuntiva. Especialmesgdjan asociado los papillomavirus

el desarrollo de carcinoma de cérvix, donde, alaram el 92% de los carcinomas cervic

invasivos se detecta DNA de VPH genital, lo que hegho pensar a la mnoria de
investigadores que la infeccion de VPH es necegparia el desarrollo de cancer cen. Los

papilomavirus genitales son clficados cominmente como de aftbajo riesgo, dependien:

de la frecuencia con la que estos estén presentls earinomas f{ig. 8) (Serrano y col. ,
2003).

Figura 8: Clasificacion de los paflomavirus dependiendo el ries.

VPH

Tipo de riesgo

Bajo Alto

6,11,42,
43,44,54,61,

70,72y 81

16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45,51, 52, ,
56, 58, 59, 66, 68,73 y 82
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Justificacion

El pterigién es una lesidon de fibrovascular dedpesficie del ojo que tiende a aumentar en
tamafio y reaparecer después de la extirpacionrgigal La membrana de Bowman y las
capas superficiales de la cornea por debajo desian estan dafiadas. Es probable que la
agudeza visual disminuya en etapas avanzadas daldalinterferencia del eje visual o por

astigmatismo (Piecyk-Sidor y col. , 2009) .

Se cree que la formaciéon del pterigion es un pwams el que la genética y factores
ambientales (principalmente la radiacion solan),camo la infeccion de un virus (VPH), son
susceptibles de participar. Esto se relaciona a@péricion de los cambios histoldgicos tales
como displasias locales, suministro de sangre @ttiy la recidiva después de la cirugia de
eliminacion de la lesion. El VPH estéa implicado coum factor causal en neoplasias benignas
y malignas del cuello del Gtero, las vias respirasg la piel y la mucosa oral, también el DNA
del VPH se ha detectado en el carcinoma de cébslemmosas de la conjuntiva (McDonnell y
col. , 1992), las neoplasias epiteliales del sagarhal, la displasia conjuntiva, el papiloma de
la conjuntiva, y la pinglecula. Algunas de las cemdsticas patoldgicas del pterigion son
similares a las inducidas por el VPH en otros &pge por lo que se ha planteado la
posibilidad de que el VPH puede estar involucradtagatogénesis de pterigi@@allagher y
col. , 2001). Se ha propuesto que una primeraaaiter debida a la exposicion a la luz UV
mAas una segunda alteracion como por ejemplo ladiffie con VPH puede ser detonante de la
desregulacion del crecimiento de las células cdivjales debida a la infecciéon por el virus del
papiloma humano por lo menos en algunos casos at@iph. Sin embargo, el enunciado
anterior aun no es concluyente ya que algunos iesthén demostrado la presencia de VPH
en pterigiébn, mientras que otros no encuentran \&Hciado al pterigion (Detorakis y
Spandidos, 2009). En México no se conoce si efistaiencia de aparicion del VPH en el
pterigion. El establecimiento de esta apariciommitgéa conocer con mayor detalle en el
futuro los origenes de este padecimiento.
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Pregunta de Investigacion

¢, Cudl es la frecuencia del Virus del Papiloma Huemel pterigion?

Hipotesis

La presencia del virus del papiloma humano se partg&do conjuntamente con la aparicion
de pterigion, pero su asociacion con esta enferchedaha sido probada por lo que, si se
evallan la presencia de DNA del virus y la expresié sus proteinas se podra determinar, en

la poblacién mexicana su frecuencia de asocia@aretpterigion.
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Objetivos

General

Determinar la frecuencia del VPH en muestras degibe.

Particulares

Determinar la presencia del VPH y establecer el dip virus presente en el pterigion.

Determinar la expresion del gen L1 de los tipod/8&l, presentes en los pterigiones

positivos.
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Material y métodos

Obtencioén de Muestras

Las muestras se obtuvieron de 40 pacientes, qudieasn al Instituto de Oftalmologia.
Fundacion Conde de Valenciana, para la resecciibargica del pterigion.

