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1- JUSTIFICACION







El pterigion es un proceso inflamatorio y degenerativo de la superficie ocular en el
que se produce una hiperplasia fibrovascular de caracter benigno de la conjuntiva bulbar

junto con crecimiento elastdtico anormal sobre la cornea *.

La exposicion cronica a la radiacion ultravioleta tipo B (UV-B) es la principal causa
desencadenante del pterigion y esto ha quedado confirmado en los estudios epidemio-
I6gicos. Si bien hay diferencias de prevalencia segun el area geografica, latitud, raza 'y
exposicion solar; parece existir una asociacion positiva entre mayor edad y presencia de
pterigion.

La exposicion a radiacion UV conlleva un mayor estrés oxidativo *, el cual causa una
compleja cascada de dafio genético y estimulacion de mediadores inflamatorios, facto-
res de crecimiento y estimulacién angiogénica, desembocando en un estado proliferati-

vo celular.

Recientemente se han logrado considerables avances en el estudio de la patogénesis
del pterigion proporcionando un mayor conocimiento de esta compleja enfermedad.
Estos estudios implican mecanismos antiapopto6ticos, mecanismos inmunoldgicos, cito-
quinas, factores de crecimiento, moduladores de la matriz celular, factores genéticos e

infecciones virales como posibles causas.

En las dltimas décadas, los estudios clinicos se han centrado en la extirpacion de esta
lesion para eliminar las consecuencias clinicas derivadas de la inflamacion ocular o de
la disminucion de la vision por la afectacion corneal. La alta tasa de recidiva y compli-
caciones de las técnicas iniciales se han ido reduciendo mediante el empleo de farmacos
antimitéticos adyuvantes y la combinacion de diferentes opciones quirdrgicas como el

transplante de membrana amniotica y el transplante autélogo de conjuntiva, entre otras.

En la actualidad no se dispone de ningun tratamiento médico indicado para reducir la

lesion o disminuir la elevada tasa de recurrencia tras la cirugia.

La doxiciclina es un antibiotico de amplio espectro empleado en muchos procesos in-
fecciosos. Es un farmaco con gran seguridad y bajo coste. Ademas de las propiedades
antimicrobianas, las tetraciclinas tienen otras muchas caracteristicas conocidas: inhibi-
dor de las metaloproteinasas (MMPs), eliminador de las especies reactivas derivadas del

oxigeno (ROS), propiedades antiapoptéticas, y antiinflamatorias.



Estas propiedades han tenido diversas aplicaciones clinicas: el empleo como protec-
tor neuronal en lesiones cerebrales isquémicas > 3, como terapia en la disfuncion cardia-

ca*y su indicacion como antiinflamatorio en la rosacea > °.

En oftalmologia, Cox y cols 7 estudiaron por primera vez el empleo de la doxiciclina
sobre la angiogénesis coroidea y el pterigion en tres modelos murinos: uno de neovascu-
larizacion coroidea (CNV), un modelo de angiogénesis dirigido in vivo (DIVAA) y otro
modelo murino de pterigion. La doxiciclina inhibi6 significativamente la angiogénesis
en los tres modelos murinos. El efecto mas claro se encontré en el modelo de CNV se-
guido por el DIVAA. El modelo de pterigion también mostré regresion histoldgica. Esto
sugeria que la doxiciclina podia tener éxito como tratamiento adyuvante en la neovascu-

larizacion coroidea y en el pterigion humano.
La doxiciclina es el Unico inhibidor de las MMPs que esta disponible clinicamente.

Los recientes hallazgos en estudios previos con doxiciclina en modelos murinos de
neovascularizacion ocular asi como el conocimiento de las propiedades de la doxiciclina
justifican el interés del presente trabajo de investigacién. En la actualidad no se conoce
el efecto de este farmaco en humanos ni los mecanismos intracelulares y genéticos im-

plicados en la respuesta al farmaco.

Este trabajo pretende ahondar en el conocimiento de la etiopatogenia del pterigion, el
efecto de la doxiciclina en el pterigion y los mecanismos moleculares implicados en la

angiogeénesis y el crecimiento fibrocelular de esta lesion.

Se trata, por tanto, de un estudio original, ya que no existe ningln otro estudio reali-
zado en humanos que muestre los efectos de la doxiciclina oral en la regresion del pteri-
gion. No existe tampoco ningun otro estudio que recoja las variaciones genéticas que se

originan en el pterigion tras el tratamiento con doxiciclina.

Estudia una poblacién multirracial, aunque con predominio claro de caucasicos e

hispanos. En la mayoria de los estudios no se comparan razas.

Cada vez hay mas persona en nuestro medio con pterigion, por lo que su tratamiento

conlleva cada vez un mayor gasto de recursos.



2- HIPOTESIS Y OBJETIVOS







2.1 HIPOTESIS

La hipotesis que se intenta demostrar en el ensayo clinico es que el tratamiento con
doxiciclina oral es capaz de reducir el crecimiento del pterigion en pacientes a traves de
la activacion de diferentes cascadas de sefializacion intracelular. Por lo tanto se trata de

una hipétesis de superioridad del tratamiento con doxiciclina frente a placebo.

En el estudio de ultrasecuenciacion se intenta demostrar que la doxiciclina afecta a

distintas vias celulares de gran importancia.

2.2- OBJETIVOS

PRINCIPALES

- Determinar si el tratamiento con doxiciclina oral puede reducir el crecimiento del

pterigion en los pacientes.

- Determinar los efectos moleculares de la doxiciclina a corto plazo en cultivos
primarios de células de pterigion, utilizando técnicas de ultrasecuenciacion, para
identificar mejor todas las vias que pueden verse afectadas por la doxiclina en el

pterigion.

SECUNDARIOS

- Analizar el efecto de intervencidn (doxiciclina versus placebo) en la medida de

la superficie antes y después.

- Determinar la influencia de la edad y la raza en la posible respuesta de la doxici-

clina en el pterigion.

- Identificar mediante el analisis transcriptomico de cultivos celulares expuestos a

doxiciclina los genes que modifican su expresion.
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3- INTRODUCCION







3.1- PTERIGION

3.1.1-Morfologia e histologia

El pterigion es un proceso inflamatorio y degenerativo de la superficie ocular atribuido,

principalmente, a una exposicion cronica a la radiacion UV-B 1.

Clinicamente el pterigion implica un crecimiento centripeto, asociado a inflamacion
y neovascularizacion &, El pterigion es frecuente, benigno, de forma triangular y exclu-

sivo de los humanos.

Conceptualmente, la histologia del pterigion consiste en una masa de tejido conecti-
vo subepitelial que ha sufrido degeneracion elastética dispuesto sobre un fondo de de-
generacion hialina °. La proliferacion del tejido conectivo junto con la presencia de an-

giogénesis provoca un crecimiento elastético y de conjuntiva anormal sobre la cornea 8.

Al estudiar la cornea invadida por el pterigion, cerca de la membrana de Bowman
existe una proliferacion de las células madres limbares epiteliales originarias, asi como
una invasion vascular del tejido corneal y una remodelacion de las MMPs con destruc-

cién de la membrana de Bowman °.

Tan y colaboradores ° describieron un sistema de clasificacion del pterigion basado
en la visibilidad de los vasos epiesclerales como indicador del grosor de la lesion. Segun

estos investigadores el pterigion se clasifica en:
- Atrofico (T1, vasos epiesclerales visibles).
- Intermedio (T2, vasos epiesclerales parcialmente borrados).
- Carnoso (T3, vasos epiesclerales ocultos).

El examen con ldmpara de hendidura revela tres areas bien distintas del pterigion: la

cabeza, el cuello y el cuerpo .
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La cabeza es un area grisacea, plana y avascular situada en el apex. En el borde ante-
rior de la cabeza se aprecia una linea pigmentada epitelial férrica, llamada linea de Sto-
cker, que aparece en los casos de larga evolucion y no en el pterigion de aparicion répi-
da.

El cuello conecta la cabeza y el cuerpo, y aqui se encuentran neovasos finos incipien-

tes y anastomaticos.

El cuerpo se localiza en la conjuntiva bulbar con vasos rectos y radiales respecto al

apex del pterigion.

La cabeza del pterigion se adhiere firmemente a la cornea, pero el cuerpo se puede
separar de las capas superficiales del globo ocular. Entre los signos de actividad del
pterigion destaca la presencia de pequefias opacidades grisaceas en la membrana de
Bowman que se anteponen a la cabeza del pterigion, son las llamadas islas de Fuchs

que, con el tiempo, se multiplican y progresan hacia el centro de la cornea.

Son signos de actividad la mayor vascularizacion, la congestion, la falta de transpa-

rencia y las manchas en el epitelio corneal.

3.1.2-Epidemiologia

La prevalencia del pterigion varia ampliamente segln la poblacion estudiada.

En uno de los estudios mas recientes *? se comparo la prevalencia del pterigion entre
la raza Han y la Uygur en China, la prevalencia global fue del 11.95% siendo mayor la
prevalencia en la raza Han. EI metaandlisis mas reciente sobre la prevalencia del pteri-
gion se publico en 2013 incluia 20 estudios con un total de 900545 pacientes, la preva-
lencia del pterigion fue del 10.2% 3. Dos trabajos recientes informan de prevalencias
del 17,9% en ancianos mongoles de China **y del 19,6% en mayores de 40 afios de

Myanmar *°,

En Espafia también se realizé en 2010 un estudio de prevalencia, concretamente en O
Salnés, comarca costera de la provincia de Pontevedra, se incluyeron 619 pacientes y la

prevalencia fue del 5,9% 26,
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En un estudio del 2013 7 realizado en China con 6685 pacientes la prevalencia del pte-
rigion fue del 6% . En otro estudio del 2012 8 realizado también en China con 8906
pacientes de tres etnias distintas: malayos, indios y chinos la prevalencia fue del 10.1%.
La prevalencia fue del 15.5% en malayos y del 7% en indios y chinos. Este estudio de
personas asiaticas de diferentes razas que viven en la misma zona geografica indica que

la raza puede ser un factor de riesgo significativo para la aparicion del pterigion.

Otro estudio realizado en la India en 2013 ° sobre 4711 pacientes la prevalencia fue del
12.9%.

Los estudios realizados en hispanos son muy escasos. EI méas reciente de ellos, realizado
en 2009 en Arizona % entre 4774 latinos fue del 16%, 23.7% en los hombres y 11.5%

en las mujeres (Tabla 1).

ESTUDIO PAIS N E P

CHEN y cols 12 China 4617 |>30 11,95
LIU y cols 2 - 900545] - 10,2
LU y cols 14 China 2486 | >40 17,9
DURKIN y cols 15 Myanmar 2481 >40 19,6
VISO y cols 16 Espana 619]>40 5,9
SUN y cols ¥7 China 6685 | >40 6
ANG y cols 18 China 8906 | >40 10,9
NANGIA y cols 10 India 4711 >30 12,9
WEST y cols EEL)JU (lati- 4774)>40 16

nos

Tabla 1. Prevalencia de pterigion en estudios recientes basados en la poblacién. N: nimero de pacientes, E: edad

(afios), P: prevalencia (%).
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Parece existir una asociacion positiva entre mayor edad y presencia de pterigion *2,

también una mayor prevalencia en hombres 2.

Un metanalisis reciente 22 sobre una poblacion de 95279 pacientes encontr una re-
duccion en el riesgo de presentar pterigion en los fumadores respecto a los no fumado-

res.

Los estudios citados encuentran diferencias en los parametros raza, latitud y exposi-
cion solar; pero generalmente la prevalencia en los tropicos es mayor que en otras lati-
tudes y es claramente inferior en descendientes europeos que en los descendientes afri-

canos.

3.1.3-Patogénesis

El crecimiento del pterigién se produce a partir del epitelio limbar que invade la cér-
nea de forma centripeta estando la radiacion UV-B implicada en su etiologia 8.

La contribucién de los mediadores inflamatorios, mecanismos inmunoldgicos, facto-
res de crecimiento, estimulos angiogénicos y la modulacion de la matriz extracelular

son probablemente factores secundarios en la patogénesis del pterigion.

Los estudios clinicos se han centrado principalmente en las caracteristicas clinicas y

en el tratamiento quirdrgico del pterigion.

Ultimamente se han logrado considerables progresos en el estudio de la patogénesis
del pterigion proporcionando avances en el conocimiento de esta compleja enfermedad.
Estos estudios recientes implican mecanismos antiapoptoticos, mecanismos inmunolé-
gicos, citoquinas, factores de crecimiento, moduladores de la matriz extracelular, facto-

res genéticos, infecciones virales y otras posibles causas & 2.
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3.1.3.1-Estres oxidativo

Como se ha comentado anteriormente, la exposicién cronica a la radiacion UV- B es
la principal causa desencadenante del pterigion 2*y la relacion entre la exposicion a ra-

diacion UV vy el pterigion esta bien establecida en estudios epidemioldgicos 2.

Un estudio ha mostrado fluorescencia en el limbo nasal en los pacientes con pteri-
gion 2°, Estos cambios pueden representar la primera evidencia de dafio precoz en la

superficie ocular provocado por exposicion al sol.

La exposicion a radiacién UV conlleva un mayor estrés oxidativo, el cual causa dafio
genético y estimulacion de mediadores inflamatorios, desembocando en un estado hi-

perproliferativo 2.

Tras la exposicion a la radiacion UV-B, la expresion de varias moléculas claves se
incrementa, tales como las citoquinas, los factores de crecimiento y las MMPs, que par-
ticipan probablemente en las fases inflamatoria, proliferativa y de remodelacion de esta
enfermedad 23, Otros estudios sobre los efectos de UV-B en el pterigion y en las células
epiteliales del pterigion en cultivo 22" han demostrado que la induccion de las citoqui-
nas, de los factores de crecimiento y de las MMPs producen la fosforilacion del receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGF) y la activacion de las vias de proteina-
quinasa activadas por mitdgenos (MAPK).

La activacion del receptor del EGF y de las MAPK inicia la induccidn de factores de
transcripcion de la misma via, tales como el factor nuclear-kappa B (NF-kB).

El NF-kB media la activacion de algunas de las respuestas celulares a la radiacion
UV vy al estrés hiperosmotico. Para las células cultivadas del pterigion la via MAPK se
activa por la exposicion a la radiacion UV-B. EI NF-kB es un mediador clave de la ex-
presion de 1L-1B y p53 2 que desempefian papeles importantes en el desarrollo del pte-
rigioén. EI NF-kB también se suprime por el acido retinoico, que también inhibe la IL-6
y la IL-8 en las células epiteliales de pterigion irradiadas con UV.

Torres y cols 2’ analizaron los cambios en las vias del MAPK y NF-kB en el pteri-
gion y, por primera vez, en la conjuntiva ipsilateral libre de pterigion. Los datos obteni-

dos apoyan el componente inflamatorio en la patogénesis del pterigion.
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La radiacion UV actua directamente por fototoxicidad o indirectamente a traves de
los radicales libres. Dentro de la célula, el dafio oxidativo produce radicales libres que
acttian sobre macromoléculas tales como las proteinas, los lipidos y los acidos nuclei-

COsS.

Los radicales libres generados en el tejido incluyen el anién superéxido (O 27), el pe-
roxido de hidrégeno (H20-) y el peroxinitrito (NOs ~), que pueden ser neutralizados por
enzimas antioxidantes como la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), y la
glutation peroxidasa (GSH-Px). El sistema antioxidante y la cantidad de radicales libres
se mantienen en un cierto estado de homeostasis. Cuando los factores exdgenos o endo-
genos aumentan el estrés oxidativo, la homeostasis se ve perturbada y los radicales li-
bres desnaturalizan muchas moléculas intracelulares basicas como los &cidos nucleicos,

las proteinas y los lipidos.

El estrés oxidativo conlleva una sobreexpresion de algunos mediadores de crecimien-
to del pterigion. Una forma de cuantificar este dafio es midiendo la 8-
hidroxideoxiguanosina (8-OHdG) gue es un marcador usado para la identificacion del
dafo oxidativo en el acido dexosirribonucleico (DNA) y se ha encontrado en algunos

estudios en el tejido del pterigion .

La 8-oxoguanina glicosilasa 1 humana (hOGG1) es el enzima que metaboliza la 8-
OHdG y también se sobreexpresa en el pterigion 2°.

El estrés oxidativo se manifiesta con el aumento del nivel de malondialdehido
(MDA), que es un producto de la descomposicion de las cadenas de acidos grasos esen-
ciales insaturados obtenidos principalmente a través del mecanismo de oxidacion, y la
reduccion de la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GSH-Px. En un
estudio reciente * se observé que el aumento significativo de MDA siempre acompafia a
una disminucion significativa en la actividad de SOD, CAT y GSH-Px , lo que nos lleva
a pensar que el estrés oxidativo es un mecanismo importante en el desarrollo del pteri-
gion. EI MDA se acepta como un marcador fiable de la peroxidacién lipidica que se

produce como resultado del estrés oxidativo.

