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RESUMEN

Introduccion

La QPC es una afeccidon degenerativa de la cornea, caracterizada por la
aparicion de un velamiento progresivo de sus capas mas anteriores, pudiendo
llegar a la opacidad subtotal de la misma. En los estadios iniciales comienza con
la aparicion de mdaltiples finisimos depdsitos translicidos en las regiones
yuxtalimbicas horizontales (grado 1), extendiéndose progresivamente en forma de
banda hacia el centro de la cornea (grado 2), apareciendo en etapas avanzadas
gotas o vesiculas mas grandes y amarillentas, que protruyen bajo el epitelio
corneal (grado 3).

La QPC es una enfermedad que afecta a individuos de cuarenta 0 mas
afios, predominantemente varones, que se dedican a tareas rurales o trabajos a la
intemperie, y provoca una lenta pero severa disminucién de la vision del ojo
afectado.

De etiologia incierta, ha sido descripta previamente en diversas regiones
del mundo caracterizadas por condiciones geogréafico-climaticas rigurosas como
aridez, sequedad ambiental, vientos intensos, alta irradiacion ultravioleta (UV),

tanto en climas calidos como frios.

Materiales y métodos

Se examinaron 758 individuos de la regién noroeste de la Patagonia
Argentina, departamento El Cuy, provincia de Rio Negro, caracterizada por ser
una planicie arida y semidesértica, con un clima seco y ventoso, y un suelo
arenoso con escasa vegetacion achaparrada. Se examinaron también 154 pacientes
de la regién de Sumampa, Pcia. de Santiago del Estero, y 152 pacientes en la
region de Cieneguillas, en la Puna Jujefia, ambas regiones de condiciones
geografico-ambientales parecidas a las de la primera. A todos los pacientes se les
realiz6 un examen oftalmoloégico completo. En un grupo de pacientes que
presentaban QPC, y en un grupo comparable de pacientes sin la enfermedad
(controles), se estudid la sensibilidad corneal, el test de Schirmer Il, el tiempo de
ruptura de la pelicula lagrimal precorneal (TRP) y la tincion de la superficie

ocular con verde de lisamina. En un grupo de pacientes y controles se evalud el
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polimorfismo genético (grupo eritrocitario ABO y alelos HLA-DRB1), las
metaloproteinasas (MMP) en lagrima, y el acido ascorbico (AA), el colesterol, los
triglicéridos, el &cido urico y las proteinas totales en suero. En las 3 regiones
estudiadas se evalud la densidad de la capa de ozono y la radiacion UV. Los
valores del ozono se obtuvieron mediante el programa TOMS-NASA, obtenido
del sitio web de la NASA, vy la irradiacion UV mediante el programa DayLight
version 2.3.10.

Para los calculos estadisticos, los resultados fueron evaluados mediante el
test de Fisher, el c2-test, el test de Mann-Whitney, el test de Student y el test de
ANOVA. La significacion estadistica fue establecida en p < 0,05.

Resultados

En la region patagonica se encontr6 que el 10,82 % de la poblacion
examinada presentaba diferentes grados de QPC. El 28,78 % de los ojos de los
pacientes con QPC presentaban atrofia del estroma anterior e inferior del iris,
mientras que no se observo en individuo alguno sin QPC. La estesiometria corneal
mostrd que a mayor grado de QPC, mayor disminucién de la sensibilidad corneal.
Los estudios de ojo externo en casos y controles no mostraron diferencias
significativas entre ellos. Las asociaciones mas significativas con QPC fueron la
pinguécula y la catarata.

La QPC no fue observada en individuo alguno de los examinados en
Sumampa y Cieneguillas. No obstante, el estudio del ozono y la radiacion UV no
mostré diferencias significativas entre las 3 regiones estudiadas.

Los estudios de polimorfismo genético demostraron que la QPC no esta
restringida a individuos grupo O. El estudio de los genes HLA-DRO1 puso en
evidencia una mayor frecuencia del alelo DR01*14 en los pacientes con QPC con
respecto a los controles, pudiendo ello significar mayor riesgo para padecer la
enfermedad. Por otra parte, en individuos que no presentaban la enfermedad, tanto
en Cieneguillas como en la region de Aguada Guzman, encontramos con alta
frecuencia el alelo HLA-DR01*04, lo que podria sugerir un cierto rol protector de
dicho alelo en el desarrollo de esta enfermedad.

Tanto el colesterol sérico, como los triglicéridos y el &cido drico se

observaron mas elevados en individuos rurales (con y sin QPC) que en los
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urbanos, mientras que los niveles séricos del AA fueron inferiores en los

individuos rurales.

Conclusiones

La QPC es una enfermedad de la cdrnea bien definida, y su diagndstico es
sencillo, adn en sus estadios iniciales, siempre y cuando se realice un cuidadoso
examen biomicroscépico con lampara de hendidura. La alta prevalencia de la QPC
observada en esta region pobre y marginal de la Argentina genera un problema de
salud publica serio y de dificil solucién, habida cuenta de la falta de verdaderos
programas de salud que contemplen a esas regiones olvidadas.

A pesar de que una alta proporcién de los individuos examinados en la
patagonia poseen ascendencia Mapuche, los resultados obtenidos en el estudio
antigénico ABO demostré que la QPC no esta restringida al grupo sanguineo
prevalente en indoamericanos. El estudio de los genes HLA-DRO1 mostré que
podria haber genes facilitadores y protectores para QPC.

Los microtraumas cronicos de la superficie ocular que sufren los
pobladores de la region de Aguada Guzman por los vientos intensos vehiculizando
particulas puede aumentar la expresion de moléculas que intervienen en el
remodelamiento de la matriz extracelular de la coOrnea, como las
metaloproteinasas, algunas de ellas como las gelatinasas (especialmente la
proMMP-9) actuando en la progresion de la enfermedad y otras, como la MMP-8,
ejerciendo un rol protector para la cornea contra dichas injurias.

El estudio de la irradiacion UV en esas tres areas no mostré diferencias
entre ellas, sugiriendo que la radiacion UV no es el factor principal en la
ocurrencia de la QPC.

Los bajos niveles de AA hallados en los individuos patagdnicos aportan un
nuevo elemento a tener en cuenta cuando se habla de la genesis de esta
enfermedad multifactorial, teniendo en cuenta el rol protector de la cornea del AA

contra injurias como la irradiacion UV.



ABSTRACT

Introduction

Climatic droplet keratopathy (CDK) is an acquired, degenerative disease
of the cornea, characterized by the progressive opalescence of its most anterior
layers. In the initial stages of the disease the appearance of multiple tiny and
translucent droplet-like subepithelial deposits, is observed at the vicinity of the
nasal and temporal corneo-scleral limbus (grade 1). This opalescence extends
slowly throughout the interpalpebral area towards the center of the cornea in a
band-shaped fashion (grade 2). At this stage yellow vesicles or drops may appear
protruding under the corneal epithelium (grade 3).

CDK predominantly affects males over 40 years old that perform rural and
outdoor labors, causing a progressive and severe decrease of visual acuity of the
affected eye.

Of unknown etiology, CDK has been observed in some regions of the
world characterized by cold or hot arid climates, intense winds, lack of umber,

low humidity and high ultraviolet exposure.

Materials and methods

758 individuals living in villages and settlements in EI Cuy department,
province of Rio Negro, in the northwest Argentine Patagonia, were examined.
This arid semideserted barren plain is characterized by its dry and windy climate
and its sandy soil scarcely covered by small bushes. 154 individuals living in the
region of Sumampa, province of Santiago del Estero, as well as 152 individuals
living in the region of Cieneguillas, Puna region of the province of Jujuy, were
also examined. These 2 regions share similar geographic and environmental
conditions with the former region. All individuals received a comprehensive
ophthalmological examination. In a group of patients presenting CDK and in a
comparable control group without CDK corneal sensitivity was evaluated, as well
as the Schirmer Il test, the break-up time test (BUT) and the ocular surface
staining with lisamine green. In a group of patients and controls genetic

polimorphysm  (ABO  erithrocytic group and HLA-DRB1 aleles),
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metaloproteinases (MMPs) in tear, and seric ascorbic acid, cholesterol,
triglycerides, uric acid and total proteins were evaluated. The ozone layer and

ultraviolet (UV) irradiation were evaluated in those 3 geographic regions.
Ozone values were determined by means of the TOMS-NASA program, obtained
from the NASA’s web site, and UV irradiation by means of the DayLight
program, version 2.3.10.

For statistical analysis, results were analized with the Fisher test, the c2-
test, the de Mann-Whitney test, the Student test and the ANOVA test. Statistical

signficance was established with a p < 0,05.

Results

Different degrees of CDK were found to affect 10.82 % of the individuals
examined In the patagonia region. Atrophy of the anterior inferior iris stroma was
found in 28.78 % of eyes from patients with CDK, and in none of the individuals
without CDK.

Corneal esthesiometry showed severe decrease of corneal sensitivity in
advanced stages of CDK. External eye tests showed no differences between CDK
patients and controls. Pinguecula and cataract were the most frequent associations
observed in eyes with CDK.

CDK was observed in none of the individuals examined in Sumampa and
Cieneguillas. However, ozone and UV radiation studies did not show significant
differences between the 3 evaluated regions.

Genetic polimorphysm studies demonstrated that CDK is not restricted to
group O. The study of HLA-DRO1 aleles evidenced a higher frequency of the
DRO01*14 alele in CDK patients than in controls. This could represent a higher
risk to suffer the disease. In contrast, in individuals that not presented CDK in
Cieneguillas as well as in Aguada Guzméan a higher frequency of the HLA-
DR01*04 alele, suggesting a possible protecting role of this alele.

Serum levels of colesterol, triglycerides and uric acid were found more
elevated in rural (with and without CDK) than in urban individuals. In contrast,

serum levels of ascorbic acid were lower in the former than in the latter group.

Conclusions
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CDK is a well defined corneal disease and its diagnosis is easy even in its
initial stages provided a carefull biomicroscopic examination is performed.

The high prevalence of CDK observed in this poor and marginal region of
Argentina generates a very serious and difficult to solve public health problem,
considering the lack of health programs considering those forgotten regions.

Atlhough a high proportion of individuals examined in the patagonia
descend from the Mapuche tribes, ABO antigenic studies demonstrated that CDK
is not restricted to group O that is prevalent among indoamericans. HLA-DRO1
gene studies showed possible facilitating and protecting roles.

Chronic microtraumas of the ocular surface that suffer individuals from
Aguada Guzman as a consequence of intense winds carrying particles may
enhance the expression of molecules participating in corneal extracelular matrix
remodeling such as matrix metalloproteinases. Some of them like gelatinases
(especially proMMP-9) participate in the progression of the disease, and others
like MMP-8 may exert a protective role.

The study of UV radiation in the 3 geographical areas did not show
differences between them, suggesting that UV radiation is not the principal factor
in the occurence of CDK.

As ascorbic acid (AA) is recognized as a protector of the cornea from UV
radiation, low seric levels of AA found in individuals living in that area of the
Argentine Patagonia give new elements to take into account when thinking about

the genesis of CDK.
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CAPITULO 1 Introduccion

I. LA CORNEA NORMAL

|1.1. Estructura

1.1.1. Generalidades

La cornea, del latin cornea, duro como el cuerno, es un tejido avascular y
transparente, formado por 3 capas de tejidos diferentes: una externa o epitelio, una
media o estroma y una posterior o endotelio. Cada uno de estos estratos esta separado
uno de otro por una lamina basal especializada. El epitelio corneal asienta sobre la
lamina basal epitelial, y el endotelio sobre la membrana de Descemet. (Sole y col.,
1992)

El limbo esclero-corneal es una zona translicida de transicion entre la cornea
y la esclera, limitado centralmente por el margen distal de la membrana de Bowman,
y periféricamente por el borde escleral. Mide aproximadamente 1 mm de ancho,
siendo mas ancho en el cuadrante superior y mas angosto en el nasal y temporal.
(Sole y col., 1992)

El didmetro medio de la cornea es de 11,5 mm, al que se llega a la edad de 6
afios. El espesor promedio, incluyendo todas sus capas, es de 550 micras,
aumentando desde el centro hacia el limbo esclero-corneal. Su superficie mide 1,3
cm2 (7 % de la superficie del globo ocular), y su radio de curvatura externo es mayor
(7,7 mm vertical y 7,8 mm horizontal) que el interno (6,6 mm vertical y 6,2
horizontal) lo que la convierte en el elemento refractivo mas importante del sistema

dioptrico ocular, con un poder de 43 dioptrias. (Sole y col., 1992)

1.1.2. El epitelio corneal

El epitelio corneal es la capa mas superficial. Su funcién principal es la de
constituir una barrera contra la invasion intraocular de microorganismos y otros
patégenos, y contra la hidratacion del estroma subyacente. Mide aproximadamente
50 micras de espesor, y esta constituida por un epitelio plano estratificado no

queratinizado y no secretor, de 5 a 7 capas de células. Morfoldgicamente se divide, a
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su vez, en 3 capas: una superficial de células de descamacion, una intermedia de
células poliédricas, y una profunda de células basales, Unicas con capacidad mitética.
Esta diferenciacion podria tratarse de diversos grados de maduracion celular. Las
celulas basales se originan en células madre de la capa basal del epitelio periférico, a
nivel del limbo corneal, células que no expresan la queratina de 64 kDa que expresan
las células epiteliales. (Sole y col., 1992) EI tiempo de recambio celular, desde célula
basal a célula de descamacion, es de 7 dias. (Hannay col., 1961) Su organizacion
muy regular, a diferencia de otros epitelios, contribuye con las propiedades Opticas

de la cornea.

1.1.3. La lamina basal del epitelio y la capa de Bowman

Las células basales del epitelio yacen sobre una membrana o lamina basal de
unos 60 nm de espesor. Dicha lamina basal es sintetizada fundamentalmente por las
células epiteliales. (Alberts y col., 2002) Esta constituida por colageno tipo IV,
laminina, perlecan, fibronectina y fibrina. La laminina, glicoproteina de dominios
multiples y formada por una triple cadena polipeptidica muy larga (a, By vy), se
localiza en la lamina lucida de la membrana basal, y favorece la adhesién, migracion,
desarrollo y diferenciacion celular epitelial. Gipson y col., 1989) Lafibronectina es
también una glicoproteina grande de dominios multiples, constituida por dos
subunidades grandes (dimero), unida por puentes disulfuro en uno de los extremos,
(Alberts y col., 2002-a) y esta en relacion con el estroma subyacente, (Tervo y col.,
1986) dispuestas en fibrillas en estrecha relacion con el citoesqueleto de los
fibroblastos, facilitando la adhesion celular a la matriz extracelular. (Alberts y col.,
2002-a)

Inmediatamente debajo de la ldmina basal del epitelio se observa un éarea
acelular del estroma de unas 8 a 14 micras de espesor, llamada capa de Bowman, la
que esta presente en humanos, primates y pajaros. No obstante, numerosos
mamiferos como las ratas y los ratones no presentan una capa de Bowman
individualizable, pero sus células epiteliales se adhieren a una membrana basal
subyacente que contiene laminina y colageno, con caracteristicas morfologicas

comunes a todas las membranas basales. (Stepp, 2006) En microscopia electronica se
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observa que la capa de Bowman estéa constituida por fibrillas colagenas de colageno

tipo I orientadas de manera aleatoria.

1.1.4. El estroma

Las caracteristicas Opticas y estructurales de la cérnea estan determinadas
principalmente por la estructura y composicion del estroma corneal, el que representa
el 90 % del espesor total de la cornea. El estroma esta formado por fibroblastos
especializados Ilamados queratocitos, que representan entre el tres y el cinco por
ciento del volumen estromal, y componentes de la matriz extracelular. Los
queratocitos, de escasa cantidad de organelas y nucleo voluminoso, son células de
baja actividad metabdlica. En los procesos de cicatrizacion corneal migran y se
acumulan en los bordes de la lesion, transformandose en fibroblastos que desarrollan

expansiones hacia el area lesionada.

El estroma esta constituido principalmente porfibrillas de colageno tipo I, y
también por coldgeno tipo V y VI. (Newsome y col., 1982) Se disponen formando
laminas paralelas a la superficie corneal, organizadas de manera aleatoria. Al interior
de cada lamina, las fibrillas coldgenas se orientan en forma paralela entre ellas, y
perpendicularmente a las fibrillas de las laminas adyacentes. Esta disposicion es mas
regular en los dos tercios posteriores del estroma. Las ldminas coladgenas se disponen
de limbo a limbo. Al llegar a éste, la mayoria de las fibras se incurban adquiriendo
una disposicién paralela al limbo, formando una banda de unos 2mm por delante del
mismo. En las regiones anteriores de la cornea las laminas estan dispuestas en forma
oblicua unas de otras, y en las regiones posteriores, de manera ortogonal. (Meek y
col., 1987)

La matriz extracelular del estroma, secretada por los queratocitos, esta
constituida principalmente por proteoglicanos que contribuyen a que las fibras
colagenas mantengan una distancia constante entre ellas. De acuerdo con las cadenas
laterales de carbohidratos, se los denomina condroitin sulfato/dermatan sulfato
(CS/DS) y queratan sulfato (KS). Mas recientemente, segln sus proteinas centrales
se los denomina decorina (correspondiendo a CS/DS), abundante en la parte anterior

de la cdrnea, tres variedades de KS: lumicano (esencial en la transparencia de la
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cdornea) (Funderburgh y col., 1993), queratocano (proteina de localizacion exclusiva
corneal) (Corpuz y col., 1996) y mimecano. Este ultimo es producto del mismo gen
que codifica la osteoglicina del hueso. (Funderburgh y col, 1997) Los queratocitos

se activan cuando se produce una lesion en el estroma.

De la integridad del estroma dependera la transparencia de la cornea y la

resistencia a la presion intraocular.

I.1.5. El endotelio o capa de células posteriores

El endotelio corneal es llamado asi por constituir la capa mas interna de la
cornea que estd en contacto con el humor acuoso de la camara anterior. Estas células
posteriores de la cornea, formadas a partir de la cresta neural, no son en realidad
verdaderas células endoteliales, pero el uso ha hecho que esa denominacion

permanezca.

El endotelio est4 formado por una capa unicelular de unas 350.000 a 500.000
células hexagonales planas, de tamafio y forma regulares y sin capacidad mitética.
Al momento del nacimiento, la poblacion de células endoteliales es de 3.000 a 4.000
células/mmz, reduciéndose a un promedio de 2.500 células/mmz2a la edad media de la
vida y a 2.000 célulass/mm2 en el adulto mayor. Cuando por razones patologicas la
poblacion celular cae por debajo de 800 células/mm2, el estroma comienza a
hidratarse anormalmente, constituyéndose un edema crénico de la cérnea y pérdida
definitiva de transparencia de la misma. Entre célula y célula se observan uniones
tipo puente (gap junctions). A nivel apical, de cara a la camara anterior, las células
endoteliales poseen uniones entre si tipo zonula occludens (tight junctions). La
integridad de las células endoteliales y sus uniones de hermeticidad son
fundamentales para el mantenimiento de la transparencia de la cornea. Por otra parte,
mediante potentes bombas de Na/K ATPasa dependiente y HCO3 ATPasa
dependiente, las células endoteliales transportan en forma activa el agua del estroma
hacia la cdmara anterior, controlando asi la hidratacion y nutricion corneal. Los
procesos de reparacion endotelial incluyen aplanamiento y agrandamiento de las

celulas endoteliales, a fin de mantener intacta la monocapa, y la produccién de
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colageno anormal posterior a la membrana de Descemet. (Waring y col., 1982;
Edelhauser, 2006)

1.1.6. La membrana de Descemet

El endotelio se dispone sobre su membrana basal, llamada membrana de
Descemet, de unas 10 a 15 micras de espesor en el ojo adulto. Esta constituida por
colageno tipo IV (principalmente), V y VII, laminina y fibronectina. Es muy

resistente a la accion de las enzimas proteoliticas. (Sole y col., 1992)

1.1.7. Otras células presentes en la cornea

Ademas de los 3 estratos celulares descriptos previamente, existen en la
cornea otros 2 grupos de células: células dendriticas o células de Langerhans, con
capacidad presentadora de antigeno y agrupadas en el epitelio en proximidades de los
vasos limbares, y células neurogliales o células de Schwann, encontradas alrededor
de los filetes nerviosos. Las células de Langerhans, normalmente presentes en forma
escasa, aumenta considerablemente en condiciones patoldgicas tales como en el

rechazo de un injerto corneal. (Sole y col., 1992)

En el estroma corneal, se encuentran histiocitos, dispuestos en forma plana
entre las laminillas colagenas, representando a las principales células fagociticas del

estroma. A diferencia de los queratocitos, los histiocitos poseen lisosomas.1

1.1.8. Adhesion celular: las integrinas

Las integrinas son una familia de glicoproteinas de membrana que se
expresan en la mayoria de las células del organismo, y cuya funcion es la de
proporcionar la fijacién celular a varias glicoproteinas como la fibronectina, la
vitronectina y varias lamininas y colagenos. (Stepp, 2006) Expresadas en la cornea
por las células epiteliales, los queratocitos, los fibroblastos y las células endoteliales,
las integrinas son los principales receptores celulares que sirven a la adhesién de la
celula a la matriz extracelular, como también a la adhesion célula con célula. Las
integrinas parecieran detectar cambios que se producen en el medio extracelular,
transmitiendo la informacion al ndcleo de la célula mediante alteraciones de la

organizacion del citoesqueleto, cumpliendo asi funciones en las vias de sefializacion
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intracelular y de comunicacién del citoesqueleto con la matriz extracelular. (Stepp,
2006) Las células pueden regular su actividad de adhesion de sus integrinas desde su
interior. Interactuando con otros receptores de sefializacion, las integrinas cooperan
con el crecimiento celular, sobrevida celular y proliferacion celular. Alberts y col.,
2002-b)

Diferentes familias de integrinas han sido descriptas en la cornea: las
integrinas BL CD29, las integrinas B2 CD18, las integrinas B4 CD104 y las
integrinas aV CD51. A su vez, cada una de esas familias de integrinas esta
constituida por diversas subunidades, distribuidas cada una de ellas en forma
especifica en diferentes ubicaciones en la cornea. Salvo la familia B2 que se asocia a
celulas vinculadas al sistema inmune, el resto de las integrinas se las encuentra en los
queratocitos (in situ), en los fibroblastos y miofibroblastos (in vitro), en el epitelio
corneal (incluyendo a las células basales del limbo), asociadas a nervios, y en el
endotelio (solo las aV). (Stepp, 2006)

Estudios en corneas de adultos mayores se comprobd que la presencia de la
integrina a6B4 en la ldmina basal del epitelio corneal era discontinua, sugiriendo ello
una explicacion a la disminucién de la sensibilidad corneal, a la disminucion de la
resistencia a infecciones y al aumento de la permeabilidad del epitelio corneal a la
fluoresceina, en la cornea de los ancianos. (Faragher, 1997) La alteracion en la
expresion de integrinas ha sido observada en diversas enfermedades corneales,
aunque aun no se sabe si aquello puede ser la causa de determinadas enfermedades o

una consecuencia de las mismas. (Stepp, 2006)

Para sintetizar, a nivel de la cornea las integrinas cumplen funciones de
adhesion celular, remodelacion de la matriz extracelular, sobrevida celular y como
marcadores de células madre. (Stepp, 2006)

1.2. Inervacion

La cOrnea es una estructura ricamente inervada, y posee tanto inervacion

sensitiva como simpatica.
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La inervacion sensitiva esta provista por la rama oftdlmica del nervio
trigémino, ingresando al ojo por la region escleral posterior por via de los nervios
ciliares largos posteriores, y también por via de los nervios ciliares cortos luego de
haber pasado por el ganglio ciliar. Dirigiéndose por la esclera y la supracoroides
hacia delante, comienzan a emitir ramificaciones a unos 8 mm del limbo, para formar
un plexo circunferencial préximo al limbo esclero-corneal. Desde alli penetran en
forma radiada al estroma medio, conservando su vaina de mielina hasta 2 a 3 mm del
limbo, adelgazandose a medida que se aproximan al area central de la cornea. La
ramificacion de los nervios se produce dicotomicamente entre las fibras colagenas
del estroma medio, no observandose nervios en la membrana de Descemet o el
endotelio. Desde el estroma medio, las fibras nerviosas emiten ramificaciones
anteriores, creando un rico plexo subepitelial, y desde alli atraviesan la capa de
Bowman y la membrana basal del epitelio para terminar en el seno mismo de la capa
epitelial. (Rozsa y Beuerman, 1982) Otras pequefias ramas, pero en menor cantidad
que las anteriormente citadas, penetran en la cornea mas superficialmente e
inmediatamente bajo el epitelio para hacerse intraepiteliales a nivel de la capa basal

epitelial. (Sole y col., 1992)

Los receptores sensitivos corneales difieren de los corpusculos sensitivos de
la piel, ya que la cdérnea presenta terminaciones nerviosas libres, densamente
organizadas. Un é&rea de 0,01 mm2 de epitelio corneal puede llegar a contener
alrededor de 100 terminaciones nerviosas. Ello le confiere al epitelio corneal ser una
de las estructuras més ricamente inervadas del organismo, siendo su sensibilidad 400
a 600 veces mayor que la de la piel, y cerca de 30 veces mayor a la densidad nerviosa

de una pulpa dentaria. (Rozsay Beuerman, 1982)

Las terminaciones nerviosas vehiculizan la sensibilidad al dolor y al contacto.
Esta ultima es la que se estudia mediante la estesiometria. En cambio, la cdrnea no
posee sensibilidad térmica. La sensibilidad al frio la proporcionan los receptores

paraliticos de Krause. (Sole y col., 1992)
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El area central, sobre un didmetro de 5 mm, es el area de mayor sensibilidad,
decreciendo progresivamente hacia el limbo. Probablemente debido a la presion
continua ejercida sobre el limbo superior por el parpado superior, aquella area es la
de menor sensibilidad. (Sole y col.,, 1992) El meridiano horizontal posee maés
terminaciones que el meridiano vertical, y a su turno, el meridiano temporal en

relacién al nasal. (Sole y col., 1992)

La sensibilidad corneal disminuye con la edad. Ademas, la sensibilidad varia
en forma nictemeral, siendo mayor en un 30 por ciento en la mafiana en relacion a la
noche. (Sole y col., 1992)

Los axones nerviosos liberan factores neurotréficos en el estroma corneal que

pueden afectar los queratocitos y las células epiteliales suprayacentes. (Stepp, 2006)

La sensibilidad corneal da origen al reflejo corneo-palpebral, que se traduce
principalmente en blefaroespasmo, y hasta lagrimeo, hiperhemia conjuntival y
miosis, luego de excitacion corneal. La via aferente de este arco reflejo esta
representada por la rama oftdlmica del trigémino, y la via eferente por el facial.
También la sensibilidad corneal puede dar origen a reflejos a distancia como el
reflejo de deglucion luego de la instilacion de un colirio, reflejo mandibular o
pterigoideo, reflejo respiratorio que puede provocar una apnea, y reflejo éculo-

cardiaco. (Sole y col., 1992)

La pérdida de la sensibilidad de la cornea produce trastornos troficos severos
en la misma, que se traducen por adelgazamiento epitelial, cicatrizacion retardada y
ulceracion secundaria al bloqueo mitético. Esta situacion se ve agravada como
consecuencia de la disminucion o pérdida del reflejo corneo-palpebral, perturbando

severamente la lubricacion adecuada de las superficies corneal y conjuntival.