Después de la reseccidn las muestras se colocarsuieion salina balanceada estéril (PBS).
En una campana de flujo laminar de bioseguridadlnliz Las muestras se lavaron 3 veces

con PBS y finalmente con la misma solucion conaeitina (1mg/ml).

Se obtuvieron 12 muestras de conjuntiva sana (otwgu palpebral) de pacientes que
decidieron someterse a intervencion quirdrgicaa jereseccion de pterigion (consentimiento
informado). Estas muestras de conjuntiva que sarmmcomo control y fueron sometidas a
los mismos procedimientos (Extraccion de acidodémas, andlisis de presencia de VPH)

gue las muestras de Pterigion.

Criterios de inclusion

Pacientes de cualquier edad, sin distingo de gémeeo al acudir a consulta solicitaron la
reseccion del pterigion primario, sin importar leegencia de alguna enfermedad cronico
degenerativa o la ingesta de farmacos; mediantseotimiento informado. Obteniendo

conjuntiva sana de los mismos pacientes que solicitla reseccion del pterigion.
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Extraccion de acidos nucléicos

La extraccion del DNA se realiz6 segun el protoatdoQuickGene culture cells HC (Quick
Gene, Life Science, Fujifilm Co; Holliston, MA). Blaterial genético (DNA) fue almacenado

a -70°C hasta su procesamiento.

Analisis de la presencia de VPH

Para la identificacion del VPH, se amplific6 por ®P@n un termociclador Perkin Elmer,
utilizando Hotstar Taq DNA polimerasa (Taq Hs, @iadPCR), la region L1 del genoma de
VPH utilizando dos oligonucle6tidos universales MWa@Y11 (tabla 2) (Manos y col., 1989),
para la amplificacién de un fragmento de 450 plprBgrama de amplificacién que se empled
fue, un ciclo de desnaturalizacion inicial a 941€@amte 15 min, seguido por 40 ciclos a 94°C
por 1 min, 55°C por 1 min y 72°C por 1 min, finalio con un ciclo de extension a 72°C por
10 min. Los productos de PCR se analizaron potrefecesis en una cadmara Horizon 58 (life
Technologies Gibco Co. Burlington, ON) en un gelatmrosa al 1.5% y las bandas del
amplificado se cortaron del gel y se purificaroiiaando el estuche Qiaex Il kit (Qiagen,

Hilden, Germany).

Tabla 2: Oligonucleétidos universales para HPV

Nombre 5--3 Tamafo del amplicén
MYO09 CGTCCMARRGGAWACTGATC 450 pb
MY11 GCMCAGGGWATAAYAATGG 450 pb

Gen 18s rDNA

Este gen constitutivo se utilizé como control interen las muestras de pterigiéon y en las

muestras de conjuntiva sana.
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Determinacion del genotipo de VPH por secuenciacion

Se efectlo por secuenciacion automatizada diraettezando el oligonucleétido MYQ9 del
gen L1, por el método de terminadores fluoresce@egsDye Terminator Cycle Sequencing
Kit, Applied Biosystems, Foster City, CA). La sena@cion se realizd6 en un secuenciador
Applied Biosystems (USA), para esto se utilizaron@del DNA purificado.

Las secuencias obtenidas se compararon mediaatgoeitmo BLAST contra las secuencias
del banco de datos (http://blast.ncbi.nim.nih.g@aia poder tipificar la cepa de VPH presente

en cada una de las muestras de pterigion.

Western blot para el andlisis de la proteinal1

Las muestras de pterigion se resuspendieron epl5@@ buffer de lisis: Tris pH 7.5 (20mM),
EDTA (1mM), NaCl (0.15mM), NaF (50mM), Triton x-1001%), NaNO; (4mM) e
inhibidores de proteasas (Roche). Las muestrasedigipn fueron lisadas por congelaciones
repetidas en Nliquido. Las proteinas se separaron en un gel SASEPal 12 %. Se
adicionaron 30 pug de proteinas por pozo. Las prasese transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa en una camara de transferencia sesnBaentific C.O (U.S.A).