Existen evidencias de que la produccion de 6xido nitrico (NO) se incrementa por la
accion de la 6xido nitrico sintetasa (NOS) incrementada por la exposicion a radiacion
uVv.
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La NOS tiene tres isoformas, dos son constitutivas (cCNOS) y la tercera es inducible,
sintetasa de oxido nitrico inducible (iNOS).

También es evidencia de estrés oxidativo en el pterigion la presencia de la iNOS vy la
reduccidn en la cantidad de antioxidantes. La iNOS es insensible al calcio. Hay que
tener en cuenta que, habitualmente, la induccion de la iNOS sucede en un ambiente oxi-
dativo, por lo que los altos niveles de NO producidos por la iINOS pueden reaccionar

con el anién Oz formando NOs , que provoca toxicidad®.

También se sabe que la radiacion UV aumenta la liberacion de NO por medios no
enzimaticos. Parece posible que los altos niveles de NO sea un factor de incremento del

estrés oxidativo por medio de su influencia oxidante y de apoptosis.

Las ROS, los factores de crecimiento y diversas citoquinas, como la ciclooxigenasa 2
(COX2), desemperfian un papel conocido en el desarrollo de canceres de piel bajo la

influencia de la radiacion UV 1.

En un reciente estudio se ha demostrado que la SERPINA3K , una proteinasa inhibi-
dora de la serina, suprime la proliferacion celular y la migracion de las células epitelia-

les del pterigion, a través del bloqueo de las ROS *°.

La mayor actividad de las citoquinas causada por la radiacion UV parece ser un po-

sible mecanismo de aumento del NO.

En un estudio reciente * se evalud el NO, las enzimas del sistema antioxidante y la
peroxidacién de lipidos juntos por primera vez, mostrando que el estrés oxidativo juega
un papel importante en la etiopatogenia del pterigion. No se puede olvidar, sin embargo,
que si la radiacién UV es un factor importante en la patogénesis de estrés oxidativo, la
inflamacion crénica también desempefia un papel importante en el estrés oxidativo ya

que éste aumenta apreciablemente con la inflamacion.

Kim y cols 3 informaron de una mayor expresion de las proteinas ALDH3A1,
PDIA3 y PRDX2 en el pterigion, son proteinas conocidas por su importante relacion
con el estrés oxidativo. El estudio concluye que la exposicion a radiacion UV y el estrés
oxidativo resultante conduce a un aumento de los niveles de estas proteinas, que pro-
porcionan resistencia a la apoptosis inducida por radiacion UV y desemboca en un esta-

do hiperproliferativo.
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Para concluir, el estrés oxidativo juega un papel importante en el desarrollo del pteri-
gion, y este complejo proceso debe tenerse en cuenta en la prevencion y tratamiento de
esta patologia.

3.1.3.2-Regulacion del ciclo celular

El pterigion se caracteriza por un crecimiento excesivo de células epiteliales con me-
taplasia escamosa, hiperplasia de células caliciformes, expresion anormal de p53 y un

estroma subyacente de fibroblastos y vasos sanguineos.

El mantenimiento de la homeostasis celular es regulado esencialmente por dos pro-
cesos: la apoptosis y la proliferacion celular.

El ciclo celular, y en concreto, los biomarcadores de apoptosis (Bcl-2, Bcl-2 asociada
a proteina X (BAX), survivina 'y p53) y los biomarcadores de proliferacion celular (
antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA), Ki-67 y ciclina D1) han demos-

trado jugar un papel muy importante en la formacion y en el crecimiento del pterigion
32

Kase y cols 3 demostraron que el crecimiento del pterigion y su desarrollo se asocia con
la proliferacion del epitelio.

3.1.3.2.1-Biomarcadores de apoptosis

La proteina antiapoptotica Bcl-2, que se contrarresta con la proteina proapoptotica
BAX, se ha encontrado en el epitelio de pterigion pero no en la conjuntiva. Las interac-
ciones de la familia de proteinas Bcl-2 regulan la permeabilidad de la membrana mito-
condrial externa y la apoptosis. La permeabilizacion de la membrana mitocondrial ex-
terna es el paso clave en la apoptosis regulada por las proteinas de la familia Bcl-234. La

BAX forma un oligdbmero que permeabiliza la membrana mitocondrial.

La survivina es un miembro de la familia de las proteinas antiapoptoticas. El incre-

mento de la survivina se ha asociado al pterigion *°. Maxia y cols *® *” han demostrado
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que la expresion de la survivina esta incrementada en el pterigion primario con respecto
a la conjuntiva normal y tiene una relacion clara con la expresion de la p53, la COX2 y
la 8-OHdG.

La survivina puede bloguear la apoptosis inducida por una gran variedad de factores
desencadenantes y posee un mayor efecto en la supresion de a apoptosis que otra fami-

lia de inhibidores como el Bcl-2.

La survivina se ha demostrado que actua a través de la inhibicion de la caspasa 3 y 7,
lo que daria lugar a una regulacion negativa de la apoptosis . Se cree que la caspasa 3
podria desempefiar un papel central en la apoptosis, aungque no en todos los tipos celula-
res; algunos autores defienden que el tipo de caspasa implicada varia dependiendo del

tipo celular e incluso del estimulo que induzca el proceso.

Esto ha sido demostrado mediante la interrupcion de la cascada de la survivina, que
conduce a un aumento de apoptosis y a una disminucién del crecimiento del tumor. La
survivina se sobreexpresa en la mayoria de los tumores y del tejido fetal, pero estd com-
pletamente ausente en las células totalmente diferenciadas. Este hecho hace de la survi-
vina un objetivo ideal para la terapia del cancer. Su expresion esta regulada por el ciclo
celular y solo se expresa en la fase G2-M. Se sabe que se localiza en el huso mitotico
por interaccion con la tubulina durante la mitosis y puede desempefiar una importante
funcién en la regulacion de ésta. Los mecanismos moleculares de la regulacion de la
survivina todavia no se conocen del todo, pero su regulacién parece estar ligada a la

proteina p53 y también es sobrerregulada por la 3-catenina.

En un estudio reciente %, la survivina se expresaba en todos los tejidos del pterigion
pero no en la conjuntiva humana normal. Estaba presente principalmente en el cito-
plasma del epitelio del pterigion en etapas iniciales, mientras que estaba mas presente
en el nacleo en etapas més avanzadas. Se demostr6 que la disminucion de los niveles de
survivina inhibia la proliferacion de las células epiteliales del pterigion, y se acompafia-

ba de una infrarregulacion del p63 y una sobrerregulacion de la p57 y de la p21.

Zhang y cols *° han demostrado que el 35% del los pterigiones primarios y el 40% de
los pterigiones recurrentes han sido positivos en la tincién de la survivina, mientras que
la conjuntiva humana normal no se tefiia. Este es el primer estudio que demuestra una
sobreexpresion de survivina en el pterigion recidivante. En este mismo estudio se ob-

servo que la expresion de la survivina diferencia claramente el pterigion p53 positivo de
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los casos negativos de p53, lo que confirma una correlacion entre la survivina y la ex-
presion de p53. La sobreexpresion de la survivina estd probablemente relacionada con la
inestabilidad genética inducida en la p53 por la radiacion UV. Por otra parte, no hubo
diferencia en la inmunorreactividad de la p53 y la survivina entre los grupos de pteri-

gion primario y recidivante.

La regulacion de la survivina por la p53 juega un papel antiapoptotico importante en
el pterigion. Con estos datos la survivina podria tener un papel clave en las estrategias
terapéuticas de inhibicion de la formacion del pterigion.

El gen p53 se ha investigado ampliamente en el contexto de su implicacion en el

desarrollo del pterigion.

También llamado el "guardian del genoma" es una proteina supresora tumoral que
esta codificada por el gen TP53, que se encuentra en el brazo corto del cromosoma 17
41 EI P53 esta implicada en los mecanismos de la funcion contra el cancer, y desempefia
un papel importante en la apoptosis, la estabilidad genémica, y en la inhibicién de la
angiogenesis. El gen p53 pertenece a una familia de factores de transcripcion, a la cual
pertenecen también el gen p63 y p73. Estas tres proteinas colaboran en una compleja
red de interacciones que aln no se conoce en su totalidad. EI gen p53 es ubicuo (se ex-
presa en todos los tejidos), mientras que los genes p63 y el p73 presentan especificidad
tisular. Ademas, parece que todos ellos presentan isoformas, algunas de las cuales fun-
cionan como activadoras, mientras que otras funcionan como inhibidoras. El gen p53
actta previniendo la proliferacion e induciendo apoptosis si existen mutaciones en el
DNA.

Algunos trabajos han confirmado el aumento de los niveles de p53 en el epitelio ba-
sal del pterigion 24 2. La funcion normal de p53 en este contexto seria prevenir la acu-

mulacién de aberraciones genéticas y de mutaciones inducidas por la radiacién UV.

Varios estudios postulan la presencia de una mutacion del gen p53 que no permite su

funcion normal, produciendo crecimiento del pterigion 8.

Smith y Kumar #? estudiaron a este supresor tumoral después de la exposicion a ra-
diacion UV, observando que el p53 se convertia en residuos de serina p53 fosforilada
induciendo la reparacion del DNA. Este proceso dependia de la longitud de onda UV y

la dosis de la radiacion UV.

23


http://es.wikipedia.org/wiki/Isoforma

La exposicion a radiacion UV induce reacciones fotoquimicas que forman dimeros
de pirimidina, que son lesiones moleculares del DNA formadas por bases de timina o
citosina unidas entre si de forma anormal a través de reacciones fotoquimicas. Estas
lesiones tienen caracteristicas premutagénicos y alteran la estructura del DNA 3. Los
dimeros de pirimidina mas frecuentes son los de timina. Los dimeros de pirimidina pue-

den ser reparados por fotorreactivacion, pero los dimeros no reparados son mutagénicos.

Aunque el papel de la radiacion UV en la patogénesis de pterigion humano es acep-
tado, los datos sobre la presencia y distribucion de los dimeros de timidina se reduce a
su descripcion en el segmento anterior del ojo normales de conejos “%. No hay datos
sobre la expresion de dimeros de pirimidina o su posible participacion en la patogénesis

del pterigién primario o recurrente.

La exposicion a la radiacion UV induce dos tipos de alteraciones en las bases del
DNA (' los cambios predominantes son C — T y mutaciones CC — TT en secuencias de
dipirimidina) demostrado por muchos sistemas experimentales, pero no demostrados en
el pterigion humano. Entre los diversos tipos de lesiones provocadas en el DNA después
de exposicidn a radiacion UV, los dimeros de pirimidina ciclobutano son las lesiones
mas mutagénicas. El gen p53 es uno de los genes més sensibles para la formacion de
pirimidina ciclobutano como punto de acceso mutacional en el codon 270 (que corres-

ponde al codon 278 en los seres humanos) .

Cimpean y cols * encontraron el mayor nimero de células positivas al p53 dentro
del epitelio del pterigion humano en donde mas del 70% de total de las células epitelia-
les fueron positivas para los dimeros de pirimidina como un signo de dafio severo en el
DNA. La persistencia de la positividad de p53 en las células suprabasales y de la capa
en basal sugiere que estas células son especialmente sensibles a la radiacion UV y pue-
den ser los Ilamados p53 mutante o p53 nulo. Este hallazgo estaria en concordancia con
estudios previos que sugieren gue las células basales del epitelio del pterigion humano
son altamente inestables y pueden adquirir mutaciones *°. Estas mutaciones podrian
provocar la supervivencia celular y pueden ser responsables de la recurrencia de pteri-

gion humano.

La reparacion por escision de nucledtidos y la reparacion por escision de bases °,
son dos de las principales vias implicadas en la reparacion del DNA dependiente de p53
en las células expuestas a la radiacién UV. Las células con p53 normal realizan la repa-

racion por escision de bases sin alteraciones, mientras que las células con p53 mutante o
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nulo presentan problemas en esta reparacion. Basandose en estos hallazgos anteriores, la
persistencia de la expresion del dimero de pirimidina junto con la ausencia de expresion
del p53 en los componentes del estroma de la mayoria de los casos sugiere la falta de un
papel protector contra la radiacion UV del p53 provocando dafio en el DNA de las célu-
las endoteliales y en los fibroblastos del compartimento fibrovascular del pterigion hu-
mano. La persistencia de dimeros de pirimidina seguido por la induccion de cambios
mutacionales en las células del estroma de pterigién humano podrian ser responsables
del mayor nimero de recurrencias y de la resistencia a las terapias convencionales. Se
necesitan mas estudios moleculares y genéticos para dilucidar la implicacion del gen

p53 en la reparacion de dimeros de pirimidina del pterigion humano.

3.1.3.2.2-Biomarcadores de proliferacion celular

Kun Liang y cols *? encontraron una positividad elevada de los biomarcadores de

proliferacion Ki-67 y del PCNA en los pacientes con pterigion.

El antigeno Ki-67, también conocido como MKI167, es una proteina que en los hu-
manos esta codificada por el gen MKI67 (antigeno identificado por el anticuerpo mono-
clonal Ki-67). La proteina Ki-67 es un marcador de proliferacion celular. Ademas, esta
asociada con la transcripcion del RNA ribosomal. La inactivacion del antigeno Ki-67
conduce a la inhibicion de la sintesis de RNA ribosomal #’. Durante la interfase, el anti-
geno Ki-67 se detecta exclusivamente en el nicleo de la célula, mientras que en la mito-
sis la mayor parte de la proteina se traslada a la superficie de los cromosomas. El anti-
geno Ki-67 es un excelente marcador para determinar la fraccion de crecimiento de una
poblacién celular determinada y es muy util para el seguimiento del cancer. El anticuer-
po monoclonal que determina el indice de Ki-67 es el MIB-1. Los ejemplos mas estu-

diados en este contexto son los carcinomas de la prostata, del cerebro y de la mama.

El nimero de células inmunopositivas Ki-67 estd muy aumentado en la cabeza del

pterigion en comparacion con la conjuntiva normal 33 35,

ElI PCNA es una proteina nuclear sintetizada en la fase G1 temprana y en la fase S
del ciclo celular. Es un importante biomarcador de proliferacién celular. Esta proteina
se localiza en el nucleo y favorece la sintesis de DNA, ya que es un cofactor de la DNA

polimerasa delta. Cuando existen dafios en el DNA, la proteina PCNA se reubica y par-
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ticipa en la via de reparacion del DNA dependiente de RADG6. En un estudio reciente 8

se ha observado una sobreexpresion de este antigeno en el pterigion.

La ciclina D1 es una proteina que en los humanos esté codificada por el gen CCND.
Las ciclinas funcionan como reguladores de las quinasas CDK. Las distintas ciclinas
presentan un patrén especifico de expresion y degradacion a lo largo del ciclo que con-
tribuye a la coordinacion temporal de cada fase del ciclo celular. La ciclina D1 esta au-
mentada en el cuerpo y en la cabeza del pterigion 333,

Otros reguladores del ciclo celular que han sido estudiados en el pterigion incluyen a
los genes p16, p27 y p63 (este tltimo de la familia del p53), al K-RAS y el Ku7033 48,

En el pterigion existe también una hipermetilacion del p16. El producto de este gen
es un inhibidor de las quinasas depedientes de ciclinas 2A, codificadas por el gen
CDKN2A. El p16 juega un papel importante en la regulacion del ciclo celular y sus
mutaciones aumentan el riesgo de desarrollar distintos tipos de cancer, especialmente el
melanoma. Este gen se encuentra con frecuencia mutado o inactivo en las células cance-
rosas, caracteristica que lo identifica como gen supresor de tumores. La expresion del
gen p16 aumenta con la edad y reduce la proliferacion de las células madre. Esta reduc-
cién en la division y la produccion de células madre protege contra el cancer al tiempo

gue aumenta los riesgos asociados al envejecimiento celular.

El gen p27 parece estar disminuido en la cabeza del pterigion . Es un gen inhibidor
de quinasas dependientes de ciclinas 1B, es una enzima que en los humanos estéa codifi-
cada por el gen CDKN1B. Su principal funcién es detener o ralentizar el ciclo de divi-

sion celular.

En un estudio se observo que el promotor Ku70 T991C se correlacionaba con el pte-
rigién, pudiéndose convertir en un marcador potencial para la prediccion de la suscepti-

bilidad a padecer pterigion .

La Ku70 es una proteina codificada en humanos por el genXRCC6. La Ku70, junto
con Ku80, conforman un heterodimero denominado proteina Ku, que se une a los ex-
tremos de la doble hebra de DNA que ha sufrido un corte, y es requerida para el proceso

de recombinacién no homéloga durante la reparacién del DNA.
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3.1.3.3-Mediadores inflamatorios

Los mediadores inflamatorios parecen asociarse con el desarrollo y crecimiento del
pterigion. La exposicion a radiacion UV induce a las quimioquinas, interleuquinas y a

los factores de crecimiento a activar las células inflamatorias y la neovascularizacion.