La inervacién simpatica es menos conocida, como también su rol. A nivel
celular epitelial se han encontrado tasas elevadas de acetilcolina, colino-acetilasa y
de colinesterasa. La superficie ocular posee receptores 0-adrenérgicos, los que, por

intermedio de la adenilciclasa, inducen la formacion de AMP-ciclico que interviene
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en respuestas de la célula. Ademas, el sistema 0-adrenérgico intervendria en el

transporte transepitelial. (Sole y col., 1992)

1.3. Reparacion tisular

Cuando se produce una abracion o ulceracion del epitelio corneal, se produce
una inhibicién de las mitosis de las células basales del epitelio (que se restablecera
una vez cerrada la pérdida epitelial) y una migracién y aumento de la actividad de las
celulas epiteliales. Ello se traduce mediante el aumento de la sintesis proteica de las
células epiteliales migratrices, en especial la vinculina, proteina de 100 kDa que
participa en uniones celulares focales. (Ziche y col., 1989) A estas uniones focales
contribuyen, ademas, la integrina fij y la paxilina, proteina intracelular. Estas
proteinas también tienen funciones de activacion de sefales intracelulares que
controlan la liberacion de calcio y la mitosis. Otra proteina de union focal célula-
célula y célula-susbstrato que ve aumentada su expresion es la CD44, glucoproteina
de la superficie celular. Yu y col., 1998) La energia necesaria para la actividad
celular reparadora la proporciona el glucégeno, observandose un aumento de la

proteina GLUTL, proteina transportadora de la glucosa. (Takahashi y col., 1996)

La migracion celular observada durante los procesos de reparacion responden
a un control autocrino y paracrino. La sintesis de los factores de crecimiento
aumenta, como también la expresion de sus receptores. Uno de esos factores, el EGF
o factor de crecimiento epidérmico, estd presente en lagrimas y es expresado por las
células epiteliales, promoviendo su migracion y proliferacion. (Tripathi y col., 1990)
Como respuesta a la injuria epitelial, a nivel estromal se expresan también otros
factores de crecimiento, como el KGF o factor de crecimiento del queratocito, y el
HGF o factor de crecimiento del hepatocito, ambos sintetizados por los queratocitos
estromales, como también aumento de la expresion de sus respectivos receptores en
las células epiteliales. (Wilson y col., 1999) Otros factores de crecimiento descriptos
como involucrados en el proceso reparador son el bFGF o factor bésico de
crecimiento de fibroblastos y el TGF-B o factor de crecimiento transformador de
fibroblastos, cuya expresion se ve aumentada en las células epiteliales. (Wilson y
col., 1992)
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La activacion de los receptores de los factores de crecimiento produce la
activacion de proteinas de sefial intracelulares, entre las que se destacan la cascada de
quinasa de la MAP o proteina activada por mitégeno, la fosforilasa C (PLC) y la
fosfatidilinositol (PI) 3-quinasa. La activacion de estas proteinas por parte del EGF
activa factores de transcripcion génica, los que activan numerosos genes implicados
en la sintesis proteica y en la diferenciacion y proliferacién celular. (Okada y col.,
1996) A su vez, la activacion de la PLC y la PI induce la activacion de la PKC o
proteinoquinasa, lo que tiene como resultado la liberacion de calcio intracelular,
esencial para la migracién celular. (Sotozono y col., 1995) El epitelio corneal expresa
receptores de acetilcolina, pudiendo ésta activar también las vias de laPLC, laPly la
PKC. (Sotozonoy col., 1995)

Luego de producida una injuria en la cornea se expresan también numerosas
citoquinas inflamatorias, entre ellas la IL-1, IL-6 e IL-10, y el TNF-a. La IL-6
promueve la expresion de la integrina a5B1, cuya presencia en las placas de adhesion
le otorga un rol importante en la migracion celular. La integrina a5B1 es también
sinérgica con el EGF, estimulando también la expresién de KGF y HGF. (Sotozono y
col., 1995)

La matriz extracelular (MEC), en especial la ld&mina basal del epitelio, esta
involucrada en el proceso de reparacion luego de una injuria epitelial (ver Capitulo
2). Moléculas como la laminina y lafibronectina influyen sobre las vias de sefial
intracelulares a través de la paxilina y la quinasa de adhesion focal. A su vez, el
lumicano pareciera influir también en el proceso reparador a través de los receptores

de integrinas. (Savage y Cohen, 1973)

Luego del cierre de la abrasion epitelial, en caso de que la capa basal no haya
sido dafiada, al poco tiempo se restituye el epitelio normal, y la adhesion de las
células migratrices epiteliales se establece mediante hemidesmosomas con las células
basales. En cambio, si la lamina basal fue también dafada en la injuria, el epitelio
que cubrid la herida debe reformar la lamina basal en ese sitio, viendose sumamente

retardada la aparicion de los complejos de unién. (Gipsony col., 1988)
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Il. LASMETALOPROTEINASAS DE MATRIZ

I1.1. La matriz extracelular

Los tejidos biologicos constituyen ambientes dindmicos en los que las células
que forman parte de los mismos interactian unas con otras y con la matriz
extracelular (MEC) circundante. (Sivak y Fini, 2002)

Hasta no hace mucho tiempo, la MEC era considerada como un simple
andamiaje necesario para dar estabilidad fisica a los tejidos y sus células
constitutivas. En la actualidad se sabe que la MEC posee una funcion mucho mas
activa y compleja en la regulacion del comportamiento de las células que estan en
contacto con ella, brindandoles el micro ambiente necesario para su desarrollo y
morfogénesis. La mayoria de las células necesita de la MEC para crecer, proliferar,
migrar y sobrevivir. A ello se le llama anclaje de dependencia, y estd mediado por
integrinas y sefiales intracelulares que generan. A su vez la MEC puede influenciar
en la forma y funcion de la célula, y en la organizacién del citoesqueleto celular.
(Alberts y col., 2002)

La MEC estd compuesta por una variedad de macromoléculas secretadas
localmente y ensambladas en una malla organizada, en estrecha relacion con las
celulas que las producen. Dichas células constituyentes de un determinado tejido
contribuyen, a su vez, a la organizacion de la MEC. La diversidad y tipo de
constitucion de la MEC respondera a los requerimientos funcionales del tejido.
Principalmente dos clases de macromoléculas conforman la MEC: 1)
glicosaminoglicanos, principalmente asociados covalentemente a proteinas en la
forma de proteoglicanos; 2) proteinasfibrosas, en las que se destacan el colageno, la
fibronectina, la elastina y la laminina, y cuya funcion es a la vez estructural y
adhesiva. En el tejido conectivo, los proteoglicanos forman una estructura de base
altamente hidratada, en la cual se hallan entremezcladas las proteinas fibrosas.
(Alberts y col., 2002)

Las macromoléculas de la MEC sufren una programada y constante

regulacion y recambio, lo que es fundamental para el cumplimiento de diversos
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procesos bioldgicos, como, por ejemplo, cuando un glébulo blanco debe atravesar la
membrana basal del endotelio vascular para migrar hacia un determinado tejido en
respuesta a un dafio. En condiciones fisiologicas, la MEC sufre una renovacién
constante, en donde las macromoléculas son degradadas y resintetizadas. (Alberts y
col., 2002)

La degradacion de las macromoléculas de la MEC es llevada a cabo por
enzimas proteoliticas, llamadas proteasas, que son secretadas localmente por células.
La mayoria de estas enzimas proteoliticas pertenecen a dos grandes grupos: 1) las
metaloproteinasas (MMP), cuya actividad dependera de la unién con Ca2+o Zn2+, 2)
las proteasas séricas. Ambas proteasas colaboran en la degradacion del colageno, la
laminina y la fibronectina, algunas adquiriendo alta especificidad como la
metaloproteinasa colagenasa, clivando ciertas proteinas en sitios proteicos pequefios
y especificos. Numerosas proteasas son secretadas como precursores inactivos, tal el
caso del plasmindgeno, el que es clivado localmente por otra proteasa, la tPA (tissue-
type plasminogen activator) que lo transforma en plasmina. La accion de las
proteasas es confinada a areas especificas gracias a la secrecion local de inhibidores
especificos de las proteasas, tales como el inhibidor tisular de las metaloproteinasas
y las serpinas. Estos inhibidores son especificos para las proteasas, y se unen
selectiva y firmemente a las proteasas activadas, bloqueando asi su actividad.
(Alberts y col., 2002)

I1.2. Las metaloproteinasas

Las MMP (acronimo de Matrix Metalloproteinases), llamadas tambiéen
matrixinas, constituyen una familia de enzimas Calcio y Zinc dependientes, que
participan en el remodelamiento fisiologico de los tejidos. (Visse y Nagase, 2003)
Ademas, la modificacion proteolitica de los diferentes substratos de la MEC
(citoquinas, moléculas de adhesion celular y componentes activos de la MEC) puede
ejercer una importante influencia en la sefalizacion celular, regulando asi la
actividad celular y la interaccion de las células con su MEC. (Sivak y Fini, 2002) Las
MMP son secretadas localmente, a diferencia de muchos otros sistemas enzimaticos
que deben ser producidos y transportados a los tejidos por células inflamatorias.
(Sivak y Fini, 2002)
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Las MMP son secretadas como pro-enzimas que son activadas principalmente
a nivel extracelular por clivaje proteolitico, aunque también existen formas ligadas a
la membrana celular. En condiciones fisiologicas, las MMP son sintetizadas sélo en
caso de necesidad, y su actividad es regulada en forma precisa a nivel de
transcripcion, activacion del precursor, interaccion con componentes especificos de
la MEC, e inhibicion por la accion de inhibidores enddgenos. (Visse y Nagase, 2003)
Una amplia variedad de citoquinas y factores de crecimiento pueden tanto inducir
como inhibir la expresion de las MMP, como el factor de necrosis tumoral (TNF-a),
la interleukina-1 (IL-1), el factor de crecimiento transformador P (TGF- P) y otros.
La expresion de MMP es también inducida en respuesta a cambios en la forma de las

celulas y en sus asociaciones con la MEC. (Sivak y Fini, 2002)

En condiciones patoldgicas pueden contribuir en la degradacion y
desintegracion de la MEC. La pérdida de su accion controlada puede tener como
resultado enfermedades tales como artritis, arteriosclerosis, cancer, aneurismas,

nefritis, Ulceras y fibrosis.(Visse y Nagase, 2003)

11.3. Clasificacién de las MMP

Hasta el presente han sido identificadas 24 MMP en vertebrados, de las cuales
23 se encuentran en el ser humano. Desde el punto de vista estructural, las MMP
estdn formadas por un prodominio, un dominio catalitico, una regién de articulacién
0 bisagra, y un dominio hemopexina. En base a la especificidad de substrato,
similitud en la secuencia y la organizacion de los dominios, las MMP se dividen en
seis grupos: 1 colagenasas; 2. gelatinasas; 3. stromelisinas; 4. matrilisinas; 5 MMP

de tipo membrana; 6. miscelaneas. (Visse y Nagase, 2003)

. Colagenasas: este grupo esta constituido por la MMP-1, la MMP-8, la
MMP-13 y la MMP-18. Su accion consiste en el clivaje del colageno intersticial
fibrilar tipo 1, tipo Il, tipo Il y tipo VII, a nivel de un sitio especifico préximo a la

porcion amino terminal. Ademas, pueden digerir otras moléculas pertenecientes o no
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a la MEC. El mecanismo por el cual las colagenasas clivan el colageno de triple

hélice aun no se ha dilucidado.

» Gelatinasas: lo constituyen la MMP-2 o gelatinasa A y la MMP-9 o
gelatinasa B. Degradan el coldgeno desnaturalizado (tipo 1V, V, VII, X),
fibronectina, laminina, elastina. A la MMP-2 se la considera importante en la

osteogeénesis.

o Stromelisinas: lo constituyen la MMP-3 o stromelisina 1, la MMP-10 o
stromelisina 2 y la MMP-11 o stromelisina 3 (de secuencia y especificidad de
sustrato diferente a la MMP-3). La MMP-3 y la MMP-10 tienen la misma
especificidad de sustrato, pero la MMP-3 mayor eficacia proteolitica que la MMP-10.
Ademas de digerir componentes de la MEC, tanto coldgenos como proteoglicanos, la
MMP-3 y la MMP-10 activan algunas proMMP, paso fundamental para la activacion
completa de una determinada MMP, tal el caso de la MMP-1, MMP-8, y MMP-9.

» Matrilisinas: integran este grupo la MMP-7 o matrilisina 1, y la MMP-26
0 matrilisina 2, llamada también endometasa. Ambas participan en el procesamiento
de componentes de la MEC. Ademas, la MMP-7 procesa moléculas de la superficie

celular, tales como pro-a-defensina, Fas-ligando, pro-TNF- a, y E-cadherina.

* MMP de tipo membrana: descubiertas mas recientemene, a este grupo lo
constituyen seis enzimas MT (transmembrana)-MMP: cuatro son proteinas de
transmembrana tipo I (MMP-14, MMP-15, MMP-16 y MMP-24), y dos son
proteinas de anclaje glicosidil-fosfatidil-inositol o0 GPI (MMP-17 y MMP-25). Todas
ellas tienen capacidad para digerir moléculas de la MEC. A excepcién de la MMP-24
(o MT4-MMP), todas tienen la capacidad de activar la proMMP-2. La MMP-14 (o
MT1-MMP) posee actividad colagenolitica sobre el colageno tipo I, 11 y Ill. Esta
altima MMP también juega un rol importante en la angiogénesis.4 La MMP-17 (o
MT5-MMP) se expresa principalmente a nivel del cerebelo, y la MMP-25 (0 MT6-
MMP) se expresa casi exclusivamente en los leucocitos de sangre periférica, y en el

astrocitoma anaplasico y glioblastomas.

* Miscelaneas: este grupo esta constituido por siete enzimas: la

metaloelastasa 0 MMP-12, expresada principalmente en macréfagos y esencial para

24



CAPITULO 1 Introduccion
. .

su migracidn, digiere elastina y otras proteinas; la MMP-19, expresada en pacientes
con artritis reumatoidea; la enamelisina o MMP-20, digiere la amelogenina y se la
encuentra principalmente en el esmalte dentario recién formado; la MMP-22, cuya
funcibn no se conoce; la MMP-23, expresada principalmente en tejidos de
reproduccidn, y se la considera una proteina de membrana tipo Il; y la epilisina o
MMP-28, expresada fundamentalmente en los queratinocitos, y se piensa que podria

tener un rol en la homeostasis tisular y en la cicatrizacion de heridas.

Esta clasificacion, basada en los substratos y funciones de las diferentes
MMP, es potencialmente inexacta debido a que los conocimientos acerca de los

objetivos-blanco para cada enzima contindan expandiéndose.

114. Activacién de las MMP

Las MMP pueden ser activadas por proteasas, 0 in vitro por agentes quimicos
como agentes tilo-modificantes, glutation oxidado, SDS, agentes caotropicos y
moléculas reactivas de oxigeno, al igual que el pH &cido y el tratamiento con calor.
Todos ellos acttan generando una alteracion a nivel de la interaccion cisteina-zinc, a
nivel del conector (switch) cisteina. La fase final de la activacion es conducida por
una MMP. La mayoria de las proMMP son secretadas intracelularmente, y se activan

a nivel extracelular. (Pepper, 2001)

115. Inhibidores enddgenos de las MMP

Los inhibidores tisulares de las MMP (TIMP, acronimo de Tissue Inhibitors
of Matrix Metalloproteinases) son inhibidores especificos que se unen selectivamente
a las MMP. En los vertebrados se han identificado cuatro TIMP: TIMP-1, TIMP-2,
TIMP-3 y TIMP-4. Su expresion es regulada durante el desarrollo y remodelamiento
tisular. En condiciones patoldgicas estan vinculadas con el disbalance de la actividad
de las MMP. (Pepper, 2001)
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Ademas, los TIMP poseen otras propiedades especificas, como por ejemplo el
TIMP-2 que contribuye en la activacion de la gelatinasa A (MMP-2), mediando en su
union con un complejo MT1-MMP en la superficie celular. Existe, ademas, evidencia
creciente de que los TIMP poseen actividades bioldgicas independientes de su
actividad inhibitoria de MMP, influenciando el crecimiento celular, la diferenciacion

y la apoptosis. (Sivak y Fini, 2002)

Ciertas proteinas plasmaticas como la a-macroglobulina actuan también como
inhibidores de endopeptidasas, inhibiendo la mayoria de las proteasas. Una
glicoproteina GPI, llamada RECK, inhibe la actividad proteolitica de la MMP-2, la
MMP-9 y la MMP-14 (0 MT1-MMP), suprimiendo, entre otras cosas los brotes de

neovascularizacion. (Pepper, 2001)

11.6. Metaloproteinasas en enfermedades de la cdrnea y la superficie ocular

Las MMP han sido implicadas en la patogenia de diversas enfermedades de la
superficie ocular y alteraciones de la pelicula lagrimal, tales como la ulceracion
corneal no infecciosa, (Kervick y col.,, 1992) erosiones epiteliales recurrentes,
(Dursun y col., 2001) ojo seco asociado a artritis reumatoidea, (Smith y col., 2001)
pterigion, Solomon y col.,, 2000) laxitud conjuntival, (Meller y col., 2000) y

cicatrizacion post queratectomia fotorrefractiva (Holopainen y col., 2003).

Un buen ejemplo de la accidon deletérea de las MMP a nivel corneal lo
constituye la queratitis periférica ulcerante, caracterizada por el adelgazamiento
periférico progresivo de la cornea que puede llevar a la perforacion espontanea de la
misma. El estadio terminal hacia la perforacion es responsabilidad de la colagenasa
intersticial MMP-1, expresada anormalmente en la cornea de pacientes portadores de
queratitis periférica ulcerante. Esta MMP, junto a la colagenasa producida por los
neutréfilos llamada MMP-8, son las Gnicas enzimas en mamiferos capaces de iniciar
la hidrolisis de colageno tipo I, componente fundamental del estroma corneal. (Smith
y col., 2001)

A su turno, las gelatinasas MMP-2 y MMP-9 son enzimas que hidrolizan el

colageno tipo 1V, constituyente preponderante de las membranas basales. Estas dos
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enzimas han sido responsabilizadas de la fase inicial de la queratitis ulcerante

periférica. (Smithy col., 1999)

En general, la expresion de MMP durante el proceso reparador de la cornea
despliega una respuesta precoz y otra a largo plazo, la primera mediante la actividad
de la gelatinasa B (MMP-9) en la reparacion epitelial y la membrana basal, y la
segunda mediante la secrecion de gelatinasa A (MMP-2), stromelisina y colagenasa
por los fibroblastos estromales para el remodelamiento del area de la herida,
aumentado su expresion en forma gradual luego de meses de remodelamiento
estromal. (Sivak y Fini, 2002) Se ha observado que la sobre-expresion de gelatinasa
B conduce a una alteracion en la reepitelizacion, y que la inhibicion de dicha MMP

produce a una mejoria en la integridad de la membrana basal. (Sivak y Fini, 2002)

Matsubara y col. (Matsubara y col., 1991) demostraron actividad de
gelatinasas en el epitelio corneal y estroma subyacente a nivel del borde de una
Ulcera. Luego del cierre del defecto epitelial, observaron un cese de la actividad de
las gelatinasas. A su turno, Azar y col. (Azary col., 1996) detectaron MMP-2 y
MMP-9 en el epitelio corneal migratriz en ablaciones corneales en ratas mediante
Excimer laser, pero no en los controles no tratados. En esa linea, se ha observado que
niveles proteicos de MMP-2 y MMP-9 se hallaban aumentados en lagrimas humanas
luego de queratectomia fotorrefractiva (Vesaluoma MH y col. 2000, datos no
publicados). Ello permite inferir que cambios en los niveles de MMP en lagrimas
ocurren luego de cambios a nivel tisular y viceversa. Citoquinas inflamatorias,
incluyendo IL-1P y TNF-a pueden aumentar la actividad de transcripcion, la
actividad proteica y la enzimatica de la MMP-9 en células epiteliales corneales
humanas. (Li y col., 2001) En concordancia con estas observaciones, la MMP-9 ha
sido implicada en la patogenia de enfermedades inflamatorias de la cornea y el ojo
seco (Afonso y col., 2001; Pflugfelder y col., 2005) y en la Ulcera corneal estéril
(Kervick y col., 1992).

Debido a que las fibrillas estromales corneales estan compuestas por

complejos heterodiméricos de colageno tipo | y tipo IV, se piensa que las

colagenasas instersticiales participarian en el remodelamiento estromal luego de una
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herida corneal. Concordantemente, durante la fase inicial del proceso de reparacion
corneal la expresioén de colagenasas se halla rapidamente aumentada. Girard y col.,
1993) No obstante, el rol de las colagenasas en enfermedades corneales, incluyendo
la ulceracion corneal y los estados inflamatorios, ain no ha sido establecido. Las
colagenasas humanas MMP-1, MMP-8 y MMP-13, clavan los colagenos
instersticiales tipo I, 11 'y Ill. (Visse y Nagase, 2003) La colagenasa 2 (MMP-8) es
una potencial iniciadora de colagenolisis instersticial en los sitios inflamatorios.
(Birkedal-Hansen, 1993) También ha sido observado que las células epiteliales
corneales secretan MMP-8 durante la queratolisis ulcerativa, en la que dicha enzima
contribuiria en la degradacion estromal y/o en el proceso de reparacion. (O’Brian y
col.,, 2001) Ha sido demostrado en el hombre que la MMP-8 se halla elevada en
lagrima luego de queratectomia fotorrefractiva, sugiriendo que esta enzima puede
jugar un rol importante en los procesos reparadores en heridas corneales.
(Holopainen y col., 2003; Owen y col., 2004; Gueders y col., 2005) La colagenasa 3
(MMP-13) es una MMP colagenolitica que participa en la destruccion de tejido
articular en la artritis humana. Mitchell y col., 1996; Neuhold y col., 2001) EI ARNm
MMP-13 ha sido detectado en heridas del epitelio corneal, (Li y col., 2003)
sugiriendo que esta proteasa podria estar involucrada en enfermedades del epitelio

corneal.

Hasta el presente, no existe informacion disponible concerniente a las
metaloproteinasas (tanto gelatinasas como colagenasas) en pacientes con

enfermedades corneales degenerativas.
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I11. LA QUERTOPATIA CLIMATICA

111.1. Definicién de la enfermedad y caracteristicas clinicas

La queratopatia climatica (QPC) es una afeccion degenerativa adquirida,
bilateral aunque asimétrica de la cornea, caracterizada por el desarrollo de una
turbidez o velamiento progresivo de sus capas mas anteriores, pudiendo llegar a la
opacidad subtotal de la misma. En los estadios iniciales se observa la aparicion de
multiples finisimos depositos translicidos distribuidos en forma apretada bajo el
epitelio corneal, como microgotas o microvesiculas que le dan el aspecto de
empafado, afectando las regiones yuxtalimbicas laterales (grado 1). Entre el limbo
esclero-corneal y el area patoldgica contigua se observa una franja de cornea
transparente, aparentemente indemne. En forma lenta y progresiva, dicho velamiento
se extiende en forma de banda hacia el centro de la cornea, cubriendo los dos tercios
inferiores y centrales de la cornea (grado 2). Es comin observar pequefias zonas
redondas u ovales en el seno de un éarea patoldgica, como pequefias ventanas de
cornea transparente que dejan ver con nitidez la trama del estroma del iris a través de
las mismas. A medida que la enfermedad avanza en extension, aparecen vesiculas
mas grandes, algunas de ellas translicidas y otras amarillentas o ambarinas,
distribuidas en forma confluente, a veces agrupadas formando racimos, y que

protruyen bajo el epitelio corneal (grado 3) (Freedman A., 1973; Gray y col., 1991).

111.2. Denominaciones

La QPC ha sido denominada de formas variadas: de acuerdo con el lugar
geografico en donde fueron observados los casos afectados, por eponimo, de cuerdo
con el aspecto clinico, segun la naturaleza de los depositos corneales, seglin su
etiologia presunta, y segun la ocupacion de los individuos afectados (Gray y col.,
1991). A continuacion ellas se enumeran de acuerdo a la revision sobre QPC llevada

a cabo por Gray y col..
1.2.1. Segun lugar geogréafico: “Ciegos de la Isla Dahlac” (Zanetin, 1937,

citado por Gray y col., 1991), “La Distrofia Corneal de los Tropicos” (Falcone C,
1954, citado por Gray y col., 1991), “Distrofia Tropical” (Falcone G, 1954, citado
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por Gray y col., 1991), “La Distrofia Corneana nodular en Cinturon de los Paises
Tropicales de Suelo Arido” (Bietti, 1954, citado por Gray y col., 1991),
“Queratopatia de Labrador” (Freedman A., 1965), “Queratopatia de Nama”
(Freedman J., 1973), “La Queratitis del Labrador” (Tremblay, 1974), “Queratopatia
Esquimal” (English, 1975, citado por Gray y col., 1991).

11122. Por eponimo: “Distrofia Nodular de Bietti” (Etzine, 1964),
“Distrofia Nodular Corneal de Bietti” (Freedman J., 1973).

111.23. Segun el aspecto clinico: “Degeneratio Corneae Sphaerularis
Elaioides” (Lugli, 1935),7 “Degeneracion Primaria en Gotas de Aceite Central y
Superficial” (Alajmo, 1953, citado por Gray y col., 1991), “Distrofia Nodular en
Forma de Banda” (Etzine, 1964), “Queratopatia Hialina Nodular en Forma de
Banda” (Duke-Elder, 1965), “Degeneracién Esferoidea” (Fraunfelder, 1972),
“Distrofia Gelatinosa” (Freedman J, 1973), “Queratopatia en Gotitas” (Garner,

1976), “Degeneracion de la Cdrnea en Gotitas” (Anderson, 1976).

111.24. Segun la naturaleza presunta de los depdsitos corneales:
“Degeneracion Coloide de la Cornea” (Baquis, 1898), “Degeneracion Hialina de la
Cornea” (Sachsalber, 1901, citado por Gray y col., 1991), “Tipo Especial de
Degeneracion Hialina” (Parsons, 1904, citado por Gray y col., 1991), Degeneracion
Hialoidea Granuliforme de la Cérnea” (Kozlowski, 1953, citado por Gray y col.,
1991), *“Degeneracién Corneana Queratinoidea” (Garner, 1970), “Degeneracion
Corneal Proteinacea” (Christensen, 1973), “Degeneracion Elastotica de la Cornea”
(Brownstein, 1973), “Elastosis Corneana” (Rodriguez, 1975).

11125. Segun su etiologia presunta: “Queratopatia actinica crénica”
(Klintworth, 1972), “Degeneracion Climatologica en Forma de Banda” (Forsius,

1972),19“Queratopatia Climatica en Gotitas” (Freedman A., 1973).

111.2.6. Segln la actividad desarrollada por el individuo que la padece:

“Queratitis del Pescador” (Prasadrao, 1961, citado por Gray y col., 1991).
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Es importante aclarar que muchas de estas denominaciones incluidas
erroneamente aqui por Gray y col. en 1991, no hacen referencia a lo que hoy
conocemos como queratopatia climatica, sino que se refieren a la degeneracién
esferoidea secundaria (ver punto 4.1.1 méas abajo), no especificamente relacionada a
factores climaticos o ambientales. Tal es el caso de la Distrofia Gelatinosa (Freedman
J., 1973), Degeneracion Coloide de la Cérnea (Baquis, 1898), Degeneracion Hialina
de la Cornea (Sachsalber, citado por Gray y col., 1991), Degeneracion Corneana
Queratinoidea (Garner, 1970), Degeneracién Corneal Proteindcea (Christensen,
1973), Degeneracion Elastotica de la Cornea (Brownstein, 1973), y la Elastosis
Corneana (Rodriguez, 1975). El problema radica en la generalizada confusion de
términos, ya que una cosa es hablar de degeneracion esferoidea, haciendo soélo
referencia al aspecto clinico del grado Ill (avanzado), y en donde toda patologia
corneal que presente dicha alteracidon visible clinicamente sea incluida en esa
denominacién, y otra cosa es pretender incluir dentro de la denominacion
Queratopatia Climatica, patologia corneal que presenta en sus estadios avanzados
esferas o gotas subepiteliales y estromales, y cuya vinculacion con factores
climaticos y ambientales ha sido claramente establecida, enfermedades distroficas
varias y la degeneracion esferoidea secundaria, en donde los factores climéaticos no
tendrian responsabilidad, al menos fundamental, en su patogenia. Por ello, y en base
a las evidencias histopatoldgicas actuales, coincidimos con Garner (Garner, 1970) en
que las esferas o gotitas observadas clinicamente, y también histopatol6gicamente,
son una expresiéon comun de mdaltiples enfermedades corneales que pueden tener

origenes diferentes.

Algunas de las denominaciones no pudieron ser constatadas en sus articulos
originales, al no haber podido acceder a sus textos. Tal es el caso de Tipo Especial de
Degeneracion Hialina (Parsons JH. The Pathology ofthe Eye, Vol 1 London: Hodder
and Stoughton, 1904, p. 240), la Degeneracion Hialoidea Granuliforme de la Cornea
(Kozlowski B. Szczegolna postac swyrodnienia szklistego rogowski. Acta
Ophthalmol (Polonica) 1953; 23: 249-253), Degeneracion Primaria en Gotas de
Aceite Central y Superficial (Alajmo A. Su di una forma non commune di
degenerazione corneale. Rass Ital Oftalmol 1953; 22: 26). En relacion al articulo de

Kozlowski, la referencia hecha por Duke-Elder (Duke-Elder, 1965) acerca de dicho
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articulo da a entender que aquel autor se referia a una patologia corneal que podria

corresponderse con la QPC.

La denominacion adoptada por nosotros es la de queratopatia climatica.
Obviamos el agregado de “en gotitas” de la denominacion de A. Freedman
(Freedman A., 1973) que la denomind “climatic droplet keratopathy (queratopatia
climatica en gotitas) debido a que el hablar de queratopatia climatica lleva implicito
el hacer referencia a una enfermedad crénica de la cérnea vinculada a la exposicion
cronica de factores climaticos particulares y cuya presentacion clinica y evolucion ya
son bien conocidas. Por otra parte, si bien el término “en gotitas” habla del aspecto
observado en la cérnea de los pacientes afectados, podria no ser adecuado debido a
que los estudios histopatologicos no han revelado la presencia de liquido sino de
depdsitos solidos, por lo que, en todo caso, seria conveniente reemplazar “en gotitas”

por “esferoidea”.

111.3. Distribucién geografica

Esta enfermedad ha sido descripta como restringida a ciertas regiones del
mundo tales como Somalia (Bartolucci, 1933; Falcone, 1954; Bietti, 1955, citados
por Gray y col., 1991), Italia (Lugli, 1935), islas Dahlak del Mar Rojo (Zanettin,
1937, citado por Gray y col., 1991; Rodger, 1973), Eritrea (Bietti y col., 1955, citado
por Gray y col., 1991; Rodger, 1973), el Golfo Pérsico (Bietti y col., 1955, citado por
Gray y col., 1991), Tanez (Nataf y col., 1957, citado por Gray y col., 1991), Libia
(Gandolfi, 1962, citado por Gray y col., 1991), Sudéafrica (Etzine y Kaufmann, 1964,
en Transvaal; Freedman J., 1973, en region sudoeste), peninsula del Labrador e isla
de Terranova, Canada (Freedman A., 1965; Young y col., 1975), Islandia (Forsius y
col., 1970), norte de Rusia (Forsius, 1972), Estados Unidos (Fraunfelder y Hanna,
1972; Klintworth, 1972), Australia (McGuinness y col., 1972, citado por Gray y col.,
1991; Taylor, 1980), Isla de Baffin (Freedman A., 1973-b), norte de Canada (Forsius
y Eriksson, 1973; Wyatt, 1973), Sudafrica (Freedman J., 1973-a), Guinea (English,
1975, citado por Gray y col., 1991), region norte de Camerin (Anderson y Fuglsang,
1976), las islas Seychelles (Pilley, 1976, citado por Gray y col., 1991), Finlandia
(Forsius, 1976), el Punjab, India (Singh y Singh, 1978), Groenlandia (Norn, 1978),
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Chad (Resnicoff, 1988), region del lago Titicaca, Pert (Forsius y Losno, 1985), y
Ruanda (Forsius y col., 1995).

Salvo en el Punjab, ciertas similitudes climaticas pueden observarse entre
estas regiones, tales como la aridez del suelo, la sequedad ambiental, la alta
exposicién a la radiacién ultravioleta (UV) del sol debido a la poca nubosidad y la
falta de sombra por la escasez de vegetacion arborea, y vientos constantes

vehiculizando particulas de polvo, arena o hielo.

La QPC afecta fundamentalmente a personas adultas mayores de 40 afios. Se
la considera una enfermedad del medio rural y de las ocupaciones a la intemperie. La
etiologia de la QPC, posiblemente multifactorial, es desconocida.Los factores
ambientales son los que posiblemente jueguen el rol mas importante, entre ellos los
climas éaridos y ventosos, tanto calurosos como frios, y la exposicion a radiaciones

ultravioletas por falta de sombra.

La presentacion clinica y la severidad de las lesiones observadas varian
significativamente en funcién de la region en donde la enfermedad ha sido descripta.
Asi, las formas clinicas méas grotescas y graves han sido descriptas en regiones de
climas térridos como la cuenca del Mar Rojo (Rodger, 1973) y el Punjab en la India
(Singh y Singh, 1978), y lesiones menos grotescas en regiones de climas frios como
el Labrador (Freedman J., 1973-a) y el Circulo Polar Artico (Forsius, 1972). Ello ha
llevado a que exista cierta diversidad de criterios en la descripcién y estadificacion de
la enfermedad. Ademés, como la enfermedad se presenta en regiones marginales o
alejadas, son escasos los trabajos que han descripto en forma detallada los aspectos
clinicos, las asociaciones patoldgicas y la evaluacion del ojo externo, como tampoco
que hayan mostrado la progresion de la enfermedad y el seguimiento en un

determinado grupo de pacientes.

I11.4. Diagnosticos diferenciales
La QPC es una enfermedad de la cérnea bien definida, y su diagnostico es
sencillo, aln en sus estadios iniciales, siempre y cuando se realice un cuidadoso

examen biomicroscopico con lampara de hendidura.
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111.4.1. Enfermedades degenerativas de la cornea

111.4.1.1. Degeneracion esferoidea secundaria. La degeneracion esferoidea
secundaria de la cornea consiste en la aparicion de vesiculas amarillentas o
ambarinas bajo el epitelio corneal y en el estroma anterior de la cdrnea, en forma
esparcida y aislada o agrupadas, en ciertos 0jos ciegos o0 severamente enfermos por
trauma, uveitis, etc., en pacientes urbanos no expuestos a condiciones ambientales
rigurosas como las observadas en las &reas en que habitan los pacientes portadores de
QPC ni con carencias alimentarias. EI ojo sano de estos pacientes no presenta
alteracion corneal alguna similar a la QPC. Su carécter unilateral, su ocurrencia solo
en ciertos ojos patologicos y la ocurrencia en individuos urbanos la diferencia de la
QPC. Por ello, consideramos que el incluir la degeneracion esferoidea de la cornea
dentro de la clasificacion de queratopatia climatica como queratopatia climatica
secundaria, tal como la clasifican Gray y col. (Gray y col., 1991), es erréneo, y debe
ser considerada una entidad aparte, aun cuando las vesiculas amarillentas puedan

estar constituidas por los mismos componentes moleculares.