La membrana se bloqueo durante 1 hr con 3% de léeberemada en PBS con 0.02% de
azida de sodio, y 0.02% de Tween 20. Para estodiestla dilucion de los anticuerpos fue la
siguiente: anti-L1 (1:100), anticuerpo secundaaiati-raton conjugado con biotina (DAKO,
Inc.) (1:20 000) y anti-biotina conjugado con HRF5000) en PBS con 0.1% de Tween-20 y
0.02% de azida de sodio.

Las membranas fueron incubadas con el anticuenpeapo a 4°C, durante toda la noche.

Después se realizaron 3 lavados (cada lavado dunairiutos) con PBS adicionado de Tween
20. Se incubaron durante 1 hora a 37 °C con elnsleganticuerpo. Se realizaron tres lavados
y se incubd con el dltimo anticuerpo durante 30utds a temperatura ambiente. El revelado

se llevo a cabo con quimioluminiscencia (ECL Westdotting detection system, Amersham,
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Biosciences. UK). Se utilizé como control constitata GAPDH, en una dilucién 1:5000
(IgM, ZYMED, Inc.). Las imagenes de quimioluminisc&a fueron capturadas con el
fotodocumentador Diversity (Syngene, UK).

Andlisis estadistico

Se hizo una prueba de’Xle Pearson, considerandose una p<0.05 como ¢istauisnte

significativa.
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Resultados

Deteccion de VPH

Se analizaron 40 muestras de pterigion primaricerobbas de pacientes que acudieron al
Instituto de Oftalmologia. Fundacion Conde de Vealkema, para ser intervenidos

quirargicamente y resecar el pterigion. Las mussfteeron analizadas por PCR para la
detecciéon de DNA de VPH, utilizando un par de digtegenerados, mismos que estan
disefiados para amplificar una region muy conserdatigen L1 de la mayoria de los tipos de
VPH descritos (Manos y col. , 1989). Al analizas tauestras de pterigién para la presencia
del VPH, se observé que 19 de las muestras angpbificel fragmento esperado de 450 pb
(fig. 9), mismo que correspondia en tamafio al cbmositivo (DNA de células HelLa). Se

analizé el gen constitutivo 18S como control dggaanterno en las muestras de pterigion.

() (+) MM P2 P3P6 P7 P11 P12 P14 P16 P17 P23 P31 MM P32 P33 P34P35P36 P37P38P39
Pterigiones
positivos
Gen L1 HPV
450 pb
+) () MMPL P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 MM P10 P11 P12 P13

299 pb

Pterigion
P14P15 P16 P17P18P19P20M\MP21P22P23P24P25P26P27 P28 P29P30 P31P32 P33 P34P35 Il P36P37P38  P39P40 Gen 18s rDNa

- --.—“"!“ﬁﬁ (=

-eeEees - es -~

" 5 - Lo
2000 TR L L T ‘._m

Figura 9: Analisis por PCR del gen L1 del Virus del Papilofemano (VPH) en muestras de
pterigién primario, utilizando los oligonucle6tiddsY09/MY11. A) Muestras de pterigion positivas al
gen L1 de VPH. La flecha azul indica la banda de ¢#). B) Amplicon del gen constitutivo 18S,
utilizando como control de carga. La flecha rojdiica la banda de 299(pb); los primeros carriles
presentan al testigo positivo, mostrando un pasidmilar las muestras de Pterigion que ocuparon el

resto de los carriles del gel
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De las 40 analizadas muestras, 19 de estas fuesitivas a la presencia del DNA de VPH, lo

gue representa una el 47%, mientras que en lass?Antes (53%) no se detecto la presencia
del DNA del virus (tabla 3).