La IL-1, IL-6, IL-8 y el factor alfa de necrosis tumoral (TNF- o) se incrementan en el
pterigion después de la exposicion a radiacion UV induciendo la expresion de MMP %,

mientras que la IL-4 puede mediar en la fibrosis de las lesiones recurrentes *°.

El TNF- a es una citoquina liberada por células del sistema inmune. Su estimulacion
esta relacionada con otros mediadores celulares como la IL-1 y las endotoxinas bacte-
rianas. El TNF-a ejerce distintas funciones en diferentes 6rganos, una de estas funciones
es la activacion de la produccién de otros mediadores como las IL- 1 o la IL- 6. La libe-
racion de TNF-a produce activacion local del endotelio vascular, liberacion de NO con
vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular, que conduce al reclutamiento de
células inflamatorias, inmunoglobulinas y complemento, provocando la activacion de
los linfocitos T y B. También aumenta la activacion y adhesion plaquetaria y, proba-
blemente, la oclusion vascular resultante sea la causa de la necrosis tumoral, de donde
proviene su nombre. Las funciones del TNF-a se deben a su union a dos receptores ce-
lulares diferentes que se localizan en neutréfilos, células endoteliales y fibroblastos.
Ademas, estos receptores se encuentran en estado soluble en el suero y en el liquido

sinovial 2.

La IL-1 se incrementa con la exposicion a radiaciéon UV lo que contribuye a la sobre-
rregulacion de otros mediadores inflamatorios y de las MMPs y potencialmente a la

patogénesis del pterigion 8.

La IL-8 es una citoquina de la familia de las quimioquinas de naturaleza proinflama-
toria. Su sintesis se realiza en fibroblastos, células endoteliales, monocitos y macrofa-
gos. Es un potente factor quimiotactico de neutréfilos, regula la produccion de proteinas
de adhesion y la formacion de lipidos bioactivos. Es una citoquina proinflamatoria que
amplifica la respuesta inflamatoria local, multifuncional, con actividad angiogénica, de
guimiotaxis de neutréfilos y de actividad proliferativa de queratocitos. También ha de-

mostrado inducir la produccion de MMPs.
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La IL-6 es una glucoproteina proinflamatoria sintetizada por los macrofagos, células
T, células endoteliales y fibroblastos. Localizada en el cromosoma 7, su liberacion esta
inducida por la IL-1 y el TNF-o.

Al igual que la IL-8, las IL-6 también pueden inducir la expresion de MMPs y tam-
bién existen evidencias de que la produccidn de estas citoquinas puede ser inducida por

la radiacion UV 26 |

La COX es una enzima que permite al organismo producir prostaglandinas a partir
del &cido araquidonico. La COX2 tiene como funcidén mediar en los procesos de infla-
macion y en la sefializacion por prostanoides. La COX2 produce prostaglandina E2 que

juega un papel importante en la angiogénesis inducida por citoguinas inflamatorias.

Si bien la COX1 se expresa constitutivamente en la mayoria de tipos de células y te-
jidos, la COX2 es inducida por los factores de crecimiento, las citoguinas, las endotoxi-
nas bacterianas y por el dafio tisular. La COX2 también esta implicada en la patogénesis

de los tumores de piel en respuesta al estrés oxidativo generado por la radiacion UV.

La COX2 puede mediar el incremento de MMP-1y de MMP-9 a través del aumento
de la lipocalina 2 (NGAL) y puede contribuir también a la elevada expresion de las
MMPs en el pterigion. Recientemente, se vio que la COX2 mediaba en el incremento de
los niveles de VEGF (factor de crecimiento del endotelio vascular) en la inflamacion

cronica y en diversos tumores >4,

La COX2 se sobreexpresa en el pterigion promoviendo el aumento de prostaglandi-
nas y de la cascada inflamatoria °°, también esta sobreexpresion de la COX2 se asocia
con el factor antiapoptético survivina®’. Algunos estudios recientes indican que la ex-
presion de la COX2 en el pterigién influye en la patogénesis de la enfermedad y en el

prondstico después de la reseccion quirdrgica 3" >

Chiang y cols * encontraron que mas del 80% de los pterigiones estudiados mostra-
ron expresion positiva de la COX2 en la capa epitelial. Sin embargo, no encontraron
ninguna expresion de la COX2 en la capa estromal. Estudios posteriores de Karahan y
cols ®" y Maxia y cols *” encontraron expresion de la COX2 en la capa epitelial de pteri-
gion primario, del 84,2% en el estudio de Karahan y del 67,7% en el estudio de Maxia.
También informaron de la expresion COX2 en las capas estromales, localizadas en capi-
lares y células inflamatorias. La alta expresion de la COX2 se sugirié como un factor de

riesgo para la recurrencia del pterigion >>°’. En un estudio reciente, 9 de 17 pterigiones
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(52,9%) expresaron COX2 en la capa epitelial y el 100% expresaron la COX2 en la
capa estromal, especialmente en los macrdfagos infiltrantes de la lesion *8. La heteroge-
neidad en la expresion epitelial de la COX2 puede estar relacionada con el estado in-
flamatorio de la superficie ocular. Sin embargo, el hallazgo constante en el estroma de
la COX2 sugiere que estas células estan estrechamente relacionadas con la patogénesis

y/o el mantenimiento del pterigion.

La coexpresion de la COX2 y el VEGF en varios tumores ha sido descrita previa-

mente 53, 59, 60

La prostaglandina E2 (PGE2), producto de la actividad COX2, también es angiogé-
nica por influencia directa sobre las células endoteliales 0 mediante la induccion de la
liberacion de factores de crecimiento angiogénicos, tales como el receptor activador del
plasmindgeno de la uroquinasa (UPA), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y
el VEGF %,

La fosfolipasa D es una enzima localizada en la membrana plasmatica que hidroliza
el lipido fosfatidilcolina a &cido fosfatidico (que queda alojado en la membrana) y
colina (hidrosoluble y capaz de difundir en el citosol). Este &cido es hidrolizado rapi-
damente por parte de la &cido fosfatidico fosfohidrolasa, dando lugar a diacilglicerol, el
cual es un compuesto clave en las rutas de sefializacién celular. Un incremento en la
fosfolipasa D, que estd implicada en la inflamacion y la diferenciacion celular, se puede

también encontrar en el pterigion 2.

Las proteinas S100A son una familia de pequefias proteinas dimérica que e unen a
calcio. El heterodimero S100A8 / A9 se expresa abundantemente en la superficie ocular
y parece participar en la patogénesis de diversas enfermedades de la superficie ocular,

tales como el ojo seco, la angiogénesis corneal y el pterigion 63 4,

En un reciente estudio ®® se encontrd proteina SI00A6 en la capa epitelial y estromal
del pterigion y también en el epitelio conjuntival normal. Las proteinas S100A8 y A9 se
localizaron en niveles muy altos en el epitelio del pterigion y en mucha menor medida
en el epitelio conjuntival normal. La proteina SI00A11 se expreso en las células basales
del epitelio conjuntival, pero solo en las capas suprabasales de epitelio del pterigion. El
estudio concluyé que las proteinas SI00A6, A8 y A9 se sobreexpresaban en el tejido de

pterigion en comparacion con la conjuntiva normal. Ademas, se observo una clara alte-
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racion de la localizacion de la expresion de S100A11 en el epitelio pterigion en compa-

racion con el conjuntiva.

En otro estudio ® se queria determinar si la naturaleza inflamatoria del pterigion se
reflejaba en los componentes proteicos de las lagrimas. En comparacion con las lagri-
mas de los ojos de control (sin pterigion u otras anomalias), el nivel de la proteina
S100A8 aumento en los pacientes con pterigion un promedio de 4,5 veces y la proteina
S100A9 se incrementd un promedio de 2,3. Se concluy6 que la expresion regulada por
el incremento de a-defensinas humanas, S100A8 y A9 en las lagrimas de pacientes con
pterigion sugiere que estas proteinas pueden ser parte de la respuesta inflamatoria de la
superficie ocular, o una respuesta al proceso de fibrovascularizacion del pterigion. Estos
marcadores se sugirieron también como posibles indicadores para predecir la recurren-

cia después de la cirugia de pterigion.

A pesar de su importancia en la evolucion de la lesion, probablemente los mediado-
res inflamatorios se elevan secundariamente en el pterigion y no son la causa primaria

de su aparicion.

o

3.1.3.4-Mecanismos inmunologicos

Es importante sefialar que la cantidad de células T inflamatorias en el pterigion no se
correlaciona con los parametros clinicos ni con la severidad de la inflamacion ni con el
uso de esteroides tdpicos ni antiinflamatorios no esteroideos . Esto implica que la in-
flamacidn no actla sola y que otros factores pueden contribuir a la recurrencia del pteri-

gion.

Los mecanismos inmunoldgicos pueden jugar un papel importante en la patogénesis
del pterigion dada la presencia en éste de linfocitos T, células plasmaticas, células ceba-
das, células de Langerhans, monocitos, macrdéfagos, imnunoglobulinas (Ig G e IgE) ,
expresion aberrante del antigeno leucocitario humano (HLA-DR) en el epitelio del pte-
rigiéon y la sobreexpresion de las moléculas de adhesion vascular celular -1 (VCAM-1) y

de las moléculas de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) &,

El pterigion muestra niveles elevados de sefiales celulares y moléculas de adhesion.

En un estudio reciente ®8, se ha detectado una elevada infiltracion de linfocitos CD4 y
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CD8, un incremento en la expresion de las VCAM-1e ICAM, y una expresion aberrante
del HLA-DR en el epitelio del pterigion, no encontrdndose diferencias en el nimero de
células cebadas entre el epitelio del pterigion y el epitelio de la conjuntiva normal.

La VCAM-1 es una proteina que, en los seres humanos, es codificada por el gen
CADML. Esta molécula actta en la adhesion celular al endotelio vascular de los linfoci-

tos, monocitos, eosinofilos y basofilos.

La ICAM-1 (CD54) es una proteina transmembrana, que se encuentra en células en-
doteliales y leucocitos, es de gran importancia en la estabilizacidn de las interacciones
celula-célula en células endoteliales y facilita la transmigracion de los leucocitos. Debi-
do a estas asociaciones con la respuesta inmune, muchos investigadores han supuesto
gue ICAM-1 podria ser parte del mecanismo de transduccidn de sefiales. La ICAM-1 es
un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas, que incluye a los anticuerpos y
a los receptores de células T, posee sitios de union para una serie de ligandos asociados

con el sistema inmune 8.

Otras moléculas de sefalizacion, como las E-cadherinas y B-cateninas, estan sobre-
expresadas y se concentran en la cabeza del pterigion %. El incremento de las B-

cateninas estimula ciertas proteinas del ciclo celular y a las MMPs 7°.

Las cadherinas son una clase de proteinas transmembrana de tipo-1, que juegan un
papel importante en la adhesion celular, asegurando que las células dentro de los tejidos
estén unidas. Las E-cadherinas se encuentran en el tejido epitelial. La pérdida de la fun-
cién de la E-cadherina se ha implicado en la progresion y metastasis del cancer.

Un estudio reciente compard la expresion genética del pterigion con tejido conjunti-
val normal encontrando un significativo incremento de las proteinas inflamatorias de
macrofagos (MIP) 1. Estas proteinas pertenecen a la familia de citoquinas quimiotacti-
cas conocidas como quimioquinas. En los seres humanos hay dos formas principales,
MIP-10 y MIP-1p, que ahora reciben el nombre oficial de CCL3 y CCL4, respectiva-
mente. Ambas son factores importantes producidos por los macréfagos después de ser
estimulados con endotoxina bacteriana. Activan a los granulocitos ( neutréfilos , eosi-
nofilos y basofilos ) y por lo tanto pueden conducir a la inflamacién neutrofilica aguda.
También inducen la sintesis y liberacion de otras citoquinas proinflamatorias como IL-

1, IL-6 y TNF-a, a partir de fibroblastos y macréfagos.
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3.1.3.5-Factores de crecimiento

Otros mecanismos de sefializacién como son los factores de crecimiento y sus recep-
tores se han estudiado como participes en el desarrollo del pterigion. Estas moléculas
inducen proliferacion y/o migracién de células epiteliales, fibroblastos o células vascu-

lares, procesos que contribuyen a la hiperplasia, fibrosis y angiogénesis en el pterigion
23

Las citoquinas profibraticas y los factores de crecimiento expresados en el pterigion
incluyen el factor de crecimiento epidérmico vinculado a la heparina (HBEGF), VEGF,
la proteina unidora del factor de crecimiento parecido a la insulina (IGF-BP), al factor
derivado del epitelio pigmentario de la retina (PEDF), el factor de crecimiento basico de
fibroblastos (BFGF), los factores de crecimientos derivados de las plaquetas (PDGF), el
factor de crecimiento transformante beta (TGF-p) y al factor de crecimiento de células
madre (SCF).

El HBEGF induce la migracion celular de células epiteliales y de fibroblastos en el
pterigion 8. Estudios previos han demostrado una sobreexpresion de BFGF, HBEGF y
VEGF después de la exposicion a radiacion UV 2. EI VEGF, el factor proangiogénico
mas estudiado, esté elevado en las lagrimas, en el plasma y en el tejido ocular de los
pacientes con pterigion. La expresion del VEGF en el pterigion puede ser debida a mal-
tiples estimulos (UV, hipoxia, citoquinas y factores de crecimento) "3y probablemente
representa una via comun de la proangiogénesis. Ademas, la inhibicion del VEGF esta

siendo investigada por este motivo como posible tratamiento ",

La presencia del polimorfismo VEGF-460C se ha correlacionado con la formacion

precoz de pterigion en mujeres jovenes 74,

El VEGF es una proteina sefializadora implicada en la vasculogénesis (formacion de
novo del sistema circulatorio embrionario) y en la angiogénesis (crecimiento de vasos
sanguineos provenientes de vasos preexistentes). Las acciones del VEGF han sido estu-
diadas en las células del endotelio vascular, aunque también tiene efectos sobre otros
tipos celulares (por ejemplo, estimula la migracion de monocitos/macrofagos, neuronas,

células epiteliales renales y céelulas tumorales). Se ha demostrado, in vitro, que el VEGF
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estimula la division y la migracion de células endoteliales. EI VEGF también es un va-

sodilatador e incrementa la permeabilidad vascular.

El hallazgo de que dos importantes moléculas inflamatorias, COX2 y VEGF, se ex-
presan de forma importante en los macréfagos infiltrantes del pterigion humano sugiere
el papel clave de estos macrofagos en la patogénesis del pterigion. Se han descrito ma-
crofagos con expresion de la COX2 en varias enfermedades inflamatorias y tumores %8,
Ademas, algunos estudios recientes han demostrado que la expresion del VEGF en los
macrofagos es importante en la génesis de la fibrosis y la angiogénesis de la superficie
ocular . Por lo tanto, los macréfagos que expresan tanto la COX2 como el VEGF pue-
den tener potencial para promover la angiogénesis, la deposicion de colageno, y el cre-
cimiento del pterigion. Ademas, la COX2 y la expresion del VEGF en los macréfagos
sugieren el papel que desempefian estas células como puente entre el proceso inmuno-
I6gico y las caracteristicas tumorales del pterigion, porque tanto la COX2 como el

VEGF son importantes en la carcinogénesis inducida en la piel por la radiacion ™.

En el pterigion se ha descrito un aumento en la expresion de factores neurotréficos,
incluyendo el factor de cremiento nervioso (NGF), el factor neutréfico ciliar (CNTF), la

sustancia P, la neurotrofina-4 y la neurotrofina-5 .

La elevacidn de los factores proangiogénicos (IL-8, TNF, BFGF, HBEGF y VEGF)
junto con la falta de inhibidores angiogénicos (PEDF y la trombospondina-1) fomentan
la neovascularizacion en el pterigion . Se ha encontrado una disminucion del PEDF en
el pterigion. EI PEDF actta como inhibidor de la angiogénesis, por ello la disminucion
de sus niveles contribuye a la estimulacion angiogénica y a la formacion y progresion

del pterigion.

El SCF es una citoquina que se une al receptor c-Kit (CD117), aunque se trate de una
citoguina se incluye también dentro de los factores de crecimiento como su nombre in-
dica. EI SCF puede existir tanto como una proteina transmembrana como una
proteina soluble. Esta citoquina desempefia un papel importante en la hemato-
poyesis, la espermatogénesis, y la melanogénesis. EI SCF también se encuentra ele-
vado en el plasma y en el tejido ocular de los pacientes con pterigion /. Se han en-
contrado células de Langerhans en el tejido del pterigion por inmumohistoquimica

y en estudios in vivo & 79,
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3.1.3.6-Estimulacion angiogénica

La inflamacidn provoca diferentes patrones de angiogénesis produciendo neovascu-
larizacion que contribuye a la formacion y desarrollo del pterigion. La estimulacion de
la angiogenesis debida a la exposicion a radiacion UV-B o a los procesos inflamatorios
probablemente sean fenGmenos secundarios, que contribuyen al crecimiento del pteri-
gion &,

Algunos marcadores de las células endoteliales vasculares, como el CD31 estan au-
mentados en el pterigion. Factores angiogénicos, como el VEGF y la sustancia P, estan

incrementados mientras que la trombospondina-1 esta disminuida®. Estos factores es-

tan aumentados en la lagrima y el plasma, aumentando la actividad del factor de trans-

cripcion ETS-1, que activa directamente la angiogénesis.