111.4.1.2. Edema epitelial de la cornea. El edema puede estar asociado a
diversas entidades clinicas. EI edema epitelial puede ocurrir con un endotelio normal,
como en el caso de la hipertension ocular, o un defecto epitelial persistente. En estos
casos, las finisimas bullas epiteliales de toda la cdrnea en el primer caso y mas
circunscriptas al area del defecto epitelial en el segundo caso, producen el aspecto de
empafiamiento. El estroma puede tener un espesor normal, y la cara posterior de la
cornea no presentar pliegues. La causa mas frecuente de edema corneal es el que se
produce como consecuencia de una disfuncién endotelial. Esta puede ser primaria
como la observada en las distrofias endoteliales (distrofia endotelial de Fuchs,
distrofia endotelial hereditaria congénita y distrofia polimorfa posterior), o
secundaria, como la observada en un trauma quirargico (cirugia de catarata o
glaucoma) o postquirdrgico (contacto endotelial de vitreo, aceite de silicon o lente
intraocular), en un trauma corneal, en el contacto endotelial de un cuerpo extrafio
intraocular, una inflamacion o una hipertension ocular persistente. Generalmente, en
estos casos de disfuncion endotelial, el edema epitelial es de gran magnitud,

pudiéndose observar bullas epiteliales gigantes, el estroma aumenta de espesor,
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aparecen pliegues en la membrana de Descemet y el endotelio se torna opalescente.
(van Meter y col., 2000)

111.4.1.3. Degeneracion calcarea de la cornea o queratopatia en banda.
Consiste en el depdsito de sales de calcio sobre la membrana basal del epitelio
corneal, la membrana de Bowman y el estroma anterior, ocupando el &rea
interpalpebral. (Kenyon y col., 2000) Generalmente, dicho depdsito comienza a
producirse en los meridianos horizontales de la periferia corneal, progresando en
forma lenta hacia el area central, cubriendo asi los tercios medio e inferior de la
cornea en forma de banda. (Kenyon y col., 2000) Se observa en uveitis asociadas a
artritis infantiles, queratitis intersticial, en ojos afaquicos con aceite de silicdn
intraocular, edema corneal crénico, y en ojos severamente patologicos. También
puede observarse en enfermedades sistémicas como el hiperparatiroidismo y la
hiperfosfatemia de la insuficiencia renal. En los casos de enfermedades oculares, el
deposito calcico es extracelular, mientras que en la hipercalcemia sistémica el
depdsito es intracelular. A medida que se hace més denso el depdsito calcareo
aumenta la densidad de la opacificacion corneal, adquiriendo un color blanquecino
opaco. Dichos depdsitos pueden ser removidos con la aplicacion topica de &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) y la debridacion del epitelio corneal (Wood y
Walter, 1975). También han sido descriptas formas hereditarias, idiopaticas, de
queratopatia en banda, observadas tanto en nifios como en adultos, sin una causa
aparente o patologia asociada. En la gota se pueden producir depositos de urato en
igual disposicion y localizacion tisular que en la degeneracion calcarea, pero el color

de los depdsitos es amarronado (Fishman y Sunderman, 1966).

111.4.1.4. Degeneracion nodular de Salzmann. Se caracteriza por la
aparicion progresiva de nodulos blanco-azulados superficiales, representando el
acumulo hialinizado de masas de fibrillas colagenas a nivel del epitelio y sobre la
membrana de Bowman, dandole un aspecto marcadamente irregular a la superficie
corneal. Dichos nddulos suelen confluir formando placas. Su origen es incierto,
observandose en estadios avanzados de enfermedades corneales cronicas como la

descompensacion endo-epitelial, la degeneracion calcéarea, la queratitis flictenular, la
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querato-conjuntivitis vernal y el tracoma. Puede ser uni o bilateral, dependiendo ello
de la enfermedad de base. (Wood, 1990)

111.4.15. Queratopatia estromal proteoglicana climéatica. Descripta en
1995 por Waring Il y col., (Waring y col., 1995) esta degeneracion bilateral de la
cornea consiste en la opacificacion grisacea discreta a moderada del estroma anterior
y medio del area central de la cornea, de varios milimetros de diametro, de forma
oval o redonda, mas homogénea, amplia y densa en el estroma anterior y de aspecto
lamelar y de menor diametro por detrds, no impidiendo la observacion
biomicroscopica del iris y el cristalino subyacentes, y no alterando la regularidad de
la superficie corneal. (Waring y col., 1995) El espesor corneal puede variar desde
normal hasta visiblemente disminuido, y la cornea central puede observarse aplanada
mediante video-queratografia. La enfermedad es observada en adultos mayores, y no
posee un caracter familial, ni estd vinculada a enfermedades sistémicas. (Waring y
col., 1995) El estudio histopatolégico, mediante tinciones de hierro coloidal y azul
alciano, revela exceso de deposito intra 'y extracelular de proteoglicanos. Si bien esta
entidad es bien diferente a la QPC, la incluimos dentro de los diagnésticos
diferenciales por dos motivos. El primero, porque es considerada también una
enfermedad vinculada a factores climaticos, ya que fue descripta en el Medio Oriente
y porque afecta la cornea en forma de banda en el area interpalpebral. (Waring y col.,
1995) El segundo, porque algunos de los pacientes presentaban también QPC o

degeneracidn calcarea en banda. (Waring y col., 1995)

111.4.1.6. Cinturén o faja limbal. Descripta por Vogt en 1921, es un
hallazgo frecuente en ojos sanos de adultos e ambos sexos de mas de 40 afios,
incrementando su incidencia y densidad con la edad. Se distinguen dos tipos. El tipo
| consiste en una opacidad blanquecina, como tiza, dispuesta en forma de banda
paralela al/o sobre el limbo en las regiones limbicas nasal y temporal, de aspecto
granular y/o en empalizada, con agujeros claros de cérnea aparentemente indemne,
separada de la esclera por una franja o intervalo claro y sin prolongaciones en el area
central. El tipo Il es la forma mas comdn, de aspecto similar al tipo | pero sin los
agujeros; puede estar o no separada de la esclera por un intervalo claro y puede

presentar prolongaciones en el borde central de la opacidad, sugiriendo que se trata
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de las porciones terminales de las empalizadas y los capilares limbicos. Se la
encuentra mas frecuentemente sobre el limbo nasal, aunque sobre el limbo temporal
es mas notoria. Estas alteraciones son generalmente bilaterales y simétricas.
Histopatoldgicamente consisten en degeneracion hialina y elastdtica focal. (Sugar y
Kobernick, 1960)

111.4.2. Distrofias de la cornea

Las distrofias de la cdérnea son enfermedades hereditarias que pueden
comprometer el epitelio, el estroma o el endotelio. Son bilaterales y notablemente
simétricas, con alteraciones muy particulares y caracteristicas que permiten
individualizarlas con relativa facilidad. Su descripcion esta fuera de la dptica de este

trabajo.

I11.5. Anatomia patoldgica

Las primeras observaciones histopatoldgicas de especimenes de cOrnea que
presentaban vesiculas subepiteliales y estromales corresponden a Wedl en 1861
(citado por Garner, 1970), y poco después por Kamocki en 1892 (también citado por
Garner, 1970), quien considero los depositos de naturaleza hialina segun la definicién
de von Recklinghausen, que consideraba hialina a toda substancia homogénea y
refractil, resistente a los &cidos y alcalis, e intensamente aciddfila en la tincion.

Baquis, en 1898, le atribuy6 una naturaleza coloide a los glébulos. (Garner, 1970)

111.5.1. Microscopia optica. ElI examen histopatolégico bajo microscopio
Optico demuestra a menudo depositos esféricos de diferentes tamafios bajo el epitelio
corneal, en la membrana de Bowman y el estroma anterior. La coalescencia y
aumento de volumen de estas esferas puede provocar disrupcién de la membrana de
Bowman y elevacion y adelgazamiento del epitelio corneal. (Gray y col., 1991;
Garner y col., 1973; Johnson y Overall, 1978; Tabbara, 1986) Generalmente, las
gotitas no tifien para grasa o calcio. (Gray y col., 1991; Garner y col., 1973; Johnson
y Overall, 1978)

111.5.2. Microscopia electronica. La microscopia electronica ha mostrado

que los glébulos o gotitas son estructuras redondas, electrono-densas y muy bien
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delimitadas, siempre rodeadas por material de la membrana basal y fibrillas

colagenas adyacentes desorganizadas. (Gray y col., 1991; Johnson y Overall, 1978)

Si bien Best en 1900 (citado por Garner, 1970) mostro que los depdsitos o
gotitas corneales tenian semejanza con la tirosina, el origen y la naturaleza exacta de
la composicién de las gotitas corneales ain no han podido ser dilucidados. Algunos
de sus componentes podrian ser proteinas, (Garner y col., 1973; Johnson y Overall,
1978; Tabbara, 1986) habiéndose encontrado en los globulos amino-acidos tales
como triptofano, tirosina, cisteina y cistina, elementos no presentes en la cornea en
condiciones normales. (Johnson y Overall, 1978) En un estudio de los glébulos o
depositos de nueve corneas de QPC extraidas en ocasion de queratoplastia parcial
penetrante, se observo un alto contenido de proteinas que promediaban 72 ~g/mg de
tejido hidratado. El analisis de SDS-PAGE mostré que las proteinas de un peso
molecular de 20 a 300 KDa formaban parte de las gotitas, y que la fraccion mayor de
ellas tenian 67 KDa. (Tabbara, 1986; Duhaiman y col., 1997)

Un estudio reciente realizado en especimenes quirtrgicos de cérneas, algunas
con QPC y otras con degeneracion esferoidea secundaria (mal Illamada “QPC
secundaria” por los autores del trabajo) para la determinacion de productosfinales de
glicosidacion avanzada (PFGA), utilizé anticuerpos monoclonales contra N-
(carboximetil)-L-lisina (CML), N-(carboxietil)-L-lisina (CEL), pirralina, pentosidina
e imidazolona, mostrando inmunorreactividad para estas modificaciones proteicas,
fuerte inmunorreactividad para CML, moderada para pirralina y pentosidina, y debil
para imidazolona. (Kaki y col, 2007) En contraste, no se encontro
inmunorreactividad para CEL en los especimenes de QPC. (Kaki y col., 2007) En
especimenes de cdrnea con queratopatia en banda, queratopatia bullosa y cdrneas
normales no se detectd inmunorreactividad para CML, CEL, pirralina, pentosidina o
imidazolona. (Kaki y col., 2007) Por estos resultados, estos autores sugieren que la
patogenia de la QPC esta relacionada con la agregacion y acumulacion de PFGA.
(Kaki y col., 2007) Los PFGA son los productos de la reaccion final de azlcares y
proteinas, y estan estrechamente relacionados con la radiacion UV y los procesos de
envejecimiento. El proceso de formacion de PFGA progresa muy lentamente debido

a que en €l no intervienen enzimas, detectandoselos asi en sitios del organismo con
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bajo grado de renovacion tisular como el cristalino, la dura madre y las membranas
basales. Los depdsitos corneales de la QPC son extremadamente insolubles, siendo

esto una caracteristica de las proteinas modificadas por los PFGA.

111.6. Etiologia

La evidencia circunstancial de la mayoria de las poblaciones afectadas de
QPC ha enfocado la atencién en los efectos de la exposicion crénica a la radiacion
UV como el factor de riesgo mas importante. La sensibilidad de los tejidos
bioldgicos a la radiacion UV depende de diversos factores, entre ellos la longitud de
onda, el tiempo de exposicién, y las particularidades del tejido expuesto. Si bien el
dafio agudo que produce la radiacion UV de menor longitud de onda en tejidos como
la piel y la cornea ha sido bien demostrado, no es asi el caso de la exposicion cronica,
por lo que resta ain mucho por investigar para poder dilucidar el verdadero rol que

jugaria la radiacion UV en esta patologia. (Ver Capitulo 1, punto V)

111.7. Tratamiento

Hasta el presente no se dispone de un tratamiento preventivo. Con la idea de
la radiacion UV como principal factor de riesgo, se ha recomendado la utilizacién de
sombreros de ala grande. No obstante, la radiacion UV que podria afectar estos
pacientes no es solamente la proveniente en forma directa de la atmdsfera, sino la
reflejada por la atmosfera circundante, y desde el suelo por las caracteristicas del
mismo y la falta de vegetacidn arbdrea (o edificios y casas como en una ciudad).
(Ver Radiacion UV y Queratopatia Climéatica) También se ha sugerido la utilizacion
de anteojos-antiparras con filtros para rayos UV. Ello es dificil de llevar a cabo ya
que genera incomodidad para la realizacion de tareas, ademas de la resistencia de los

pacientes al uso de las mismas.

Durante mucho tiempo, el unico tratamiento disponible para la recuperacion
completa de la transparencia de la cornea en los estadios mas avanzados ha sido la
queratoplastia parcial penetrante. Pero la complejidad del seguimiento de un paciente
con transplante de cornea, diario o semanal en los primeros meses de realizado, lo
hace casi impracticable en las condiciones en que se encuentran miles de pacientes

afectados en diferentes zonas marginales en el mundo. Ademas, de nada serviria un
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tratamiento quirtgico complejo si el paciente seguird luego expuesto a los factores
ambientales que presumiblemente provocaron la enfermedad, ya que la QPC puede
recidivar a los pocos afios en pacientes con QPC que recibieron un injerto laminar o
penetrante. (Al-Rajhi y Cameron, 1996) En esos casos reportados por Al-Rajhi y
Cameron, la QPC recidivo desde la periferia hacia el area central del injerto, luego de
que los pacientes retornaran a sus lugares de origen a realizar la misma vida que

antes de la operacion. (Al-Rajhi y Cameron, 1996)

La ablacion de las vesiculas se puede realizar mediante escarificacién. No
obstante, muchas de ellas se hallan en la membrana de Bowman y el estroma
anterior, por lo que su remocién necesita de una keratectomia laminar, lo que va a
dejar como secuela una opacidad definitiva en el area tratada. En casos grado 3 con
vesiculas grandes y procidentes, la debridacion de las vesiculas mediante
escarificacion puede mejorar las molestias y la irritacion. Una alternativa menos
traumatica ha sido ofrecida a través de la queratectomia fotorrefractiva (QFR),
reduciendo la opacificacién en alrededor del 80 % de los casos con grado 2 pero sélo
en el 25 % de los casos con grado 3 mejorando la vision en el 52% de todos los
casos. (Badr y col., 1996) Desde esos primeros resultados, ha habido un interés
creciente en el tratamiento con QFR mediante el Excimer laser de 193 nandémetros de
enfermedades de la cOrnea anterior como cicatrices, distrofias y degeneraciones,
desplazando a clasicas indicaciones de queratoplastia. (Ayres y Capuano, 2006)
Ademas, los ojos con grado 3 tenian méas riesgo de presentar demoras en la

reepitelizacion y de desarrollar complicaciones serias como queratitis bacteriana.

En un estudio que evalu6 la queratectomia fotorrefractiva en diversas
patologias de la superficie y el estroma anterior de la cornea, se observo que el 1,2 %
de los ojos tratados desarrollaron una queratitis bacteriana. Todos ellos eran ojos
portadores de QPC. (Al-Rajhi y col., 1996)

La involucién de la QPC ha sido documentada sélo en un estudio que la
observé en un numero importante de pacientes (92 %) 8 semanas después de
extraccion extracapsular de catarata. (Dahan y col.,, 1986) En los pacientes que

habian sido operados de s6lo un ojo pero presentaban una QPC bilateral, la
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involucion ocurrié en ambos ojos. (Dahan y col., 1986) La explicacion que los
autores propusieron fue que estos pacientes operados, y atropinizados en el

postoperatorio durante dos meses, presentaban fotofobia, evitando toda exposicion a
la luz del sol. (Dahany col., 1986)
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IV. EL POLIMORFISMO GENETICO

IV.1. Grupos sanguineos eritrocitarios. El sistema ABO

Los diversos grupos o sistemas sanguineos se definen por la presencia de
determinados antigenos eritrocitarios, plaquetarios, leucocitarios y séricos. Dichos
antigenos son el producto directo o indirecto de la actividad de los genes, y se
transmiten hereditariamente. Por lo tanto, los grupos eritrocitarios se definen como el
conjunto de antigenos alotipicos transmitidos genéticamente, y detectados en la
superficie de la membrana eritrocitaria mediante anticuerpos especificos. Los genes
determinantes de los grupos sanguineos transmiten caracteres que se expresan tanto
en individuos homicigotas como heterocigotos, es decir son caracteres codominantes.
Ademas, existen genes llamados amorfos que intervienen en la herencia de los
grupos sanguineos pero que no generan productos antigénicos, como el gen 0 o el
gen d. Los genes que codifican los antigenos de cualquier sistema de grupo
sanguineo suelen ocupar loci equivalentes en pares de cromosomas homdlogos.
Cuando la herencia de unos antigenos esta relacionada con la de otros se dice que

todos ellos constituyen un sistema de grupo sanguineo. (Castillo y col., 2001)

Hasta el presente se han definido mas de 400 antigenos eritrocitarios. La
mayoria de los antigenos de los grupos sanguineos se agrupan de acuerdo a criterios
genéticos. De los 29 sistemas o grupos individualizados en la actualidad, los mas

frecuentes son el sistema ABO, el sistema Rhesus, el sistema Kell y el sistema Duffy.

El sistema ABO fue el primer sistema antigénico eritrocitario descripto, y
continua siendo el més importante en la practica transfusional. Esté definido por tres
antigenos hallados en la superficie eritrocitaria y por los anticuerpos
correspondientes en el suero: el A, el By el H. De ello resultan cuatro grupos: el A,
el B, el ABy el O (o cero). Sus antigenos estan ampliamente distribuidos en el
organismo, especialmente en las células epiteliales y endoteliales, y en algunas
secreciones, por lo que se los considera antigenos histohematicos, mas que

eritrocitarios, y por lo que tienen importancia en la histocompatibilidad. Tres genes,
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el A, el By el O, ubicados en el mismo locus del cromosoma 9, codifican para el
sistema ABO. (Castillo y col., 2001)

El sistema Rhesus posee alrededor de 48 antigenos conocidos. No obstante,
en la préactica solo se utilizan cinco: el D, el C, el E, el cy el e. El sistema Kell esta
formado por cuatro antigenos, de los cuales el K es el mas utilizado en transfusion
sanguinea, que esta codificado por el gen K, presente en el 9 % de la poblacion de
raza blanca y el 2 % de la raza negra. El sistema Duffy esta definido por dos
antigenos antitéticos: Fyay Fyb, de lo que surgen tres fenotipos Fy: Fya#d, Fydbt y
Fyatbt y el fenotipo Fydb" o fenotipo silencioso, raro en la raza blanca pero muy

frecuente en la raza negra. (Castillo y col., 2001)

Las combinaciones posibles entre los diferentes antigenos sanguineos son
multiples, lo que le otorga a un individuo caracteres peculiares, casi irrepetibles.
(Castillo y col., 2001) A comienzos del siglo XX, Ludwig Hirszfeld observd que los
grupos sanguineos ABO ponian de manifiesto la existencia de diferencias raciales y
que podian ser utilizados en el estudio de la evolucion. (Allan, 1963)4 El estudio de
los grupos sanguineos posee un gran interés etnoldgico, ya que contribuye a
determinar el origen y la migracién de las razas humanas. Existe una elevada
frecuencia de individuos pertenecientes al grupo B entre los orientales, y una
ausencia casi completa de A y B entre las tribus indias americanas, en comparacion

con las poblaciones caucésicas. (Olsson y col., 1998; Barjas-Castro y col., 2003)

IV.2. EI Complejo Mayor de Histocompatibilidad

La funcion principal de los linfocitos T es la defensa contra microbios, y la
activacion de otras células como los macrofagos y los linfocitos B. Para llevar a cabo
estas funciones, los linfocitos T deben interactuar con dichas células, al igual que con
otras como las células dendriticas. Esta capacidad de los linfocitos T de interactuar
con otras células se debe a que los receptores antigénicos especificos que poseen en
su membrana citoplasmatica solo reconocen antigenos dispuestos o presentados sobre
otras células. A diferencia de los linfocitos T, los linfocitos B y sus productos, los
anticuerpos, reconocen tanto antigenos solubles como antigenos asociados a células.

La tarea de presentar los antigenos celulares para su reconocimiento por los linfocitos
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T es llevada a cabo por proteinas especializadas que son codificadas en el brazo corto
del cromosoma 6, en las regiones 6p21.31 y 6p21.33, por genes en un locus llamado
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH). EI CMH es llamado en el ser
humano sistema HLA (acronimo de Human Leucocyte Antigen). Los genes del CMH
producen tres tipos de moléculas en tres loci diferentes: las moléculas de
histocompatibilidad CMH clase I, las moléculas de histocompatibilidad CMH clase
Il y las moléculas de histocompatibilidad CMH clase I1l. Se denomina haplotipo
HLA al conjunto de genes presentes en esta region del cromosoma 6. El gran
polimorfismo del sistema hace que la informacion de los diferentes haplotipos varie
tanto en los alelos de cada locus como en el nimero de genes y la distancia fisica
entre los mismos. Cada molécula del CMH se une a un péptido por vez, y cada
péptido que se une a una molécula del CMH comparte motivos estructurales

comunes. (Abbas y Lichtman, 2005)

Las moléculas clase | estan formadas por una cadena a de 340 aminoacidos
(peso molecular= 42 a 44 kD) que atraviesa la membrana citoplasmatica hacia el
interior celular, unida no covalentemente a otra mas pequefia llamada P2
microglobulina de 99 aminoéacidos (peso molecular=12 kD). Sélo la cadena a esta
codificada dentro del CMH, y en ella se halla el sitio (o hendidura) de presentacion
antigénica. A su vez, en el ser humano existen tres moléculas clase | diferentes,
denominadas HLA-A, HLA-B y HLA-C, las que tienen la funcién de la presentacion
de antigenos a los linfocitos T CD8+ (citotdxicos o citoliticos). Las tres moléculas
clase I, que comparten la misma cadena P2 microglobulina pero difieren en la cadena
a, se expresan simultaneamente en la superficie de casi todas las células nucleadas, a
excepcion de los globulos rojos y el sincicio trofoblasto. Las moléculas clase |
poseen un gran polimorfismo poblacional, es decir que para cada una de las tres
moléculas HLA existen multiples diferentes alelos o variantes. Estos alelos son
identificados mediante anticuerpos especificos. (Abbas y Lichtman, 2005; Fainboim
y Satz, 1995)

Las moléculas clase 11 son heterodimeros que estan formados por una cadena

a de 229 aminoacidos (PM= 32 a 34 kD) y una cadena P de 237 aminoacidos (PM=

28 a 29 kD). Ambas cadenas atraviesan la membrana citoplasmatica hacia el interior
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celular. A diferencia de las moléculas clase I, toda la molécula clase 11 es sintetizada
por el CMH. Las moléculas clase Il son reconocidas por los linfocitos T CD4+
(helper/inductores), y su distribucion tisular es muy restringida, expresdndose en
celulas especializadas en la presentacion antigénica como los linfocitos B, los
macrdfagos, las células dendriticas, las células de Langerhans, las células
endoteliales y las células epiteliales del timo. Tres moléculas clase Il diferentes
pueden expresarse simultaneamente sobre la superficie celular: HLA-DR, HLA-DQ
y HLA-DP. Las moléclas clase Il son también muy polimorficas. Los alelos de las
moléclas HLA-DR y DQ son identificadas por serologia, mientras que las DP
mediante reacciones de cultivo mixto linfocitario secundario. En las moléculas HLA-
DR las variaciones alélicas residen en la cadena DRP, mientras que la cadena DRa es
idéntica en todas. Los cambios en la cadena DRP se dan en tres zonas llamadas
regiones de hipervariabilidad alélica. En las moléculas HLA-DQ ambas cadenas,

DQay DQP, contribuyen al polimorfismo. (Janeway y col., 1999)

Las moléculas clase 111 no cumplen con la funcion de presentacion
antigénica. Dichas moléculas comprenden los componentes C2, C4 y B del

complemento.

Los diferentes alelos de CMH clase | y clase Il estdn distribuidos en la
poblacion con cierta frecuencia, variando segun los grupos étnicos. Por ejemplo, el
alelo HLA-B8 es relativamente alto en caucésicos (17 %), desciende al 3 % en indios
americanos y es solo el 0,2 % en japoneses. (Ryder y col., 1978; Baur y Danilovs,
1980; Vullo y col., 1984)

Desde la primera observacion de una asociacion genética de una enfermedad
humana con alelos particulares HLA hace mas de 40 afios, el impacto de los genes
HLA en la medicina predictiva ha estado constantemente en crecimiento y estudio.
Los mecanismos propuestos para explicar estas asociaciones son muy variados, y van
desde las que sugieren que son los antigenos HLA los que estan involucrados
(pueden actuar como receptores de microorganismos, son similares a
microorganismos, o pueden ser modificadas por microorganismos), 0 que son otros

genes que estan ligados a los HLA. Se han descripto mas de 500 enfermedades que
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se manifiestan mas frecuentemente en individuos que poseen determinados alelos
HLA, y muchas de ellas son enfermedades oftalmoldgicas (neuritis, glaucomas,
distrofias, escleritis, corioretinitis, iridociclitis, etc.). (Tiwari y Terasali, 1985) La de
mayor asociacion es la retinocoroidopatia multifocal birdshot, ya que el 80-90 % de
los individuos que padecen esta enfermedad son HLA-A29, mientras que sélo el 7 %
de la poblacion posee dicho alelo, por lo que se dice que los individuos portadores
del HLA-A29 tienen riesgo relativo de 48 de sufrir dicha enfermedad. (Faure y col.,
1988; Le Hoang y Ryan, 1996) No obstante, no todas las enfermedades en las que se
identifica la presencia de un alelo determinado presentan asociaciones tan marcadas
como el ejemplo descripto. La fuerza de la asociacion dependera de la frecuencia del
alelo HLA en el grupo de pacientes en comparacion con la poblacién general. Ello
ayudara a calcular cuantas veces més riesgo de sufrir la enfermedad poseen los
portadores de un determinado alelo respecto de los que no lo tienen. (Fainboim y
Satz, 1995)

Muchas enfermedades son multifactoriales, en donde estdn involucrados
factores genéticos y ambientales. Para la mayoria de las asociaciones de
enfermedades con alelos del CMH se desconoce el mecanismo de accion, y si
efectivamente las moléculas del CMH tienen participacion en la patogenia de una

enfermedad o son sélo marcadores genéticos.

El objetivo de estudiar el sistema ABO y los alelos del locus méas polimorfico
del sistema HLA en estas poblaciones fue el de evaluar si existe un grupo de
individuos genéticamente més susceptible de adquirir la QPC, o si, por el contrario,
los individuos que no la padecen poseen algin gen que podria ser considerado como

protector.
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V. LA RADIACION ULTRAVIOLETA

V.1. La radiacion solar

Los rayos solares que llegan a la tierra son ondas electromagnéticas que
poseen determinadas cantidades de energia. La luz es una onda electromagnética
constituida por fotones que oscilan a una determinada frecuencia. Estos fotones
pueden transportar diversas cantidades de energia. Las diferentes ondas
electromagnéticas compuestas (de menor a mayor longitud de onda) por los rayos
gama, los rayos X, los rayos ultravioletas, la luz visible, los rayos infrarrojos, las
microondas, las ondas de television y de radio, constituyen el espectro

electromagnético (Figura 1).

Figura 1. Esquema de la composicion del espectro electromagnético, en donde se muestran
de izquierda a derecha las ondas de menor a mayor longitud de onda, expresadas en la figura
en micras (1 micra= 1000 nandmetros).

La luz visible es s6lo una pequefia fraccién del espectro, y se compone

de ondas cuya longitud de onda va de 380 nm (color violeta) hasta 780 nm (color

rojo) (Figura 1). EI 47 % por ciento de las ondas electromagnéticas emitidas por el
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sol lo constituyen ondas pertenecientes a la luz visible, mientras que el 46 % son

rayos infrarrojos, y el 7 % rayos ultravioletas. (Barry y Chorley, 1998)

Cuando las radiaciones solares llegan a la atmdsfera terrestre, interactian con
las moléculas de ésta, de lo que resulta que una proporcién de las radiaciones puede
llegar a la superficie terrestre, otras son absorbidas por esas moléculas atmosféricas,
y otras se dispersan en diferentes direcciones. Por lo tanto, la cantidad de irradiacion
solar que llega a la superficie terrestre dependera de la densidad y espesor de la
atmosfera y la presencia o no de nubes. La atmosfera esta constituida en un 78 % por
nitrégeno, 21 % de oxigeno y un 1 % por otras moléculas como agua, dioxido de
carbono y otros gases (argén, helio, ozono, etc.), y particulas suspendidas llamadas
aerosoles (polvo mineral, sales marinas, particulas carbonéceas, sulfato de amonio y
gotitas de acido sulfarico diluido). (Madronich, 1993) La concentracion atmosférica
de muchos de estos componentes varia en funcion de la altura, la latitud y la estacion.
Estas moléculas de la atmdsfera absorben en forma completa los rayos gama, los
rayos X, ciertos rayos ultravioletas (UV-C) y ciertos rayos infrarrojos (IR-C). Los
rayos que poseen una longitud de onda corta difunden y atraviesan mejor la

atmasfera que aquellos de longitud de onda amplia. (Barry y Chorley, 1998)

Existe evidencia de que tanto la luz visible como aquella que no vemos, en
particular la radiacion ultravioleta (UV), pueden tener efectos potencialmente
dafinos en el ojo. La interpretacion de estudios clinicos es, no obstante, complicado
debido a la dificultad de cuantificar la cantidad y la longitud de onda exacta de la luz
a la cual un individuo dado ha estado expuesto, y la cantidad de tiempo en el cual un
dafio tisular puede ocurrir. (Rosenthal y col., 1991) Estudios epidemioldgicos han
involucrado diferentes poblaciones, las que pueden tener variados grados de

predisposicion genética al dafio provocado por la luz. (Hu, 2005)

Del total de la radiacion UV, el 90 % es UV-Ay el 10 % UV-B. La radiacion
UV-A (400-320 nm) produce el “bronceado” cutaneo y las reacciones de
fotosensibilidad. La radiacion UV-B (320-290 nm) produce quemaduras cutaneas y

se la asocia al cancer cutaneo. La radiacion UV-C (290-100 nm), la mas peligrosa, es
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absorbida por la capa de ozono. La luz visible también puede producir dafio ocular.
(Madronich, 1993)

V.2. Factores que influencian la irradiacion UV sobre la superficie terrestre

V.2.1. La variabilidad atmosférica y los aerosoles. Ademéas de los
componentes normales de la atmosfera, existen diversos factores que pueden
modificar la trayectoria o absorber ciertas longitudes de onda de la radiacion solar.
(Madronich, 1993) Los aerosoles pueden ser naturales o provenir de la actividad del
hombre como la combustion de combustibles fésiles y la quema de biomasa, y la
utilizacion de gases cloro-fluoro-carbonos, dependiendo su ocurrencia y distribucién
de las fuentes que las originan, vientos, humedad ambiente, entre otros. (Madronich,
1993; Parisi y Turnbull, 2005) Cuanto méas bajo estan los aerosoles en la atmdsfera,
mas pueden afectar la transmision de radiacion UV. (Madronich, 1993) La polucion
ambiental puede, de ese modo, reducir los niveles de radiacion UV en ciertas areas.
(Madronich, 1993) Por otra parte, las radiaciones UV de menores longitudes de onda,
como las UV-B, se dispersan en la atmdsfera mas que las de mayor longitud de onda,
como las UV-A. (Parisi y Turnbull, 2005)

V/.2.2. Nubes. La maxima irradiacion solar sobre la tierra se da en
condiciones de cielo azul despejado. Las nubes de gran altura bloquean un 5 a 10 %
de la radiaciéon UV proveniente del cielo, mientras que las nubes de media o baja
altura la bloquean en un 30 a 70 %. Solo las nubes grandes y negras pueden bloquear
la totalidad de la radiacion UV. No obstante, la morfologia individual de las nubes y
la extension de cobertura son altamente irregulares y constantemente cambiantes.
(Madronich, 1993; Parisi y Turnbull, 2005)

V/.2.3. Sombra. La sombra reduce el componente directo de la radiacion UV
solar. No obstante, una proporcién de radiacion solar difusa permanece presente, por
lo que se debe tener en cuenta que la proteccion brindada por la sombra no es total. A

mayor angulo del cenit solar, mayor irradiacion difusa. (Parisi y Turnbull, 2005)
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V.2.4. Latitud. En el tropico, en donde el sol pasa por el cenit en cada

solsticio, el trayecto de los rayos UV es mas corto y su impacto mas intenso.

V.2.5. Estacion y posicion del sol segiin hora del dia. En el hemisferio sur,
los meses de mayor irradiacién son los meses de Diciembre y Enero, y en el
hemisferio norte, en Junio y Julio. El 60 % de la radiacion UV que nos llega durante

el dia lo hacen entre las 10 y las 14 horas.