Tabla 3: Frecuencia de muestras de pterigion positivas s\ VPH

VPH positivas | VPH negativas| Numero total de muestras

19 (47%) 21(53%) 40 (100%)

Deteccion de VPH en conjuntiva sana

Se obtuvieron muestras de conjuntiva sana de pgasieque acudieron al Instituto de
Oftalmologia. Fundacion Conde de Valenciana, losalesu fueron intervenidos
quirdrgicamente para la reseccion de pterigionerdbhdo en ese momento un fragmento de
conjuntiva palpebral sana, dichas muestras repi@senel grupo control en el analisis, para
poder detallar si la presencia del DNA de VPH d@dga presentarse en el padecimiento

(pterigion), o también puede afectar al tejido oatival que no presenta alteraciones por
dicha enfermedad.

Se analizaron 12 muestras de conjuntiva sana driddss ninguna presentdé amplificacion del
gen L1 (450 pb), en contraste con el control pasi{células HelLa), como se observa en la
figura 10. También se analizé el gen constituti8& tomo control de carga interno.
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Figura 10: Analisis por PCR del gen L1 del Virus del Papilomamano (VPH) en muestras de
conjuntiva sana, utilizando los oligonucle6tidos 08¥MY11. A) Gel de agarosa (1.5%) del
amplificado de PCR de la region L1 del genoma delsvdel Papiloma Humano (VPH) mediante los

oligonucleétidos MY09/MY11. La flecha azul indigdbhnda de 450 (pb); a partir del carril 4 se
colocaron las muestras de conjuntiva sana, lasesiab muestran amplificado (+). B) Gel de agarosa
(1.5%) del amplificado de PCR del gen constituthenflecha roja indica la banda de 299(pb); todas
las muestran presentan amplificacion del gen 18$AD

Identificacion del genotipo de VPH.

Las muestras que fueron positivas para la preseded@NA del VPH fueron secuenciadas por
el método de terminadores fluorescentes para dietermal genotipo del VPH. Las secuencias
obtenidas se compararon mediante el algoritmo BLASMtra las secuencias del banco de
datos (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/), lo que péidntipificar la cepa de VPH presente en

cada una de las muestras de pterigion (fig. 11).
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| Pterigion: VPH tipo 11 ‘

ACTGTACATAT CTATAAGTATCCTCCAG'TGTI\CCATTTGGTGG AGGC’G ATAAACCAAAGTTCCAGTCCTCCAAAACAGAAGGATTCATTGTGTGTATATA
96 101 106 111 116 121 126 131 136 141 146 151 156 161 166 171 176 181 186 191

W | o VO

Pterigion: VPH tipo 18 ‘

T TGTACAAAACGATATGTAT CCACCAAACTAGTAGT TGGC GGGGGGGGAACACCAAAGTTCCAAT CCTCT AAAAT .‘CV’TGC TATTCATACTATGAATATAGC
105 109 113 117 121 125 129 133 137 141 145 149 153 157 161 165 169 173 177 181 185 189 193 197 201

|

e

| Control HeLa HPV tipo 18 ‘

AN Y

VACTAGTAGTTGGCGGGGGGGGAACACCAAAGT TCCAATCCTCTAAAATACTGCTATTCATACTAT GAATAT AGG ACAT AACATCTGCAGTTAAAGT A A
130 142 ] 160 170 180 199 200 210

Figura 11: Electroferogramas de muestras de pterigion passtivara VPH.

(‘ IR ‘
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Los tipos de VPH encontrados en las muestras digipte corresponden a los tipos 18 y 11,

estos virus presentan un riesgo oncogénico alajo/respectivamente.

De las muestras que dieron positivo para VPH, eselidentificd el VPH tipo 11, mientras
gue en 9 muestras se identificé al VPH tipo 18gl® da frecuencias de 58% y 42%
respectivamente (fig. 12). El tipo de VPH 11 quelesiesgo oncogénico bajo fue el de mayor

proporcion.
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Conjuntivas Muestras de
sanas pterigiéon
n=12 n=40

HPV () HPV ()
HPV () n=21 n=19
53% 47 %

f \

HPV 11 HPV 18
n=11 n=8
58% 42%

Figura 12 : Frecuencia del VPH en las muestras de pterigion.