La familia ETS esta presente en todo el cuerpo y esta implicada en una amplia varie-
dad de funciones, incluyendo la regulacion de la diferenciacion celular, control del ciclo
celular, la migracion celular, la proliferacion celular, la apoptosis y la angiogénesis.

3.1.3.7-Modulacion de la matriz extracelular

Como se ha indicado anteriormente, en el desarrollo y progresion del pterigion se
han involucrado factores de crecimiento tales como el BFGF, el PEDF, el TGF-f y el
TNF-a. De estos estudios se ha postulado que estos factores de crecimiento y otras cito-
quinas contribuyen a la inflamacion, proliferacion celular, remodelacion del tejido co-
nectivo y angiogénesis observadas en el pterigion.

Es importante resaltar que estas citoquinas modulan a las enzimas proteoliticas lla-
madas MMPs, las cuales son activas contra todos los componentes de la matriz extrace-
lular. Las MMPs han sido implicadas en tumores invasivos, en las metastasis, en la des-
truccion articular en pacientes con artritis reumatoide y en la degradacion de la esclera
en pacientes con escleritis necrotizante.

A consecuencia de la exposicién a la radiacion UV y con la acumulacion de suficien-
tes mutaciones, las células del pterigion invaden la membrana basal de la cornea y colo-

can células epiteliales de la conjuntiva junto con éstas. La degradacion de la membrana
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de Bowman es consecuencia de un aumento en la concentracion de proteasas que de-
gradan los componentes de la membrana basal como el colageno tipo 1V y el colageno

fibrilar del estroma corneal.

Recientemente se observo que los fibroblastos del pterigion tienen una expresion
elevada de MMPs °. Estas proteasas facilitan la degradacion de los componentes de la
membrana basal (como la membrana de Bowman) adyacente a la matriz estromal. Las

MMPs también degradan moléculas de la superficie ocular.

Algunas mutaciones en los genes de la elastina y la tropoelastina, componentes del
tejido conectivo, se han asociado al pterigion °. En el tejido fibrovascular del pterigion
se han encontrado miofibroblastos.

Se ha relacionado la presencia de células derivadas de la médula 6sea, hematopoyéti-
cas y mesenquimales con la formacidn del estroma fibrovascular. Esto es apoyado por
el aumento de linfocitos CD34* en la sangre de los pacientes con pterigion 6. Las célu-

las epiteliales del margen del pterigion producen niveles elevados de MMPs y VEGF.

Las gelatinasas, que pertenecen a la familia de las MMPs, juegan un papel muy im-
portante en la migracion celular y en la angiogénesis. Estas enzimas son capaces de de-
gradar todo tipo de matriz extracelular, pero también pueden procesar un cierto nimero
de moléculas bioactivas solubles o asociadas a membrana. Se sabe que participan en la
escision de receptores de la superficie celular, en la liberacion de ligandos proapoptati-
cos (como el ligando FAS ) y en la activacion o inactivacion de quimioquinas y citoqui-
nas. Las MMPs también juegan un papel importante en los comportamientos celulares
tales como la proliferacion celular, la migracion ( adherencia / dispersion), la diferen-
ciacion , la angiogénesis , la apoptosis y la defensa del huésped. Algunas MMPs, inclu-
yendo MMP-1 (colagenasa intersticial), MMP-2 (gelatinasa A), MMP-3 (estromelisina
1), MMP-7 (matrilisina) y la MMP-9 (gelatinasa B), estan aumentadas sobre todo en la
parte anterior de la cabeza del pterigion °. También se expresan la MMP-8 ( colagenasa
de neutrofilos) y algunas MMPs unidas a membrana (MMP-14 y MMP-15). En cultivo
de fibroblastos de pterigion, la adiccion de mediadores inflamatorios produce un incre-
mento en la expresion de MMP-1 y MMP-3°. La MMP-7 es capaz de desnaturalizar un
amplio espectro de proteinas de matriz incluyendo fibronectina, vitronectina, elastina,
colageno IV y proteoglicanos. Esta proteinasa puede amplificar la respuesta inflamato-

ria a través de facilitar el proceso en la superficie celular implicando al TNF-a.
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Ademas, la MMP-2 y la MMP-9 (gelatinasas) se han asociado con progresion del
pterigion 8 lo que sugiere que las MMPs pueden ser un objetivo atractivo para el mane-
jo de esta enfermedad.

Los incrementos de las diferentes MMPs en el pterigion son recogidas en la tabla 2.

Tabla 2. En el encabezado (rosa) observamos las diferentes MMPs que se modifican en el pterigion. El pterigion
esta dividido en la tabla entre cabeza y cuello/cola. Las flechas gruesas hacia arriba significan que esas MMPs estan
incrementadas, las estrellas significan que las MMPs no experimentan variacion.(tabla adaptada del articulo Solomon
A, Li DQ, Lee SB, Tseng SC. Regulation of collagenase, stromelysin, and urokinase-type plasminogen activator in
primary pterygium body fibroblasts by inflammatory cytokines. Invest Ophthalmol Vis Sci 2000;41(8):2154-2163).

Las MMPs activadas son controladas por inhibidores endégenos como la a-2-
macroglobulina y los TIMPs. La disregulacion de las MMPs y la actividad de los

TIMPs se han asociado al pterigion 8.

Ademaés de la rotura de la matriz extracelular, se han descrito alteraciones en la sinte-
sis de otros componente de la matriz extracelular en el pterigion, incluyendo alteracio-
nes en la tropoelastina, en los glicosaminoglicanos, en el acido hialurénicoy en la pe-
riostina*. La alteracion de los componentes de la matriz extracelular puede incrementar
la biodisponibilidad de HBEGF y de las citoquinas, las cuales normalmente estan uni-

das a la matriz extracelular y se liberan por la degradacion de ésta.

La expresion de las MMPs juega un papel importante en la migracion y crecimiento
del pterigion, pero probablemente no sea un prerrequisito para su formacién. Las varia-
ciones de las MMPs pueden explicar las diferencias en el crecimiento del pterigion vis-

tas en la clinica 8.
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3.1.3.8-Modificacion del metabolismo del colesterol

Se ha demostrado asociacion entre el desarrollo del pterigion y modificaciones en el
metabolismo del colesterol. Se ha encontrado un aumento de los niveles de la enzima
hidroximetilglutaril-coenzimaA-reductasa (HMG-CoA) y del receptor de la lipoproteina
de baja densidad (LDL); se cree que esto es debido a la estimulacion de la proliferacion
de los fibroblastos. Se ha demostrado que ciertos farmacos que alteran el metabolismo
lipidico disminuyen la proliferacion de fibroblastos en el pterigion. Esta asociacion
puede servir como terapia en el futuro para prevenir el desarrollo y crecimiento del pte-

rigion 8.

3.1.3.9-Virus

Se sospecha que los virus promueven la proliferacion tisular o inducen mutaciones

en el DNA que estimulan la tumorogénesis.

Estudios antiguos encontraron una asociacion significativa del pterigion con el virus
papiloma virus (VPH); un estudio detecto el virus en el 100% de los casos y otro encon-
tré una prevalencia del 28% . Otros estudios no corroboran estos hallazgos 8 8. Estas
discrepancias entre los diferentes estudios pueden estar relacionadas por la variabilidad

geogréfica en la incidencia de la infeccién viral.

Se sabe que la oncoproteina viral HPV 16/18 E6 inactiva al p53 84, fomentando asi la

proliferacion celular.

Sin embargo, la opinion actual es que la presencia de HPV no es absolutamente ne-
cesaria para el desarrollo del pterigidn ya que los indices positivos de HPV fueron bajos

o incluso indetectables en algunos estudios 8 &2,
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3.1.3.10-Factores hereditarios

Aunque la presencia de pterigion esta fuertemente asociada con la exposicion am-
biental, los factores hereditarios también pueden jugar un papel en su desarrollo. Hay
informes de familias o parientes cercanos de enfermos de pterigion que también tienen
pterigion, y en estos casos, las lesiones oculares a menudo se presentan en una edad
temprana. Se ha sugerido que la herencia de esta dolencia puede seguir un patron au-

tosémico dominante con penetrancia incompleta &.

También se ha observado que un defecto hereditario en la reparacion del DNA puede
ocasionar una alta incidencia de pterigion bilateral en pacientes con xeroderma pigmen-

tosa.

La predisposicion hereditaria es fundamental para el inicio y el mantenimiento de
pterigion. El tamafio del pterigion puede ser determinado por factores hereditarios. La
predisposicion a la aparicién de pterigion sigue un modelo poligénico de herencia multi-
factorial. Es posible que dos tipos de genes, uno para las proteinas Smad inhibitorias
(smad 7) y otro para las proteinas Smurf inactivadas, predispongan la aparicion del pte-
rigion. Parece que los factores de crecimiento fibrogénicos son cruciales para el desarro-
Ilo de pterigion, y parece que la angiogénesis pterigion sigue proliferacion de fibroblas-

tos, la sintesis de colageno, y colagenolisis.

Sin embargo, los estudios actuales siguen siendo limitados y los datos deben ser in-

terpretados con precaucion .
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3.1.3.11-Modelo neurogénico

Las teorias anteriores no explican algunos aspectos del pterigién como su patron de
crecimiento centripeto que da lugar a su caracteristica forma de ala. Para solucionar este
problema se ha propuesto un modelo neurogénico, en el que los nervios corneales pue-

den influir en la migracion centripeta de las células del epitelio corneal y el pterigion .

El limbo es el punto focal de la exposicidn cronica a la radiacion UV-B, en donde el
epitelio limbar, las células del estroma, los vasos sanguineos y los nervios del plexo
perilimbico & sufren el dafio producido por la luz UV-B. Mientras que la mayoria de los
estudios se han centrado en el dafio producido por la radiacién UV-B en el epitelio y en
las células del estroma, la respuesta neuronal a las lesiones por radiacion UV-B también
puede jugar un papel importante en el desarrollo del pterigion ya que la cérnea normal
tiene una alta inervacion estructural. La exposicion a la radiacion UV puede provocar
una liberacion de neuropéptidos sensoriales, tales como la SP y el péptido relacionado
con el gen de la calcitonina (CGRP), que participan en la inflamacion neurogénica a
través de funciones como la vasodilatacion y la quimiotaxis de células inmunes que
inducen la produccién de citoquinas en las células corneales amplificando la respuesta

inflamatoria 8.

La SP y el CGRP también pueden inducir la proliferacién y la migracion de las célu-
las epiteliales ® y de los fibroblastos, asi como contribuir a la angiogénesis. En el pteri-
gion, la SP y su receptor (NK1R) se expresan en células epiteliales y fibroblastos y se
ha demostrado que pueden inducir la migracion de los fibroblastos del pterigion, sugi-
riendo un papel profibroangiogénico ®. Los datos anteriores junto con la distribucion de
los nervios de la cdrnea sugieren que la inervacion corneal pueden jugar algin tipo de

papel en el desarrollo del pterigion.
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3.1.3.12-Predictores de recurrencia

El problema principal en el manejo quirargico del pterigion se encuentra en la tasa de
recurrencia. Mientras algunos factores que contribuyen a la recidiva han sido identifica-
dos, el proceso general sigue siendo poco conocido. Hasta la fecha, los predictores de
recurrencia o biomarcadores no estan bien definidos en el pterigion. Muchas variables
pueden contribuir a la recidiva de una lesion, algunas referidas al paciente (genética, la
exposicién ambiental, la naturaleza de la lesion) y otras al cirujano (métodos de trata-

miento, experiencia clinica).

Tan y cols 1° demostraron que los pterigiones T3 o carnosos representan un factor de
riesgo para la recurrencia en pacientes en los que se ha realizado una reseccion de escle-
ra desnuda. Los factores raciales también pueden influir en las tasas de recurrencia. Un
estudio ha observado mayor recurrencia en los hispanos que en los blancos %. En el pte-
rigion recurrente se encontré tincién completa en el epitelio para p63 y p16, lo cual re-
fleja un incremento en la proliferacion de las células epiteliales °*. Los factores de cre-
cimiento proangiogénicos, el VEGF y la SP estan elevados en las lagrimas y en el plas-
ma del pterigion recurrente ’’. Algunos estudios de amplificacion genomica han identi-
ficado algunos marcadores que se asocian con el pterigion recurrente al compararlo con
el pterigion primario. Estos marcadores incluyen la periostina, el TIMP-2, la L-3-
fosfoserina fosfatasa homologa, la sialoforina y quinasa relacionada con NIMA (NEK),

que juegan un cierto papel en la adhesion y la motilidad celular %2,
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3.1.4- Métodos actuales de tratamiento

Se han revisados diversos estudios con modificaciones en la técnica quirargica de re-
seccion con esclera desnuda y diversos metodos adyuvantes que incluyen el autoinjerto
conjuntival o limbar, el injerto de membrana amnidtica, el uso de MMC y de nuevas
terapias como la ciclosporina A, los antiangiogénicos y los adhesivos tisulares. Se han
revisado también los articulos que comparan los diferentes métodos entre si, asi como

las asociaciones entre ellos.

3.1.4.1- Autoinjerto conjuntival o limbar comparado con la reseccion con esclera des-

nuda

Los datos de diversos estudios indican que el autoinjerto de conjuntiva o limbar re-
duce entre un 20 y un 50% la tasa de recurrencia del pterigion en comparacion con la

reseccion con esclera desnuda en el pterigion primario y en el recidivante %.

3.1.4.2-Mitomicina C intraoperatoria comparada con la reseccion con esclera desnuda

La MMC es un agente quimioterapéutico que tiene actividad antitumoral y antibidtica,

deriva de la bacteria Streptomyces caespitosus.

La MMC es un antibidtico antitumoral que actia como un agente alquilante del
DNA. Esto resulta en el desparejamiento de las bases y la rotura de la cadena del DNA
y las uniones cruzadas de cadenas complementarias en la sintesis del DNA. La RNA
polimerasa dependiente del DNA también es inhibida, disminuyendo la transcripcion.
Este agente puede llevar a mutaciones en el DNA.

Se administra por via intravenosa para tratar varios tipos de cancer, tales como el
carcinoma esofagico, el cancer anal y el cancer de mama. También es utilizado para
instilaciones del cancer de vejiga. En oftalmologia se utiliza de forma topica en la ciru-

gia del glaucoma y del pterigion.
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La MMC provoca toxicidad diferida de la médula. Su uso prolongado puede inducir

dafio permanente en la médula 6sea. Puede provocar fibrosis pulmonar y fallo renal.

Varios estudios (cinco de ellos aleatorizados) compararon el uso de la MMC intra-
operatoria con la reseccion con esclera desnuda, indicando que la MMC intraoperatoria
reduce la tasa de recurrencia del pterigion primario ®. La concentracion mas comun
utilizada de MMC fue del 0,02% (0,2 mg / ml), y la duracion comun de tratamiento fue
de 3 minutos. Se necesitan mas estudios para determinar la concentracion optimay el
tiempo de exposicion, y si la MMC debe aplicarse en la esclera desnuda, membrana de

Tenon, o en la parte inferior de la conjuntiva.

La recurrencia es menor con el tratamiento con MMC intraoperatoria entre un 20 y
un 30%.

3.1.4.3- Mitomicina C postoperatoria comparada con la reseccion con esclera desnuda

Tres estudios * compararon la tasa de recurrencia con la utilizacion de MMC postope-

ratoria topica con la reseccion con esclera desnuda.

En los tres estudios los datos indican que el uso de MMC postoperatoria reduce entre
un 40 y un 60% la recurrencia del pterigion en comparacion con la reseccién con esclera

desnuda.

3.1.4.4- Mitomicina C intraoperatoria comparada con mitomicina C postoperatoria

Seis ensayos clinicos controlados y aleatorizados * compararon la tasa de recurrencia
usando varios protocolos que incorporan MMC intraoperatoria 0 MMC postoperatoria

en diferentes pautas.

Los estudios de pterigion primario o combinados con pterigion recurrente no encon-
traron diferencias significativas al comparar el uso de MMC intraoperatoria 0 postope-

ratoria.
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3.1.4.5- Mitomicina C comparada con el autoinjerto de conjuntiva o limbar

Seis de los ocho ensayos aleatorizados * sobre el pterigién primario que comparan el
uso de MMC postoperatoria (al 0,02% dos veces al dia durante 5 dias) o de MMC intra-
operatoria (al 0,02% durante 2,5 minutos, al 0,04% durante 3 minutos, al 0,02% durante
2 minutos o al 0,02% durante 3 minutos) con el autoinjerto de conjuntiva o autoinjerto

limbar no encontraron diferencias significativas en la tasa de recurrencia.