V.2.6. Altura. Debido a que la capa de atmdsfera que deben atravesar los
rayos UV es menor y menos densa a mayor altura, el impacto de los rayos UV es
mayor a mayor altura en relacion al nivel del mar. Se calcula que la cantidad de

irradiacion UV aumenta entre 5y 8 % cada mil metros de altura. (Madronich, 1993)

V.2.7. Superficie albedo. La reflexion de diferentes tipos de suelo, de la
vegetacion y del agua (liquida o congelada) ejerce efectos significativos en la
irradiacion UV ambiental (Tabla 1). Se distinguen dos tipos de reflexion de la
radiacion: una especular, en la que el angulo de la luz reflejada es igual al de la luz
incidente, y una Lambertiana, en la que la luz reflejada es isotropica, es decir que se
distribuye igualitariamente en todas las direcciones e independientemente del angulo
de incidencia. En la préctica, la mayoria de las superficies se encuentran entre estos
dos extremos. La superficie albedo es la relacion entre la luz reflejada y la luz
incidente. Por ello, el albedo depende del tipo de superficie, la longitud de onday del

angulo de incidencia de la radiacion. (Madronich, 1993)
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Tabla 1. Albedo ultravioleta de diversas superficies sobre las que incide la radiacion UV en
la superficie terrestre. (Modificado de Madronich, 1993)

Superficie Reflectante Albedo (%)

Agua 5-10
Arena de desierto 4
Asfalto negro 4-11
Bosque de pinos 1-2
Caliza 8-12
Cemento blanco 17
Coniferas 4-8
Hielo 7-75
Nieve limpia 30-100
Pasturas 13
Sedimento y arcilla 8-11
Vestimenta negra 2

V.3. Radiacion UV y su accion nociva en el ojo. La cdrnea como filtro de

radiacion UV

La sensibilidad de los organismos a la radiacion UV esta, en general, en
relacion con la longitud de onda de dicha radiacion. Se observa una respuesta
maxima entre los 300 y 310 nm (dependiendo del angulo del cenit solar), y una
disminucion rapida a longitudes de onda mas cortas (debido a la menor incidencia de
fotones) y a longitudes de onda mas largas (debido a menor respuesta del ADN).
(Madronich, 1993)

La cdrnea en su conjunto absorbe el 70 a 75 % de la radiacion UV que llega a
la cornea, absorbiendo la mayor proporcién de radiacion UV-B que llega al ojo, lo
que la hace particularmente sensible al dafio inducido por la exposicion a dicha

longitud de onda de radiacion UV. (Zigman, 1993) No obstante una cantidad

54



CAPITULO 1 Introduccion
. .

significativa de radiacion UV ingresa al ojo, alcanzando estructuras mas profundas y
pudiendo provocar dafio en los tejidos. (Zigman, 1993) El epitelio corneal y la
membrana de Bowman poseen mayor coeficiente de absorcion de la radiaciéon UV
inferior a 310 nm que el estroma y, ambas capas, responsables del 25 al 30 % de la
radiacion UV absorbida por la cérnea. (Kolozvari y col., 2002) Esta eficacia del
epitelio y la Bowman como filtro de radiacion UV puede deberse a su composicion
molecular especial, y al mayor contenido de masa seca de la Bowman, resultando asi
un mas alto coeficiente de absorcion. (Kolozvari y col., 2002) La absorcion a nivel
del epitelio se produce a expensas de las proteinas, acidos nucleicos y al ascorbato.
(Ringvold, 1998) Se ha observado que la remocion del epitelio y la Bowman crea
mayor susceptibilidad del ojo al dafio inducido por la radiacion UV que la remocidn
de un espesor significativo de estroma. (Kolozvari y col., 2002) Ello puede deberse,
al menos en parte, a que el epitelio corneal posee un alto contenido en &cido
ascorbico, pudiendo contribuir éste a absorber el 77 % de la radiacion incidente de
longitudes de onda peligrosas. (Ringvold, 1998; Ringvold, 1997; Brubaker y col.,
2000) Borkman, citado por Gray y col., (Gray y col., 1992) report6é que, con el paso
de los afios, la cérnea absorbe mas luz, tanto en el espectro visible como en el UV
debido al incremento de cromoforos fluorescentes derivados de la degradacion

fotoquimica de triptofano.

Por otra parte, se ha observado que la exposicidn de la cornea a la radiacion
UV induce cambios patologicos en su estructura. (Doughty y Cullen, 1989) La
exposicion aguda de la cdérnea a la radiacion UV produce queratitis actinica, mientras
que la exposicion repetida, cronica, produce queratopatias que afectan principalmente

el epitelio y el estroma anterior.

Numerosos estudios epidemioldgicos se han ocupado del dafio provocado al
cristalino por la radiacion UV y la luz visible. El desarrollo de catarata ha sido
documentado luego de exposicion tanto breve como crénica de conejos a la radiacion
UV-B. La asociacion mas fuerte se ha observado entre la exposicion a radiacion UV-
B y catarata cortical. (Cruickshanks y col., 1992; Taylory col., 1988) No obstante, la

luz visible no pareciera asociarse a la formacion de catarata. (Taylory col., 1992)
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El desarrollo de pterigion y de la queratopatia climatica ha sido asociado con
la radiacion UV-A 'y UV-B, y ala luz visible. (Taylory col., 1992)

La degeneracion macular relacionada con la edad (DMRE) es una
enfermedad degenerativa de la retina que afecta a personas mayores de 40 afios. De
probable origen multifactorial, cierta evidencia pareciera indicar que la luz visible
podria jugar un rol en su ocurrencia. En un estudio realizado en marineros del estado
de Maryland se observd que la DMRE avanzada era mas frecuente en aquellas
personas expuestas a radiacion azul (400-500 nm) pero no a la radiacion UV. (Taylor
y col., 1992) Igualmente, el estudio de Beaver Dam observd que la exposicion a la
luz visible se asociaba con DMRE en hombres. (Cruickshanks y col., 1993) El hecho
de no haber encontrado una incidencia aumentada en mujeres en dicho estudio puede
deberse a que las mujeres participaban menos de las tareas a la intemperie. Si bien la
radiacion UV-B ha sido asociadas a catarata, no se han hallado evidencias de un

vinculo entre la exposicion a radiacion UV-Ay UV-B y DMRE. (Westy col., 1989)
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VI. EL ACIDO ASCORBICO YSUPOSIBLEROL EN LA
QUERATOPATIA CLIMATICA

VI.1. Introduccidn

El ojo esta expuesto en forma constante a la luz solar. En contraste con la luz
visible (400-780 nm), la radiacion ultravioleta (UV), comprendida entre los 200 a
400 nm, puede ser absorbida en el ojo, pudiendo inducir efectos adversos sobre
diversas estructuras de la superficie ocular y estructuras intraoculares (ver Seccién Il,
Capitulo 7). No obstante, existen en el 0jo mecanismos protectores como la melanina
y la luteina, enzimas como la superoxido dismutasa, glutation, a-tocoferol y acido
ascorbico (AA). (Ringvold y col., 1998) La cornea es la estructura en el organismo
que posee la concentracion mas elevada de AA, siendo ello ain mas notorio en el ser
humano y en animales de habitos diurnos que en los animales de habitos nocturnos.
(Ringvold y col., 1998) Ello ha llevado a considerar que el AA juega un papel
fundamental en la proteccion de las diferentes estructuras oculares de la radiacion
U)VA

V1.2. Generalidades acerca del acido ascérhico

El AA, comUnmente llamado vitamina C, es una vitamina hidrosoluble y
esencial, sintetizada quimicamente a partir de la glucosa mediante una serie de
reacciones catalizadas por enzimas, siendo la L-gulono B lactona oxidasa (GLO) la
ultima enzima involucrada en su sintesis. (Blanco, 2006) Es considerado uno de los
mas potentes agentes antioxidantes del organismo. En humanos, esta vitamina se
encuentra concentrada en ciertos érganos tales como el ojo, el higado, el bazo, el

cerebro, las glandulas suprarrenales y la tiroides.

La especie humana, algunos primates, los cobayos, murciélagos frugivoros y
algunas aves como el bulbul de orejas rojas no poseen la capacidad de sintetizar AA
debido a la ausencia de GLO. Nishikimi y Udenfriend demostraron en 1976 que los
cobayos y algunos primates poseen un defecto genético que los predispone al

padecimiento del escorbuto, debido a la pérdida de expresion del gen de la enzima
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GLO. (Nishikimi y Undenfriend, 1976) Posteriormente aislaron la secuencia no
funcional del gen de esta enzima humana y realizaron el mapeo cromosdmico
(8921.1). (Nishikimi y col., 1994) La secuenciacion mostrd la presencia de regiones
exonicas con cambios andmalos de nucleotidos, tales como delecion e insercion de
nucleétido/s, lo que confirmd que el gen de esta enzima ha acumulado un gran
namero de mutaciones no selectivas en el proceso evolutivo, hasta llegar a la pérdida
de su actividad. (Nishikimi y col., 1994) Sin embargo la inmensa mayoria de los
animales, incluidos los de granja, pueden sintetizar AA a partir de la glucosa

fundamentalmente en el higado, el intestino y las glandulas suprarrenales.

En las especies deficientes, la no ingestion, y por consiguiente la ausencia de
AA en el organismo conlleva a la aparicion del escorbuto (AA <2,5 mg/l). El efecto
carencial se hace evidente luego de tres semanas de no ingestion de AA, y las
manifestaciones clinicas son fatiga, mialgias, artralgias, purpura vascular y sindrome
hemorragico. También se observan hemorragias gingivales y pérdida de piezas
dentarias. Los signos bioldgicos (no especificos) més evidentes son: anemia,
hipocolesterolemia, hipoalbuminemia, hiperkeratosis folicular, hemorragias
perifoliculares, equimosis, edema, y deficiencia en la cicatrizacion. (Pauling, 1970;
Hirschmann y Raugi, 1999) Todos estos signos y sintomas pueden revertirse
administrando 1 g de vitamina C por dia durante 2 semanas, caso contrario la
deficiencia cronica lleva a la muerte repentina. (Pauling, 1970; Hirschmann y Raugi,
1999) Luego de muchos afios de investigacion se ha llegado a la conclusion de que la

dosis requerida para adultos es de 100 mg diarios. (Fain, 2004)

V1.3. Absorcién del 4cido ascérbico

En humanos el AA es un micro-nutriente esencial, (Jesse y Gregory, 2000)
requerido para todas las funciones bioldgicas, incluidas las reacciones enzimaticas y
las antioxidantes. Se absorbe en el intestino delgado por un proceso activo
dependiente de sodio, siendo SVTC-1 (sodium-dependent vitamin C transporter 1) el
transportador que tiene selectividad para el isomero L del AA y el acido L-
dehidroascérbico (ADA), pero no para glucosa. (Levine y col.,, 1996) En el

cromosoma humano 5g31.2-31.3 se encuentra el gen SLC23A2 que codifica para el
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transportador SVCT 1, y el gen SLC23A1 que codifica para el transportador SVCT
2. (Wang y col., 2000) A pesar de que ambos transportadores poseen una gran
homologia estructural y similitud funcional, su distribucion es altamente definida ya
que SVCT1 se encuentra en intestino, pulmon e higado, mientras que SVCT2 esta

presente en ojo y cerebro. (Wangy col., 2000; Tsukaguchi y col., 1999)

El AA puede ser incorporado a ciertas células como neutrofilos y células del
sistema nervioso a través de un transporte facilitado no especifico que es mediado
por el transportador de la glucosa GLUT 1 Este transportador solo conduce a la
forma oxidada del AA, el ADA, y el mecanismo es dependiente de las

concentraciones de glucosa plasmatica. (Tsukaguchi y col., 1999)

Las fuentes naturales de vitamina C son las frutas y los vegetales frescos,
siendo la acerola, la soja, el brocoli, el pimiento, el kiwi, el pomelo, la naranja y el
tomate los que poseen mayor contenido de esta vitamina. En situaciones especiales la
vitamina purificada también puede ser administrada por via oral, intramuscular,

subcutanea e intravenosa.

V1.4. Degradacion del acido ascérbico

Debido a su estructura quimica, el AA es muy sensible a la degradacion.
Numerosos factores influyen en los mecanismos degradantes, entre los que cabe citar
el pH, las concentraciones de oxigeno, las enzimas, los catalizadores metélicos, la
concentracion inicial del acido y la relacion AA - ADA. Existen tres vias de
degradacion del AA, la via oxidativa catalizada, la via oxidativa no catalizada y bajo
condiciones anaerobicas. Independientemente de la via degradante, la apertura del
anillo lactona, formacion de DCG, elimina irreversiblemente la actividad de la
vitamina C generando distintos productos tales como: a) productos intermediarios
polimerizados, b) acidos carboxilicos insaturados de 5-6 carbonos, y c) productos de

fragmentacion de algunos pocos carbono (<5 C). (Jesse y Gregory, 2000)

VI.5. Funciones generales del &cido ascérbico
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El AA es esencial en la sintesis del colageno, interviniendo también en la
sintesis de lipidos, proteinas, norepinefrina, serotonina, L-carnitina, y en el
metabolismo de tirosina, histamina, y fenilalanina. (Basabe Tuero, 2000) La
deficiencia de AA se asocia con una disminucion en la sintesis de pro-colageno y con
una reducida hidroxilacion de los residuos prolina y lisina, obteniéndose una
molécula de colageno menos estable. (Mahmoodian y Peterkofsky, 1999) EI AA
facilita la absorcion del hierro en el tracto digestivo y regula la distribucion y

almacenamiento del mismo. El ascorbato (AH-), forma quimicamente estable a pH
fisioldgico, es un gran agente reductor hidrosoluble debido a sus dos hidroxilos (OH-

) ionizables capaces de “limpiar” a los tejidos de las especies reactivas del oxigeno
(ERO) responsables del stress oxidativo. (Machlin y Bendich, 1987) EI AA también
posee la capacidad de regenerar vitamina E, y de esta manera la mantiene en un
estado activo contribuyendo a la accidn antioxidante. (Serra y Cafaro, 2007) Ademas
de sus efectos antioxidantes se ha demostrado que posee capacidad para absorber
radiacion UV entre 290 nm y 320 nm. (Man Choy y col., 2001)

V1.6. El &cido ascorbico en estructuras oculares

Los conocimientos sobre la distribucion del ascorbato en compartimientos
oculares han incrementado notablemente en los Gltimos afios y han sido revisados
recientemente. (Serra'y Cafaro, 2007) La concentracion del AA en el humor acuoso
depende, fundamentalmente, de la concentracion del AA en el suero, siendo extraido
desde alli por el cuerpo ciliar y secretado hacia el humor acuoso. (Purcell y col.,
1954) Este ultimo posee una concentracion 40 veces mayor de ascorbato que el
plasma. Este gradiente continua a través de endotelio y estroma de la cornea hasta
alcanzar concentraciones maximas en el epitelio. (Brubaker y col., 2000) En el
conejo, por ejemplo, el epitelio corneal posee una concentracion de AA 8 veces
mayor que la del humor acuoso. (Reim y col., 1978) Ademas del ascorbato, en la

camara anterior del ojo existen diferentes enzimas capaces de remover ERO.

Alteraciones en la sintesis, existencia, y/o funcion de dichos componentes
podrian participar en la génesis de enfermedades oculares como la queratopatia

climatica (QPC). Por otra parte, la dieta de los individuos que habitan la region del
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departamento de EI Cuy se compone, en forma casi exclusiva, de carne de cordero
hervida o asada, y muy ocacionales y escasas cantidades de leche vacuna o caprinay
verduras. Por ello, realizamos estudios de diferentes analitos séricos a fin de

corroborar esta dieta muy restringida y de poder establecer posibles relaciones con la
QPC.
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OBJETIVOS

Debido a que la queratopatia climatica (QPC) es una enfermedad poco
conocida, e ignorada en esta region de Ameérica Latina pero posiblemente muy
prevalente en ciertas regiones de la Argentina, y que hasta la fecha no se han
estudiado detalladamente ciertos aspectos clinicos y los mecanismos moleculares
involucrados en la QPC, hemos decidido realizar trabajos de investigacion para
ampliar los conocimientos sobre esta patologia que es altamente discapacitante,
afectando a individuos que habitan areas alejadas y marginales de nuestro territorio

nacional.

Es probable que se le haya prestado poca atencion debido a que afecta a
personas que habitan medios rurales alejados o marginales, llegando a ser muy
discapacitante en sus estadios avanzados. Teniendo en cuenta estos aspectos, la
enfermedad adquiere ain mayor dramatismo si se tiene en cuenta que la gran
mayoria de los pacientes no tienen acceso a examenes y controles oftalmolégicos,

constituyéndose en un serio problema de salud publica.

a) Objetivo General

Investigar la existencia de QPC en ciertas regiones de la Argentinay

estudiar las alteraciones oculares y moleculares en pacientes con QPC.

b) Objetivos Especificos

1. Investigar si la QPC afecta, ademas de pobladores del noroeste de la
Patagonia Argentina, a individuos que habitan otras zonas geogréaficas del
pais que tendrian ciertas caracteristicas socioculturales y ambientales
similares a la Patagonia (Puna, Pcia. de Jujuy, y regién de Sumampay las
Salinas Grandes en la Pcia. de Santiago del Estero).

2. Investigar la prevalencia de la QPC, y la distribucion por edades y sexo.
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Estudiar el impacto visual y la discapacidad que dicha patologia provoca en
esa poblacion afectada.

Estudiar las caracteristicas especificas de las alteraciones corneales,
determinar sus estadios evolutivos y el grado de progresion.

Estudiar el compromiso visual, la superficie oculary la sensibilidad corneal.
Investigar otras posibles alteraciones oftalmoldgicas asociadas.

Estudiar marcadores genéticos asociados a esta enfermedad, a fin de poder
determinar probables genes protectores y genes facilitadores. Para ello se
evaluaran los antigenos eritrocitarios del grupo sanguineo ABO, y el alelo
HLA-DRB del Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase I1I.

Investigar los niveles, formas moleculares y grado de activacion de diferentes
metaloproteinasas (poniendo énfasis en los grupos de las colagenasas y
gelatinasas) y sus inhibidores enddgenos tisulares TIMP-1 y TIMP-2 en
lagrima de pacientes con queratopatia climatica que habitan en un &rea de la
region noroeste de la Patagonia Argentina, habida cuenta que hasta el
presente no existe informacion disponible concerniente a dichas moléculas en
pacientes con enfermedades corneales degenerativas.

Considerando las altas concentraciones de &cido ascorbico en el epitelio
corneal en condiciones normales, nos propusimos estudiar posibles factores
nutricionales como coadyuvantes en la génesis de la enfermedad, evaluando
signos clinicos de déficits nutricionales, y niveles de vitamina C en suero.
Estudiar factores ambientales (composicion quimica del agua de la zona de
Aguada Guzman, y los niveles de radiacion ultravioleta en las tres areas

geograficas de estudio) como posibles factores de riesgo de la enfermedad.

«0



CAPITULO?2

Materialesy Métodos



I. ESTUDIOS CLINICOS OFTALMOLOGICOSEN
DIFERENTESREGIONES DE LA ARGENTINA

1.1. REGION DE AGUADA GUZMAN

1.1.1. Contexto

Entre los afios 1997 y 2007, en el marco de una campafa de salud visual
coordinada por el autor (por el Centro de la Vision de la Clinica Universitaria
Reina Fabiola) y por la Srta. Graciela Franchini (por el Voluntariado del
Vicerrectorado de Medio Universitario de la Universidad Catolica de Cordoba), y
en el contexto del Proyecto de Promociéon Humana y Evangelizacion en Aguada
Guzmén, Pcia. de Rio Negro (Figura 2), de la Universidad Catdlica de Cordoba,
hemos llevado a cabo 8 campafias de 2 dias de atencion oftalmolodgica: una en
1997, una en 1998, una en 1999, una en 2001, una en 2003, una en 2006 y dos en
2007. Dicho Proyecto forma parte, a su vez, del Proyecto de Promocion Humana
y Evangelizacion en medios rurales marginales, pensado y desarrollado por el
Sacerdote Jesuita Miguel A. Petty. La Promocion Humana es un conjunto de
acciones entendidas como un proceso, orientadas a pasar de condiciones de vida

menos humanas a condiciones mas humanas. (Petty, 1994)
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Figura 2. Vista del sector norte del Poblado de Aguada Guzman, Pcia. de Rio Negro.

1.1.2. Caracteristicas geograficas del area

El poblado de Aguada Guzman se ubica en un &rea del norte de la
Patagonia Argentina, perteneciendo al departamento EI Cuy de la Provincia de
Rio Negro (Figuras 3 A 'y B), a 190 km al sur de la ciudad de General Roca,
centro urbano e industrial mas proximo. En esta area de 11.281 km2 ubicada a
40° latitud sur y 68° longitud oeste, viven 2.329 habitantes (1.311 varones y 1.018
mujeres), y cuya densidad poblacional es de 0,2 habitantes/km2. Esta region esté
emplazada en una planicie semidesierta, de origen volcénico y sedimentario, de
suelo arenoso y arcilloso (Figura 4), a una altura media de 677 metros sobre el
nivel del mar. El tipo de vegetacion dominante es la estepa arbustiva y herbacea,
con arbustos achaparrados de menos de un metro de altura. La cobertura vegetal
no supera el 50 % del suelo (Figura 5). Su clima templado frio, con una
temperatura media anual de 12,9° C, es seco, arido, ventoso, con vientos secos,
fuertes y constantes que provienen del oeste y suroeste, que se originan en un
anticiclon en el Océano Pacifico, soplando persistentemente con una velocidad
media de 8 km/h, vehiculizando particulas de roca sedimentaria, arena y arcilla.
La lluvia media anual es de 1955 mm. Toda la regidn esta sufriendo un proceso
de desertificacion, de erosion edlica y abrasion por roca sedimentaria, a lo que se

agrega la degradacién del suelo (pisoteo, compactacion) provocado desde hace
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décadas por el ganado ovino. Este, a su vez, contribuye también con la
degradacion de la escasa vegetacion arbustiva, debido a la forma de prension y

corte que realiza la oveja para alimentarse. (Massera, 2001)

Figura 3. (A) Mapa politico de la region norte de la Patagonia Argentina. (B) Zona
ampliada correspondiente a la region noroeste de dicha region, en donde se encuentra el
departamento El Cuy, Pcia. de Rio Negro.

Figura 4. Fotografia que muestra al fondo la meseta sobre la cual esta emplazada la
regién correspondiente a Aguada Guzman, Pcia. de Rio Negro.
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Figura 5. Fotografia de una vista tipica de zonas aledafias a Aguada Guzman, en la que
se pueden observar las caracteristicas del suelo arenoso/arcilloso cubierto escasamente
por vegetacion arbustiva achaparrada.

1.1.3. Individuos

La mayoria de los habitantes de la region poseen ascendencia Mapuche.
Una pequefia proporcion (0.4 %) esta constituida por segundas y terceras
generaciones de origen europeo instalados en la region desde comienzos del siglo

veinte.

El nivel educativo de los pobladores de la region es bajo. En los poblados
cuentan solo con educacion formal basica (nivel primario), con importante nivel
de desercion escolar. S6lo el 50 % de los adultos sabe leer y escribir. Existe una
importante emigracion a los centros urbanos, sobre todo de la poblacion joven. La

piramide poblacional es la de una doble pirdmide invertida.

Los pobladores viven en familias constituidas por 5 personas en promedio,
y habitan mayoritariamente precarias casas de adobe y techo de chapa o paja, con
pocas habitaciones y con bafio externo tipo letrina (Figura 6). Su principal
ocupacion consiste en la cria de ganado lanar (principalmente ovino, y mas

recientemente también de camélidos sudamericanos domésticos), la esquila, y en
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ciertos casos la manufactura de la lana. El principal sustento econémico proviene
de la venta de la lana, la carne y, en menor medida, del cuero. La alimentacion se
basa, en forma casi exclusive, en la ingesta de carne bovina asada o hervida dos o
tres veces al dia, y pequefias cantidades de leche de vaca o cabra en forma
esporédica. Verduras y frutas constituyen un elemento de excepcion en la dieta de

los pobladores del &rea.

Figura 6. Fotografia de una tipica casa de adobe habitada por pobladores de la region de
Aguada Guzmaén, Pcia. de Rio Negro. A la derecha se observa el bafio o letrina.

1.1.4. Agua de consumo

El agua para el consumo presenta un alto grado de salinidad, con una
concentracion de sales que va desde 500 a 9.712 mg/l, dependiendo de la zonay
profundidad de las napas, con altas concentraciones de sodio, sulfatos (1.100-
3.706 mg/l), cloruros (2.503 mg/l) y flaor (2.4 mg/l).

En base al contenido total de Calcio y magnesio, generalmente como
bicarbonatos y expresado como carbonato de calcio, el agua se clasifica en blanda,

semidura o mala, pero bebible, y dura o desechable (Tabla 2). (Bavera, 2001)
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Tabla 2. Clasificacion de la dureza del aguapara consumo humano.
Blanda o buena < 100 mg/l de carbonato de Calcio
Semidura o mala
(pero bebible)

Dura o desechable > 300 mg/l de carbonato de Calcio

200 a 300 mg/I de carbonato de Calcio

La mayoria de los habitantes de Aguada Guzman poseen agua de red
proveniente de un pozo local. Algunos pobladores que viven en &reas alejadas en
el campo consumen agua de jagieles. En el afio 2006 se tomaron muestras de
agua de diferentes lugares en el poblado de Aguada Guzman y zonas aledafias que
consumen los pobladores. Dichas muestran fueron traidas a la ciudad de Cérdoba
y analizadas en el Laboratorio de Anélisis de Suelo, Agua y Forraje (Ing.
Agrénoma Maria Florencia Barbero) de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de
la Universidad Cat6lica de Cordoba. A modo de control, se obtuvieron muestras
de agua de red de la ciudad de Cordoba y fueron analizadas por el mismo

laboratorio.

I.1.5. Examen clinico oftalmoldgico

Todos los pacientes recibieron un examen oftalmolégico completo que
incluy6 examen de la agudeza visual con tabla de optotipos de Snellen y anillos de
Landolt o la E para nifios e individuos iletrados (alrededor del 50 % de la
poblacién adulta); refraccion objetiva mediante autorrefractometro (RK1, Canon
Inc., Tokyo, Japon); biomicroscopia detallada del segmento anterior con lampara
de hendidura (Slit-lamp 100/16, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania; AO Slit
Lamp 11665, American Optical Co., Buffalo, EE.UU.; Led Slit Lamp XL-1, Shin
Nipon, Ohira Co., Niigata, Japon) que incluy6 el examen del borde palpebral, la
conjuntiva bulbar y tarsal, la cornea, la camara anterior, el iris, el cristalino y el
vitreo anterior; medicion de la presion intraocular mediante tonometria por
aplanacién (Kowa A-1, Tokyo, Japon); y examen del fondo de ojo mediante
oftalmoscopia binocular indirecta (Omega 100, Heine Optotechnik, Herrsching,

Alemania).
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1.1.6. Examenes complementarios de ojo externo

En un grupo de pacientes que presentaban QPC (23 pacientes, 42 0jos), y
en un grupo comparable de individuos sin la enfermedad, pero que habitaban la
misma area, como controles (13 individuos, 26 ojos), se Evalud la sensibilidad
corneal, el tiempo de ruptura de la pelicula lagrimal precorneal (TRP), la tincion
de la superficie ocular y la secrecion lagrimal. Este grupo de individuos
estudiados firmo6 un consentimiento informado, y el estudio fue aprobado por el
Comité de Docencia e Investigacion de la Clinica Universitaria Reina Fabiola de
la Universidad Catolica de Cdérdoba, Argentina y registrado en el Registro

Provincial de Investigacion en Salud (RePIS).

1.1.6.1. Evaluacion de la sensibilidad corneal. Fue evaluada previamente
a la instilacion de gota alguna y de la tonometria, mediante el estesiometro de
Cochet-Bonnet (Luneau, Paris, Francia), que posee un monofilamento de nylon de
0,12 mm de seccion, de longitud variable, ejerciendo sobre el epitelio corneal una
presion que varia de 11 a 200 mg por 0,0113 mmz2, en funcién de la longitud del
filamento de nylon que se haya predeterminado. A menor longitud del filamento,
mayor rigidez, y asi mayor presion sobre el area estimulada. Se calcula que la
superficie del extremo distal del filamento toma contacto con 4 a 10 celulas
epiteliales, estimulando asi una unidad nerviosa sensitiva de la cérnea.6 El
individuo a examinar fija su mirada en un objeto al frente de él, mientras el
examinador mueve el extremo distal del monofilamento de nylon hacia el area de
la cornea a examinar, hasta que dicho extremo toca la cornea y el monofilamento
se incurba, produciendo un reflejo de parpadeo. La sensibilidad corneal fue
cuantificada en una escala de 0-6 (graduada en el estesidbmetro, siendo 0 una
longitud del monofilamento inferior a 1 ¢cm, y 6 una longitud méaxima de 6 cm) en
la cual mediciones obtenidas entre 0 y 2 fue considerada severa hipoestesia, 3y 4

moderada hipoestesia, y 5y 6 sensibilidad corneal normal.

1.1.6.2. Evaluacién del TRP. Se lo evalu6 antes inmediatamente después
de evaluar la sensibilidad corneal y antes de la realizacion del test de Schirmery
de la medicion de la tensién ocular. Para su evaluacion, se instilo en el fondo de

saco conjuntival inferior una gota de fluoresceina al 0,50 % en cada ojo del
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paciente a examinar. Luego de indicarle al paciente la realizacién de un parpadeo,
a fin de lograr la adecuada dispersion sobre la superficie corneal de la pelicula
lagrimal tefiida con la fluoresceina, se le indicd no parpadear. Desde ese momento
se midié el tiempo (en segundos) que demord en comenzar a fragmentarse dicha
pelicula. La observacion fue realizada mediante |&mpara de hendidura, e
iluminacion con luz de cobalto. EI TRP fue considerado anormal cuando fue igual

o inferior a 10 segundos.

1.1.6.3. Evaluacion de la tincion de la superficie ocular. Teniendo en
cuenta que los factores ambientales como la sequedad ambiental y los vientos
constantes vehiculizando particulas son agresivos para la superficie ocular,
pudiendo provocar dafio en la cérnea y la conjuntiva, se efectud tincién de la
superficie ocular verde de lisamina al 1 % (C-Lissamine Green 1 %, Leiter’s
Pharmacy, San Jose, CA, EE.UU.) en este grupo pacientes con QPC y el grupo de
individuos controles, a los fines de evaluar la toma del colorante a nivel de
posibles ulceraciones y de células patoldgicas del epitelio corneal y la conjuntiva
bulbar nasal y temporal. La tincion obtenida se califico en una escala de 0 a 3, en
donde 0 equivale a no tincion; 1 tincion leve; 2 tincion moderada; 3 tincion
severa. La observacion se realizd con ldmpara de hendidura. Para la tincion
superficial se utiliz6 el verde de lisamina debido a que es igualmente eficaz que el

rosa de bengala, pero es mejor tolerada (Manning y col., 1995; Kim, 2000).

1.1.6.4. Evaluacion de la secrecion lagrimal. Se estudio mediante el test
de Schirmer Il. Previa anestesia tdpica con clorhidrato de proparacaina al 0,5 %
(Anestalcon®, Alcon Laboratories, Fortworth, EE.UU) instilada en el fondo de
saco conjuntival inferior (1 gota en cada ojo del paciente cada 10 segundos hasta
completar 3 gotas), se evalud con cinta de papel de filtro Wartmann n° 2 de 5 mm
de ancho por 30 mm de largo. Luego de secar con gasa de algodon las lagrimas y
la humedad superficial de las pestafias y del fondo de saco conjuntival inferior, se
introdujo en éste un extremo doblado de 5 mm de largo de la cinta de papel,
debiendo permanecer el paciente con ambos ojos abiertos pero parpadeando
normalmente y con la mirada al frente. A los 5 minutos de introducida la cinta se
la retird, y con una regla graduada en mm se midio la longitud de la superficie de

cinta mojada, contando desde el doblez y no desde el extremo introducido en el
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fondo de saco. Se considerd un test de Schirmer normal cuando se obtuvo una
medicion de 10 o mas milimetros, moderada hiposecrecién lagrimal entre 5y 9

mm, y severa hiposecrecién inferior a 5 mm.