Analisis estadistico

El resultado para la conjuntiva sana es de ceraipato, por lo que fue necesario realizar una

correccion denominada “correccion de levene”, cguerege que el cero es igual a 0.05.

Hecha la correccion, se realizo la prueba dedX Pearson, en donde solo se tomaron en

cuenta los valores positivos. El resultado de leelpa se resume en la siguiente tabla:

Tabla 4: Prueba X de Pearson.

VPH Pterigion VPH Pos | Conjuntiva Sana P

19 (47%) 0 (0%) 0.001

El riesgo relativo, es de 175 veces mayor en lesigibnes positivos que en la conjuntiva
sana.

Resultando en una asociacion alta entre pterigidRHi, por otro lado, aquel paciente que sea
positivo a VPH su riesgo es mayor que aquellosnguie tienen.
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Western blot para el analisis de la proteinalL1l

Los resultados muestran la presencia de la bandespondiente a L1 (57kDa) en 2 de las

muestras analizadas (n=10). Se utiliz6 GAPDH coowdrol constitutivo, revelando de igual
manera una banda, de 42 kDa (fig. 13).

sor [ |

42 kDa

Figura 13: Western blot vs L1. Se observa una banda de 5¢kBaspondiente a la proteina L1 en
las 2 muestras analizadas. GADPH fue utilizado ceomirol constitutivo. Se colocaron 10 ug de
proteina por pozo, en un gel de poliacrilamidatiansferencia se realiz6 usando membrana de

nitrocelulosa con un voltaje de 120mA
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Discusion

El pterigion es una de las enfermedades mas freesiean oftalmologia. Esta lesion se
caracteriza por una neoformacién fibrovascular alednjuntiva bulbar hacia la cérnea. El
pterigion se ha considerado una enfermedad ded®m@ecadnica. Aunque la patogenia de la
pterigion no se entiende aun claramente (Garfizd.y 2009).

El aumento de su prevalencia y los costos derivddasi atencion, hacen que sea considerado

como un problema de salud publica.

En el afilo 2000 se propuso un modelo de formacibptdegion, en donde virus oncogéenicos
como el VPH, probablemente se encuentren involosraesh el desarrollo del Pterigion,
mediante la induccion de cambios en el genomatal/@ez por cambios causados por la

exposicion a rayos UV, asi como factores heredggiDetorakis y col. , 2000).

El pterigion se desarrolla predominantemente dadel corneal nasal del ojo, se propone que
la radiacion UV incide tangencialmente y que seeamfhacia el limbo nasal, siendo este el
factor principal de su génesis. Debido a su lodgde onda corta y alta energia, la RUV
puede comenzar reacciones fotoquimicas que conlieaabios del tejido, que predisponen la
formacion del pterigion. En otra teoria se plante@ la reflectividad del terreno, podria
explicar la predileccion nasal del pterigion, yaeda RUV se refleja fuera de la piel de la
nariz y de las regiones faciales adyacentes hadade nasal del ojo. La reflexion nasal y
temporal de luz incide y es refractada por la c@ricausando la exposicion de RUV, incluso

en presencia de gafas de sol y sombrero. (AragziE3)

Estudios epidemiolégicos han establecido que la Rigy B es un factor etioldgico para
Pterigion. La RUV se ha reconocido como un factoe groduce mutaciones en el gen
supresor de tumores p53. Se ha reportado una @mprasormal de p53 en pterigion,
generando un dafio al mecanismo de apoptosis, pajuéo el factor de crecimiento

B.E. Leslye Samano Hernandez Pagina 35



AL

Tasa aherta & temgo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

papalit

transformantg$ se produce en mayores cantidades, originando @arearla expresion de las

%

Instituto de Oftailmologia

‘Fundacion

colagenasas, migracion celular y angiogénesis (&thbares, 2006).