No existen datos que sugieran que la MMC intra o postoperatoria sea mas eficaz
cuando se combina con autoinjerto conjuntival o limbar. Una limitacion potencial en los
resultados de estos analisis comparativos son los diferentes métodos utilizados durante
la aplicacién de la MMC intraoperatoria (MMC en papel de filtro o esponja aplicada a

la esclera desnuda o en la tenon).

3.1.4.6- Membrana amnidtica comparada con autoinjerto de conjuntiva o limbar

Algunos estudios han demostrado una tasa de recurrencia del pterigién inferior entre en
el grupo de autoinjerto conjuntival o limbar, lo que sugiere que el autoinjerto de conjun-

tiva o de limbo es mas eficaz que el injerto de membrana amniotica %.

3.1.4.7- Otras combinaciones de adyuvantes para el pterigion

La ciclosporina es una sustancia derivada de un hongo (Tolypocladium inflatum). La
ciclosporina es un farmaco inmunosupresor, con una accion relativamente especifica

sobre el sistema inmune, sin efectos toxicos sobre las propias celulas en las que actda.

Los efectos inmunosupresores de la ciclosporina se deben a su capacidad de interferir
el normal funcionamiento de determinadas células que intervienen en la respuesta in-
mune, sobre todo en los linfocitos T. En condiciones normales estas células producen
citoguinas, que estan implicadas en la defensa del organismo contra agentes extrafios,
como microorganismos que causan infecciones u érganos trasplantados. En determina-

das circunstancias, la produccion de estas citoquinas aumenta y esto puede favorecer el
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desarrollo de enfermedades inflamatorias crénicas. En estas enfermedades, el tratamien-
to con ciclosporina puede ser (til, ya que la mayoria de sus efectos sobre la respuesta

inmunitaria son debidos a la inactivacion de linfocitos T.

Estas células inmunes menos reactivas tendran una menor capacidad para reaccionar
contra el injerto o, en el caso de las enfermedades inflamatorias, produciran menos sus-

tancias que faciliten la inflamacion.

A pesar de que su principal indicacion es el trasplante de érganos solidos, también se
utiliza para el tratamiento de determinadas enfermedades reumaticas, como por ejemplo

la artritis reumatoide, la artritis psoriasica o el lupus eritematoso sistémico.

Dos estudios analizaron la tasa de recurrencia tras la administracion topica de ciclos-
porina A. Los dos estudios demostraron una tasa de recurrencia del pterigion inferior en

el grupo tratado con ciclosporina A %%,

El bevacizumab ha demostrado su eficacia en el tratamiento de algunas enfermeda-
des neoplasicas como el cancer de colon, cancer de mama, el cancer de pulmaén no mi-

crocitico y el carcinoma de células renales.

El bevacizumab y el ranibizumab son antiangiogénicos usados actualmente en pato-
logias oculares como la DMAE v la retinopatia diabética. Actualmente se han utilizado
en la cirugia del pterigion.

Recientemente se han realizado nueve estudios con bevazizumab y dos tras realizar
una reseccion con esclera desnuda y administracion intraoperatoria de bevacizumab
subconjuntival a dosis de 1,25 mg/0.1 ml, sin observarse una disminucion significativa

en la tasa de recurrencia .

Los adhesivos biologicos son una nueva terapia que ha revolucionado la cirugia del
pterigion y otras cirugias del polo anterior al disminuir de forma clara el tiempo de in-
tervencion quirurgica en el caso de autoinjertos conjuntivales o limbares, asi como el

transplante de membrana amnidtica.

El adhesivo de fibrina es una herramienta segura y eficaz en la cirugia del pterigion
con autoinjerto conjuntival o limbar y en el transplante de membrana amniética. La ven-

taja mas importante del adhesivo de fibrina es el menor tiempo de cirugia postoperatoria
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mejorando el confort del paciente. Aungue la tasa de recurrencia es menor con el adhe-

sivo de fibrina que con la sutura se precisa un seguimiento a mas largo plazo.

Son necesarios otros ensayos controlados y aleatorizados en cirugia de pterigion para
evaluar la relativa seguridad y eficacia del autoinjerto conjuntival o limbar, los diversos
tiempos de exposicion y las técnicas asociadas con el uso de MMC, los nuevos adyu-
vantes tales como la membrana amnidtica, los tratamientos antiinflamatorios, los an-
tiangiogénicos, los adhesivos y las combinaciones de estos adjuvantes ®” %, El uso de
una escala uniforme, como la clasificacion del pterigion propuesta por Tan y colabora-
dores 1% ayuda en la evaluacion de estas opciones en la cirugia del pterigion.

Parece que un método satisfactorio de intervencién del pterigion seria aquel en el que
las complicaciones fueran minimas y el indice de recurrencias fuera bajo, menor del
5%. El seguimiento de al menos un afio seria necesario para identificar al menos el 95%
de las recurrencias. Son necesarios mas estudios controlados para valorar los diferentes
métodos de intervencion en el pterigion, tanto para el seguimiento a largo plazo como

para observar sus complicaciones.
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3.2- DOXICICLINA

Aparte de las propiedades antimicrobianas, las tetraciclinas tienen otras muchas ca-
racteristicas, incluyendo su capacidad para inhibir la actividad de los miembros de la
familia de las MMPs.

Se han desarrollado numerosos compuestos sintéticos con potente actividad inhibido-
ra de las MMPs y se han realizado numerosos ensayos clinicos. Sin embargo, debido a
la falta de eficacia y los efectos secundarios musculoesqueléticos, ninguno ensayo clini-
co ha progresado a la fase I1l. Actualmente, s6lo disponemos clinicamente de un inhibi-
dor de MMPs, la doxiciclina.

Tras el experimento realizado por Golub y cols *® en mujeres postmenopausicas, en
el que la doxiciclina oral a dosis subterapéuticas redujo la severidad de la inflamacién
gingival a través de la inhibicién de la actividad de la colagenasa y la reduccién de los
niveles proteicos, especialmente de la MMP-8; las tetraciclinas han sido cada vez mas
estudiadas por esta capacidad.

El mecanismo por el que las tetraciclinas inhiben las MMPs no ha sido completa-
mente dilucidado. Se cree que ejercen sus efectos por la inhibicion directa de las MMPs

y por inhibicién de su expresion.

En cardiologia, las MMPs, ademas de su papel en la mediacion de la cicatrizacion
postinfarto y la remodelacién, pueden contribuir realmente a la muerte del miocito y

disfuncidn producida por la isquemia-reperfusion.

El tratamiento con doxiciclina mejoré significativamente la funcion cardiaca y la hi-
pertrofia cardiaca en un estudio reciente. La observacion histolégica reveld que la doxi-
ciclina redujo significativamente la expresion de colageno en el corazon. Este estudio
reveld que el tratamiento con doxiciclina podria promover la autofagia, reducir la expre-
sion de colageno y del péptido natriurético atrial en los corazones post-infarto, e inhibir

MMP-2 y MMP-9. La doxiciclina podria actuar como terapia en la disfuncion cardiaca .

Otra propiedad caracteristica de las tetraciclinas es su capacidad para eliminar las
ROS. El exceso de ROS se produce bajo muchas condiciones patoldgicas, incluyendo
lesion de miocardio después de la isquemia-reperfusion y los procesos inflamatorios, y

puede conducir a la destruccion oxidativa o la disfuncion de muchos constituyentes ce-
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lulares. Tanto la doxiciclina como la minociclina y la tetraciclina tienen un anillo malti-
ple fenol similar a la vitamina E. El anillo de fenol es clave para las capacidades de blo-
queo de las ROS que tienen estos compuestos. La reaccion del anillo de fenol con un
radical libre genera un radical fenolico que se vuelve relativamente estable. Aunque
sabemos que la doxiciclina es un eliminador eficaz de las ROS, en un estudio reciente
no encontramos una relacion directa entre la eliminacion de las ROS vy la inhibicion de
las MMPs 1%,

Un acontecimiento clave en la ejecucion de la cascada de la apoptosis es la activa-
cion de las caspasas, una familia de proteasas de cisteina. Las caspasas pueden ser acti-
vadas por via extrinseca (mediada por receptor) o intrinseca (mitocondrial). En la via
extrinseca 1% las proteinas inductoras de apoptosis tales como el TNF-a se unen a los
receptores de la superficie celular del ligando Fas y, a traveés de cascadas de transduc-
cion de sefiales, conducen a la activacion de una caspasa iniciadora, la caspasa 8. La
caspasa 8 a su vez activa otras caspasas por debajo de la cascada, como la caspasa 3.

En la via intrinseca 1% una variedad de estimulos de estrés extra e intracelulares con-
vergen en las mitocondrias para desestabilizar y provocar la liberacion de factores
proapoptoticos en el citosol. Un factor mediador clave de desestabilizacién mitocondrial
es la apertura del poro de transicién de permeabilidad mitocondrial (MPTP), un poro
grande de alta conductancia que abarca tanto la membrana mitocondrial interna como
la externa. Una vez que el MPTP se abre, hay una afluencia de agua, lo que conduce a
un hinchamiento de la matriz mitocondrial y a la rotura de la membrana mitocondrial
externa. El citocromo c y otras proteinas proapoptoticas, tales como Smac / DIABLO y
el factor inductor de apoptosis (AIF) se liberan desde el espacio intermembrana en el
citosol. El citocromo ¢ se une a la proteina adaptadora citosolica Apaf-1, que permite el
reclutamiento y la activacion de una caspasa iniciadora, caspasa 9, que a continuacion,
activa las caspasas inferiores de la cascada. EI Smac / DIABLO se une e inhibe a las
proteinas inhibidoras de las caspasas. EI AIF se transloca al ndcleo e induce la conden-
sacion de la cromatina y fragmentacion del DNA de una manera independiente de cas-
pasas 1, La via de la apoptosis mitocondrial también esta parcialmente regulada por la
familia de proteinas Bcl-2 %, Los miembros de la familia Bcl-2 pueden ser proapopto-
ticos (BAX, Bid Bad) o antiapoptéticos (Bcl-2, Bel-XL).

Hay evidencias que sugieren que las tetraciclinas poseen propiedades antiapoptoti-

cas. La minociclina se evalué en modelos de lesion neuronal y demostro proteger con-
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tra la enfermedad de Huntington, lesion traumatica del cerebro y la enfermedad de Par-
kinson 3. En cada uno de estos casos, la neuroproteccion por minociclina se asocié con
una reduccion en la expresion de la caspasa 1y / o de la caspasa 3, lo que sugiere pro-
teccion de la minociclina mediante la inhibicion de la expresion de los factores clave en
la cascada apoptdtica. Ademas de la inhibicion en la expresion de las caspasas, la mino-
ciclina también inhibe la actividad de las caspasas mediante el bloqueo de su activacion.
Festoff y cols 2 demostraron que la minociclina inhibe la liberacion de citocromo c y la
activacion de la caspasa 3 en ratones con esclerosis lateral amiotréfica y enfermedad de
Huntington. En otro estudio, el mismo grupo mostré que la minociclina inhibia la libe-
racion de citocromo ¢, Smac / DIABLO, y el AIF tanto en un modelo de cultivo como
en un modelo in vivo de ratdn con la enfermedad de Huntington, indicando que la mi-
nociclina inhibe tanto las vias dependientes de caspasas (citocromo ¢ y Smac / DIA-
BLO) como las vias independientes. La minociclina también protege los cultivos de
células epiteliales renales de la lesion de isquemia-reperfusion e inhibe la liberacién
mitocondrial de citocromo ¢ %. Tomados en conjunto, estos estudios demuestran que la
minociclina, y posiblemente también la doxiciclina 1%, poseen propiedades antiapopto-
ticas, efectos mediados por la inhibicion de la expresion de caspasa y por la estabiliza-

cion mitocondrial.

Estos compuestos que pueden actuar como eliminadores antiproteoliticos y de las
ROS es probable que ejerzan acciones antiinflamatorias. Es bien conocido en el campo
de la dermatologia que la rosacea es una enfermedad de naturaleza inflamatoria ™ ®. La
doxiciclina se utiliza con éxito en el tratamiento de enfermedades de la piel tales como
el acné y la roséacea. En las biopsias de lesiones inflamatorias de los pacientes con acné,
estan elevadas las citoquinas proinflamatorias, tales como el TNF-a, la IL-8 y la IL-1p
Estas citoquinas son inductoras de las MMPs y de su actividad. Las ROS y el NO tam-
bién juegan cierto papel en la fisiopatologia de la rosacea®. EI NO provoca aumentos en
la permeabilidad de los vasos y edema, y puede apoyar el desarrollo de eritema que se

produce con la rosécea.
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3.3- DOXICICLINA Y PTERIGION

Cox y cols " determinaron in vivo el efecto de la doxiciclina sobre la angiogénesis
mediante el uso de tres modelos animales: un modelo murino de CNV, un modelo de

DIVAA y otro modelo murino de pterigion.

En primer lugar, demostraron que la doxiciclina inhibe la migracion de las células
endoteliales, y por ello la eficacia de este farmaco fue probada en un ensayo de neovas-
cularizacion coroidea. La CNV se indujo experimentalmente en ratones. Se administro a
estos animales agua con doxiciclina 4 horas antes, y a continuacion, se dafiaron las
membranas de Bruch con laser para inducir la CNV. Los animales recibieron agua sola
o conteniendo doxiclina durante siete dias y se determinaron los voliumenes de las lesio-
nes, observandose una disminucién importante (50-60%) en el volumen de la lesion

coroidea en ratones que recibieron doxiciclina.

En el ensayo de DIVAA se implantaron tubos de silicona con Matrigel conteniendo
tampon fosfato salino (PBS), 7 nM de BFGF o 10.000 células epiteliales de pterigion
humanos bajo la piel de ratones desnudos. Después de 11 dias, se inyecto en la vena de
la cola isotiocianato de fluoresceina-dextrano (FITC-d) y diez minutos mas tarde se
sacrificaron y se cuantifico el grado de la neovascularizacion midiendo la fluorescencia
de los tubos, demostrando que las células epiteliales del pterigion humano eran altamen-
te angiogénicas en comparacion con Matrigel solo o Matrigel con RFGF , indicando asi

que las células epiteliales de pterigidn inducen neovascularizacion.

En un experimento posterior, se afladié doxiciclina al agua después de implantar tu-
bos de silicona con 10.000 células epiteliales de pterigién humano en los ratones. La
doxiciclina a dosis de 30 mg / kg / dia en el agua redujo la neovascularizacion en un
30% en comparacion con agua sola o doxiclinaa 5 mg / kg / dia. Este resultado demues-
tra la capacidad de la doxiciclina para inhibir la angiogénesis cuando se proporciona por

via oral.

Hasta ese estudio no se habia generado un modelo animal de pterigion. Estos mismos
autores mezclaron 10.000 células epiteliales de pterigion humano con 5 microlitros de
Matrigel y se inyecto bajo el espacio subconjuntival nasal paralimbar en ratones atimi-

cos. A los 6 dias, de los 26 ojos inyectados, 18 ojos (aproximadamente 70%) tenian
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lesiones notables. No hubo otros cambios observados en el 0jo o en el fenotipo general
del animal. Algunas de las lesiones tenian afectacion de vasos sanguineos visibles y los
ratones a los que se les inyect6 solo Matrigel no mostraron lesiones visibles.

Para comprobar si la doxiciclina era capaz de revertir estas lesiones en un modelo in

Vvivo, se trato a la mitad de los ratones con doxiciclina mientras los otros recibian agua

sola. A los 9 dias de tratamiento se observo una regresion total de las lesiones oculares
(Fig.1).

Fig.1. En esta figura se aprecia como la doxiciclina causo la regresion de las lesiones de las células epiteliales del
pterigion en un modelo de ratén desnudo. Las flechas de las fotos superiores muestran a los ratones 6 dias después de
la inyeccion de células de pterigion; se administré dosis de 50 mg / kg / dia de doxiclina junto con agua. Las flechas
de las fotos inferiores muestran a los ratones 15 dias después de la inyeccion de células de pterigion y de recibir
doxiciclina durante 9 dias. Los ratones que solo recibieron agua no mostraron regresion de las lesiones. Reproducido
con la autorizacion del editor : Cox CA, Amaral J, Salloum R et al. Doxycycline's effect on ocular angiogenesis: an in
vivo analysis. Ophthalmology 2010;117(9):1782-1791.
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La doxiciclina inhibio significativamente la angiogénesis en los tres modelos muri-
nos. El efecto mas claro se encontré en el modelo de CNV seguido por el DIVAA. El
modelo de pterigion también mostro regresion histoldgica. Esto sugeria que la doxici-
clina podia tener éxito como tratamiento adyuvante en la neovascularizacion coroidea y

en el pterigion humano; en esta suposicion se ha basado nuestro ensayo clinico.