1.1.7. Registro fotografico de casos clinicos

En las campafias de 2001, 2003 y abril de 2007, a un grupo de pacientes
con QPC se les realizé fotografia de cornea y segmento anterior mediante lampara
de hendidura fotografica (Foto-Spaltlamp, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania), y
utilizacion de pelicula fotogréafica de 24x36 mm para diapositivas, Fujichrome
Sensia o Fujichrome Provia 100 F, Iso 100/21° (Fujifilm Corporation, Japon)
(Figura 7).

El consultorio de atencion oftalmoldgica se establecio en el poblado de
Aguada Guzmén. La energia eléctrica fue provista por un grupo electrégeno
alimentado a gasoil. Todo el equipamiento oftalmolégico, de propiedad del Centro
de la Vision Urrets Zavalia de la Clinica Universitaria Reina Fabiola, fue
transportado desde la ciudad de Cordoba, distante a 1.400 km de Aguada

Guzman. En un area de 22.475 km2, los 3.363 pobladores que viven en ella no
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tienen acceso a atencion oftalmoldgica alguna. La mayoria de los pacientes

adultos examinados nunca habian recibido atencion oftalmolégica.

1.1.8. Andlisis estadisticos
Para los calculos estadisticos, los resultados fueron evaluados mediante el

test de Fishery el c2-test. La significacion estadistica fue establecida en p < 0,05.

I.2. REGION DE SUMAMPA

1.2.1. Contexto

Como parte del presente proyecto de investigacion, se realizaron 2
campafias de atencion oftalmolodgica de 2 dias de atencion cada una, la primera en
Noviembre de 2006 y la segunda en Mayo de 2007, a fin de pesquisar posibles
casos con QPC en dicha region geogréafica. La actividad desarrollada por el Dr.
José A. Saad, miembro de nuestro equipo de trabajo del Centro de la Visién de la
Clinica Universitaria Reina Fabiola, hizo posible la convocatoria de los pacientes
que habitan esa region vecina a las Salinas Grandes, y la instalacion del

consultorio de atencion oftalmologica.

1.2.2. Caracteristicas geogréaficas del area

La region de Sumampa y las Salinas Grandes se encuentran en la regién
central de la Argentina y al sur de la Pcia. de Santiago del Estero, en el
departamento Quebrachos (3.507 km2), a 29° latitud sur y 63° longitud oeste. Dicho
departamento posee una poblacion de 11.331 habitantes. Posee una altura
promedio de 254,50 m sobre nivel del mar. Salvo algunas areas de monte bajo, la
region posee escasa vegetacion arborea (nula en toda la extension de las Salinas
Grandes). El suelo es arcilloso-salitroso estd cubierto discretamente por
vegetacion arbustiva baja. El clima es arido, calido en verano y templado en
invierno, con un bajo réegimen anual de lluvias. A diferencia de la Patagonia, no se

observan vientos intensos en forma constante.

1.2.3. Individuos
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La mayoria de los pacientes que habitan esa region trabajan en tareas
rurales vinculadas principalmente a la ganaderia (ganado bovino y caprino).
Debido a que los pacientes fueron examinados en un centro urbano (ciudad de
Sumampa), no se pudo corroborar el tipo de vivienda habitada ni la provision de

servicios basicos domiciliarios.

1.2.4. Examen clinico oftalmolégico
Se examinaron 154 pacientes (307 ojos, 1 protesis). A todos los pacientes
se les realizd un examen oftalmoldgico completo, similar al realizado en Aguada

Guzman (ver punto 1.1.5.).

El centro de atencién oftalmoldgica se establecié en la ciudad de
Sumampa, con una poblacion de 4.800 habitantes y ubicada a 236 km de la ciudad
de Santiago del Estero, debido a que en las areas rurales aledafias, sobre todo en
las Salinas Grandes, no se contaba con sitio adecuado para la recepcion de los
pacientes, ni tampoco con suministro eléctrico para los equipos de examen
oftalmoldgico. Por otra parte, en las mismas Salinas practicamente no existen

pobladores. Todo el equipamiento fue trasladado desde la ciudad de Cérdoba.

1.2.5. Exdmenes complementarios
Ningln paciente brindé su acuerdo para que se le extraiga sangre para

estudios de polimorfismo genético u otro tipo de estudio complementario.

I.3. REGION DE CIENEGUILLAS

1.3.1. Contexto

Se eligio examinar a pacientes de la region de Cieneguillas, Pcia. de Jujuy,
por sus caracteristicas geografico-ambientales, y por los vinculos que la Facultad
de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Catolica de Cdrdoba posee con
miembros de dicha comuna. Ello facilit6 enormemente la convocatoria de los
pacientes, y la ubicacion e instalacion del consultorio de atencién. Al igual que en
las campafas de atencion en Aguada Guzman y Sumampa, la convocatoria se hizo

para toda la poblacion de la region, tuviesen o no problemas oculares o visuales.
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Se realiz6 una campafia de atencidn oftalmoldgica en Diciembre de 2005, de 2

dias de duracion.

1.3.2. Caracteristicas geograficas del area

La region de Cieneguillas se encuentra en la Puna, Pcia. de Jujuy, en la
Illamada Puna desértica, a 22° latitud sur y 65° longitud oeste, distante a 36 km al
oeste de La Quiaca (11.900 habitantes). Esa region explorada se encuentra a una
altura promedio de 3.700 m sobre el nivel del mar. La region posee muy escasa
vegetacion arborea (quefioa). El suelo es arcilloso-arenoso y esta cubierto por
escasa vegetacion arbustiva baja o esteparia (tola, afiagua). El clima es arido, frio
y seco, con gran amplitud térmica entre el dia y la noche, con muy bajo régimen
anual de lluvias (100 a 200 mm) y escasa nubosidad. Al igual que en la Patagonia,
esa region sufre la accién constante de vientos intensos. En esa region, la densidad

poblacional es muy baja, llegando a 0,03 habitantes/km2 en algunas areas alejadas.

1.3.3. Individuos

La mayoria de los pobladores que habitan esa region realizan tareas rurales
vinculadas con la cria y esquila de ganado ovino, caprino y camélido (llama y
vicufia). Existe movilidad de la poblacion hacia zonas urbanas, en especial los
adultos varones en edad productiva, y también por la misma actividad ganadera
debido al sistema de trashumancia, es decir cambiando de region para la veranada
y la invernada. Los pobladores de esa region habitan pequefias casas o chozas de
adobe y techo de paja. La dieta es variada, probablemente por su proximidad con
centros urbanos como La Quiaca, aunque predomina la carne de oveja. La
mayoria de los adultos mayores, tanto varones como mujeres, utilizan sombrero
alado en forma permanente. Los departamentos que conforman la Puna jujefia, a
excepcion de Yavi, figuran entre los departamentos del pais con mayores
necesidades bésicas insatisfechas (INDEC, Censo Nacional de Poblacion y
Vivienda 1991). (Garciay col., 1998)

1.3.4. Examen clinico oftalmolégico

Se examinaron 152 pacientes (304 ojos). A todos los pacientes se les
realizd un examen oftalmoldgico completo como el descripto previamente (ver
1.1.5)
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El centro de atencion oftalmolégica se ubicé en la Cooperativa del
poblado de Cieneguillas, con provision de energia eléctrica y agua corriente. Todo

el equipamiento fue trasladado desde la ciudad de Coérdoba.
1.3.5. Exdmenes complementarios

A un grupo de pacientes se les extrajo sangre periférica para estudios de

polimorfismo genético.
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Il. ESTUDIO DE POLIMORFISMO GENETICO

La queratopatia climatica (QPC) fue observada preponderantemente en
pacientes de ascendencia mapuche que habitan la regidn noroeste de la Patagonia
Argentina, precisamente en el departamento ElI Cuy de la Provincia de Rio Negro.
No obstante, también fue observada en un grupo de pacientes de ascendencia
europea que habitan esa area desde hace varias generaciones. (Urrets-Zavalia y
col., 2006; Urrets-Zavalia y col., 2007) En cambio, no observamos caso alguno
de QPC en pobladores de la regién de Cieneguillas, Puna, Pcia. de Jujuy, region
con condiciones climaticas y ambientales similares a las de la regién de El Cuy.
Ello nos llevo a pensar que otros factores de riesgo podrian estar presentes sélo en
un determinado grupo de pacientes, cuyas caracteristicas intrinsecas podrian
hacerlos mas susceptibles a los factores ambientales y climéaticos para sufrir la

enfermedad.

Es probable que factores genéticos pudieran intervenir en la génesis de la
QPC. No obstante, su rol exacto seria dificil de determinar, siendo factible que
varios genes puedan estar involucrados. A su vez, factores ambientales podrian

ejercer una influencia en la expresion y penetrancia de esos genes.

Para el estudio del polimorfismo genético se estudiaron los antigenos
eritrocitarios (sistema ABO) y los alelos HLA- DR P1 (clase Il del Complejo
Mayor de Histocompatibilidad) en un grupo de pacientes con QPC e individuos
controles en el departamento el Cuy, Pcia. de Rio Negro, y en un grupo de
pobladores de Cieneguillas, Puna, Pcia. de Jujuy, en donde no se encontré caso
alguno de QPC.

El estudio fue aprobado por el Comité de Docencia e Investigacion de la
Clinica Universitaria Reina Fabiola de la Universidad Catolica de Cordoba,
Argentina y registrado en el Registro Provincial de Investigacion en Salud
(ReP1S). Todos los participantes, que fueron elegidos al azar, aceptaron participar

en el estudio mediante la firma de un consentimiento informado.
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11.1. Estudio del Sistema ABO

A un grupo de pacientes con QPC y a un grupo de individuos controles en
el Departamento ElI Cuy, y a un grupo de individuos de la Puna Jujefia, se les
extrajo una muestra de sangre periférica mediante puncion en pulpejo de un dedo
de la mano. A dos gotas de esa sangre se las colocd sobre un portaobjeto
separadas una de otra. A una de ellas se le agregé el antisuero anti A y a la otra
antisuero anti B. Cuando se observaba aglutinacién eritrocitaria se clasificaba
dicha sangre como perteneciente al antigeno reconocido por ese antisuero. En
ausencia de aglutinacion frente a ambos anticuerpos la muestra se clasificaba

como 0.

11.2. Estudio del CMH clase Il (HLA- DR pl)

A un grupo de pacientes con QPC y a un grupo de individuos controles en
el Departamento El Cuy, y a un grupo de individuos de la Puna Jujefia, se les
extrajo una muestra de sangre venosa que fue inmediatamente mezclada con
EDTA (anticoagulante) y conservada congelada hasta el momento de proceder a

la purificacién de ADN.

11.2.1. Extraccion de ADN: método del “Salting Out”
Para la obtencion de ADN se utiliz el método descripto por Miller y col.
(Millery col., 1988). (Ver Anexo 1)

11.2.2. Tipificacion HLA- DR P1

Para la tipificacion del HLA- DR P1 se utilizé la técnica de la Reaccidn en
cadena de la Polimerasa (PCR-SSP), mediante la utilizacion de Primers
especificos de secuencia para diversos alelos como ha sido descripta por Bunce y
col. (Buncey col., 1995). (Ver Anexo 1) En la Tabla 3 se muestran los alelos

estudiados.
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Tabla 3. Diferentes variantes alélicas del HLA- DR P1

DRB1*01
DRB1*02 DRB1*15
DRB1*02 DRB1*16
DRB1*03 DRB1*17
DRB1*03 DRB1*18
DRB1*04
DRB1*05 DRB1*11
DRB1*05 DRB1*12
DRB1*06 DRB1*13
DRB1*06 DRB1*14
DRB1*07
DRB1*08
DRB1*09
DRB1*10

11.3. Analisis estadistico.
Para determinar el valor estadistico los resultados fueron analizados
utilizando el test de Fisher. Un valor de p menor a 0,05 fue considerado

significativo.
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I11. ROL DE LAS METALOPROTEINASASEN LA
QUERATOPATIA CLIMATICA

Estudio de Gelatinasas, Colagenasas e Inhibidores Tisulares de

Metaloproteinasas en Lagrima de Pacientes con Queratopatia Climética

Se evaluaron los niveles, formas moleculares y grado de activacién de las
MMP-2, MMP-9, MMP-8 y MMP-13, y sus inhibidores endogenos tisulares
TIMP-1 y TIMP-2 en lagrimas de pacientes con queratopatia climatica (QPC) que

habitan en un area de la region noroeste de la Patagonia Argentina.

1111. Individuos

Estudiamos 17 pacientes con QPC (16 varones y 1 mujer) y 10 controles
(8 varones y 2 mujeres) que habitan en un area del noroeste de la Patagonia
Argentina, descripta previamente en capitulos anteriores. Todos los participantes
firmaron un consentimiento informado, y el estudio fue aprobado por el Comité
de Docencia e Investigacion de la Clinica Universitaria Reina Fabiola de la
Universidad Catolica de Cérdoba, Argentina y registrado en el Registro Provincial
de Investigacion en Salud (RePIS) del Ministerio de Salud de la Provincia de
Cordoba, Argentina. El estudio fue conducido de acuerdo con los principios de la

Declaracién de Helsinki.

111.2. Examen clinico oftalmologico
Diecisiete pacientes (31 ojos) con QPC, y el grupo control sin la

enfermedad (20 ojos), recibieron un examen oftalmolégico completo (ver 1.1.5.).

111.3. Obtencion de muestras de lagrima

La produccion lagrimal fue estimulada mediante una breve exposicion del
0jo a los vapores de rodajas frescas de cebolla. Se recolectaron entre 15 y 30
microlitros de lagrima refleja del menisco lagrimal inferior de cada ojo mediante
tubos microcapilares descartables (Biocap, Argentina), produciendo la minima
irritacion posible. Cada muestra fue congelada y conservada a -80° C hasta su

analisis.
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1114. Determinacién de la concentracion de proteinas en lagrima

La concentracidn total de proteinas en las muestras de lagrimas fue medida
segun técnica de Bradford.2% Se utiliz6 una curva estandar de diferentes
concentraciones de albimina sérica bovina (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.)
diluida en el mismo buffer de las muestras de lagrima, y se analizé la absorcién a
595 nm versus la concentracién proteica. Los volimenes de todas las muestras de
lagrima fueron ajustados a fin de obtener la misma cantidad de proteinas para los

analisis subsiguientes.

1115. Determinacion de gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) en muestras de
lagrima
Ver Anexo 2.

1116. Colagenasas (MMP-8 y MMP-13) y TIMP-1y TIMP-2 en lagrima

Los niveles de MMP-8  fueron determinados ~ mediante
inmunofluorofotometria, como ha sido previamente descripto. (Holopainen y col.,
2003; Hanemaaijer y col., 1997; Chen y col., 2000) (Ver Anexo 2)

111.7. Anélisis estadistico

Los datos zimograficos de las gelatinasas fueron expresados en
pixeles por microgramo de proteina, y los datos de las colagenasas y TIMP fueron
evaluados densitométricamente de los Western blots. Los resultados fueron
evaluados mediante el test Mann-Whitney. Un valor de p < 0,05 fue considerado

significativo.
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IV. ESTUDIO DE LA RADIACION ULTRAVIOLETA

Con el objeto de determinar si los pacientes portadores de QPC habitaban
en areas con mayor irradiacion UV-B que en otras areas en donde no observamos
QPC, estudiamos la densidad de la capa de ozono y la irradiacion UV-B de
diferentes regiones (al sur, centro y norte) en el territorio de la Argentina, pero de

condiciones ambientales y caracteristicas geograficas similares.

IV.1. Regiones geograficas estudiadas

Se estudio la densidad de la capa de ozono y la irradiacion UV-B
promedio anual en los dltimos 8 afios (1998 a 2005 inclusive) en la regién de
Aguada Guzman (40°S 68°0), departamento EI Cuy, Pcia. de Rio Negro, en la
region de Sumampa (29°S 63°0), Pcia. de Santiago del Estero, y en la region de
Cieneguillas (22°S 65°0), Puna, Pcia. de Jujuy. Las tres regiones poseen en
comun la gran aridez, la escasa humedad ambiente, los vientos constantes (de
menor intensidad y constancia en la region de Sumampa), la escasa o0 nula
vegetacion arborea y las caracteristicas arenosas y arcillosas del suelo cubierto por
muy escasa vegetacion arbustiva. Por otra parte, la actividad de los pobladores de
dichas areas es similar, dedicandose en su mayoria a tareas rurales vinculada con

la cria de ganado ovino y/o caprino.

IV.2. Determinacion de la densidad de la capa atmosférica de ozono

Se determind la densidad promedio de la capa de ozono de los Ultimos 8
afios (1998-2005) en esas tres regiones geograficas. Los valores de ozono
correspondientes a dichas regiones geogréaficas elegidas se obtuvieron del sitio
web de la National Aero-Spatial Agency (NASA, EE.UU.): Total Ozone Mapping
Spectrometer (TOMS-NASA), http://jwocky.gsfc.nasa.gov/ La densidad de la
capa de ozono se mide en unidades Dobson (uD), y los valores varian
dependiendo de la latitud y la altitud, considerandose valores normales el rango
entre 230 y 300 uD. Agujero de la capa de ozono se refiere a cuando la densidad

de la capa de ozono en una determinada region se halla por debajo de 200 uD.
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IV.3. Determinacion de la irradiacion UV-B a nivel de superficie terrestre

Por cada afio estudiado se obtuvieron cuatro medidas: una el 21 de Marzo,
una el 21 de Junio, una el 21 de Septiembre y una el 21 de Diciembre. Con esas
cuatro mediciones se obtuvo la media anual. Con los valores obtenidos de ozono
se calcularon los valores de radiacion UV-B a nivel suelo de cada una de las tres
regiones estudiadas mediante el programa de computacion DayLight, version
2.3.10, disefiado por Martin Schuster, del Institut fur Botanik und
Pharmazeutische Biologie, Universidad Erlangen-Nirnberg, Erlangen, Alemania,
2000-2001, para calcular los niveles de radiacion UV-B. (Bjorn y Murphy, 1985)

Se evalud sdlo la radiacion UV-B ya que la radiacion UV-C es absorbida
practicamente en su totalidad por la atmdsfera terraquea, y la radiacion UV-A es
absorbida s6lo escasamente (6-20 %) por la cornea. En cambio, la radiacion UV-B
es absorbida en gran parte (22-73 %) por la cornea. La unidad para la radiacién
UV-B es el KiloJoule/m2 y no existen estudios que hayan establecido cuales son

los valores normales de radiacién UV-B a nivel superficie terrestre.
A todos los pacientes examinados en las areas geograficas estudiadas se
les interrogd sobre su actividad laboral, sobre la utilizacion de anteojos y sobre la

utilizacion de sombreros alados 0 gorros con visera.

Los valores obtenidos fueron evaluados mediante el test de ANOVA en

bloque. Se consideraron diferencias significativas cuando se obtuvo una p<0,05.
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V. EL ACIDO ASCORBICO YSUPOSIBLE ROL EN LA
QUERATOPATIA CLIMATICA

V.1. Individuos

En la localidad de Aguada Guzman, Pcia. de Rio Negro, se estudiaron 36
individuos que habitaban la region de El Cuy, de esa provincia: 23 eran pacientes
portadores de QPC y 13 eran individuos sanos como controles. Se estudiaron
tambien 22 individuos urbanos sanos de la ciudad de Cordoba. A todos ellos se les
extrajo sangre por venopuncion y se analizaron las concentraciones séricas de AA,

colesterol, triglicéridos, acido Urico y proteinas totales.

A todos los individuos se los interrogd, como parte de la anamnesis, acerca
de sus habitos dietéticos y composicion de la dieta, no sélo la actual sino la dieta

que ellos habian tenido desde su infancia hasta el presente.

Todos los individuos estudiados firmaron un consentimiento informado, y
el estudio fue aprobado por el Comité de Docencia e Investigacion de la Clinica
Universitaria Reina Fabiola de la Universidad Catolica de Cordoba, Argentina y

registrado en el Registro Provincial de Investigacion en Salud (RePIS).

V.2. Estudio del 4cido ascérbico en suero

El AA fue estudiado mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) utilizando una columna LC-18 (25 cm de alto x 4,6 mm de didmetro con
un tamafio de particula de 5 |im) como ha sido descripto previamente (Serra y
Cafaro, 2007). Los otros analitos fueron estudiados mediante métodos
colorimétricos utilizando reactivos comerciales (Laboratorio GT y Laboratorio
Wiener).

V.3. Analisis estadistico

Los resultados fueron comparados utilizando el test de Student,

considerando diferencia significativa un valor de p<0,05.
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I. ESTUDIOS CLINICOS OFTALMOLOGICOSEN
DIFERENTESREGIONES DE LA ARGENTINA

1.1. REGION DE AGUADA GUZMAN

1.1.1. Demografia
En total se examinaron 758 pacientes (1.514 ojos, 2 pacientes con 1 ojo
enucleado cada uno), cuya edad media fue de 33,15 afios (rango= 1,3 meses a 89

afios), y de los cuales 411 fueron mujeres y 347 varones.

Del total de pacientes examinados, 82 (10,82 %) presentaron QPC, de los
cuales 17 pacientes no habian tenido QPC en el examen inicial. En la Tabla 4 se
puede observar el nimero de pacientes nuevos examinados en cada afio de
campafia y los casos nuevos de QPC diagnosticados cada afio. La edad media de
los pacientes con QPC fue de 61,71 afios (rango= 40 a 89 afios). En el grafico de
la Figura 8 se observa la relacion entre grupo etario y pacientes con QPC, y en la
Tabla 5 la prevalencia de QPC segln grupo etario, en donde se muestra
claramente el aumento de la prevalencia de QPC con la edad. De los 82 pacientes,
71 (86,58 %) fueron varones y 11 fueron mujeres (Figura 9). En la Figura 10 se

puede observar la distribucidn por género segun el grupo etario.
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Tabla 4. Prevalencia de queratopatia climatica (QPC) por afio de campafia.

Afo de Pacientes Pacientes nuevos %

campafa nuevos con QPC
1997 199 13 6,53
1998 165 10 6,06
1999 34 3 8,82
2001 88 5 5,68
2003 91 13 14,28
2006 81 9 11,11
2007 (x2) 100 12 12,00

Prevalencia de QPC segun edad

19 29 39 49 59 69

0O Pac s/ QC (676) O Pac c/ QC (82)

Figura 8. Relacion entre grupo etario y pacientes sin (Pac s/QPC) y con queratopatia
climatica (Pac c/QPC).
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Tabla 5. Prevalencia de queratopatia climatica segin grupo etario.

Edad (en afios) Total Pacientes sin QPC Pacientes con QPC %

40 - 49 103 92 1u 10,68
50- 59 114 92 22 19,30
60 - 69 77 50 27 35,06
70 - 89 47 25 22 46,81
Totales 341 259 82 24,05

Figura 9. Distribucion por genero en el total de pacientes examinados, y en los pacientes
sin (pac s/QPC) y con queratopatia climatica (Pac ¢c/QPC).
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Pacientes con QPC por edad

100%
80%
60%
40%
20%

0%
40 - 49 50 - 59 60 - 69 > 70

O Masculino O Femenino

Figura 10. Distribucion por género segin grupo etario en pacientes con queratopatia
climética (QPC).

1.1.2. Hallazgos clinicos

Para la estadificacion de los hallazgos clinicos de la cornea, se excluyeron
9 de los 82 pacientes con QPC debido a inconsistencias de los datos vertidos en
las historias clinicas correspondientes, relacionadas con grado, extension o
severidad de las lesiones, quedando 73 pacientes (139 o0jos). En 66 pacientes
(90,41 %) la QPC fue bilateral, siendo notablemente asimétrica en 7 pacientes. La
enfermedad fue unilateral en 7 pacientes, de los cuales 3 tenian el ojo contralateral
atréfico de causa ignorada. En uno de estos ojos atréficos se observaron pequefias
gotitas amarillentas subepiteliales dispersas en una cornea completamente
opacificada y retraida, por lo que dicho hallazgo fue considerado como

degeneracion esferoidea secundaria'y no QPC.

Clasificacion de las lesiones corneales provocadas por microgotas
subepiteliales: 92 (66,19 %) ojos de los 139 presentaron una enfermedad grado 1,
es decir velamiento de la cornea por microgotitas translicidas subepiteliales
distribuidas apretadamente a nivel periférico temporal y/o nasal (Figura 11 A),
dejando, casi siempre, una franja o espacio claro prelimbar aparentemente

indemne (Figura 11 B).
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Figura 11. (A) Ojo con grado 1, con discreto velamiento periférico en los meridianos
horizontales. (B) Mismo 0jo, en el que se observa a mayor aumento y retroiluminacion
con la lampara de hendidura, microgotitas que producen el aspecto de empafiamiento de
la cornea afectada, y la franja prelimbar de cornea aparentemente indemne.
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Treinta y cinco ojos (25,18 %) presentaron una enfermedad grado 2, es
decir velamiento por microgotitas translicidas en forma de banda de limbo a
limbo, dejando también una franja prelimbar aparentemene indemne, y distribuida

en el 1/3 alos 2/3 inferiores de la cérnea (Figura 12).

Figura 12. Ojo con queratopatia climéatica grado 2, en el que se observa un velamiento
difuso de la mitad inferior de la cornea. Notese la mejor visibilidad de los detalles del iris
atraves de la mitad superior normal de la cornea.

Doce ojos (8,63 %) presentaron una enfermedad grado 3, es decir
alteraciones como las descriptas en el grado 2, a lo que se agregaban gotitas o
vesiculas amarillas o ambarinas confluentes, agrupandose por sectores en racimos
(Figura 13).
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Figura 13 Ojo izquierdo con queratopatia climatica grado 3, en el que se observan
multiples vesiculas amarillentas subepiteliales agrupadas en el cuadrante temporal
inferior de la cdrnea, y distribuidas en un area extensa de velamiento que compromete la
mitad inferior de la cornea. Notese el borramiento de los detalles del iris en esta area, en
comparacion con la mitad superior.

En este ultimo grupo, 5 ojos presentaron areas de opacidad discreta,
moderada o marcada del estroma anterior, con zonas de engrosamiento y zonas de
adelgazamiento estromal, subyacentes a las areas en ddénde se observaban las
vesiculas amarillas (Figura 14). En 3 de estos 5 o0jos se observaron finos vasos
sanguineos que llegaban a esa area de fibrosis estromal, provenientes del limbo

esclero-corneal adyacente (Figura 14).

Evolucion de las lesiones corneales. De los 73 pacientes con QPC
incluidos en el analisis de las lesiones corneales, 51 (69,86 %) fueron controlados
en mas de una campafa. De ellos, 25 (49 %) presentaron algin grado de QPC en
el primer control, y el resto desarrollé la enfermedad durante el periodo de

seguimiento. El promedio de seguimiento fue de 6,5 afios (rango= 2 a 10 afios).
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En 4 (7,84 %) de los 51 pacientes con QPC que tuvieron un seguimiento,
mostraron una progresion de grado 1 a grado 2. El promedio de seguimiento de

estos pacientes fue de 6 afios (rango= 3 a 8 afios). No se observaron progresiones

de grado 2 agrado 3.

Figura 14. Ojo izquierdo con queratopatia climatica grado 3, en el que se observan
multiples vesiculas amarillentas confluentes, distribuidas sobre un &rea de opacidad
estromal con vasos sanguineos provenientes del limbo esclero-corneal entre hora 4y 5.

En la Tabla 6 se puede observar la distribucion de los grados de

compromiso corneal en los diferentes grupos etarios.

Tabla 6. Grados de enfermedad corneal segun grupo etario.

Edad NUmero de ojos
Grado 1 Grado 2 Grado 3

(en afos) (82 pacientes)

40 - 49 13 13 0 0
50 - 59 48 33 9 6
> 60 78 46 26 6
Total 139 92 35 12
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Areas claras: 56 (40,29 %) de los 139 ojos presentaron pequefias areas
circulares o geograficas claras, de cornea aparentemente indemne, en el interior de
areas de velamiento por microgotitas, y a través de las cuales se observaban con
nitidez los detalles del iris, borrados éstos en las zonas aledafias por el velamiento
subepitelial. Su distribucién fue aleatoria, observandolas tanto a nivel central

como periférico (Figura 15).

%

Figura 15. Ojo izquierdo con queratopatia climatica grado 2, con pequefio espacio claro
redondo paracentral nasal, a traves del cual puede observarse con mas nitidez el iris.

Depdsitos conjuntivales en forma de gotitas amarillas: del total de
pacientes examinados sOlo 4 presentaron gotitas amarillentas en la conjuntiva
bulbar, de los cuales 2 pacientes (0,30 %) del grupo de los 676 pacientes sin QPC
y 2 pacientes del grupo de los 82 pacientes con QPC (2,44 %). Uno de estos 2
ultimos pacientes present6 inicialmente sélo las lesiones en la conjuntiva,
desarrollando posteriormente la enfermedad corneal. Las lesiones conjuntivales se

distribuian en la conjuntiva bulbar temporal y/o nasal, a nivel yuxta o paralimbar
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(Figura 16). En todos los pacientes con QPC, salvo uno, presentaron una
conjuntiva tarsal superior e inferior completamente sana. En dicho paciente, que
relatdé una historia de conjuntivitis severa en ambos o0jos, se observaron discretas

areas de fibrosis conjuntival a nivel tarsal superior en ambos ojos.

Figura 16. Fotografia de conjuntiva bulbar nasal, en donde se observan pequefias gotitas
amarillas en un paciente sin queratopatia climatica.

Atrofia del iris: Una lesion curiosa, y no descripta previamente, fue
observada a nivel del estroma anterior del iris inferior, predominantemente entre
los meridianos de las 4 y las 8, consistiendo en una discreta depigmentacion del
estroma anterior, a lo que se la denomind atrofia discreta (Figura 17). Cuando la
depigmentacion provocaba el aspecto de pérdida de la textura suave de la cara
anterior del iris se la denominé atrofia moderada (Figura 18). Por ultimo, cuando

la pérdida de las capas mé&s anteriores del iris permitia ver su estructura
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subyacente (vasos radiados, finas bandas colagenas radiadas, nervios), se la
denominé atrofia marcada (Figura 19). En ningln caso esta alteracion del iris
provoco alteracion de la forma o motilidad de la pupila. Tampoco se observaron
sindromes de dispersion pigmentaria asociados, salvo un caso que presentaba,
ademas de una atrofia marcada, un sindrome pseudoexfoliativo. En todos los
casos, la camara anterior tenia una profundidad biomicroscépicamente normal. El
28,78 % de los ojos de los pacientes con QPC presentaban atrofia del iris,

mientras que no fue observada en pacientes sin QPC.

Figura 17. Atrofia discreta del iris en un caso con queratopatia climatica grado 3
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Figura 18. Atrofia moderada del iris en un caso con queratopatia climatica grado 2.

Figura 19. Atrofia marcada del estroma anterior del iris inferior en un caso con
queratopatia climéatica grado 3.
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1.1.3. Agudeza visual

Veinte (27,4 %) de los 73 pacientes con QPC analizados presentaron una
agudeza visual corregida en su mejor ojo igual o inferior a 3/10 (discapacidad
visual severa). En 15 (20,55 %) pacientes con QPC la agudeza visual corregida en
su mejor ojo fue igual o inferior a 1/10 (ceguera legal). Por el contrario, ninguno
de los pacientes de 40 afios 0 mas sin QPC presentaron agudezas visuales por

debajo de 4/10 en su mejor ojo.

Cuando se analizaron individualmente los ojos con QPC, se observo que 9
(9,78 %) ojos de los 92 ojos con grado 1, 25 (71,43 %) ojos de los 35 0jos con
grado 2, y 10 (80,33 %) ojos de los 12 ojos con grado 3, presentaron una agudeza
visual corregida igual o inferior a 3/10, y que 4 (4,35 %) ojos con grado 1, 21 (60
%) con grado 2 y 7 (58,33 %) con grado 3, presentaron una agudeza visual

corregida igual o inferior a 1/10.

1.1.4. Estudios de ojo externo

Demografia. La edad media de la subpoblacion de pacientes estudiados
con QPC era de 67,69 afios (rango= 47 a 84 afos), y la de los individuos controles
de 61,23 afios (rango= 50 a 74 afios). Los pacientes con QPC fueron
mayoritariamente varones (21 de 23), y casi todos (21 de los 23) eran trabajadores

rurales.