Algunos informes mencionaron la posibilidad de atrgn hereditario autosémico dominante,
basado en casos de familia que presenta pteri§idbrembargo, no se ha podido verificar si el
pterigion por si mismo es heredado, como un caractiependiente o si los individuos

afectados tienen mayor susceptibilidad a los efectmlodermales de la luz solar. (Detorakis

y Spandidos 2009)

En nuestro estudio la presencia de DNA de VPH gutezlgion se confirmé en 47% de los

casos. Se presentan diferencias significativag eshitgrupo control y el grupo de pterigiones

Conde de Valenciana IAP

positivos. Observando una p menor a 0.001, lo odiea una diferencia muy grande.

Algunos autores han reportado la presencia de gimasgénicos en el Pterigion.

Tabla 5 VPH en Pterigion. Comparacion bibliografica.

NUmero de casc | VPH (+) | Tipo de VPH Autor
100 4 VPH € Sj6 (2007
36 0 Schellini (2006
10 5 (50% VPH 38y 1: Ateeny-Agaba (2004
32 4 (12.5% | No identificad« | Rodrigue-Cabrera (200:
17 17 (100% | VPH 52,54 y 9 Piras (200z
24 5(21% Piras (2002
65 0 Chen (200:
10 5(50% | VPHG6,11y 1 Gallaguer (200:
50 12 (24% VPH 1€ Detorakis (2001
3 0 Piras (200:
40 18 VPH 11y 1¢ Samano 2C2

En la mayoria de dichos estudios el VPH se detérmiediante la técnica de PCR, y la

incidencia mostrada fue del 4.4 al 100% (Detorglasl. , 2001; Gallagher y col. , 2001).

B.E. Leslye Samano Hernandez

Pagina 36



Lasa shertz & temgo ,49;;{.:3?53 Instituto de Oftalmologia

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA 7}‘ “Fundacion Conde de Valencians 1A

Los diferentes tipos de VPH se pueden dividir deeeao con la habilidad potencial de causar
lesiones neoplasicas. No es comun encontrar tipdgH llamados de bajo riesgo (6, 11, 42,
43, 44) en neoplasias; mientras que los virus comeite encontrados son los llamados de
alto riesgo (16, 18, 31, 45, 56) (Di Girolamo y.cd002; Baseman y Koutsky, 2005).

Los genotipos de VPH de alto riesgo causan caremtical, estos mismos tipos de VPH
parecen ser los responsables de lesiones anogenjtale cancer de cuello y cabeza (Zur
Hausen, 2002).

Los tipos oncogénicos de VPH de alto riesgo tied@ncapacidad de inmortalizar
gueratinocitos humanos. Aunque existe la posildlida transformacion neoplasica de células
infectadas con VPH de bajo riesgo, dependera dimédad de proteinas oncogénicas y
probablemente este hecho sea condicionado poréactisicos o quimicos (Piecyk-Sidor y
col. , 2009).

En este estudio, también se encontrd la presemcidards oncogénicos en el pterigion y se
determiné la presencia del virus mediante PCRtipas de VPH encontrados en este trabajo

fueron el 11 y 18, de bajo y de alto riesgo oncamerespectivamente.

Las infecciones por el virus del papiloma humanBHY se encuentran distribuidas en todas
las poblaciones alrededor del mundo. No tienendemsiia estacional, es una de las
infecciones mas frecuentes de las trasmitidas feeate, y los genotipos 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 66 han sido implicaglo®! desarrollo del cancer cervicouterino
(CaCu). Alrededor del mundo se reporta que los tigre 16 y 18 estdn mas implicados en el
desarrollo de CaCu. En México, las frecuencias rtegas de infeccion por VPH son
heterogéneas y oscilan entre 14.4% y 51.7% (Caoall y2010).