La doxiciclina es segura, barata y facil de obtener. Podria ser Gtil como terapia en el
pterigion primario o como terapia coadyuvante para prevenir las recurrencias después

de las cirugias.

Otro estudio con modelo corneal murino sobre la inhibicién de la angiogénesis com-
pard doxiciclina oral con dexametasona tépica y oral. Mostré un 37,4% de reduccion en
la neovascularizacion después de tratamiento con doxiciclina durante 14 dias, mientras
que la reduccion fue del 70,7% y del 67,4% usando dexametasona topica y oral, respec-
tivamente 1%, Esto muestra nuevamente que los esteroides son buenos agentes antian-
giogénicos, pero sus potenciales complicaciones y sus efectos secundarios pueden ser
prohibitivos. Los escasos efectos colaterales de la doxiciclina la hacen una buena candi-

data para el tratamiento del pterigion.

La doxiciclina ha demostrado que posee propiedades antiinflamatorias y reduce sig-

nificativamente los niveles de TNF-a, IL-10 e interferén-y en un modelo murino in vivo
108

Las células epiteliales del pterigion mas externas producen niveles elevados de
MMPs y de VEGF 8. En los experimentos del DIVAA se muestra como las células epi-
teliales del pterigion tienen capacidad para inducir neovascularizacion y que la doxici-
clina es un inhibidor efectivo de este proceso.

La capacidad de secretar gelatinasas por parte de las células epiteliales del pterigion
fue valorada en cultivo celular durante 24 horas en un medio libre de suero. Estas pro-

teinasas fueron inhibidas de forma dependiente de la dosis por la doxiciclina ’.

La doxiciclina es el Unico inhibidor de las MMPs que esta ampliamente disponible
clinicamente. El uso de doxiciclina en la neovascularizacion ocular puede servir como
terapia coadyuvante de otros tratamientos antiangiogénicos, aunque no se han realizado
ensayos clinicos humanos prospectivos. La doxiciclina podria reducir la recidiva del
pterigion, especialmente en los pacientes que viven cerca del ecuador y tiene una alta

exposicion a la radiacion UV-B. El coste bajo y la seguridad que proporciona, asi como

o1


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

la capacidad de la doxiciclina para reducir la neovascularizacion y el crecimiento fibro-
vascular, sugirieron que la doxiciclina podia ser un candidato prometedor para ensayos

clinicos en humano .
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4.1- PACIENTES Y METODO DEL ENSAYO CLINICO

4.1.1- Cuestiones éticas

Todos los procedimientos fueron aprobados por la junta de revision local (Comité Etico
de Investigacion Clinica de La Rioja, CEICLAR) y la AEMPS (Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios). Por otra parte, el ensayo se registro en la base
de datos de ensayos clinicos de la Comunidad Europea con el nimero de codigo
EudraCT 2008-007178-39. El ensayo clinico no se registro en el “Clinical-Trials.gov”
por no ser requerido de manera obligatoria en Europa ni para la publicacion de los resul-

tados en esa fecha.

A todos los pacientes se les entreg6 una hoja de informacion detallando los pormeno-
res del estudio y el consentimiento informado (ANEXO V).

El consentimiento informado para la manipulacion de sangre o muestras bioldgicas
para estudios genéticos se entrego a la vez que la hoja de informacién (ANEXO 1V), no
precisando tener bancos de tejidos por haberse recogido las muestras con anterioridad al
real decreto 1716/2011.

4.1.2- Pacientes del ensayo clinico

Se trata de un estudio unicéntrico fase 11, randomizado y doble ciego. Se administra
doxiciclina 100 mg via oral cada 12 horas o placebo, durante 30 dias. Se realizan fotos
del pterigion, antes de comenzar el tratamiento, al mes, a los seis meses y al afio de ha-
ber comenzado el tratamiento. En todas ellas se calcula el area del pterigion y se intenta

valorar la disminucion o no del area en las sucesivas fotografias.

Noventa y ocho pacientes que cumplian los criterios de inclusion firmaron los docu-
mentos de consentimiento informado y fueron incluidos en el ensayo. Cada paciente

debia completar 4 visitas al consultorio del oftalmdlogo.
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Se incluyeron pacientes con pterigion sin tratamiento primario con al menos uno de
los siguientes sintomas: 1) astigmatismo sin otra causa, 2) sensacion de cuerpo extrafio,
y / 0 3) compromiso de la cdrnea que amenaza el eje visual. Ademas, los pacientes de-

bian tener al menos 18 afios de edad.

Se excluyeron a las mujeres embarazadas o lactantes, mujeres en edad fértil que no
siguen un plan de anticoncepcion, alérgicos a doxiciclina, condiciones en que la doxici-
clina esta contraindicada, tales como lupus eritematoso o miastenia gravis, el tratamien-
to con drogas incompatibles con el tratamiento con doxiciclina y los pacientes que por

sus caracteristicas impedian el debido seguimiento.

El nimero de pacientes necesarios para cada rama del estudio se estimé asumiendo
una reduccion media del 5% del pterigion en el grupo placebo versus una reduccion
media del 15% en grupo tratado con doxiciclina con una desviacion estandar maxima
del 15%. Usando el test t Student para dos muestras independientes, con significacion
alfa del 5% bilateral y una potencia del 90%, eran necesarios 49 pacientes en cada rama
para detectar diferencias significativas entre los dos grupos de un 10% en la reduccion

de la superficie del pterigion.

4.1.3- Disefio del ensayo clinico

La doxiciclina se present6 como Vibracina © 100 mg (Invicta Farma, Madrid, Espa-
fia). Las capsulas se extrajeron y reenvasaron por la farmacia del hospital en contenedo-
res marrones de vidrio conteniendo 60 capsulas por recipiente. El placebo fue preparado
por la farmacia del hospital usando capsulas vacias de vibracina ©, que fueron propor-
cionadas por Invicta Farma. Estas capsulas se llenaron con una solucion de lactosa, se
desecaron, se cerraron y se envasaron en botes de vidrio marrdn (60 cdpsulas / frasco).
A cada recipiente de doxiciclina o placebo se le asigné un codigo generado de forma
aleatoria, lo que garantizaba un enmascaramiento doble ciego del ensayo. Se eligio la
dosis de 200 mg/dia basandonos en el estudio de Smith y cols *° donde se describe esta
dosis como la mas eficaz en la reduccion de la actividad de las MMPs en pacientes.

En la primera visita, se diagnostico el pterigion y se recogieron todos los datos en la

hoja de recogida de datos de cada paciente (ANEXO V). Si el paciente cumplia los cri-
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terios de inclusion y no cumplia ninguno de los criterios de exclusion aplicados, se in-
cluia en el ensayo. Después de firmar los formularios de consentimiento informado, se
asignod un cddigo a cada paciente durante la duracion del ensayo. Para estimar el tamafio
de la lesion, se midio el didmetro de la cdrnea con un compas y se calcul6 la superficie
corneal con la formula del circulo (A=nr?), a continuacion se tomé una fotografia del
ojo afectado (0 ambos en el caso de pterigion bilateral) con el retinografo Zeiss 450 FF
IR (Carl Zeiss, Meditec AG, Berlin, Alemania). El tamafio de la lesién que invadia la
cornea se calculd con el paquete de software que incluye la camara (Visupac ™, Carl
Zeiss). Los pterigiones fueron clasificados morfoldgicamente en este estudio como T1,
T2 o T3, segun el sistema de clasificacion de Tan °. Haciendo uso de su cddigo, al pa-
ciente se le entregd un recipiente con céapsulas de la farmacia del hospital y la informa-
cion de contacto pertinente en el caso de que ocurrieran eventos adversos. A los pacien-
tes se les pidié que tomaran dos capsulas al dia, una por la mafiana y otra por la tarde,

durante 30 dias consecutivos.

La segunda visita fue programada 31 dias después de la primera, coincidiendo con el
fin del tratamiento. En este momento, se realizaba una segunda fotografia del ojo afec-
tado y una evaluacién general. Posteriormente, se realizaba reseccién quirdrgica del
pterigion cuando este procedimiento era indicado clinicamente y el paciente estaba de
acuerdo. En estos casos, el procedimiento consistio en una reseccién simple, seguida de
trasplante autdlogo de conjuntiva y la aplicacion de un pegamento bioldgico de fibrina

(Tissucol ®, Baxter, Valencia, Espafia).
Las visitas tercera y cuarta se produjeron a los 6 y 12 meses de iniciar tratamiento.

Entre octubre de 2009 y mayo de 2010, un total de 98 pacientes con diagnéstico de
pterigion primario se sometieron a aleatorizacion (49 en cada grupo) en el Hospital San
Pedro (Logroiio, Espafia).

Catorce pacientes del grupo placebo y veintiin pacientes del grupo tratado con do-
xiciclina no acudieron a la visita del mes. Por otra parte, un paciente del grupo placebo
y cinco pacientes del grupo tratado con doxiciclina abandonaron el tratamiento por efec-
tos adversos. De esta forma, en el analisis por protocolo, los datos estaban disponibles
para treinta y cuatro pacientes en el grupo placebo y veintitrés en el grupo tratado con
doxiciclina ( Fig 2 ). Las caracteristicas demograficas y clinicas basales fueron similares

entre los dos grupos ( tabla 3)
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120 pacientes con pterigion primario

22 se excluyeron

98 pacientes fueron analizados

14 tenian criterios de inclusion
8 declinaron participar

:

49 pacientes (65 pterigiones) se
incluyeron en el grupo placebo

abandonaron el seguimiento

14 pacientes (21 pterigiones) | |

de fratar

35 pacientes (44 pterigiones) se
incluyeron en el analisis de intencion

1 paciente (2 pterigiones)
suspendio el tratamiento por
efectos adversos

34 pacientes (42 pterigiones) se
incluyeron en el andlisis por protocolo

49 pacientes (66 pterigiones) se
incluyeron en el grupo doxiciclina

| 21 pacientes (30 pterigioneg

abandonaron el seguimientg
—_—eed.

28 pacientes (36 pterigiones) se
incluyeron en el anlisis de intencion

de tratar

5 pacientes (7 pterigiones)
suspendio el tratamiento por
efectos adversos

23 pacientes (29 pterigiones) se
incluyeron en el andlisis por protocolo

Fig.2. Diagrama de flujo. De los 120 pacientes con pterigiones primarios iniciales, se excluyeron 22, 14 no reunieron
los criterios de inclusion y 8 declinaron participar. Las principales razones para no cumplir con los criterios de in-
clusion fueron el embarazo (8) y estar en tratamiento con medicamentos incompatibles doxiciclina (6). De los 98
pacientes que iniciaron el estudio, 49 se asignaron al grupo de placebo y 49 al grupo tratado con doxiciclina. En el
grupo placebo 14 pacientes (21 pterigiones) se perdieron en el seguimiento y 21 pacientes (30 pterigiones) se
perdieron en el grupo tratado con doxiciclina. Muchos pacientes se perdieron durante el seguimiento, probablemente
debido a la gran cantidad de inmigrantes, una poblacién muy mévil, que fueron incluidos en el ensayo. 35 pacientes
(44 pterigiones) se incluyeron en el analisis por intencién de tratar en el grupo placebo y 28 pacientes (36 pterigiones)
en el grupo tratado con doxiciclina. Seis pacientes tuvieron que suspender el tratamiento debido a efectos adversos
leves entre ambos grupos. Finalmente, 34 pacientes (42 pterigiones) en el grupo placebo y 23 pacientes (29 pteri-
giones) en el grupo tratado con doxiciclina se incluyeron en el analisis por protocolo al mes. Varios de los pacientes
tenian mas de un pterigion, por lo que se incluye el nimero total de pterigiones. Figura adaptada de: Rua O, Larrayoz
IM, Barajas MT, Velilla S, Martinez A (2012) Oral Doxycycline Reduces Pterygium Lesions; Results from a Double
Blind, Randomized, Placebo Controlled Clinical Trial. PLoS ONE 7(12): €52696. doi: 10.1371/journal.pone.0052696
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Placebo (n=49) doxiciclina (n=49)  Estadistica p
Sexo (hombre/mujer) 28/21 27122 X2 1,00
Raza 0 grupo étnico (caucésicos/hispanos/otros)  19/24/6 19/25/5 G 0,95
Edad (afios) 51,20+/-1,98 [29-80] 49,714/-2,14 t 059
Tamafio inicial del pterigion (mm?) 4,65+-039 [1,07-14,48]  5.25+-048[0,71-1749] ¢ 0,34
Morfologia del pterigion 8 (T1/T2/T3) (9/21/19) (6122/21) 2 065

Tabla 3. En esta tabla aparecen las caracteristicas basales demograficas y clinicas de los pacientes incluidos en el

ensayo. Se dividen en dos grupos (placebo y tratados con doxiciclina) con 49 pacientes en cada uno de ellos. El sexo

predominante en ambos en el masculino con proporcién similar. En ambos predomina los hispanos en proporcion

también similar. La edad de ambos grupos ronda los 50 afios. El tamafio inicial medio es algo mayor en los tratados

con doxiciclina (5.25 mm?) frente al grupo placebo (4.65 mm?). En cuanto a la morfologia del pterigion predomina en

ambos grupos el T2 (intermedio) seguido del T3 (carnoso) y en menor ndmero el T1 (atrofico). Tabla adaptada de:

Rua O, Larrayoz IM, Barajas MT, Velilla S, Martinez A (2012) Oral Doxycycline Reduces Pterygium Lesions; Re-

sults from a Double Blind, Randomized, Placebo Controlled Clinical Trial. PLoS ONE 7(12): €52696. doi:
10.1371/journal.pone.0052696
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4.2- MATERIAL Y METODO DEL ESTUDIO MOLECULAR MEDIANTE
SECUENCIACION

Para el estudio se extrajeron quirirgicamente los pterigiones de 10 pacientes y se
inicid el cultivo primario. Las células en pasajes 3-5 se pusieron en contacto con 0 (con-
trol), 50, 200 y 500 pg/ ml de doxiciclina durante 24 horas, despuées su mMRNA se purifi-
c0, se realizd transcripcion inversa y secuenciacion, segun los protocolos de secuencia-
cion masiva de lllumina. Los datos adquiridos fueron sometidos a normalizacion por
cuantiles y analizados utilizando el software GENEMANIA (plug-in de Cytoscape) para
conocer las vias involucradas. Se utiliz6 la tasa de descubrimientos falsos (FDR) para
identificar aquellos genes cuya expresion se habia modificado de una forma dependiente
de la dosis después de la exposicion a doxiciclina.

4.2.1- Pacientes y Cultivo Primario

Los pterigiones extirpados fueron trasladados al laboratorio para ser cultivados como se
describid previamente. Los pterigiones se cortaron en trozos pequefios y se cultivaron
durante 3 dias en medio DMEM/F-12 suplementado con 10% de suero fetal bovino, 200
mM de L-glutamina, DMSO 0,5% y 1% de penicilina / estreptomicina / anfotericina
(todos los reactivos de cultivo son de Invitrogen, Carlsbad, CA). Una vez que las células
habian migrado de los explantes y se habian unido a la superficie de la placa, los frag-
mentos de explantes fueron retirados y se cambid a medio de queratinocitos, con suero
fetal bovino al 5% y 1% de penicilina / estreptomicina / anfotericina. Cuando las células
alcanzaron el 80% de confluencia, se pasaron a placas frescas con 0,25% de tripsina. El
medio se renovaba cada 2-3 dias y fue reemplazado por medio fresco 24 horas antes de
afiadir el antibidtico. Las células de cada paciente fueron sometidas a cuatro tratamien-
tos: O (control), 50, 200 y 500 pg / ml de doxiciclina (Vibravenosa, Pfizer, Madrid, Es-

pafa) durante 24 horas.
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4.2.2- Inmunofluorescencia y microscopia confocal

Antes del tratamiento con doxiciclina, algunas células se cultivaron en cubreobjetos de
vidrio durante la noche, se fijaron con 10% de formol tamponado durante 10 minutos,
se permeabilizaron con 0,1% triton X-100 en PBS durante 10 minutos, y se expusieron
a una mezcla de tres anticuerpos primarios durante la noche a 4 °C. Estos anticuerpos
primarios incluyen: raton anti-vimentina (1:40, Sigma, Madrid, Espafia), conejo anti-
citogueratina 4 (1:100, Abcam, Cambridge, Reino Unido) y cabra anti-CD31 (1:50,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). Después de varios lavados, se afiadio la
segunda capa durante 2 horas a temperatura ambiente. Esta segunda capa incluia anti-
cuerpos conjugados: Alexa 633 burro anti-cabra, Alexa 546 burro anti-conejo y Alexa
488 burro anti-raton (1:200, Invitrogen). Después de otra serie de lavados, los cubreob-
jetos fueron montados con medio de montaje que contiene DAPI (Invitrogen). Como
controles positivos, se procesaron en paralelo algunas secciones de parafina de Utero y
apéndice humano. Para visualizar los cortes se utilizé un microscopio confocal (Leica
TCS SP5, Leica, Badalona, Espafia).