Sensibilidad corneal. La sensibilidad de la cérnea se correlacioné con el
grado de compromiso corneal, observandose que a mayor grado de la enfermedad,
mayor fue la disminucion de la sensibilidad corneal (r=-0,5; p= 0,0008) (Tabla 7).

Ninguno de los controles presenté anomalias de la sensibilidad corneal.
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Tabla 7. Relacion entre grado evolutivo de la queratopatia climéatica y sensibilidad
corneal.

Sensibilidad corneal en ojos Grado 1 Grado 2 Grado 3

queratopatia climatica (n=16) (n=21) (n=5)
0 a 2= Severamente alterada 0 4 2
3y 4= Moderadamente alterada 6 4 3
5y 6= Normal 10 13 0

TRP, tincion superficial con verde de lisamina y test de Schirmer Il. Cuando
los pacientes con QPC fueron evaluados como un solo grupo, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre ellos y los controles. Asi, una
discreta a moderada tincidn corneal y/o conjuntival con verde de lisamina fue
observada en 12 (28,57 %) de los 42 ojos con QPC y en 15 (57,69 %) de los 26
ojos controles. No obstante, cuando los resultados del TRP y la tincién con verde
de lisamina fueron analizados considerando los pacientes con diferentes grados de
compromiso corneal, se hallaron diferencias significativas entre el grado 3y el
grado 1, el grado 3y el grado 2, y el grado 3y los controles (TRP: p=0,0057; p=
0,0042; p= 0,0038 respectivamente; verde de lisamina: p= 0,0071; p= 0,0062; p=
0,0164). Cuando este tipo de analisis se realizd para el test de Schirmer Il, no

hubo en ningun caso diferencias estadisticamente significativas (Tabla 8).
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Tabla 8. Resultados de las pruebas de ojo externo en ojos de pacientes con gqueratopatia
climaticay ojos de individuos controles.

Controles QPC Grado 1 Grado 2 Grado 3
Prueba (n=26) (n=42) (n=16) (n=21) (n=5)
Mediaz DE Mediat DE Mediat DE Media+ DE Media+ DE
TRP
105 + 4,61 7+5,18 1031+457 981+411 32+249
(segundos)
Tincion
Superficial 0,8 £0,76 13+089 036+072 038+0,74 18+045
(unidades)
Schirmer 11
(mm) 119+6,79 n+727 1069+485 10,29+508 158 +6,9%4
mm

QPC: queratopatia climatica; DE: desviacion estandar; TRP: test de ruptura precorneal,
mm: milimetros.

1.1.5. Otras alteraciones oculares asociadas

Una pinguécula fue observada en 48 (65,75 %) de los 73 pacientes con
QPC, mientras que en 104 (40,15 %) de los 259 pacientes de 40 afios 0 mas sin
QPC (p= 0,0001; OR= 2,86; IC= 1,67-4,91). Un pterigion fue observado en 12
(16,44%) de los pacientes con QPC, y en 29 (11,20 %) de los pacientes sin QPC
(p= 0,2293; OR= 156; IC= 0,76-3,20). La gran mayoria de los pacientes
presentaron alguna de dichas alteraciones en ambos ojos. Una pseudoexfoliacién
capsular fue observada en 4 (5,48 %) de los pacientes con QPC, y en 9 (3,47 %)
de los pacientes sin QPC (p= 0,4355; OR= 1,61; IC= 0,51-5,10). Una catarata fue
observada en 22 (30,14 %) de los pacientes con QPC, y en 42 (16,22 %) de los
pacientes sin QPC (p= 0,0077; OR= 2,23; IC= 1,23-4,04).

Un glaucoma cronico de angulo abierto fue diagnosticado en uno o ambos
ojos de 4 (5,48 %) de los 73 pacientes con QPC, y en 14 (5,40 %) de los 259

pacientes de 40 afios 0 mas sin QPC.

Ninguno de los 758 pacientes examinados en las 8 campafias presentd

alteraciones degenerativas de la macula, sean éstas hereditarias o adquiridas.
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1.1.6. Andlisis del agua
De cada uno de los andlisis se realizaron las combinaciones hipotéticas
para determinar la posible combinacion de los electrolitos dentro del agua, y asi

poder predecir sus comportamientos en los organismos vivos (Tabla 9).

Tabla 9. Combinaciones obtenidas en base a los analisis realizados a diferentes
muestras de agua de consumo de Aguada Guzmany zonas aledafias, y a aguapotable de
red de la ciudad de Cordoba.
Pozo/red de agua analizado/a
Combinacion Pelusa Bernardo Jorge Nilo Doria Meyer
Guecamburu Taux Aranda Chiquita Michi
Bicarbonato de
Calcio (mg/l)
Bicarbonato de
Magnesio (mg/l)
Bicarbonato de
Sodio (mg/l)
Carbonato de
Magnesio (mg/l)
Carbonato de Sodio
(mg/l)
Sulfato de Calcio
(mg/l)
Sulfato de Magnesio
(mg/l)
Sulfato de Sodio
(mg/l)
Cloruro de
Magnesio (mg/l)
Cloruro de Sodio
(mg/l)

Cloruro de Potasio

(mg/l)

395.56 518.77 402.05 415.02 21399 415.02

18441 - 76.11 228.32 52.69

- - - 47.05 238.60 305.81

169 - 16.87 - -

40.28 - - - -

- 767.28 - - -

- 577.82 4334 - -

390.63 - 434.69 32244 39%6.31 176.85

- 414.27 - 111.06 -

10171 422.04 109.89 7.46 12158 50.85

746 - 298 5.9 6.71
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Tabla 9 (cont.)

Pozo/red de agua analizado/a

Combinacion . . . . Agua Potable
Micguez Michi  Escuela  Flia. Colin

Cérdoba
Bicarbonato de Calcio (mg/l) 421.50 564.16 570.65 64.85
Bicarbonato de Magnesio (mg/l) - 22832 23124 20.27
Bicarbonato de Sodio (mg/l) - 43.69 - 840
Carbonato de Magnesio (mg/l) - - - -
Carbonato de Sodio (mg/l) - - - -
Sulfato de Calcio (mg/l) 434.61 - - -
Sulfato de Magnesio (mg/l) 428.55 - 241 -
Sulfato de Sodio (mg/l) 639.95 568.18 83244 -
Cloruro de Magnesio (mg/l) - - - -
Cloruro de Sodio (mg/l) 467.05 230.33 308.64 nn
Cloruro de Potasio (mg/l) 6.71 895 20.82 335
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1.2. REGION DE SUMAMPA

1.2.1. Demografia

De los 154 pacientes examinados, 100 (64,94 %) fueron mujeres y 54
(35,06 %) fueron varones. La edad promedio fue de 50,23 afios (rango= 2 a 93
afios) (Ver Tabla 10). Ciento cinco (68,18 %) pacientes tenian 40 afios de edad o

mas.

Tabla 10. Distribucion segin grupo etario de los pacientes examinados en Sumampa
(Pcia. de Santiago del Estero).

Grupo Etario Pacientes %
n= 154

0a9 4 2,6
10a 19 16 10,39
20229 16 10,39
30a39 13 8,44
40 a 49 14 9,09
50 a 59 36 23,38
60 a 69 23 14,93
70a79 18 11,69
80 a 89 12 7,79
90 a 99 2 1,30

1.2.2. Hallazgos clinicos
Ninguno de los pacientes presentd QPC, como tampoco atrofia sectorial

del iris inferior.

En 49 (31,82 %) pacientes se observd una pinguécula, en 22 (14,28 %)
pacientes un pterigion, en 39 (25,32 %) pacientes catarata, en 6 (3,90 %) pacientes
se observo una pseudoexfoliacion capsular, y en 17 (11,04 %) pacientes un

glaucoma crénico de angulo abierto.
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En 5 ojos de 5 pacientes se observaron cicatrices corneales o leucomas.

Ninguno de esos ojos presentd degeneracion esferoidea secundaria.

1.3. REGION DE CIENEGUILLAS

1.3.1. Demografia
De los 152 pacientes examinados, 97 (64 %) fueron mujeres y 55 (36 %)
varones, con una edad promedio de 30,7 afios (rango= 1 a 88 afios) (Ver Tabla

12).

De los 152 pacientes, 48 tenian una edad igual o superior a 40 afios, de los

cuales 29 fueron mujeres y 19 fueron varones

Tabla 11. Distribucion segin grupo etario de los pacientes examinados en Cieneguillas
(Pcia. de Jujuy).

Grupo Etario Pacientes %
n= 152
0a9 28 18,42
10a 19 35 23,03
20a 29 18 11,84
30 a 39 22 14,47
40 a 49 13 8,55
50 a 59 14 9,21
60 a 69 13 8,55
70a79 5 3,29
80 a 89 4 2,63
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1.3.2. Hallazgos clinicos
Ninguno de los pacientes presentd QPC, como tampoco atrofia sectorial

del iris inferior.

En 114 (37,5 %) ojos en 59 (38,82 %) pacientes se observd una
pinguécula, en 24 (7,89 %) ojos en 15 (9,87 %) pacientes un pterigion, en 23 (7,57
%) ojos en 12 (7,90 %) pacientes se observé catarata, en 7 (2,30 %) ojos en 5
(3,29 %) pacientes se observé una pseudoexfoliacion capsular, en los 2 (0,66 %)
ojos en 1 (1,30 %) paciente un glaucoma cronico de angulo abierto en ambos 0jos,
y en los 2 (0,66 %) ojos en 1 (1,30 %) paciente drusen maculares. En un (0,33 %)

ojo atrofico se observo una degeneracion esferoidea secundaria.
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Il. ESTUDIO DEL POLIMORFISMO GENETICO

I1.1. Sistema ABO

En el grupo de pobladores del departamento el Cuy, Pcia. de Rio Negro
seleccionados al azar, el grupo sanguineo preponderantemente hallado, tanto en
pacientes (n= 45) como individuos controles (n=29), fue el grupo O (Tabla 12).
Para simplificar la interpretacion de los datos, y ante el marcado predominio del
grupo O, se los agrupé en los Oy en los No O (A, B, AB), apreciandose que entre
los pacientes con QPC predomind el grupo O, mientras que en los controles los
No O. No obstante, las diferencias halladas no fueron estadisticamente

significativas (Tabla 13).

Tabla 12. Distribucion de grupos sanguineos O, A, B y AB en pacientes con QPC vy
controles de la region de El Cuy de la Patagonia Argentina.

Individuos X
, 0 (%) A (%) B (%) AB (%)
Sistema
ABO
QPC 29 (64,5) 7 (15,5) 7 (15,5) 2 (4,4)
CONTROLES 13 (44,8) 10 (34,5) 4 (13,8) 2 (6,9)
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Tabla 13. Distribucion de los grupos sanguineos agrupados como Oy No O en pacientes
con QPC y controles de la region de El Cuy de la Patagonia Argentina.

Test de Fisher: p= 0,149. Riesgo relativo= 1,44. 95% intervalo de confianza: 0,91 a 2,27

Ningun individuo examinado en Cieneguillas (Puna jujefia) presentd QPC.
En un grupo (n= 27) seleccionado al azar del grupo total de individuos
examinados oftalmologicamente, se realizo el estudio del sistema antigenico ABO,
observandose un franco predominio de individuos portadores del grupo O (Tabla
14y Tabla 15).

Tabla 14. Distribucion de grupos sanguineos O, A, By AB en individuos de la region de
Cieneguillas, Puna Jujefia.

Sistema

ABO O (%) A (%) B (%) AB (%)

INDIVIDUOS 19 (70) 5 (19) 3 (11) 0 (0)
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Tabla 15. Distribucion de los grupos sanguineos agrupados como Oy No O en
individuos de la region de Cieneguillas, Puna Jujefia.

Sistema

ABO 0O (%) No O (%)

INDIVIDUOS 19 (70) 8 (30)
11.2. HLA- DR P1

Se realiz6 la genotipificacion HLA- DR P1 en 20 pacientes con QPC y en
20 individuos controles. Los resultados obtenidos en cada uno de los individuos se

presentan en la Tabla 16.

Tabla 16. Alelos HLA-DRfil en pacientes con queratopatia climatica (QPC) e individuos
controles de la region de El Cuy de la Patagonia Argentina.

CONTROLES PACIENTES QPC
HLA-DRpl HLA-DRpl
0L *11 0L *13
04 *04 <11 *01
04 *04 04 *04
04 *01 04 *11
04 *08 04 *16
04 *16 04 *16
04 *13 07 *17
07 *08 08 *09
11 *11 08 *13
11 *16 08 *14
11 *15 08 *14
*04  *08 08 *17
*04  *08 08 *17
08 *11 08 *17
04 *14 09 *17
08 *16 13 *17
07 *17 13 *14
08 *11 *14  *16
04 *16 *14  *14
04 *04 *14  *16
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Como se puede observar en la tabla 17, sélo hubo diferencias significativas
entre pacientes y controles en los alelos HLA-DRP114 y HLA-DRP1*04.

Tabla 17. Distribucion de alelos HLA-DRfil en pacientes con queratopatia climatica
(QPC) e individuos controles de la region de El Cuy de la Patagonia Argentina.

Individuos /

ML *5 *6 *17 *18 11 *12 07 0 e *0 ot M3 U~
y' Alelo

y/ HLA-DRBL
QPC 2 0 4 6 0 2 0 1 7 2 0 5 4 7

CONTROLES 2 1 4 1 0 7 0 2 7 0 0 14 1 1

Test de Fisher + (*04): p=0,03. Riesgo relativo= 0,35. 95% intervalo de confianza= 0,14 a 0,90
Test de Fisher ++ (*14): p=0,05. Riesgo relativo=7. 95% intervalo de confianza= 0,9 a %4

La Tabla 18 muestra la genotipificacion HLA-DRP1 de veinte individuos
que habitan la region de la Puna Jujefia. Tal como se puede observar en la Tabla
19 no hubo diferencia significativa entre la distribucion de ninguno de los alelos
entre individuos controles de la region patagonica de El Cuy y los individuos de la

region de Cieneguillas.
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Tabla 18. Alelos HLA-DRfil en individuos de la region de Cieneguillas, Puna Jujefia.

HLA DRB1
*04 *08
*04 *13
*04 *09
*04 *16
*04 *04
*04 *08
*04 *08
*04 *08
*04 *16
*04 *13
*04 *14
*04 *08
*08 *16
*08 *16
*09 *09
*08 *09
*11 *16
*11 *15
*17 *09
*17 *18

Tabla 9. Distribucion de alelos HLA-DRfil estudiados en individuos controles de la
region de Cieneguillas, Puna Jujefia y en individuos controles de la region patagénica de

El Cuy.

Alelos

HLADRB] A *H "B ¥ "8 *11 "2 0o/ B *®© *0 04 "3 "4

Cieneguillas 0 1 5 2 1 2 0 0 8 5 0 B 2 1

El Cuy 2 1 4 1 0 7 0 2 7 0 0 4 1 1
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111. ROL DE LAS METALOPROTEINASAS EN LA
QUERATOPATIA CLIMATICA

Resultados del estudio de Gelatinasas, Colagenasas e Inhibidores Tisulares de

Metaloproteinasas en Lagrima de Pacientes con Queratopatia Climatica

111.1. Demografia

La edad media de los pacientes con QPC en los que se estudiaron las MMP
en lagrima era de 66,4 afios (rango= 47-80 afios), y la de los controles de 62,3
afios (rango= 51-74 afios). Un claro predominio de varones (16 de 17 pacientes) se

observéd entre los pacientes con QPC, siendo todos ellos trabajadores rurales.

111.2. Hallazgos clinicos

Catorce pacientes (82,4 %) presentaron una QPC bilateral, siendo
asimétrica en 2 (14,3 %). Tres pacientes tenian una QPC unilateral, uno de los
cuales era portador de una phthisis bulbo en el ojo contralateral, en el que se
observaban pequefias gotitas subepiteliales amarillentas dispersas sobre la cérnea
retraida y completamente opaca. Por ello, este ojo fue considerado como portador
de una degeneracion esferoidea secundaria y no de una QPC. El segundo paciente
habia sido enucleado del ojo contralateral debido a una aparente perforacion
espontanea de origen desconocido por el paciente, y el tercer paciente tenia

normal su ojo contralateral.

Las alteraciones corneales fueron categorizadas en 3 grupos. El grupo 1
incluy6 14 (45,2 %) de 31 ojos que presentaban QPC grado 1 El grupo 2 incluy6
12 (38,7 %) ojos con QPC grado 2. El grupo 3 incluyé 5 (16,1 %) ojos con QPC
grado 3. La distribucion de los diferentes grados de QPC y su relacion con la edad

de los pacientes se observan en la Tabla 20.
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Tabla 20. Distribucion de los diferentes grados de compromiso corneal en relacion a la
edad enpacientes con queratopatia climatica.

EDAD NUMERO DE
GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3

(en afios) 0JOS
40-49 2 2 0 0
50-59 5 3 2 0
> 60 24 9 10 5
Total 31 14 12 5

El promedio de la mejor agudeza visual corregida en los 31 ojos con QPC
fue 0,51 (rango 0,05-1,0). El promedio de la mejor agudeza visual corregida en los
controles fue de 0,68 (rango 0,3-1,0). La mejor agudeza visual corregida de lejos
en el mejor ojo fue < 0,3 in 8 (47,05 %) de los 17 pacientes con QPC, y en 6
(35,29 %) < 0,1. En cambio, ninguno de los 10 pacientes controles tuvo una

agudeza visual inferior a 0,3 en su mejor ojo.

La presion intraocular promedio fue de 13,5 mmHg (rango 5-22) en 31

o0jos con QPC, y 13,8 mmHg (rango 10-18) en los controles.

Aparte de una retinopatia hipertensiva moderada encontrada en un paciente
con QPC, los hallazgos funduscépicos fueron normales tanto en pacientes con

QPC como en los controles.

La sensibilidad corneal fue encontrada normal en 16 (51,61 %) de los 31
ojos con QPC, mientras que en 10 (32,25 %) se observé una hipoestesia moderada
y en 5 (16,12 %) una hipoestesia severa. En cambio, todos los ojos controles

tuvieron una sensibilidad corneal normal.
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1113. Concentracion de proteinas en lagrima

No se encontraron diferencias significativas en la concentracion total de
proteinas en lagrimas, tanto en pacientes con QPC (6,75 +/- 1,58 pg/pl) como en
los controles (7,69 +/- 1,04 pg/pl). A excepcion de la MMP-13, no se encontraron
correlaciones entre el nivel total de proteinas y MMPs o proteinas totales y

TIMPs.

1114. Deteccidn y caracterizacién de gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) y su
grado de activacion en lagrima

Las gelatinasas presentes en las muestras de lagrima fueron analizadas por
zimografia, seguida de andlisis densitométrico. El patrén de actividad de
gelatinasa en lagrima en pacientes con QPC y en el grupo control se muestra en la
Figura 1 Bandas gelatinoliticas tipicas de 92 y 72 kDa fueron detectadas,
correspondiendo a proMMP-9 y proMMP-2 respectivamente. Formas activas de
peso molecular inferior a 10 kDa de MMP-2 o MMP-9 no se observaron en

ninguno de los 2 grupos (Figura 20).

QPC CONTROLES SCE
1 2 3 4 5 6 7

_proMMP-9

[.actMMP-9

.proMMP-2
l-act MMP-2

kDa

Figura 20. Zimografia representativa de muestras de lagrima de pacientes con QPC y
controles. Las lineas 1a 3 corresponden a lagrima de pacientes con queratopatia climatica
(QPC) v las lineas 4 a 6 a lagrimas de controles. En la linea 7, gelatinasas de sangre
capilar entera (SCE) utilizada como control positivo. Las bandas gelatinoliticas de 92 y
72 kDa corresponden a proMMP-9y proMMP-2, respectivamente.

110



CAPITULO 3. Resultados

L 4

Si bien la actividad media de la MMP-2 fue cerca del doble en los
pacientes con QPC en relacion con los controles, ello no fue estadisticamente
significativo (p= 0,11) (Figura 21 y Tabla 21). No obstante, la actividad de la
proMMP-9 fue significativamente méas alta en pacientes con QPC que en los
controles (p= 0,04) (Figura 21 y Tabla 21).

Niveles / Actividad Relativos para MMPs y TIMPs en lagrima

H 50
0

00
S 50 *
A 00
0
£ 50

N A <é'~
- A N & R X-V3 \ . \ﬂy/\ N
ofi A A A o*"
< |/ <I* /

Figura 21. Anélisis densitométrico relativo de MMPs en lagrima. Los niveles de MMPs
en pacientes con QPC fueron ubicados en 100 % y luego se calcularon las diferencias
relativas dividiendo los niveles de MMPs de los controles por los niveles de MMPs de
pacientes con QPC. Esta diferencia se expresa como %.

Tabla 21. Actividades de gelatinasas medida en pacientes con QPC e individuos

controles.
Actividad de las Gelatinasas*
MUESTRAS QPC CONTROLES p
MMP-9 1.559 + 1.159 767 + 499 0,04
MMP-2 88 + 74 46 + 22 0,11

* Determinada como pixeles/*g de proteina bajo las zonas limpias en la zymografia, de
acuerdo a como se describié en Material y Métodos.
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I11.5. Niveles y formas moleculares de colagenasas (MMP-8 y MMP-13) y
grado de activacion en lagrima de pacientes con QPC

Las especies moleculares de MMP-8 (colagenasa 2) fueron analizadas
mediante Western blot (Figura 22). Dos bandas inmunorreactivas fueron
detectadas en aproximadamente 75 y 60 kDa en todas las muestras de lagrimas
estudiadas, representando las formas latentes y activadas de la altamente
glicosilada PMN MMP-8. (Hanemaaijer y col., 1997) En general, las isoformas
menos glicosiladas de 45 a 55 kDa (Hanemaaijer y col., 1997) no fueron
observadas, pero la MMP-8 latente mesenquimal fue observada en niveles bajos
en un paciente con QPC y en un individuo control. La MMP-8 activa

mesenquimal de 45 kDa se observé en un paciente con QPC.

En la inmunofluorometria, los niveles de MMP-8 en lagrimas de pacientes
con QPC fueron encontrados iguales a los de los controles (358 + 362 y 329 + 363
pa/l, respectivamente: p= 0,47). Estos valores fueron 30 veces superiores que en
individuos sanos urbanos de Finlandia, en los que los valores encontrados fueron
10,1 + 20,8 pg/l. (Holopainen y col., 2003) Tanto las formas latentes como las
activas de PMN MMP-8 fueron encontradas significativamente mas altas en
individuos controles en comparacion con los pacientes con QPC (ambos p <0,001,
Figura 2, Tabla 3). El Western blot revel6 también dos especies inmunorreactivas
adicionales de alto peso molecular (> 120 kDa) de complejo MMP-8 en la
mayoria de las muestras, probablemente representando MMP-8 atrapadas por sus
inhibidores enddgenos (tanto TIMPs como a2-macroglobulina), dimeros MMP-8
y/o formas MMP-8 unidas a membrana. (Owen y col., 2004) Los niveles de estos
complejos MMP-8 fueron cercanos al doble de elevados en los indiviuos
controles. Se ha mostrado previamente que en individuos finlandeses sanos estos
complejos MMP-8 de alto peso molecular estdn ausentes, mientras que en
pacientes con erosiones corneales, y ocasionalmente en pacientes tratados
mediante queratectomia fotorrefractiva, pueden ser encontrados. (Holopainen y
col., 2003)

Una proteina de aproximadamente 65 kDa correspondiente a la proMMP-
13 se encontrd en cada muestra, y los niveles de esta enzima fueron encontrados

significativamente méas elevados en individuos controles que en pacientes con
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QPC. No se observaron formas activas de MMP-13 de 45 kDa en alguna de las
muestras estudiadas. Un complejo MMP-13 de alto peso molecular (>150 kDa) se
observé en casi todas las muestras, con niveles ligeramente mas elevados en
individuos controles en comparacion con pacientes con QPC (Figura 21, Tabla
22). Finalmente, se observaron inmunorreactividades difusas a 35 KkDa,
representando fragmentos de MMP-13. Los niveles de estos elementos eran tan
bajos que una comparacion significativa entre pacientes con QPC e individuos

controles no se realizé.

Tabla 22. Niveles de colagenasa en lagrima medidos por ECL® Western blot.

Niveles de Colagenasas (U/pl)

MUESTRAS QPC CONTROLES p
Complejo PMN
0,36 + 0,30 0,69 + 0,58 0,13
MMP-8
PMN proMMP-8 0,77 £ 0,45 1,83+ 0,75 <0,001
PMN actMMP-8 1,87 + 0,66 3,62+ 1,10 <0,001
Complejo MMP-13 0,42 £ 0,40 0,53 £ 0,76 0,86
MMP-13 0,75 + 0,54 1,06 + 0,52 0,14

U/pl: unidades por microlitro

I11.6. TIMPs en lagrima de pacientes con QPC e individuos sanos.

El Western blot mostro la presencia de dos inhibidores de MMPs (TIMP-1
y TIMP-2) en lagrima (Figura 22). Los TIMP-1 mostraron una banda intensa a 28
kDa en 15 de 17 pacientes con QPC y en todos los individuos controles,
representando una forma libre e intacta de TIMP-1. M4&s inmunotinciones a
mayores pesos moleculares (>50 kDa) fueron observadas en casi todas las
muestras (25/27) representando, eventualmente, TIMP-1 formando complejos con
MMPs. ElI TIMP-2 mostré una inmunoreaccion con una forma de 21 kDa en 7 de
17 pacientes con QPC, mientras que esta inmunorreaccion no se observo en

individuos controles. Mas tinciones de los Western blots fueron observadas a mas
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de 50 kDa en cada muestra, representando TIMP-2 capturado por MMPs. Estos

complejos estuvieron presentes en cada muestra estudiada.

Los niveles de TIMP-1 libres estaban el doble de elevados en individuos
sanos en comparacion con pacientes con QPC pero, debido a la amplia variacion
de estos niveles, el resultado no fue estadisticamente significativo (p= 0,07)
(Tabla 23). Los niveles de TIMP-1 formando complejos con MMPs fueron
encotrados iguales en ambos grupos (p= 0,44) (Tabla 23). Luego de ello, se
procedié a estudiar los niveles de TIMP-2 libre. EI TIMP-2 libre se detect6 en 7
de 17 pacientes con QPC, pero en ninguno de los individuos controles. Esta
diferencia en los niveles de TIMP-2 no fue estadisticamente significativa (p=
0,08) (Tabla 23). Los niveles de complejos TIMP-2 fueron similares en ambos
grupos, a pesar de una tendencia a niveles aumentados en pacientes con QPC (p=
0,29) (Tabla 23).

Si bien el nivel total de TIMP (libre + complejo) era 4,6 veces mas elevado
en pacientes con QPC que en individuos controles, la diferencia no fue
estadisticamente significativa (p= 0,33), mostrando la amplia variacion en los
niveles medidos. En contraste, el nivel de TIMP libre (por ej. TIMP-1 libre +
TIMP-2 libre) fue 7,6 veces més elevado en individuos controles que en los
pacientes con QPC, pero, nuevamene, no esta diferencia no fue estadisticamente
significativa (p= 0,11) (Tabla 22). Ambos TIMP se hallaban principalmente en sus

formas complejas, y el TIMP-2 libre fue observado sélo en pacientes con QPC.

[11.7. Relacion MMP / TIMP

En los tejidos, el balance entre los niveles de enzimas activadas y TIMPs
libres determina la actividad global de las MMPs. No obstante, el mantenimiento
del balance entre MMP y TIMP es un determinante crucial de la actividad
proteolitica, y un incremento en la relacion MMP/TIMP podria conducir a un
aumento de la destruccion tisular. (Cederqvist y col., 2001) Si bien la mayor parte
de las MMPs fue encontrada en sus formas latentes, consideramos que ello juega
un rol en el mantenimiento de la superficie corneal, ya que la activacion de
numerosas MMPs puede ocurrir también en la superficie celular. (Nagase y

Woessner, 1999) De ese modo, la secrecion lagrimal puede ser considerada como
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un reservorio de enzimas inactivas, las que pueden ser rapidamente convertidas en
enzimas activas en funcion de los requerimientos. Por ello, calculamos las
relaciones de las MMPs con las TIMPs para ambas TIMPs totales (TIMPt), y
luego para las TIMPs libres (TIMPL). Estos datos se presentan en las Tablas 24 y
25. No observamos diferencia alguna entre pacientes con QPC e individuos
controles para complejos PMN MMP-8 / TIMPt (p= 0,29) (Tabla 24). En
contraste, niveles significativamente elevados de proMMP-8 / TIMPty MMP-8
activa / TIMPT fueron observados en individuos controles en relacion con
pacientes con QPC (p<0,01 y 0,018, respectivamente) (Tabla 24). Niveles de
MMP-13 / TIMPt (ambas en complejos libre) fueron iguales en ambos grupos
(Tabla 24). Las relaciones MMP-9 / TIMPT y MMP-2 / TIMPT fueron cercanas al
doble mas elevadas en pacientes con QPC en comparacion con los individuos
controles, pero esas diferencias no fueron estadisticamente significativas (Tabla
24).

Debido a que la TIMP libre (TIMPL) determina la capacidad de union de
las MMPs de las lagrimas, determinamos las relaciones MMP / TIMP libre (Tabla
25). Los niveles de PMN MMP-8 / TIMPL fueron hallados en similares cantidades
en pacientes con QPC e individuos controles (p= 0,07-0,98). No encontramos
diferencias en los niveles MMP-13 / TIMPL Niveles proMMP-9 / TIMPL y
proMMP-2 / TIMPL fueron 3 veces superior en pacientes con QPC en
comparacién con los individuos controles, siendo esta diferencia estadisticamente

significativa (p= 0,003 y p= 0,024, respectivamente).
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Figura 22. Western blots representativos de lagrimas de pacientes con queratopatia
climética (QPC) y controles para MMP-8 (A), MMP-13 (B), TIMP-1 (C) and TIMP-2
(D). Lineas 1a 3 lagrimas de QPCy lineas 4 a 6 lagrimas de controles.

PMN y F representan neutrofilos humanos y sobrenadantes de cultivos de fibroblastos
sinoviales reumatoideos, respectivamente, que fueron utilizados como controles positivos
para las isoformas de PMN MMP-8 'y tipo fibroblasto (A); MMP-13 recombinante
humana (B), TIMP-1 recombinante (C) y TIMP-2 recombinante (D) son utilizadas
también como controles positivos. Las mobilidades de los marcadores de peso molecular
estan indicadas sobre la izquierda.

Tabla 23. Niveles de inhibidor de metaloproteinasas de matriz (TIMP) medidos por
ECL® Western blot enpacientes con QPCy controles.

Niveles de TIMP (U/ ")

MUESTRAS QPC CONTROLES p
TIMP-1 libre 121 + 1,10 2,73 £ 2,75 0,07
Complejos TIMP-1 3,74 £ 4574 3,74 + 2,84 0,44
TIMP-1 total 4,96 £ 5,19 6,47 + 517 0,20
TIMP-2 libre 0,15 + 0,28 00 0,08
Complejos TIMP-2 6,10 £ 2,88 4,79 + 3,45 0,29
TIMP-2 total 6,24 + 2,98 4,79 + 3,45 0,24

U/M: unidades por microlitro
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Tabla 24. Relaciones entre las diferentes MMPs / TIMPs totales (TIMP total=

TIMP-1 libre + complejo TIMP-1 + TIMP-2 libre + complejo TIMP-2).

Relacion MMP/total TIMP (TIMP-1 +TIMP-2)

MUESTRAS

Complejos PMN MMP-8

PMN proMMP-8

PMN actMMP-8

Complejos MMP-13

MMP-13

MMP-9

MMP-2

U/M: unidades por microlitro

QPC

0,047 + 0,06

0,12 + 0,17

0,29 + 0,42

0,037 + 0,03

0,127 + 0,25

126,9 + 79,4

8,52 + 6,81
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CONROLES

0,074 + 0,09

0,23 £0,14

0,46 + 0,27

0,033 + 0,03

0,132 + 0,11

73,54 + 46,22

4,71 + 2,57

0,29

0,007

0,018

0,77

0,16

0,09

0,38
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Tabla 25. Relaciones entre Gelatinasasy Colagenasas/ TIMP libre (TIMP libre=
TIMP-1 + TIMP-2).