Gracias a diferentes estudios (incluyendo estajoalen donde se encontrd la presencia de
DNA de VPH en casos de pterigion, es que se inggsgaifrar como actta el VPH sobre este

tejido.
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Se conoce que las proteinas del VPH pueden actlme groteinas como p53 y pRb,
alterando procesos importantes como la apoptosisciclo celular. Tomando en cuenta las
caracteristicas de las proteinas E6 y E7 del VEHhasdescrito que pueden inactivar a p53 y
pRb (Piecyk-Sidor y col. , 2009).

La proteina E6 se asocia con el gen supresor derésnp53 y lo marca para su degradaciéon
(fig. 14). Es probable que la accion clave de EGodeVPH de alto riesgo sea inhibir la
funcion de p53, mediante su degradacion por lalgika ubiquitinacion. Para ello E6 requiere
a la proteina celular asociada a E6 (E6-AP). Exiteima reemplaza a Mdm2 (murine doble
minute 2), que en células normales no infectadagues) degrada a p53. E6 también puede
retener a p53 en el citoplasma blogueando su treasbn al ndcleo y asi inhibiendo su
funcion independientemente de su degradacion. Beecoiencia E6 inhibe la capacidad de
p53 para activar o reprimir la transcripcion de geises blanco. E6 puede superar la apoptosis
dependiente e independiente de p53.Por otro ladwalsria de las proteinas E6 de los VPH
de bajo riesgo no se unen a p53 o lo hacen délt#meno lo degradan (Lépez y Lizano,
2006).

Otra proteina de suma importancia en la infeccian YPH es E7, la cual se une
especificamente al producto del gen represor deresrRb. La proteina Rb fue descubierta y
caracterizada en el retinoblastoma, y es un faetgulador del ciclo celular, ya que se une
directamente al factor de transcripcion E2F, gsa &ez induce la transcripcion de elementos
involucrados con la replicacion celular; la famip&B controla la replicacion celular (Zur
Hausen, 2002).

La proteina E7 de los VPH de alto riesgo tiene alteaafinidad por el sitio de union de Rb a
E2F, cuando la célula ha sido infectada por elsyita proteina E7 se une a este sitio en Rb,
impidiendo que éste mantenga controlado a E2Fual queda libre e induce la replicacion
celular continua (fig. 15). De esta manera E6 y &bbperan eficientemente en la
transformacion de las células, produciendo tumoeegicales a largo plazo (Sanchez y col. ,
2005).
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Mecanismode E6

Unién de E6 ap53
E6 . Degradacion de p53 por la via
de la ubiquitina

Inhibicién de apoptosis
mediada por p53

Figura 14: Degradacién de p53 mediada por E6.

Mecanismode E7

Unién de E7 apRb

E7
Tl'—) pRB -_—> E2F 4 —  progresion del

ciclo celular

E2F

y

Figura 15: Cambio en el control del ciclo celular generada feproteina E7 del VP!

En este estudio se realizé una comparacién entgguplo control (conjuntivas sanas) y

grupo de casos de Pterigion, donde los resultadistranon que en el grupo control se
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encontro DNA de VPH; mientras que en el grupo aeigton de los 40 casos analizados, 19
de estos fueron positivos para la presencia de D&XPH.
Los casos de pacientes con Pterigion y las muestrasspondientes a conjuntivas sanas

fueron recolectadas en el Instituto de Oftalmologiandacién Conde de Valenciana.

En el 2003 se analizaron 88 muestras de conjustiwa en Taiwan, en ninguna se detecto
DNA de VPH (Chen 2003). En un estudio similar =sdio en el Bascom Palmer Eye
Institute, no se reportd presencia de DNA de VPHiiagun caso de conjuntiva sana (Scott y
col., 2002). Aunque también hay reportes de muestieolectadas en Grecia, que demuestran
la presencia de DNA de VPH hasta en un 32% dedssscde conjuntiva sana, detectandose el
VPH tipo 18 (Detorakis y col. , 2001).