4.2.3- Extraccion del RNA

El RNA total fue aislado a partir de cultivos de células de pterigion con TRIzol (Invi-
trogen), se purifico mediante el kitRNeasy Mini(Qiagen, Valencia, CA) y se tratd con

DNasa | (Qiagen),siguiendo las instrucciones de los fabricantes.

4.2.4- Preparacion del cDNA vy Ultrasecuenciacion

En primer lugar, se evalud la integridad y calidad del RNA total con el sistema de
electroforesis automatizada de Experion (BioRad, Hercules, CA). Entonces, el mRNA
se aisl6 a partir delpg de RNA total usando perlas magnéticas recubiertas de oligo d-T.

Este mRNA se fragmentd en trozos de aproximadamente 200 pb usando cationes diva-
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lentes a temperatura elevada. Los fragmentos escindidos de RNA se transcribieron utili-
zando la transcriptasa inversa y cebadores aleatorios. A continuacion, la segunda cadena
se sintetiz6 utilizando la DNA polimerasa | y RNasa H. Estos fragmentos de cDNA de
doble cadena fueron finalmente reparados por la DNA polimerasa T4, y fosforilados por
polinucleotido quinasa de T4. Los productos de cDNA se incubaron con Klenow DNA-
polimerasa para generar extremos cohesivos con una adenina en el extremo 3’, lo que
permitid la ligadura de los adaptadores de indexacién Illumina a los extremos del
cDNA. Los productos ligados a los adaptadores se purificaron con perlas magnéticas
XP (Corporacion Agencourt Bioscience, Beverly, MA, EE.UU.) y las bibliotecas fueron
amplificadas mediante 15 ciclos de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) con la
DNA polimerasa Phusion (Reactivos Finnzymes, Vantaa, Finlandia). Las bibliotecas
construidas fueron validadas y cuantificadas mediante electroforesis en el sistema Ex-
perion y por qPCR. Los datos de las seis bibliotecas indexadas fueron mezclados (mul-
tiplexado) en proporciones equimolares para dar una mezcla de oligonucledtidos con
una concentracion total de 10 nM. Por ultimo, las bibliotecas resultantes fueron secuen-
ciadas en la plataforma Genome Analizador 1Ix (Illumina) para generar lecturas de unas
150 pb. En cada carril de la celda de flujo se secuenciaron seis bibliotecas agrupadas e

indexadas.

4.2.5- Tratamiento de datos

Los datos brutos de secuencia en formato fastq se procesaron a través de una serie de
pasos secuenciales:
a) Eliminacién del adaptador: el adaptador de secuencias fue retirado de las secuencias
en bruto con una serie de comandos determinados para este fin mediante un enfoque no
conservador. Asi, incluso las representaciones mas cortas (un nucleétido) fueron elimi-

nadas.

b) Alineacion del mMRNA al DNA gendmico: la alineacion fue realizada por tophat (un
alineador Bowtie DNA). Los resultados fueron ordenados e indexados utilizando sam-

tools.
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c) Se calcularon valores de cobertura para cada muestra en el entorno estadistico “R”
usando la biblioteca rsamtools. La anotacion GTF de ensembl para el genoma humano
se aplicé como referencia para los rangos. Los datos de expresion de exones de las 40
muestras diferentes se normalizaron por cuantiles y la expresion fue calculada por sim-

ple adicion de todos los eventos de expresion en cada exon.

d) Las muestras fueron agrupadas por paciente y cada valor de expresion se redujo al
intervalo [0,1] con el fin de corregir los rangos de respuesta observados para el mismo
gen en diferentes fondos genéticos.

e) Se uso la libreria siggenes para seleccionar los genes expresados de forma diferen-
cial utilizando método SAM basado en FDR.

f) Los datos obtenidos fueron enviados a GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) y

estan disponibles con el nUmero de acceso GSE34736.

g) Los genes cuya expresion se modula por la doxiciclina, con un valor de FDR < 0,05,
se representaron como un mapa de calor mediante el uso de un método de Manhattan
para la disimilitud y un método de Ward para la agrupacion jerarquica, calculado en un

entorno R.

h) Anélisis de redes y vias metabdlicas: El plugin FI cytoscape reactome
(www.reactome.org) y el genemania cytoscape plugin (www.genemania.org) 1% se uti-

lizaron para identificar las vias y redes reguladas por el tratamiento con doxiciclina.

4.2.6- Confirmacion de los resultados de la ultrasecuenciacion

Se eligieron algunos genes cuya expresion cambiaba de manera significativa tras la
aplicacion de doxiciclina para una confirmacion posterior. Se sintetiz6 cDNA por trans-
cripcién inversa de 1 pg de RNA total utilizando el kit de sintesis (Invitrogen) en un
volumen total de 20 ul de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se amplifico
por gRT-PCR utilizando sondas TagMan (Tabla 4) en el sistema de PCR en tiempo real

7300 (Applied Biosystems, Carlsbad, CA) y su expresion génica fue calculada utilizan-
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do una cuantificacion por interpolacion en una curva estandar **. Todos los valores se

dividieron por la expresion del gen GAPDH, para evitar posibles errores de pipeteo.

Familia di genes Gen Namero TagMan
Estrés del ER HYOU1 Hs00197328
PDIA4 Hs00197328
FRIB HsD0197328
HSPAS HsD0197328
ATF4 Hs00197328
ATFE Hs00197328
vCP Hs00197328
Integrinas ICAM1 Hs00197328
TBS1 Hs00187328
SVEP1 H=00197328
CTGF HsD0197328
Ciclo celular TP53 Hs00197328
CDK2AP2 Hs00197328
CDKN1A Hs00197328
Oligotransferasas SAPR Hs00197328
SECE1A1 Hs00197328
Mitocondria MT-ND& HsDD197328
MT-CO1 Hs00197328
MT-CYB Hs00197328
Otro VEGFA Hs00197328
MANF Hs00197328
L& HsDD197328
Almacenamiento GAPDH Hs00197328

Tabla 4. Sondas TagMan utilizadas para la cuantificacion de genes expresados mediante qRT-PCR. Los parametros
del termociclador fueron 10 min de desnaturalizacion a 95 °C, seguido por 40 ciclos de 95 °C durante 15 segundos y
60 °C durante 1 min. Los valores se interpolan en un curva estandar para calcular la expresién absoluta. Estos valores
dividieron después por la expresion de GAPDH en las mismas muestras para corregir posibles errores de pipeteo.
Tabla adaptada de: Larrayoz IM, de Luis A, Rua O, Velilla S, Cabello J, et al. (2012) Molecular Effects of Doxycy-
cline Treatment on Pterygium as Revealed by Massive Transcriptome Sequencing. PLoS ONE 7(6): €39359. doi:
10.1371/journal.pone.0039359
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4.3- ANALISIS ESTADISTICO

La variacion de la superficie ocupada por el pterigion, una variable continua, se
comparé entre los dos grupos experimentales con la prueba t de Student-Fisher. La
normalidad se determind mediante el test de Shapiro-Wilk. El analisis de subgrupos se
realizd mediante pruebas de regresion logistica. Las interacciones entre variables se
estudiaron con modelos de regresion. Las variables categdricas se compararon mediante
la prueba de chi-cuadrado. Las pruebas de correlacion (coeficiente de correlacion de
Spearman) se utilizaron para comparar la edad y la respuesta al farmaco. Valores p <
0,05 fueron considerados estadisticamente significativos. Todos estos analisis se realiza-
ron con el programa SPSS 17,0. Se realizaron analisis tanto por protocolo como por

intencién de tratar.

Con ANOVA de dos vias se analizaron los datos de ultrasecuenciacion y de qRT-
PCR. Mientras que para comparar los datos de la ultrasecuenciacion y de la qRT-PCR

se utilizé el analisis de correlacion.
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5.1- RESULTADOS DEL ENSAYO CLINICO

Se realizaron fotografias de los pterigiones en todas las visitas (Fig 3 ). Después de un
mes de tratamiento, los datos globales mostraron que los pterigiones que habian sido
tratados con doxiciclina oral experimentaron un cambio relativo (tamafio medido en la
segunda visita dividido por el tamafio medio en la primera visita) de 0,98 + 0,05, mien-
tras que entre los que recibieron placebo el cambio relativo fue de 1,01 £+ 0,03. Estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas ni por andlisis por protocolo (p =
0,225) ni por intencion de tratar (p = 0,191) (test de t de Student).

U

Fig.3. Fotografias del ojo del paciente nimero 20 (varén, 61 afios de edad, de raza caucésica) antes (A) y después (B)
del tratamiento con doxiciclina durante 30 dias. Se aprecia una clara reduccion de la lesion de 5.44 mm? a 3.95 mm2,
Figura adaptada de: Rua O, Larrdyoz IM, Barajas MT, Velilla S, Martinez A (2012) Oral Doxycycline Reduces Pter-
ygium Lesions; Results from a Double Blind, Randomized, Placebo Controlled Clinical Trial. PLoS

ONE 7(12): €52696. doi: 10.1371/journal.pone.0052696
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Para investigar si la doxiciclina tuvo un efecto beneficioso en determinados grupos
definidos por edad, sexo, raza, tamafio de la lesion inicial y morfologia del pterigion, se
realiz6 un andlisis de subgrupos mediante regresion logistica. A los pterigiones cuyo
cambio relativo fue > 1 (no cambiaron de tamafio o crecieron) se les dio el valor "0",
mientras que aquellos con una variacion relativa <1 (reduccion del crecimiento) fueron
etiquetados como "1". Por raza, los pacientes de origen caucasico fueron calificados
como "0", y todos los demas como "1". Otras variables incluidas fueron el sexo, la edad,
la morfologia inicial del pterigion y el tamafio inicial del pterigion. La regresion logisti-
ca multivariante (también llamada regresion simultanea) reveld que sélo la "edad" tuvo
un efecto independiente sobre la reduccion de la lesion (p <0,019). Para probar si habia
interacciones entre todas estas variables, se aplicé un modelo de regresion logistica
donde todas las variables independientes se introdujeron de una sola vez y luego se reti-
raron de una en una basandose en un valor de significacion preestablecido, utilizando
coeficientes de verosimilitudes. La edad, la razay el tratamiento fueron las Unicas va-
riables significativas. No se pudo estimar la odds ratio para cada variable, el modelo no
convergia debido al tamafio insuficiente de la muestra para el nimero elevado de varia-
bles, existe una significacidn estadistica en el tratamiento ( p<0,001), edad por trata-
miento (<0,001), raza por tratamiento (p 0,002) y edad por raza por tratamiento (p
0.002).

Se observé una correlacion positiva (Spearman r = -0,4783, IC 95% -0,7025 a -
0,1678, p = 0,003) entre mayor edad y mayor reduccion del pterigion en los individuos

tratados. No existe tal correlacion en pacientes que recibian placebo ( Fig.4 ).
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Fig. 4. Correlacion entre la edad del paciente (abscisas) y la respuesta al tratamiento (ordenadas) para los pacien-
tes que recibieron placebo (circulos verdes) o doxiciclina (cuadrados rojos). Se aprecia que a mayor edad existe una
reduccion mayor del pterigion en los individuos tratados. Figura adaptada de: Rua O, Larrayoz IM, Barajas
MT, Velilla S, Martinez A (2012) Oral Doxycycline Reduces Pterygium Lesions; Results from a Double Blind,
Randomized, Placebo Controlled Clinical Trial. PLoS ONE 7(12): €52696. doi: 10.1371/journal.pone.0052696

Se compararon en el estudio las dos razas mayoritarias caucasicos e hispanos, aun-
que el estudio incluia ademas dos pacientes magrebies y uno de raza negra en el grupo

placebo, y dos pacientes magrebies en el grupo tratado con doxiciclina.

La contribucién de la raza se puede representar a través de un grafico en cascada, que
es una forma de visualizacion de datos que ayuda a determinar el efecto acumulado de
valores positivos 0 negativos en una secuencia. En el estudio el efecto de la doxiciclina

es claro en caucésicos (fig.5B), pero es indistinguible del placebo en pacientes hispanos
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(Fig.5D). En los pacientes tratados con placebo no se observo variacion de la superficie
del pterigion (Fig.5A,C).

La reduccién del tamafio del pterigion varia en funcion de la edad de los pacientes,
siendo més eficaz en personas de mayor edad.
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Fig.5. Representacion de grafico en cascada de los cambios relativos en la superficie del pterigion en todos los
pacientes por intencion de tratar tratados con placebo (A, C) o con doxiciclina (B, D), segun la raza. Se aprecia un
claro efecto de la doxiciclina en caucasicos, no asi en los hispanos. Figura adaptada de: Rta O, Larradyoz IM, Barajas
MT, Velilla S, Martinez A (2012) Oral Doxycycline Reduces Pterygium Lesions; Results from a Double Blind,
Randomized, Placebo Controlled Clinical Trial. PLoS ONE 7(12): €52696. doi: 10.1371/journal.pone.0052696

Como se esperaba de la doxiciclina, los eventos adversos fueron minimos y se resol-
vieron rapidamente después de suspender la medicacion. Entre ellos hay que destacar
cinco casos de nduseas y vomitos (un paciente en el grupo placebo, cuatro pacientes del

grupo que recibid doxiciclina), dos casos de eczema (un paciente del grupo placebo, un
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paciente del grupo que recibio doxiciclina) y un caso de fototoxicidad en el grupo pla-

cebo.

5.2- RESULTADOS DEL ESTUDIO MOLECULAR MEDIANTE
ULTRASECUENCIACION

Los cultivos primarios se realizaron a partir de la exéresis quirdrgica de los pterigio-

nes en 10 pacientes.

De los 10 pacientes 6 eran hispanos y 4 eran caucasicos, 5 eran hombres y 5 mujeres,
la edad media era superior entre los caucasicos (54,75 afios) que entre los hispanos
(42,83 afnos) y también era superior la edad en las mujeres (53,2 afios) que en los hom-

bres (42 afios).

Para identificar la poblacion de células presentes en estos cultivos, se realizé
inmunofluorescencia para diferentes marcadores. La microscopia confocal mostré que
la poblacion celular predominante en estas muestras esta compuesta de células positi-

vas para vimentina, con una morfologia compatible con los fibroblastos (Fig.6).
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Fig.6. Imagen confocal de células de pterigion en cultivo tefiidas con anticuerpos contra vimentina (verde), CD31
(blanco), y queratina 4 (rojo). DAPI se utiliz6 como contratincion nuclear (azul). Todas las células fueron vimentina-
positivas y no se encontré inmunoreactividad para marcadores epiteliales o linajes endoteliales. Barra = 20 um. Figu-
ra adaptada de: Larrayoz IM, de Luis A, Rda O, Velilla S, Cabello J, et al. (2012) Molecular Effects of Doxycycline
Treatment on Pterygium as Revealed by Massive Transcriptome Sequencing. PLoS ONE 7(6): €39359. doi:
10.1371/journal.pone.0039359

Los cultivos se trataron con doxiciclina y el RNA de las muestras se analizd mediante
ultrasecuenciacion. Debido a las caracteristicas del protocolo de multiplicado y otras
razones técnicas, habia una amplia variabilidad en el nimero de lecturas de secuencia
por muestra, que van desde 82,040 a mas de7,5 millones de lecturas (Fig. 7). Para hacer
frente a esta variabilidad los datos se normalizaron en todas las muestras. Para probar la

eficacia de nuestro protocolo de normalizacion, se hicieron varias predicciones y se
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comprobaron en el banco de datos. Una de las pruebas consistié en la prediccion del
sexo del paciente mediante el anlisis de expresion de los genes codificados por el cro-
mosoma Y (Fig..8 A,B) o de otros genes cuya expresion esta ligada al sexo del indivi-
duo, tales como XIST o RPS4Y1. El sexo de todos los pacientes se predijo correcta-
mente. Una segunda prueba consistié en el analisis de los genes cuya expresion no habia
sido modificada por el tratamiento con doxiciclina. En estos casos, los antecedentes
genéticos de cada paciente son muy homogéneos en comparacion con la expresion en

otros pacientes, que es mas variable (Fig. 8 C-H).
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Fig.7. Histograma que muestra el nimero de secuencias alineadas para cada una de las 40 muestras experimenta-

D

les (profundidad secuenciacion). Los numeros representan los donantes individuales y las 4 barras de cada donante se
corresponden con control no tratado, y las células de pterigion tratadas durante 24 h con 50, doxiciclina 200 y 500 ug
/ ml (de izquierda a derecha). Hay una gran variacion en la profundidad de secuenciacion que va desde 82.040 lectu-
ras para las células (menos representados de paciente nimero 7, se tratdé con 500 pg / ml de doxiciclina) a 7.653.010
lecturas para las células tratadas con 50 ug/ ml de doxiciclina (mejor representados de paciente nimero 6). Figura
adaptada de: Larrayoz IM, de Luis A, Rua O, Velilla S, Cabello J, et al. (2012) Molecular Effects of Doxycycline
Treatment on Pterygium as Revealed by Massive Transcriptome Sequencing. PLoS ONE 7(6): e39359. doi:
10.1371/journal.pone.0039359

76



Expresitn de H1&

Exprasitn de H19

: ﬁLﬂn._jth_.ll.