Relacion MMP / TIMP libre (TIMP-1 +TIMP-2)

MUESTRAS QPC CONTROLES P

Complejos PMN

0,34 £ 0,33 0,32 £ 0,27 0,98
MMP-8
PMN proMMP-8 0,72 £ 0,51 1,09 + 0,55 0,07
PMN actMMP-8 1,84 + 1,13 2,39 + 1,42 0,37
Complejos MMP-13 0,54 + 0,77 0,18 + 0,19 0,07
MMP-13 0,83 + 0,86 0,59 £ 0,30 >0,99
MMP-9 1192,73 + 691 372,06 + 271,90 0,003
MMP-2 54,81 + 40,63 18,60 £ 9,29 0,024

U/M: unidades por microlitro
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IV. RADIACION ULTRAVIOLETA Y QUERATOPATIA
CLIMATICA

IV.1. Niveles de densidad de la capa de ozono:

Los valores medios anuales de los niveles de ozono en las tres regiones

estudiadas se expresan en la Tabla 26 y en la Figuras 23 y 24. Si bien se

observaron discretas variaciones anuales para una misma region, todos los valores

obtenidos se hallan dentro del rango considerado normal. Los valores medios

anuales obtenidos tampoco difirieron en forma considerable entre las tres

regiones. No obstante, los valores menores de densidad media fueron observados

en la regién de Cieneguillas.

Tabla 26. Densidades medias anuales y desviacion estandar (DE) de la capa de ozono

correspondientes a las regiones de Aguada Guzman (Pcia. de Rio Negro), Sumampa

(Pcia. de Santiago del Estero) y Cieneguillas (Pcia. de Jujuy). Los valores expresados en

la media corresponden a unidades Dobson.

ANO
1998
1999
2000
2001
2002
2003
2004

2005

Aguada
Guzman
40°S 68°0
MEDIA
304,50
293,00
275,50
290,75
280,00
285,25

278,50

298,50

DE
38,90
18,31
15,70

9,03
35,80
46,10
24,50

19,80

Sumampa
29°S 63°0
MEDIA

279,00
265,50
273,20
285,00
276,80
269,50
263,80

276,50
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DE
22,3
16,3
16,4
19,2
25,5
16,4
15,8

11,9

Cieneguillas
22°S 65°0
MEDIA

254,30
252,30
257,00
256,30
257,00
250,00
239,70

258,67

DE
20,00
17,90
17,10
17,10
27,20
18,00
14,00

15,63
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NIVELES OZONO (MEDIA ANUAL)

400
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_ 300 . O Aguada Guzman 40°S
0 250 ! 08°0
° 200 O Sumampa 29°S 63°0
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Figura 23. Niveles anuales medios de la densidad de la capa de ozono de los ocho afios
estudiados en las regiones de Aguada Guzman (Pcia. de Rio Negro), Cienequillas (Pcia.
de Jujuy), y Sumampa (Pcia. de Santiago del Estero).
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O 200 O Aguada Guzman
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° 100

50
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Figura 24. Niveles medios de la densidad de la capa de ozono de los afios estudiados
(1998 a 2005), en las regiones correspondientes a Aguada Guzman, Pcia. de Rio Negro,
Cienequillas, Pcia. de Jujuy, y Sumampa, Pcia. de Santiago del Estero.
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IV.2. Niveles de radiacion UV-B

Una vez obtenidos los valores de ozono se calculd la irradiacion UV-B

media por afio, expresada en KiloJoules/m2 (ver Tabla 27 y Figuras 25 y 26). Los

estudios comparativos de los valores medios anuales de cada zona en los

diferentes afios estudiados, y entre las diferentes regiones, no presentaron

diferencias significativas. La media de los 8 afios evaluados para Aguada Guzman
fué de 24,66 KJ/m2 (DE 17,63), para Sumampa de 32,94 KJ/m2 (DE 16,83) y para

Cieneguillas de 39,80 KJ/m2 (DE 14,89). Como puede notarse, los niveles méas

altos de irradiacion UV-B correspondieron a la region de Cieneguillas.

Tabla 27. Niveles medios (expresados en KiloJoules/m3 y desviacion estandar

(DE) de la irradiacion UV-B en las regiones de Aguada Guzman, Sumampay

Cieneguillas, entre los afios 1998y 2005.

ANO
1998
1999
2000
2001
2002
2003
2004

2005

Aguada
Guzman
40°S 68°0
MEDIA DE
22,95 17,56
24,22 17,31
26,06 18,53
24,26 18,02
24,69 16,77
24,13 15,55
26,93 18,76
24,06 18,53

Sumampa
29°S 63°0
MEDIA DE

32,06 16,29
33,89 17,37
33,17 17,70
31,76 16,50
32,77 17,44
33,68 17,27
33,65 15,55
32,56 16,51
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Cieneguillas
22°S 65°0
MEDIA DE
39,53 14,91
39,79 13,01
39,95 15,89
39,04 14,27
39,68 15,05
40,27 15,05
40,78 13,51
39,40 15,41
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NIVELES DE UVB (MEDIA ANUAL)

0O Aguada Guzman 40°S
68°0
O Sumampa 29°S 63°0

O Cieneguillas 22°S 65°0

1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005

Figura 25. Niveles anuales medios de la irradiacion UV-B en los afios estudiados (1998
al 2005), en las regiones correspondientes a Aguada Guzman (Pcia. de Rio Negro),
Cieneguillas (Pcia. de Jujuy) y Sumampa (Pcia. de Santiago del Estero).

NIVELES DE UVB (MEDIA DE 8 ANOS)
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Figura 26. Niveles medios de 8 afios (1998 a 2005) de la irradiacion UV-B en las
regiones de Aguada Guzman (Pcia. de Rio Negro), Sumampa (Pcia. de Santiago del
Estero) y Cieneguillas (Pcia. de Jujuy).
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Una minima proporcion de los pacientes examinados en la region de
Aguada Guzman utilizaba sombrero o gorra con visera, mientras que casi la
totalidad de los adultos mayores varones y mujeres en Cieneguillas utilizaban

sombrero alado (Figura 27).

Figura 27. Utilizacion de sombrero alado en adultos mayores de Cieneguillas (Pcia. de
Jujuy).
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V. EL ACIDO ASCORBICO

V. 1. Habitos dietéticos

La totalidad de los individuos rurales, tanto los pacientes con QPC como
los controles, refirieron tener, y haber tenido desde siempre, una dieta constituida
casi en forma exclusiva de carne de cordero, tanto hervida como asada, a razon de
2 veces al dia, acompafiada muy excepcionalmente de verduras o frutas.
Refirieron, también, ingerir muy ocasionalmente escasas cantidades de leche
vacuna o caprina. Los individuos urbanos refirieron, en su totalidad, alimentarse

mediante una dieta relativamente equilibrada, aunque rica en carne vacuna.

V.2. Acido ascdrbico sérico. Las concentraciones séricas de AA no mostraron
diferencias entre pacientes con QPC e individuos rurales controles. En ambos
grupos rurales se encontré un valor medio de 0,27 mg/dl (DE= 0,133), mientras
que en los individuos urbanos de la ciudad de Cérdoba se encontr6 un valor medio
de 0,719 mg/dl (DE= 0,446) (p= 0,0001). (Figura 28)

Acido Ascérbico

0.8 0.719
0.7

0.6

5 05 + ==(0,0001
ro 0.4 °

£ 0.3 0-27
0.2
0.1

Urbanos Rurales
Figura 28. Grafico en donde se compara la concentracion sérica de é&cido

ascorbico en individuos urbanos de la ciudad de Cordoba (Urbanos) e individuos

rurales de la region del Departamento El Cuy, Pcia. de Rio Negro (Rurales).
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V.3. Colesterol sérico. No se encontraron diferencias entre pacientes con QPC e
individuos rurales controles. La concentracion media del colesterol sérico en el
grupo de individuos rurales fue de 201,76 mg/dl (DE= 28,8) mientras que en los
individuos urbanos de la ciudad de Cérdoba fue de 185,7 mg/dl (DE= 23,2) (p=
0,0494). (Figura 29)

Colesterol o= 0,0494

205 201.76

200
195

190
E 185.7

185
180

175 1
Urbanos Rurales

Figura 29. Gréfico en donde se compara la concentracion sérica de colesterol
total en individuos urbanos de la ciudad de Coérdoba (Urbanos) e individuos

rurales de la region del Departamento EI Cuy, Pcia. de Rio Negro (Rurales).

V.4. Triglicéridos séricos. Tampoco se encontraron diferencias entre pacientes
con QPC e individuos rurales controles. La concentracion media de los
triglicéridos en suero en el grupo de individuos rurales fue de 174,09 mg/dl (DE=
67,3) mientras que en los individuos urbanos fue de 127,3 mg/dl (DE= 28,03) (p=
0,006). (Figura 30)
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Triglicéridos p=0,006
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Figura 30. Gréfico en donde se compara la concentracion sérica de triglicéridos
en individuos urbanos de la ciudad de Cérdoba (Urbanos) e individuos rurales de

la region del Departamento E| Cuy, Pcia. de Rio Negro (Rurales).

5. Acido Urico. Tampoco se encontraron diferencias entre pacientes con QPC e
individuos rurales controles. La concentracion media de acido urico en suero en el
grupo de individuos rurales fue de 74,188 mg/l (DE= 16,8), mientras que en los
individuos urbanos fue de 58 mg/l (DE= 13,45) (p= 0,0008). (Figura 31)
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Figura 31. Gréafico en donde se compara la concentracion sérica de acido drico
en individuos urbanos de la ciudad de Cordoba (Urbanos) e individuos rurales de

la region del Departamento E| Cuy, Pcia. de Rio Negro (Rurales).

V.6. Proteinas totales. No se encontraron diferencias entre pacientes con QPC e
individuos rurales controles. Tampoco se encontraron diferencias entre pacientes
con QPC e individuos rurales controles. La concentracion media de proteinas
totales en suero en el grupo de individuos rurales fue de 7,473 g/dl (DE= 0,46),
mientras que en los individuos urbanos fue de 7,28 g/dl (DE= 0,45) (p= 0,5412).
(Figura 32)
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Proteinas Totales

p= 0,5412
7.5
7.28
$H 7.25
7
Urbanos Rurales

Figura 32. Grafico de barras en donde se compara la concentracién sérica de
proteinas totales en individuos urbanos de la ciudad de Cdrdoba (Urbanos) e
individuos rurales de la region del Departamento EI Cuy, Pcia. de Rio Negro

(Rurales)
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DISCUSION

La QPC es observada rara vez en una poblacion urbana. No obstante, ha
sido encontrada como altamente prevalente en ciertas comunidades alrededor del
mundo que viven bajo condiciones climaticas muy rigurosas como alta exposicion
a la radiacion UV solar en ambitos desprovistos de nubosidad y sombras, vientos
constantes e intensos que vehiculizan particulas de polvo, arena o hielo, altas
temperaturas y baja humedad ambiente. (Urrets-Zavalia y col., 2006; Urrets-
Zavalia y col., 2007; Rodger, 1973; Anderson y Fuglsang, 1976; Gray y col.,
1992; Forsius, 1972; Singhy Singh, 1978) Al comparar una poblacion urbana con
una poblacion rural en un mismo pais, trabajos previos han encontrado que la

QPC era mucho mas prevalente en los trabajadores rurales. (Resnikoff, 1991)

En nuestros pacientes la QPC fue mucho mas prevalente en varones que en
mujeres, tal como lo previamente observado por nosotros y otros autores (Urrets-
Zavalia y col., 2006; Forsius, 1972; Anderson y Fuglsang, 1976; Young y Finlay,
1975; Fraunfelder y Hanna, 1973) Esta observacidon puede deberse al hecho de
que las tareas rurales son realizadas predominantemente por varones, lo que los

expone mucho mas a factores ambientales injuriantes en forma cronica.

La depigmentacion o atrofia sectorial del iris es observada en muy raras
ocasiones en 0jos sanos de individuos que viven en areas urbanas. En ocasiones,
en adultos mayores puede observarse una depigmentacion difusa y mas o menos
homogénea de toda la superficie anterior del iris. (Smith, 2000) Un hallazgo
interesante, y nunca antes reportado, fue la observacion de atrofia sectorial del
estroma anterior del iris inferior en un tercio de los pacientes con QPC, siendo
observada més frecuentemente en ojos con enfermedad grado 2 y grado 3.
(Urrets-Zavalia y col., 2007) No obstante, ninguno de los controles, como
tampoco ninguno de los pacientes sin QPC, presentd dicha alteracion. (Urrets-
Zavalia y col., 2007) Si bien no pudimos encontrar una explicacion para dicha
alteracion en el iris, como tampoco vincularla con la QPC, se podria especular que

la radiacion solar que llega en forma crénica a esta area del iris menos protegida
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de la luz, podria inducir cambios inflamatorios y/o degenerativos en sus
capas mas anteriores, con las consecuentes alteraciones tréficas. La radiacion UV
solar ya ha sido implicada en la patogenia del melanomay el nevus de iris. Estas
lesiones han sido observadas en la mitad inferior del iris en la mayoria de los
casos. (Jakobiec y Silbert, 1981) Pero, a diferencia de lo observado en la atrofia
del iris en la QPC, que tanto a iris claros como iris marrones pueden estar
comprometidos, el melanoma de iris es mas prevalente en pacientes con iris
claros. (Jakobiec y Silbert, 1981) Es llamativo que autores que han escrito mucho
sobre la QPC no hallan reparado en esta alteracion del iris, sin siquiera
mencionarla, aun cuando en la figura 3 de la publicacion de Gray y col. en 1992
(Gray y col., 1991) muestra claramente un cierto grado de atrofia del estroma

anterior del iris inferior en un ojo con QPC.

En trabajos previos sobre QPC, la sensibilidad corneal no ha sido evaluada
en forma sistematica, y menos aun en forma comparada con individuos controles
sin la enfermedad. Mediante la utilizacion de un estesiometro “Cochet”, Rodger
(Rodger, 1973) encontr6 que, cuando el estroma corneal presentaba una banda
blanca en seccion dptica y con o sin “quistes” o “nddulos”, habia siempre alguna
pérdida de sensibilidad. En casi la mitad de nuestros pacientes con QPC
observamos una moderada a severa hipoestesia corneal. A pesar del reducido
namero de casos con QPC muy avanzada, estos hallazgos sugieren una relacion
directa entre el grado de compromiso corneal y el grado de alteracion de la
sensibilidad corneal observando que a mayor severidad de la enfermedad, mayor
pérdida de sensibilidad corneal. No obstante, también observamos discreta a
moderada hipoestesia corneal en ojos con QPC grado 1. Ello podria significar que
cambios degenerativos en la region subepitelial y el estroma anterior alterarian las
terminaciones nerviosas aun antes de que los cambios corneales sean

biomicroscopicamente evidentes. (Urrets-Zavalia y col., 2007)

La ocurrencia de ulceras de cdrnea graves complicadas de infeccion
bacteriana, y su evolucion torpida hacia la perforacion y endoftalmitis, ha sido
previamente publicado. (Ormerod y col., 1994; Sridhar y col., 2000) Todos los
casos reportados por Sridhar y col. (Sridhar y col., 2000) ocurrieron en ojos en los

cuales los depositos descriptos eran nodulares y elevados (enfermedad grado 3).
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Otro estudio mostré que las secuelas de perforaciones corneales eran 30
veces mas comunes en pacientes con QPC que en controles de edad similar.
(Resnikoff y col., 1991) Si bien la alteracion del epitelio corneal en casos
avanzados de QPC puede contribuir con la ulceracion corneal e infeccion,
(Ormerod y col., 1994) es muy probable que, a la luz de nuestros hallazgos, una
hipoestesia severa como la observada en algunos casos con QPC avanzada pueda
producir una devitalizacion del epitelio, contribuir con la ocurrencia de una Ulcera
corneal, rapida sobreinfeccion bacteriana, retardo en la cicatrizacion y progresiva
evolucion hacia la perforacion. Es probable que los 3 ojos atroficos de etiologia
incierta en algunos de nuestros pacientes pudieran haber sufrido de una ulcera
corneal de evolucion torpida hacia la perforacion, dejando como secuela un ojo
atrofico y una cornea opaca y retraida con algunas gotitas amarillentas esparcidas

bajo el epitelio (Figura 33).

Figura 33. Fotografia del ojo izquierdo de un paciente con queratopatia climética en su
ojo derecho, en la que se observa la cornea completamente opacificada, con umbilicacion
retractil y vascularizada en region paracentral temporal. En él se observan pequefias
gotitas por retroiluminacion con lampara de hendidura.

A pesar de la edad de nuestros pacientes con QPC y la de los controles, y a
las condiciones climéaticas y ambientales rudas de la region a la que estaban
expuestos, el ojo seco no fue un hallazgo frecuente tanto en pacientes con QPC
como en los que no tenian la enfermedad. Ninguno de nuestros pacientes presentd
un ojo seco severo, tal como lo observado con el test de Schirmer Il, el TRP y la
tincion superficial con verde de lisamina. Si bien ello ha sido reportado

previamente, (Rodger, 1973; Gray y col., 1992; Freedman A, 1973) ningun
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trabajo previo ha consistido en estudio de casos y controles, como en nuestro

trabajo, lo que le da ain mas valor a nuestras observaciones.

La catarata fue una observacion frecuente en pacientes con QPC, en
coincidencia con observaciones previas. (Resnikoff, 1988; Urrets-Zavalia y col.,
2006) No obstante, nuestros datos deben ser interpretados con cautela debido a
que otros factores vinculados con catarata como herencia, enfermedades
sistemicas como diabetes o hipertension arterial, y tabaquismo no fueron

evaluados en forma sistematica.

La etiologia de la QPC es, hasta el presente, desconocida. No obstante, se
sospecha que su origen puede estar en multiples factores. La exposicion cronica a
la radiacion solar en areas de vegetacion y sombras escasas y/o alta reflexion de la
luz en el suelo, la aridez y vientos constantes que vehiculizan particulas
probablemente provocando microtraumas corneales repetidos, pueden ser, al
menos en parte, responsables de crear las condiciones necesarias para el desarrollo
de la enfermedad. (Urrets-Zavalia y col., 2006; Rodger, 1973; Gray y col., 1992;
Forsius, 1972; Resnikoff, 1991; Freedman A, 1973; Rodger y col., 1974,
Resnikoff, 1988; Taylor y col.,, 1989) Esta region en donde llevamos a cabo
nuestro estudio comparte muchas de estas caracteristicas ambientales y climaéticas,
tales como alta exposicion a la radiacion solar por falta de vegetacion arbérea y
escasa nubosidad, suelo arenoso y vientos fuertes y constantes. La actividad
predominante de los pobladores de esa region consiste tareas rurales a la
intemperie, expuestos diariamente y durante toda la vida a las condiciones
climéticas previamente descriptas. En contraste con las lesiones graves y grotescas
observadas en pacientes de regiones de muy altas temperaturas ambiente y
elevada irradiacion solar como en Arabia Saudita, la region del Mar Rojo (Rodger,
1973) o el Punjab en India (Singh y Singh, 1978), en nuestros pacientes
predominaron las formas mas leves (grado 1) y moderadas (grado 2),
coincidiendo con lo observado en regiones de climas frios como la peninsula del
Labrador (Freedman A, 1973) y el artico (Forsius, 1972).

Numerosos trabajos han asociado la exposicion aumentada a la

radiacion UV de los individuos que desarrollan QPC. Klintworth, 1972; Rodger,
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1973; Rodger y col., 1974; Taylor y col., 1989; Taylor, 1980; Johnson y col.,
1989) No obstante, asociacion no significa necesariamente causalidad. Para inferir
causalidad se requiere la realizacion de estudios de campo a fin de evaluar la
dosis-respuesta individual a la radiacion UV. La estimacion de la exposicion del
0jo a la radiacion UV es muy importante a los fines de poder determinar sus
efectos nocivos sobre las diferentes estructuras oculares expuestas. (Rosenthal y
col., 1991)

La medicidn de la radiacion UV a nivel suelo puede efectuarse con un
radiometro. Ello necesita de la instalacion en un sitio adecuado del equipamiento
y el manejo instrumental y evaluacion constantes por parte de una persona idonea
y dedicada a tal fin. Teniendo en cuenta las regiones exploradas por nosotros,
dicha tarea es impracticable por varias razones. La primera es la lejania, lo que
imposibilita un control, calibracion y cuidado permanentes del equipo, como
también la obtencion de los datos registrados por el radiometro. La segunda es
que, ademas del registro de la radiacién UV por el radidbmetro, se necesitaria el
registro simultaneo de factores climaticos intercurrentes como las nubes y los
vientos, que pueden hacer variar, ain por momentos, la irradiacion solar. (Barry y
Chorley, 1998) La tercera es que, teniendo en cuenta que la QPC es una
enfermedad cronica de muy lenta evolucion, harian falta mediciones durante afios
en las condiciones previamente referidas, lo que lo hace impracticable. La cuarta
es que el radiometro no mide la radiacién que llega al ojo de un individuo
determinado, con sus caracteristicas faciales propias, su eventual proteccion de la
radiacion (anteojos, sombrero, gorra con visera) permanente, esporadica o nula.
En definitiva, para estudiar in situ todos los aspectos climatolégicos seria
necesario instalar un laboratorio o estacion meteoroldgica en cada una de las areas
exploradas, durante varios afios y trabajando en forma simultanea. Probablemente,
una de las formas mas adecuadas para el estudio de la radiacion UV a la cual estan
expuestos los pobladores de las diferentes areas exploradas seria mediante el
modelo de exposicion de Rosenthal y col., (Rosenthal y col., 1991) quienes
evaluaron la exposicion a la radiacion UV en un grupo de marineros que
trabajaban en la Bahia de Chesapeake, Maryland, EE.UU., mediante una cinta
dosimétrica de polysulfona sensible a la radiacion UV pegada sobre el puente de

anteojos utilizados por cada individuo durante sus horas de trabajo, y la
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colocacién de una cinta similar en el area de trabajo de esos mismos individuos.
Con ello lograban registrar la exposicion individual de cada sujeto y de la cantidad
de radiacion incidente en el ojo, teniendo en cuenta el lugar y la época del afio, y
la utilizacion o no de sombrero, y si el sombrero se utilizaba en forma constante o
discontinua durante las horas de trabajo. (Rosenthal y col., 1991) No obstante, en
ese estudio no pudieron determinar la exposicion en aquellos individuos que no
utilizaban anteojos o armazén durante las horas de trabajo, como tampoco las
variaciones estacionales (realizaron registros solo durante el verano). (Rosenthal y
col., 1991) Este tipo de medicion, por la lejaniay situacion geogréafica de las areas
evaluadas en nuestro estudio, sumado al modo de vida de esos pobladores
viviendo en forma muy dispersa en grandes extensiones y, a la vez, muy renuentes
a la utilizacion de anteojos o armazones considerados, al menos, incomodos para
sus tareas rurales cotidianas. Recientemente, Downs y Parisi (Downs y Parisi,
2007) desarrollaron un modelo de evaluacién detallada de la incidencia de la
radiacion UV sobre diferentes areas de la cara y el cuello utilizando cabezas de
maniqui, en las que se adhirieron multiples dosimetros miniaturizados basados en
cintas de polisulfona, evaluados luego en forma individual mediante un
espectrofotdmetro. (Downs y Parisi, 2007) Los autores consideran que este
modelo podréa ser utilizado en futuras investigaciones que evalten los efectos de la
radiacion UV a nivel ocular. (Downs y Parisi, 2007) La dosimetria de la radiacion
a nivel ocular es mucho mas compleja de lo que ha venido apreciandose en
general en los estudios epidemioldgicos de enfermedades oculares del segmento
anterior y posterior vinculadas con la edad y la radiacién solar, teniendo en cuenta
que los efectos fotobiologicos de la radiacion sobre diferentes estructuras oculares
son directamente dependientes de la geometria dptica de la exposicion y de las

caracteristicas espectrales puntuales de la exposicion. (Sliney, 2005)

El modelo de evaluacion de la radiacion UV que utilizamos en nuestro
estudio no tiene en cuenta la exposicién individual de cada persona. Por otra parte,
el célculo de radiacion UV lo hace un programa de computacion en base a la
densidad de la capa de ozono de la region especifica a estudiar. La densidad de la
capa de ozono es, a su vez, medida en forma satelital por la NASA. No obstante,
este método ha sido utilizado en numerosos estudios que evaltan la influencia de

la radiacion UV en diferentes aspectos de la vida terrestre y marina. (Bjorn y
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Murphy, 1985) Por otra parte, la posible relacion de la radiacion UV con la QPC
ya ha sido estudiada ampliamente. En las &reas que nosotros estudiamos, se
observaron factores predisponentes a una mayor exposicion a la radiacion solar,
fundamentalmente la ausencia de vegetacion arbérea, suelo arenoso-arcilloso y
nubosidad escasa. Lo que nosotros pretendimos estudiar es si en esas areas habia
diferencias en la radiacion UV ambiental que pudieran explicar el porqué de la
ausencia de QPC en las poblaciones estudiadas en Sumampa y Cieneguillas. La
region de Aguada Guzman posee las caracteristicas de elevada exposicion a la
radiacion solar por ausencia de nubosidad y sombras arbdreas, y exposicion
cotidiana a vientos constantes de los individuos que habitan y trabajan en esa area.
(Urrets-Zavalia y col., 2006; Urrets-Zavalia y col., 2007) Esas mismas
caracteristicas las hemos observado también en la region de Cieneguillas, y en la
region de Sumampa, aunque en esta Ultima los pobladores no son sometidos a
vientos rigurosos como los observados en la Patagonia o en la Puna. Los estudios
de densidad de la capa de ozono y de niveles de irradiacion UV-B revelaron
densidades normales para las tres regiones estudiadas. Los niveles de densidad de
la capa de ozono ligeramente inferiores y de mayor irradiacion UV-B observados
en la region de Cieneguillas pueden explicarse por la altitud en la que se encuentra
esa localidad (6 veces mayor que las otras regiones). Este dato no es menor, si se
tiene en cuenta que a mayor altura sobre el nivel del mar, mayor irradiacion solar
No obstante, las diferencias encontradas no alcanzaron valores estadisticamente
significativos. En conclusion, entre las tres regiones estudiadas en tres diferentes
latitudes de la Argentina con condiciones geografico-ambientales similares, no se
observaron diferencias significativas en los niveles de radiacion UV-B en un
periodo de estudio de ocho afios. De estos resultados se podria inferir que, si bien
la radiacion UV-B podria participar como uno de los factores de riesgo en la QPC,
en nuestro estudio no se ha mostrado como un factor determinante, habida cuenta
que otras regiones en donde no encontramos paciente alguno con QPC mostraron
niveles de irradiacion UV-B ligeramente superiores a los observados en la region
de Aguada Guzman. No obstante, es probable que la utilizacién de sombrero alado
por parte de los pobladores de la region de Cieneguillas los proteja de la radiacion

UV proveniente del cielo, aunque no asi de la reflejada por el suelo.
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Desde el punto de vista del examen clinico oftalmolégico de los pacientes,
como también de los aspectos demogréaficos y geograficos de las diferentes areas
exploradas, no se pudieron encontrar elementos determinantes que pudieran
explicar la alta prevalencia de la QPC en la region de Aguada Guzman en la
Patagonia y, a su vez, la ausencia de caso alguno de QPC en las regiones de

Sumampay Cieneguillas.

Estas dos regiones exploradas, una en el centro y otra en el norte de la
Argentina, tuvieron caracteristicas geograficas relativamente similares a las
observadas en la region de Aguada Guzman en la Patagonia: aridez extrema,
ausencia de vegetacion arborea, suelo escasamente cubierto por vegetacion
arbustiva achaparrada, escasa nubosidad y bajo régimen de lluvias. En cuanto a la
exposicidn de los pobladores a vientos fuertes y constantes, ello es muy notorio en
la Patagonia y en la Puna, pero adquiere menor relevancia en la region de
Sumampa, lo que contribuye, por otra parte, a que las temperaturas diurnas, en
especial en verano, sean considerablemente altas en esa region de Santiago del

Estero.

Desde el punto de vista demografico, las poblaciones de las regiones de
Aguada Guzman y Cieneguillas se asemejan en el alto grado de dispersion de la
poblacién, especialmente en la Patagonia por las mayores extensiones territoriales,
con carencia de vias y medios de comunicacion, manteniendo asi esas poblaciones
alejadas de centros urbanos, con la consecuente dificultad en la provision de
ciertos servicios basicos la atencion médica, la provision de alimentos o de agua
potable. Este factor constituye un enorme obstaculo para la realizacion de estudios
epidemioldgicos que apunten a evaluar clinicamente y todos los aspectos
vinculados a la vida de esos pobladores (vivienda, condiciones sanitarias,
alimentacion, costumbres individuales, actividad laboral, proteccion individual

contra la radiacion solar, etc.).
En la poblacion estudiada en la Puna se observé mayor movilidad de la

poblacion, en especial los varones, hacia zonas urbanas. Ello puede explicar que la

exposicidon a factores climaticos rigurosos no es constante, reduciendo asi las
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posibilidades de un efecto nocivo de ellos sobre la superficie ocular y la cornea.

Lo mismo podria decirse de la poblacion estudiada en la region de Sumampa.

La utilizacion de sombrero alado por parte de los adultos mayores que
habitan en la Puna podria explicar, al menos en parte, una mayor proteccion
contra la radiacion solar. En cambio, en los pobladores de la Patagonia,
posiblemente relacionado con la velocidad de los vientos, la mayoria utiliza gorra

con visera pequefia o boina.

Las poblaciones que habitan las regiones de la Puna jujefia y del
departamento de Quebrachos, en Santiago del Estero, pertenecen a pobladores
ancestrales de esas tierras, probablemente adaptadas a esas condiciones
geografico-ambientales. En cambio, los pobladores de la region de Aguada
Guzmén, en la Patagonia, pertenecen en su mayoria a descendientes de aborigenes
Mapuche, que fueron desplazados desde lugares mas féertiles como las
estribaciones de la cordillera y los margenes fluviales hacia zonas mas inhdspitas
y marginales luego de la colonizacién del territorio nacional. Ello podria explicar
que esta poblacion podria estar ain menos adaptada a estas condiciones de vida
extrema. No obstante, los esquimales que habitan desde hace siglos el artico,

tienen una prevalencia importante de QPC (Forsius, 1972).

Los trabajadores rurales de la region de Aguada Guzman estan expuestos
al bombardeo continuo de la cornea por particulas vehiculizadas por los vientos
constantes, causando microtraumas repetidos del epitelio corneal. Este dafio
corneal induce, presumiblemente, inflamacién y, eventualmente, cicatrizacion de
la superficie corneal. Probablemente, debido a esta inflamacion no controlada en
las etapas iniciales de la enfermedad (cuando aun no existen signos clinicos
observables) y posiblemente la presencia continua de leucocitos inflitrantes, se
forman microquistes ovaliformes llenos de fluido, similares a la formacion de
ampollas en la piel en vias de cicatrizacion, las que contienen niveles aumentados
de MMPs. (Oikarinen y col., 1993) En concordancia con este hallazgo, estos
glébulos estan compuestos por proteinas, y fibrillas colagenas desorganizadas se
observan en las adyacencias de los glébulos en la cérnea anterior de los pacientes

con QPC. (Gray y col., 1992; Johnson y Overall, 1978) Basados en hallazgos
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previos, nuestra hipotesis fué que niveles elevados en forma significativa de
MMPs podrian ser hallados en lagrimas de pacientes con QPC. Asi, hemos
encontrado niveles aumentados significativamente de proMMP-9 vy, en contraste,
encontramos niveles elevados de la forma latente y la forma activada de MMP-8
en los individuos controles. Un hallazgo interesante fue que los niveles de MMP-8
de pacientes con QPC e individuos controles de esta region de la Patagonia eran
30 veces maés elevados que en individuos que viven en Finlandia. Estos resultados
sugieren fuertemente que tanto la MMP-9 como la MMP-8 pueden jugar un rol no
solo en la patogenia de la QPC, sino también en la proteccion de la cornea. En este
sentido, la relacion aumentada de MMP-8 / TIMP (Tabla 24) en individuos
controles versus pacientes con QPC, en conjunto con niveles generalmente
elevados de MMP-8, sugieren que preferentemente la MMP-8 y MMP-9, en lugar
de la MMP-2 y la MMP-13, participan en un proceso protector antiinflamatorio de
la cornea mediante el procesamiento proteolitico de mediadores de la
comunicaciéon celular y de la respuesta inmune, tal como lo mostrado
recientemente en modelos de raton de asma e inflamacion inducida por alérgenos.
(Owen y col., 2004; Gueders y col., 2005; McMillan y col., 2004) A pesar de
estos interesantes resultados, un aspecto débil de este estudio vinculado a las
MMPs fue el no tener acceso a especimenes de tejido corneal de nuestros
pacientes con QPC debido a que la realizacion de un transplante de cornea vy,
fundamentalmente, el seguimiento en dichos pacientes y en esa area remota es
muy dificil de llevar a cabo. Ello impidié que pudiésemos caracterizar las MMPs

mediante inmunohistoquimica.