El hecho de que el VPH tipo 16 fue encontrado efnuciva de pacientes asintomaticos con
diagnostico de VPH cervical, sugiere que el virndas lesiones de la superficie ocular, se
adquiere por autoinfeccion, tomando en cuenta duéres se encuentra en otra parte del
organismo (Buggage y col., 2002).

Debemos destacar que el método de transmision Eel & los tejidos del ojo no ha sido
explicado aun. Es necesario recordar que el VPIHassmite principalmente por contacto
sexual (Baseman y Koutsky, 2005). La infeccion reu la disponibilidad de células
epiteliales de la epidermis o la mucosa, que t@dswn capaces de la proliferacion (células de
la capa basal) (Zur Hausen, 2002).

Uno de los probables modos de transmision de éd@idn es cuando el feto pasa a través del
canal de parto (Buggage y col. , 2002; Cason y M20@5). También se sugiere que el VPH
puede propagarse a través de la sangre (Bodaghi, Y2@05).

En este trabajo se encontro la proteina L1, endddas muestras de pterigién; encontrando
una banda de aproximadamente 57KDa, correspondiartiEha proteina.
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La infeccion por VPH puede dividirse en: una inféndatente, que se caracteriza solo por la
presencia de VPH en las células o tejidos que gameatemente normales y sin alguna
manifestacion de enfermedad. EI DNA del virus poader detectado por técnicas como PCR.
Posteriormente se da la infeccién subclinica endelomay cambios microscépicos en el
epitelio, estos cambios se asocian ya a una idieccon VPH y una posible lesion

premaligna.

Finalmente la infeccidn clinica se manifiesta @oaparicion de tumores visibles, encontrando
en esta etapa gran cantidad de tejido positivo YBtd. Encontrandose el virus viable y con

capacidad de infectar otros tejidos (Lizano y @909).

En este trabajo no solo se pudo determinar la pceseel VPH de riesgo oncogénico bajo y
alto en muestras pterigion, también pudimos detemnla presencia de la proteina L1 en dos
de las muestras de pterigion y parece indicar \®H# infecta las células de la conjuntiva y
podria ser, al menos en parte, causante de losi@se el ciclo celular, esto significaria que
el DNA del VPH se integré al DNA de la célula hodpe, generandose una interaccion del

DNA viral con el DNA cromosémico.
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Conclusiones.

En el presente trabajo se determind la presenciaNi® de VPH en el pterigion mediante

PCR, confirmandose en 47% de los casos.

Los tipos de VPH encontrados en las muestras daipte analizadas fueron el tipo 11 de

bajo riesgo oncogénico y tipo 18de alto riesgo gaodco.

En ninguna de las muestras de conjuntiva sanadqgromptrol) analizadas, se detectd presencia
de DNA de VPH.

Se observo la presencia de la proteina L1 (57kZa)ante la técnica Western blot (Wb).
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Perspectivas

Después del presente estudio surgen nuevas pregupta se intentaran dilucidar
posteriormente, en donde se procurara determinexisie una asociacion entre la infeccién
por VPH de las células conjuntivales y la aparicit@h pterigion, correlacionandolo con el

microambiente inmunoldgico local y sistémico.

Para lo cual se pretende realizar un analisisrpounoblot de las proteinas oncogénicas E6 y
E7 y de sus proteinas blanco (p53 y pRb) en tejixtpaido de conjuntiva que presenta
pterigion.

Determinar la concentracion de las citocinasyHNNa, IFNB, IL-4, IL-10, IL-17 en el suero

de pacientes con pterigion VPH positivos, VPH niggaty controles.

Correlacionar la presencia o ausencia de VPH cenvéiables inmunoldgicas locales y

sistémicas.

Analizar el perfil protedmico de lagrimas de logipates con pterigion VPH positivo, VPH

negativo y controles.

Dichos estudios proporcionaran resultados que a@ortconocimientos para determinar con

precision si el VPH es un factor etiologico enesatrollo del pterigion.
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