Fini y col., utilizando un modelo animal mostraron que la MMP-2 y la
MMP-9 jugaban un rol significativo en la degradacion de la membrana basal del
epitelio corneal lesionado. (Matsubara y col., 1991; Fini y col., 1996) En sus
estudios, encontraron que la MMP-9 aparecia dentro del dia de producida la lesion
corneal, y que la accién de dicha enzima desaparecia en pocas semanas. En
contraste, la MMP-2 se observd elevada durante varias semanas. Un
comportamiento similar fue observado con los niveles de colagenasas y
stromelisinas. La MMP-9 parecia participar en la degradacion de la membrana
basal, mientras que la MMP-2 participaba en el remodelamiento de la MEC vy la

membrana basal. También, en enfermedades que comprometen la integridad del
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epitelio corneal, las concentraciones en lagrimas humanas de MMP-9 y MMP-2 se
hallaban significativamente elevadas. (Smith y col., 2001; Solomon y col., 2000;
Smith y col., 1999; Afonso y col., 1999; Sobrin y col., 2000; Kumagai y col.,
2002; Sakimoto y col., 2004) Ha sido reportado que la MMP-9 se hallaba
involucrada en el inicio de la formacion de una Ulcera corneal, y que esta enzima
mostraba una prolongada expresion en caso de falla en la reepitelizacién de la
cérnea. (Matsubara y col., 1991; Fini y col., 1996) La integridad del epitelio
corneal depende en gran medida de la membrana basal subyacente. Esta estructura
estd compuesta predominantemente por colageno tipo IV y laminina, (Labermeier
y Kenney, 1983; Millin y col., 1986) y estas proteinas son degradadas
especialmente por las gelatinasas. Nuestro estudio muestra que en las lagrimas de
pacientes con QPC existen niveles significativamente elevados de la actividad de
la gelatinasa latente, como también de una relacion aumentada de MMP / TIMP.
Estos niveles elevados pueden enlentecer el proceso normal de cicatrizacion del
epitelio corneal luego de microtraumas frecuentes, y asi exponer a la cornea a la
invasion de leucocitos y/o de varias proteinasas. Formas activas de gelatinasas han
sido observadas en la queratoconjuntivitis vernal, Ulceras corneales enddgenas,
causticaciones corneales severas y la rosacea ocular, (Azar y col., 1996; Kumagai
y col., 2002; Sakimoto y col., 2004) en donde se ha sugerido que juegan un rol en
la formacion de erosiones corneales las que, a su vez, pueden conducir a Ulceras
de la cornea. Nosotros no observamos gelatinasas activas en las lagrimas de
pacientes con QPC. Esta observacion coincide con los estudios de Smith y col.,
(Smith y col., 2001; Smith y col., 1999) que mostraron que en lagrimas de
pacientes con queratitis ulcerante periférica se observaban niveles elevados de
gelatinasas, no siendo detectadas formas de gelatinasas de bajo peso molecular.
Mas aun, en casos en los que se observaban formas activas de gelatinasas, ellas
representaban una minima proporcion del total de gelatinasas en lagrimas.
(Solomon y col., 2000; Afonso y col., 1999; Kumagai y col., 2002) No obstante,
estudios previos han mostrado que especialmente la proMMP-8 y la proMMP-9
pueden ser activadas oxidativamente o por interaccion con sus substratos o sus
inhibidores, sin cambios en su peso molecular, y asi al menos parte de las formas
de peso molecular completo de MMP-8 y MMP-9 detectadas en las muestras de
lagrimas estudiadas pueden representar formas activas de MMP-8 y MMP-9.

(Saari y col., 1990; Bannikov y col., 2002) Esta observacion se apoya en los
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resultados de la inmunofluorografia, que mostraron que las concetraciones
halladas de MMP-8 eran similares en pacientes con QPC y controles, pero que el
grado de activacion de MMP-8 mostraba diferencias significativas entre esos dos
grupos de individuos. La concentracion aumentada de gelatinasas puede perturbar
la integridad del la membrana basal del epitelio corneal una vez que éste ha sido
dafiado. Como una respuesta a la injuria, la gelatinasa puede hidrolizar el colageno
tipo IV y también al coldgeno recientemente sintetizado y a los colagenos

insterticiales entrecruzados, y de ese modo perturbar los mecanismos reparadores.

Luego de una lesion de la membrana basal del epitelio corneal, células
inflamatorias como los polimorfonucleares y sus enzimas colagenoliticas podrian
invadir el estroma corneal y provocar su desorganizacion. En particular la
colagenasa MMP-8 podria alterar la arquitectura del estroma corneal. La MMP-8
juega un rol en las enfermedades inflamatorias destructivas, y su activacion refleja
la severidad y actividad de la enfermedad. (Hanemaaijery col., 1997; Prikk y col.,
2002; Sepper y col., 1995; Matsuki y col., 1996; Kiili y col., 2002) La expresion
de MMP-8 se halla también aumentada en los procesos de cicatrizacion y
remodelamiento tisular. (Nwomeh y col., 1999; Balbin y col., 1998) La falla en la
cicatrizacion en ulceras cronicas ha sido atribuida a la sobreexpresion de MMP-8,
(Nwomeh y col., 1999) sugiriendo la importancia de la regulacion a nivel corneal
de la actividad de la MMP-8. Ha sido demostrado previamente que las formas
latente y activa de MMP-8 son constituyentes normales de las lagrimas humanas,
y que ello no representaria peligro para la integridad corneal. (Holopainen y col.,
2003) No obstante, la sintesis de MMP-8 y su activacion se encuentran
transitoriamente aumentadas en lagrimas como respuesta a la queratectomia
fotorrefractiva, (Holopainen y col., 2003) sugiriendo que esta enzima puede
participar tanto en la cicatrizacion de una herida corneal como también en su
defensa. Tanto las lagrimas de pacientes con QPC como la de los individuos
controles contenian inmunorreactividades predominantemente de formas latentes
y activas de PMN MMP-8, y los niveles encontrados fueron mas de 30 veces mas
altos en los habitantes estudiados de esa area de la Patagonia (con o sin QPC) que
en individuos sanos de Finlandia. Este hallazgo sugiere fuertemente un rol de la
MMP-8 en el proceso antiinflamatorio protector, tal como ha sido sugerido

previamente para esta enzima en el asma experimental y la inflamacion inducida
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por alérgenos. (Oweny col., 2004; Gueders y col., 2005) Se podria esperar que las
TIMPs deberian encontrarse expresadas en niveles elevados en pacientes con
QPC, tal como se observo para la TIMP-2. Ello es obligatorio para proteger la
arquitectura de la cOrnea de la actividad descompositora de las proteasas.
Finalmente, debido a que las gelatinasas estan presentes en las lagrimas de
pacientes con QPC, se deberia esperar una baja expresion de TIMP libre en

lagrimas de pacientes con QPC, tal como fue observado (Tabla 23).

La edad y la exposicion cronica a la radiacion UV son considerados factores
que juegan un rol importante en la etiologia de la QPC. Por otra parte, bajas o
altas temperaturas, inadecuada hidratacion corneal y microtraumas corneales
repetidos son considerados de menor importancia en la patogenia de la
enfermedad. (Gray y col., 1992) Nuestros resultados desafian este punto de vista.
La radiacion UV, y més especificamente la radiacion UV-B, producen aumento de
apoptosis y perdida celular del epitelio epitelio corneal, y asi exponer al epitelio
corneal a erosiones. (Ren y Wilson, 1994) Estas erosiones epiteliales cicatrizan
rapidamente, y normalmente no provocan mayores complicaciones. No obstante,
erosiones corneales repetitivas provocan inflamacion e infiltracion de células
inflamatorias en la cérnea y lagrimas. Asi, los tejidos subyacentes al epitelio
corneal son expuestos a las MMPs y otras enzimas proteoliticas. En estadios
tempranos de QPC la membrana basal epitelial no se encuentra afectada, pero en
estadios mas avanzados tanto la membrana basal como la capa de Bowman se
encuentran afectadas, como también se observa un velamiento o turbidez del
estroma anterior. Estos cambios son producidos probablemente por la accion de
proteinasas, tales como las MMPs que son capaces de degradar el colageno y otras
proteinas presentes en la membrana basal y la capa de Bowman. Nuestros
resultados muestran que los niveles de gelatinasas, especialmente la proMMP-9,
se encuentran moderadamente elevados en lagrimas de pacientes con QPC, de
acuerdo con la lenta progresion de la enfermedad, proveyendo la respuesta
defensiva necesaria. (Owen y col., 2004; Gueders y col., 2005; McMillan y col.,
2004) La fuente de MMP-9 en pacientes con QPC no se conoce, pero se piensa
que la MMP-9 de las lagrimas se origina en las células epiteliales de la cornea o

de granulocitos en enfermedades inflamatorias. (Smith y col., 2001; Sobriny col.,
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2000) Nosotros proponemos que estas células son también responsables de la

elevada expresion de gelatinasas en lagrimas de pacientes con QPC.

En la actualidad, no existe un tratamiento farmacoldgico para la QPC, siendo
la queratectomia fototerapéutica y, mas aun el transplante de cornea el tratamiento
de eleccion para los estadios mas avanzados de la enfermedad. Este dltimo
tratamiento, si bien es eficaz, es extremadamente dificil de realizar en estos
pacientes de la Patagonia debido por un lado a la falta de centros oftalmoldgicos
avanzados de la esfera publica cercanos, y por el otro a las dificultades en el
seguimiento estrecho en caso de que un paciente sea operado. Por ello, nuevas
intervenciones terapéuticas dirigidas contra las MMPs son necesarias, como por
ejemplo inhibidores selectivos de MMPs o derivados de las tetraciclinas. En este
sentido, inhibidores de las MMPs como las tetraciclinas y péptidos selectivos
antigelatinasa, (Golub y col., 1998; Koivuneny col., 1999; Heikkila y col., 2005;
Maatta y col., 2006) mas que otros méas potentes inhibidores de MMPs tales como
los basados en peptido hidroxdmico, podrian de una manera segura regular MMPs

sin inhibir su accion defensiva (Golub y col., 1998; Sorsa 'y Golub, 2005).

Para la mayoria de los genes de susceptibilidad que se asocian a una
determinada enfermedad multifactorial, el valor predictivo positivo es débil, es
decir que dicha asociacion no puede ser utilizada para establecer un diagndstico o

para identificar los individuos con riesgo de padecerla.

No obstante, en ciertas enfermedades oculares y en determinadas
poblaciones, como el glaucoma crénico de angulo abierto (GCAA) en Tunez, se
ha observado que fenotipos determinados genéticamente, como los grupos
sanguineos, poseen un rol en el determinismo de dicha enfermedad, poniendo en
evidencia que el riesgo de sufrir GCAA es 55 veces mayor en individuos cuyo
grupo sanguineo es el AB. Por el contrario, en ese estudio no se observaron
diferencias significativas para los sistemas Rhesus, Nelly y Duffy. (Jeddi Blouzay
col.,, 2007) En esa poblacion estudiada de pacientes glaucomatosos, el 10,5 %
pertenecian al grupo AB, mientras que en individuos que habitan la misma region
solo el 5 % pertenecian a dicho grupo sanguineo. (Hmida y col., 1994) El

glaucoma pseudoexfoliativo ha sido encontrado mas frecuentemente en pacientes
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pertenecientes al sistema Kell (+) que en individuos Kell (-). (David and Jenkins,
1980) Los pacientes portadores de sindrome pseudoexfoliativo y cuyo grupo
sanguineo es el A, poseen 7 veces mas de riesgo de sufrir glaucoma
pseudoexfoliativo si, ademas, son Kell (+) en lugar de Kell (-). (Ringvold y col.,
1993)

Si bien la mayoria de los individuos que habitan en la region patagénica de
El Cuy son descendientes de Mapuches y aproximadamente un 10 % de ellos
padecen de QPC, los resultados obtenidos luego del estudio del sistema antigénico
ABO claramente demostraron que esta enfermedad degenerativa de la cdrnea no
esta restringida a individuos grupo O. No obstante, en relacion al estudio de los
genes HLA-DRP1 observamos mayor frecuencia del alelo DRP1*14 en los
pacientes con QPC con respecto a los controles (p= 0,05), pudiendo esto significar

mayor riesgo para padecer la enfermedad (Riesgo relativo= 7).

En los individuos de Cieneguillas examinados, entre los que no se
observo caso alguno de QPC, se hallé con alta frecuencia el alelo HLA-DRP1*04
en relacion a los otros alelos DR Pl estudiados. Resultados similares se
observaron en los individuos controles (sin QPC) estudiados en el departamento
El Cuy, Pcia. de Rio Negro, en donde hubo una diferencia significativa para la
expresion de este alelo con respecto a los pacientes con QPC (p= 0,03). Esto
podria estar indicando un cierto rol protector de dicho alelo en el desarrollo de

esta enfermedad (Riesgo relativo= 0,35).

Las diferencias en la calidad de la dieta entre una poblacion urbana y la
poblacion rural estudiada fueron puestas en evidencia con los resultados
obtenidos. En efecto, salvo para la concentracion sérica de proteinas totales, los
valores hallados aumentados para colesterol, triglicéridos y acido urico fueron
estadisticamente significativos cuando se los comparé con los valores hallados en
un grupo de individuos urbanos de la ciudad de Cérdoba. Ademas, la carencia en
la dieta de alimentos ricos en vitaminas, en especial en vitamina C, se vio
reflejada en la menor concentracién en suero de AA en individuos rurales en
comparacién con los urbanos. Este hallazgo podria tener una significativa

importancia si se tienen en cuenta dos aspectos fundamentales: primero, la gran
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concentracion del AA en el epitelio corneal en individuos con dieta bien
balanceada, y su rol “protector” de la radiacion UV; segundo, la prevalencia
aumentada de QPC en poblaciones rurales y su excepcional ocurrencia en

individuos urbanos.

Es probable que en nuestros pacientes con QPC, las menores
concentraciones séricas de AA, y por ende menor concentracion a nivel de
estructuras oculares como la cornea, sumado ello a otros factores ambientales
como alta exposicion crénica a radiacion UV y microtraumas corneales repetidos
provocados por vientos constantes que vehiculizan particulas como arena, podrian

contribuir a crear condiciones favorables para el desarrollo de la enfermedad.

Si bien no encontramos diferencias entre las concentraciones séricas de
AA entre pacientes con QPC e individuos rurales controles de esa misma érea,
éstos presentaban caracteristicas genéticas que podrian considerarse protectoras

para QPC.

Se ha observado que en humanos la concentracion del AA en el epitelio
corneal es mayor en el centro de la cornea que en la periferia. (Brubaker y col.,
2000) Es probable que ello pueda tener alguna relacion con lo observado
clinicamente. En efecto, en los estadios iniciales la QPC comienza en la periferia
de los meridianos horizontales de la cérnea, extendiéndose muy lentamente hacia

el area central. (Urrets-Zavalia y col., 2006)

La QPC es una enfermedad de la cdrnea bien definida, y su diagndstico es
sencillo, adn en sus estadios iniciales, siempre y cuando se realice un cuidadoso
examen biomicroscépico con lampara de hendidura. La alta prevalencia de la QPC
observada en esta region pobre y marginal de la Argentina genera un problema de
salud publica serio y de dificil solucién. (Urrets-Zavalia y col., 2006) Una vez que
el area central de la cérnea se halla afectada, el compromiso visual es severo,
siendo definitivo para estos pacientes. Por otra parte, la pérdida de la sensibilidad

corneal en casos avanzados puede crear las condiciones propicias para la
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ulceracién grave de la cornea y su evolucion hacia la perforacion del globo ocular,
la consiguiente atrofia y la ceguera irreversible. La queratoplastia y el seguimiento
postoperatorio son empresas casi inviables en esas condiciones de lejania y
aislamiento. Por ello, sera fundamental poder determinar con certeza el o los

factores mas importantes que puedan causar la enfermedad.
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CONCLUSIONES

El primer aspecto original y la importancia cientifica del proyecto han sido
la identificacion y estudio de poblaciones de riesgo de padecer queratopatia
climatica (QPC), por primera vez en la Argentina y en esta region de America
Latina. La QPC es una enfermedad muy discapacitante pero ignorada por la
comunidad médica y oftalmolégica en estas latitudes de América, y poco conocida
y estudiada en el resto del mundo. No obstante, como resultado de este trabajo de
tesis doctoral hemos determinado que afecta a un grupo importante de personas
que viven en una region remota de la Argentina, marginadas de una atencion

adecuada de su salud.

El segundo aspecto original del proyecto consiste en haber estudiado en
forma detallada las caracteristicas clinicas de la QPC que afecta a pobladores de
una region del noroeste de la Patagonia Argentina, determinando las

caracteristicas clinicas de la afeccion corneal en estos pacientes.

El tercer aspecto original de nuestro trabajo es el haber descripto por
primera vez desde que se conoce la enfermedad, la observacién de la atrofia
sectorial del iris en pacientes afectados de QPC. Si bien no podemos establecer
una relacion directa entre QPC y la atrofia sectorial del iris, es probable que
factores involucrados en la enfermedad corneal, como la exposicion cronica a la
radiacion UV, afecten también esa region mas expuesta del iris, generando
localmente procesos inflamatorios y/o degenerativos que se traduzcan
clinicamente como é&reas de depigmentacion o atrofia anterior del iris. La
accesibilidad al estudio post-mortem de un globo ocular perteneciente a un
paciente portador de QPC con o sin atrofia evidente del iris podra abrir nuevas
vias de investigacion que nos orienten mejor hacia su etiologia, y los mecanismos
involucrados en su inicio y evolucion. Ello serd, no obstante, dificil de lograr
debido, por un lado, a la resistencia a la donacion de 6rganos por parte de los
individuos que habitan esa area, y por otro lado a las dificultades en la
procuracion de esos tejidos en forma adecuada e inmediata en caso que se

obtuviera el acuerdo para la donacién.
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El cuarto aspecto original del proyecto consistid en estudiar otros aspectos
aun no explorados detalladamente en la QPC, tales como el grado de compromiso
visual de los pacientes afectados de QPC, la progresion de las alteraciones
corneales, las alteraciones de la superficie ocular y de la sensibilidad de la cornea,
y otras enfermedades oculares asociadas. En nuestro estudio demostramos el
severo compromiso de la visiébn en los pacientes afectados con QPC.
Demostramos también el potencial evolutivo de la enfermedad corneal,
determinando que la QPC comienza con el grado 1, y evoluciona del grado 1 al
grado 2. Determinamos también por primera vez, en forma controlada, las
alteraciones de la sensibilidad corneal, exponiendo a los pacientes portadores de
grados avanzados a una severa hipoestesia corneal, con el riesgo que ello implica
de ulceracion y progresion hacia la perforacion espontanea y atrofia del globo

ocular.

El quinto aspecto original de nuestro proyecto se basé en el estudio del
polimorfismo genético en pacientes portadores de QPC y en pobladores de la
region. Si bien la mayoria de los individuos que habitan en la region patagonica de
El Cuy son descendientes de Mapuches y aproximadamente un 10 % de ellos
padecen de QPC, los resultados obtenidos luego del estudio del sistema antigénico
ABO claramente demostraron que esta enfermedad degenerativa de la cdrnea no
esta restringida a individuos grupo O. En relacion al estudio de los genes HLA-
DRP1 observamos mayor frecuencia del alelo DRP1*14 en los pacientes con QPC
con respecto a los controles, pudiendo ello significar mayor riesgo para padecer la
enfermedad. En los individuos de Cieneguillas examinados, entre los que no se
observo caso alguno de QPC, encontramos con alta frecuencia el alelo HLA-
DRP1*04 en relacion a los otros alelos DR P1 estudiados. Resultados similares se
observaron en los individuos controles (sin QPC) estudiados en la region de
Aguada Guzman en la Patagonia, en donde hubo una diferencia significativa para
la expresidn de este alelo con respecto a los pacientes con QPC. Esto podria estar
indicando un cierto rol protector de dicho alelo en el desarrollo de esta

enfermedad.
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El sexto aspecto original e importante del proyecto, y teniendo en cuenta que
hasta el presente no hemos encontrado QPC fuera de la region estudiada de
Aguada Guzmén, ha sido el estudio de posibles factores involucrados, como la
radiacion UV-B, en la génesis de la enfermedad. El estudio de los niveles de
irradiacion UV-B no arrojo diferencias significativas entre las regiones estudiadas,
mostrando que, si bien la exposicion crénica a la radiacion UV puede jugar algun
rol en la génesis de la enfermedad, su participaciobn no seria Unica ni
preponderante, como se lo ha venido sosteniendo hasta el presente. Los bajos
niveles de ascorbato hallados en los individuos que habitan en esta region de la
Patagonia Argentina aportan un nuevo elemento a tener en cuenta cuando se habla

de la génesis de esta enfermedad multifactorial.

El séptimo aspecto original de nuestro trabajo consistié en el estudio de
cambios moleculares en lagrimas, en especial las metaloproteinasas (MMP), que
podrian contribuir a la produccién o el mantenimiento de las lesiones corneales
observadas en los pacientes con QPC. La edad y la exposicion cronica a la
radiacion UV son considerados factores que juegan un rol importante en la
etiologia de la QPC. Por otra parte, bajas o altas temperaturas, inadecuada
hidratacion corneal y microtraumas corneales repetidos han sido considerados de
menor importancia en la patogenia de la enfermedad. Nuestros resultados desafian
estos puntos de vista, sugiriendo que erosiones corneales repetitivas pueden
provocar inflamacion e infiltracion de células inflamatorias en la cérnea y
lagrimas. Asi, los tejidos subyacentes al epitelio corneal son expuestos a las
MMP vy otras enzimas proteoliticas, capaces de degradar el colageno y otras
proteinas presentes en la membrana basal y la capa de Bowman. Nuestros
resultados muestran que los niveles de gelatinasas, especialmente la proMMP-9,
se encuentran moderadamente elevados en lagrimas de pacientes con QPC, en
concordancia con la lenta progresion de la enfermedad. En contraste, encontramos
niveles elevados de la forma latente y la forma activada de MMP-8 en los
individuos controles, sugiriendo fuertemente que la MMP-8 puede tener un rol
importante en la proteccion de la cornea. En la actualidad, no existe un
tratamiento farmacoldgico para la QPC, siendo la queratectomia fototerapéuticay,
mas aun el transplante de cornea el tratamiento de eleccién para los estadios mas

avanzados de la enfermedad. Este Gltimo tratamiento, si bien es eficaz, es
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extremadamente dificil de realizar en estos pacientes de la Patagonia debido por
un lado a la falta de centros oftalmoldgicos avanzados cercanos, y por el otro a las
dificultades en el seguimiento estrecho en caso de que un paciente sea operado.
Por ello, nuevas intervenciones terapéuticas dirigidas contra las MMPs son
necesarias, como por ejemplo la posibilidad de utilizar localmente inhibidores

selectivos de MMPs o derivados de las tetraciclinas.

A pesar de considerar que hemos avanzado en el conocimiento de una
enfermedad, hasta el presente, ignorada en estas latitudes de América, quedan aun
muchos aspectos obscuros por develar, los cuales probablemente se diluciden con
estudios moleculares de corneas afectadas por esta patologia, y con el desarrollo

de un modelo experimental de esta enfermedad.

El alto grado de dispersion de la poblacion de la Patagonia en esa vastedad
territorial, con el agravante de la carencia de vias y medios de comunicacion,
manteniendo asi esas poblaciones alejadas de centros urbanos con la consecuente
dificultad en la provision de ciertos servicios basicos como la atencion médica, la
provision de alimentos o de agua potable, y la falta de programas de salud publica
y comunitaria adecuados para esas realidades, constituyen enormes obstaculos
para la realizacion de estudios epidemioldgicos que apunten a evaluar
integralmente, tanto desde el punto de vista clinico como desde todos los aspectos
vinculados a la vida de cada uno de esos pobladores, a fin de poder determinar con
un grado de certeza, cual es, o cuales son los factores predisponentes mas

significativos para el padecimiento de la QPC.
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ANEXO 1

ESTUDIO DEL POLIMORFISMO GENETICO

M étodo de estudio del CMH clase Il (HLA- DR pi)

1. Extraccion de ADN: método del “Salting Out”

Para la obtencion de ADN se utilizd el metodo descripto por Miller y col.

(1988), de la manera siguiente:

1. La sangre con EDTA al 5% es congelada a -20° C hasta el momento
de la purificacion. Luego se descongela la sangre en bafio maria y se
centrifuga durante 1 minuto a 12.000 rpm. Se descarta el
sobrenadante y se seca la boca del tubo con papel.

2. Se resuspende el pellet en 700 pl de Buffer, se vortea y centrifuga
durante 1 minuto a 12.000 rpm.

3. Serepite este paso 2 veces, y se descarta el sobrenadante con hisopo.

4. Se resuspende el pellet con 400 pl de Tris EDTA NaCl (TEN) para
digerir proteinas, y se lo vortea.

5. Se agregan 195 pl de NaCl 5M (rompe membranas y carga al ADN) y
25 pl de SDS 20% (insolubiliza al ADN en el medio), y se vortea
para formar un precipitado.

6. Se agregan 400 pl de cloroformo (desproteinizante) y se mezcla sin
vortear, para formar una solucion lechosa.

7. Se centrifuga durante 3 minutos a 12.000 rpm.

SOLUCION CON ADN--—- » Extraer 600 pl y pasar a un
MEMBRANAS tubo de Khan de plastico
AYHACLOROFORMO
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8.

10.

11.

12.

13.

Se agrega igual volumen (600ul) de Etanol al 95% (insolubiliza al
ADN). Se invierte para condensar el ADN y se centrifuga durante
2 minutos a 12.000 rpm. Se elimina el sobrenadante sin perder el
ADN adherido a las paredes del tubo.

Se lava el pellet con 1000 pl de etanol al 70% y se centrifuga
durante 1 minuto a 12.000 rpm. Se elimina el sobrenadante, y se
calcula la concentracion de ADN para el agregado de Tris EDTA
(TE).

Se centrifuga durante 30 segundos para que descienda el resto de
alcohol y se descarta con hisopo.

Se resuspende el pellet con TE en las mismas proporciones
observadas antes de ADN.

Se llevar a bafio de 58° C durante 3 horas, como minimo, y luego
se conserva en heladera.

Se determina la concentracién de ADN por espectrofotometria.

2. Tipificacion HLA- DR P1

Para la tipificacion del HLA- DR P1 se utiliz6 la técnica de la Reaccién en

cadena de la Polimerasa (PCR-SSP), mediante la utilizacion de Primers

especificos de secuencia para diversos alelos como ha sido descripta por Bunce y

col.17.

A continuacion se describe resumidamente los reactivos y pasos de la

metodologia empleada.

2.1. Master Mix
Volumen final 450,8 pl
105 pl buffer fosfato

105 pl Dnts (nucleotidos)

84 pl MgCI2

156,8 pl Agua + 70 pl ADN + 4,1 pl Taq Polimerasa

2.2. Primers

Se utilizaron primers specificos para los alelos HLA-DRP1 mostrados en la Tabla

1
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2.3. Esquema:
a)
«=, MASTER MIX para cada muestra a tipificar
ADN
Taq

b) Se dispensan 5 pl en cada pocilio que contiene primers
c) Se cicla durante 1 hora 40 minutos utilizando un programa de Amplificacion

Phototyping.

Numero )
de ciclos Temperatura Tiempo
1 9%6°C 60seg
96°C 20 min
5 70°C 45seg
72°C 25seg
9%6°C 25seg
21 65°C 50seg
72°C 30seg
9%6°C 30seg
55°C 60seg
‘ 72°C 90seg
15°C Indefinido

c) Se siembra en gel de agarosa, se realiza la corrida electroforética, se saca
foto del gel iluminado con una lampara ultravioleta (Figura 34) y luego se

analizan los patrones obtenidos.
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Figura 34. Visualizacion con luz ultravioleta de una placa de gel luego de la corrida
electroforética, preparada para ser fotografiada.
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ANEXO 2

ESTUDIO DE METALOPROTEINASAS

1. Método para la determinacién de gelatinasas (MMP-2 y MMP-9)

en muestras de lagrima

Para medir la actividad de las gelatinasas, se mezclaron 30 microgramos de
proteinas de lagrimas con un buffer compuesto de SDS sin agente reductor, luego
de lo cual se realizé una corrida por electroforesis en un substrato de gelatina 1,5
% con un gel copolimerizado de poliacrilamida al 7.5 % (gelatina SDS-PAGE). El
gel fue corrido por 90 minutos a 100 voltios en un buffer 1x Tris-glicina-SDS (20
mM Tris base, 200 mM glicina, 3 mM SDS). Luego de la electroforesis, los geles
fueron bafiados por 30 minutos en Triton X-100 al 2,5 % y la actividad de la
gelatinasa desarrollada a 37° C en buffer TNC (50 mM Tris [pH 7,5], 200 mM
NaCl, 5 mM CaCl2 por 48 horas. Luego de la incubacion, los geles fueron
tefiidos por una hora en azul Coomassie (azul brillante Comais 0,1 %, etanol 25
%, &cido acético en agua destilada 10 %) y luego lavado por 2 horas en metanol
25 % vy acido acético 10 %. Las zonas claras que correspondian a la presencia de
las proteinasas en el gel fueron cuantificadas mediante un programa de anélisis de
imagen (Gel-Pro Analyzer version 3.1, Media Cybernetics, Inc., Silver Spring,
MD, EE.UU.). Como control positivo se utilizd gelatinasa de sangre entera
capilar, y las MMP-2 y MMP-9 fueron identificadas de acuerdo al peso molecular
utilizando estandares de alto peso molecular (45-200 kDa) (Bio-Rad, Hercules,
CA, EE.UU.).

2. Método para la determinacién de colagenasas (MMP-8 y MMP-13)
y TIMP-1y TIMP-2 en lagrima

Los niveles de MMP-8 fueron determinados mediante

inmunofluorofotometria, como ha sido previamente descripto. (Holopainen y col.,
2003; Hanemaaijer y col., 1997; Cheny col., 2000)
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Luego, mediante Western blot, se estudiaron las diferentes colagenasas, los
inhibidores tisulares (TIMP-1 y TIMP-2), y sus formas moleculares. Se utiliz6 un
anticuerpo policlonal especifico para MMP-8, y otro para MMP-13 (Oncogene
Research Productos, San Diego, CA, EE.UU). Anticuerpos policlonales
especificos contra TIMP-1 y TIMP-2 fueron obtenidos de Chemicon (Temecula,
CA, EE.UU.). Los ensayos se realizaron de acuerdo con lo descripto previamente
por Prikk y col. (Prikky col., 2001)

Brevemente, las muestras fueron mezcladas en buffer Laemmli sin agentes
reductores, y calentados a 100° C por 5 minutos, luego de lo cual se realiz6 la
separacion de proteinas mediante gel de poliacrilamida-SDS 10 %. Antigenos
recombinantes humanos purificados correspondientes se utilizaron como control

positivo, y fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.).
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