10,000
5000

25,000
20,000
15,000
10,000

5,000

10,000

4,000
2,000

Exprasién de m
clusterina

=

Expresitn de MUMP2

1 2 3

H
2% 000
20,000
15 OO0
A0 000
LT
4 & & 7 B 9 10

muﬂmﬂ'!anrﬂeH!-

M

& 000
4,000
3,000

Exprasién de
clusterina
Expresitn de MUMP2

Fig.8. Demostracion experimental de que fue aplicado un protocolo correcto de ultrasecuenciacion. Representa-
cién de los niveles de expresion en el cromosoma Y en un paciente hombre (A) y en una paciente mujer (B). Cada
linea oscura representa la expresion de un exén a lo largo de la longitud del cromosoma. Las pocas lineas observadas
en las hembras corresponden a regiones repetidas del genoma. Niveles de expresion de 3 genes: H19 (C, D), clusteri-
na (E, F),y MMP 2 (G, H), tal como aparecen antes (C, E, G) y después (D, F, H) de la aplicacién de nuestro proto-
colo de normalizacidn. El éxito de la normalizacidn se puede apreciar ya que las variaciones individuales son mas
grandes que los cambios inducidos por el tratamiento en estos genes. Figura adaptada de: Larrayoz IM, de Luis
A, Rta O, Velilla S, Cabello J, et al. (2012) Molecular Effects of Doxycycline Treatment on Pterygium as Revealed
by Massive Transcriptome Sequencing. PLoS ONE 7(6): €39359. doi: 10.1371/journal.pone.0039359

Después de la normalizacion, la primera observacion fue confirmar el tipo celular
predominante en los cultivos. VVarios marcadores de fibroblastos, incluyendo la fibro-
nectina 1, el colageno tipo 1o y B, la vimentina y el coldgeno de tipo 111 se encontraron
en las diez muestras con un alto nivel de expresion, mientras que los marcadores de las

celulas epiteliales tenian una expresion muy baja.
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Después, la expresion génica de las muestras tratadas con doxiciclina se comparé
con los controles no tratados. Se identificaron 332 genes cuya expresion variaba de
acuerdo a la exposicion al antibidtico y se representan en un mapa de calor tipo Manhat-
tan, donde se muestra que los tratamientos tienden a agruparse, lo que indica que estas
variaciones en los genes debidas al tratamiento son mayores que las debidas a la idio-

sincrasia individual (Fig.9).

Fig. 9. Agrupacion jerarquica (mapa de calor Manhattan) de todas las muestras (columnas) y de los 332 genes
que experimentaron los mayores cambios tras el tratamiento con doxiciclina (lineas). Todos los controles tienden a
agruparse (a la izquierda) lo cual indica una buena técnica de normalizacién. El color rojo expresa niveles bajos de
expresion y el amarillo expresa niveles altos de expresion. Figura adaptada de: Larrayoz IM, de Luis A, Rua
O, Velilla S, Cabello J, et al. (2012) Molecular Effects of Doxycycline Treatment on Pterygium as Revealed by Mas-
sive Transcriptome Sequencing. PLoS ONE 7(6): €39359. doi: 10.1371/journal.pone.0039359
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Para investigar las vias celulares que estaban involucradas en la respuesta a la doxi-
ciclina por parte de las células del pterigion, se analizaron los resultados de la ultrase-
cuenciacion con software especializado. El grupo de genes que experimentdé mayor va-
riacion después del tratamiento con el antibiotico son los genes expresados por el ge-
noma mitocondrial. EI DNA mitocondrial estd compuesto por 15 genes importantes, de
los cuales un solo gen el MT-ATP8 no cambid, la expresion de 2 genes que codifican el
RNA ribosomal aumentd mucho en funcidn de la dosis, mientras que la expresién de los

otros 12 genes disminuyo sustancialmente, también en una forma dependiente de la do-
sis (Tabla 5).

Nombre del gen Numero de ensamblamiento Cambio
Eug/ml doxiciclina 200 pg/mi doxiciclina 500 pg/ml doxiciclina

T-ATP6 ENSG00000198899 1,27 1,45 175
MT-CO1 ENSG00000198804 -2,04 -2,56 -2,94
MT-co2 ENSG00000198712 -1,20 -1,56 -1,96
MT-CO3 ENSG00000198938 -1,49 4,72 238
MT-CYB ENSG00000198727 -1,75 -2,33 -2,86

T-ND1 ENSG00000198888 -1,67 -1,92 -2,50

T-ND2 ENSG00000198763 -1,32 -1,39 -1,92
MT-ND3 ENSG00000198840 -1,72 -2,27 -2,70
MT-ND4 ENSG00000198886 -1,64 -1,89 -2,38
MT-ND4L ENSG00000212907 -1,56 -2,00 -2,38
MT-ND5 ENSG00000198786 -1,47 -1,79 -2,27
MT-ND6 ENSG00000198695 -1,54 -1,92 -2,44
MTRNR1 ENSG00000211459 2,60 3,08 3,33
MTRNR2 ENSG00000210082 1,28 1,36 1,64

Tabla 5. Valores de la ultrasecuenciacion de los genes mitocondriales. Los valores se representan como el cambio
medio de 10 pacientes con respecto a los controles no tratados. En esta tabla se aprecia que la expresién de los 12
primeros genes mitocondriales que aparecen en ella disminuyen sustancialmente de forma dosis dependientes con el
tratamiento con doxiciclina y los dos dltimos, que codifican el RNA ribosomal, aumentaron su expresion segin au-
mentaba la dosis de doxiciclina. Tabla adaptada de: Larrayoz IM, de Luis A, Rta O, Velilla S, Cabello J, et

al. (2012) Molecular Effects of Doxycycline Treatment on Pterygium as Revealed by Massive Transcriptome Se-
quencing. PLoS ONE 7(6): €39359. doi: 10.1371/journal.pone.0039359
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Otra via cuya expresion se modifico de forma importante por el tratamiento con doxi-
ciclina (todos los genes en esta via se sobreexpresan) incluye casi todas las proteinas
que aparecen en el reticulo endoplasmico (ER) en respuesta al estrés (Fig. 10). Esta via
estd implicada a todos los niveles, desde el acoplamiento del ribosoma al ER (SSR2,
RRBP1, SEC61A1), a las moléculas implicadas en el plegamiento de proteinas (PPIB,
PDIA1la 6, etc), a las proteinas de control de calidad (BIP, SIL1, HSP47), a los miem-
bros de la respuesta a proteinas desplegadas (ATF6, IRE1, PERK) y al proceso de de-
gradacion de proteinas asociadas al ER (EDEM1, SEC61, complejo ubiquitina ligasa,
etc). Cuando se activa la respuesta a proteinas desplegadas (UPR), las sefiales de varios
mediadores son enviadas al ndcleo para activar los genes que responden a UPR y para
promover la apoptosis. Uno de ellos es CHOP, que también esta aumentado en las célu-

las tratadas con doxiciclina.
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Fig.10. Todas las proteinas representadas en el esquema son sobrerreguladas significativamente con el tratamien-
to doxiciclina. Esquema de las principales vias del reticulo endoplasmatico (ER) en respuesta al estrés. Las proteinas
se translocan directamente desde el ribosoma en el ER y el plegamiento de las proteinas tiene lugar con la ayuda de
chaperones especificos. Si se pliegan correctamente, las proteinas siguen su camino hacia el complejo de Golgi y la
via secretora. Si las proteinas mal plegadas se acumulan en la luz del ER, el UPR se activarg, se enviaran sefiales al
ndcleo y se inducira apoptosis a través del CHOP. Figura adaptada de: Larradyoz IM, de Luis A, Rla O, Velilla
S, Cabello J, et al. (2012) Molecular Effects of Doxycycline Treatment on Pterygium as Revealed by Massive Trans-
criptome Sequencing. PLoS ONE 7(6): €39359. doi: 10.1371/journal.pone.0039359
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Otro conjunto de genes que se afectan por el tratamiento con doxiciclina incluye va-
rias integrinas, colagenos y otros componentes de la matriz extracelular (Tabla 6), lo
que indica que la doxiciclina tiene un impacto significativo en la remodelacion de la
matriz. Ademas, varios factores de crecimiento como el VEGF y el factor mesencefali-
co neurotréfico derivado de astrocitos (MANF), citoquinas como la IL-6, y algunos
factores relacionados con el ciclo celular (TP53, CDKN1A, CDK2AP2) también tenian

modificadas su expresion en las células tratadas con doxiciclina.

Familia do gones  Nombre del gen Mo 4 orsamslamients Cambio

50 pgimi dosdcicling 200 poiml doodeicling 500 pgdml dondcicling

Inbbgrinas CTGF ENSGOO000 118523 2,04 2,70 455
CRELD1 ENSGO0GO01BI703 250 3,40 247
GRS ENSGOO00042ET1 A .82 A2 233
AN ENSGOOM0002033S 213 240 58
mGaA4 ENSGO0000115252 A s 404
MGEAS ENSGO0000 161538 . 328 an
mom ENSGO0000150083 . . .88
ITGES ENSGO0000 105855 1,54 2 50 1,88
ImGaLY ENSGO0000 198542 -1 43 4,72 213
?_‘n“;'fic“:;ﬂ SLCIAZ ENSGO00001S8003 75 az 318
con inlorings THES1 ENSGO000013 7801 1,39 1,87 1,85
SVEP ENSGO00001651.24 1,44 AT 208
Colagenasas COL12A1 ENSGOO000111759 1,52 -1.82 1,62
CoLSAz ENSGO0000204262 1,25 1,47 -1,81
Matriz catracoiular  LAMPB1 ENSGO00ON0R 1136 158 204 25
LAMAZ ENSGO000005IT4T A AT A4 182
LAMAZ ENSGO0000112780 433 4,82 AT
SP ARG ENSGOOOD0 113140 =1, 1,18 1,47

Tabla 6. Valores de ultrasecuenciacion de las integrinas y de los genes de la matriz extracelular. Los valores se repre-
sentan como el cambio medio de 10 pacientes con respecto a los controles no tratados. La expresion de los genes de
la matriz extracelular, las colagenasas y las integrinas que interaccionan con proteinas se reduce de forma dosis de-
pendiente en los tratados con doxiciclina. En cambio, algunas integrinas aumentan su expresion dependiendo de la
dosis de doxiciclina mientras otras la disminuyen no estando tan clara su relacién con la dosis. Tabla adaptada de:
Larrayoz IM, de Luis A, Rta O, Velilla S, Cabello J, et al. (2012) Molecular Effects of Doxycycline Treatment on
Pterygium as Revealed by Massive Transcriptome Sequencing. PLoS ONE 7(6): €39359. doi:
10.1371/journal.pone.0039359
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Los resultados de la ultrasecuenciacion se confirmaron mediante un estudio con reac-
cién de cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR). En todos los
casos, se confirmo la direccion y magnitud del cambio en la expresion (Fig. 11). Para
todos los genes seleccionados existe una estrecha correlacion entre los datos obtenidos a
través de la ultrasecuenciacion y los recogidos por qRT-PCR (Fig. 12), lo que indica la
eficacia de nuestro método de cuantificacion y normalizacion.
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Fig 11. Expresion de varios genes cuantificados por ultrasecuenciacion (barras abiertas) y qRT-PCR (barras solidas) involucra-
dos en las diferentes vias. Los genes mitocondriales (AC), la respuesta de estrés del reticulo endoplasmatico (DF), los miembros de
la familia de las integrinas (Gl), y los genes relacionados con el ciclo celular (JL). Las barras representan incremento (o disminu-
cién) con respecto a los controles no tratados +/- SEM para 10 muestras independientes. Las diferencias estadisticamente significa-
tivas con los controles no tratados estan representados por asteriscos * (por ultrasecuenciacion) o almohadillas # (por qRT-PCR).
**: P, 0,01; ***: p, 0.001; #: p, 0,05; # #: p, 0,01; # # #: p, 0.001. Figura adaptada de: Larrayoz IM, de Luis A, Rta O, Velilla
S, Cabello J, et al. (2012) Molecular Effects of Doxycycline Treatment on Pterygium as Revealed by Massive Transcriptome Se-
quencing. PLoS ONE 7(6): €39359. doi: 10.1371/journal.pone.0039359
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Fig.12. Andlisis de correlacion entre los valores obtenidos a través de ultrasecuenciacion (abscisas) y mediante
gRT-PCR (ordenadas). El coeficiente de Pearson es 0.9110 y R2 = 0,8299; p, 0.0001. Indica la eficacia de nuestro
método de normalizacidn. Figura adaptada de: Larrayoz IM, de Luis A, Rua O, Velilla S, Cabello J, et
al. (2012) Molecular Effects of Doxycycline Treatment on Pterygium as Revealed by Massive Transcriptome Se-
quencing. PLoS ONE 7(6): €39359. doi: 10.1371/journal.pone.0039359

Para algunos genes que generan proteinas secretoras, tales como el MANF, la IL-6 y
el VEGF, se realizé una confirmacion adicional mediante la determinacion de proteinas
por ELISA en el sobrenadante de los cultivos tratados y sin tratar. Una vez mas, se ob-
servo una alta correlacion entre los datos de la secuenciacion, la cuantificacion mediante
gRT-PCR y ELISA (Fig.13).
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Fig.13. La correlacion entre los valores obtenidos a través de ultrasecuenciacion, qRT-PCR y ELISA para 3 pro-
teinas secretoras cuya expresion varia con el tratamiento con doxiciclina. Estos incluyen el MANF (A, D), IL-6 (B,
E), y el VEGF-A (C, F). Para la cuantificacion del mRNA (A, B, C), todas las barras representan incrementos con
respecto a los controles no tratados +/- SEM para 10 muestras independientes. Para la cuantificacion de proteinas (D,
E, F), las barras representan la media +/- SEM para 10 muestras independientes. Las diferencias estadisticamente
significativas con los controles no tratados estan representados por asteriscos * (por ultrasecuenciacion y datos de
proteinas) o almohadillas # (por QRT-PCR). *: P, 0,05; **: p, 0,01; ***: p, 0.001; #: p, 0,05; # #: p, 0,01; # # #: p,
0.001. Figura adaptada de: Larrayoz IM, de Luis A, Rda O, Velilla S, Cabello J, et al. (2012) Molecular Effects of
Doxycycline Treatment on Pterygium as Revealed by Massive Transcriptome Sequencing. PLoS
ONE 7(6): €39359. doi: 10.1371/journal.pone.0039359
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6- DISCUSION







6.1 — EFECTO DE LA DOXICICLINA ORAL EN EL PTERIGION EN PACIENTES
DEL ENSAYO CLINICO

6.1.1- LIMITACIONES DEL ESTUDIO

- El tamario de la muestra es escaso debido a las pérdidas de pacientes durante el es-
tudio, lo cual condiciona que el analisis de regresion logistica a pesar de presentar la
edad, la razay el tratamiento como variables significativas, no sabemos “cuanto” de

significativas son estas variables.

- Hubo un bajo nivel de cumplimiento del estudio. De hecho, sélo el 64% de los pa-
cientes volvio a la segunda visita, que era necesaria para permitir la medicién del resul-
tado primario. Dos razones pueden explicar este comportamiento. En primer lugar, al no
ser una enfermedad potencialmente mortal, el pterigion es a menudo visto como un pro-
blema estético mas que como una enfermedad. En segundo lugar, el pterigion es mas
frecuente en regiones tropicales y subtropicales del mundo, probablemente en relacion
con una mayor exposicion a radiacion UV 12, En consecuencia, una gran proporcion de
todos los casos diagnosticados en Espafia corresponde a inmigrantes de Suramérica y
América Central, que es una poblaciéon muy movil, a menudo dependiente de empleo
temporal. Esta cuestion debe tenerse en cuenta para el disefio de futuros ensayos clini-
oS en pacientes con pterigion.

- La medida de la superficie puede tener cierta variabilidad ya que la medida se rea-
liza sobre la foto, se marcan dos puntos en la cérnea y el programa informatico realiza

la circunferencia y sobre ella definen los limites del pterigion.
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6.1.2- INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

En el ensayo clinico parece que la doxiciclina oral, administrada durante 30 dias a
200 mg / dia, modifica el patrén de crecimiento del pterigion en pacientes de raza blan-

ca, un resultado que esta de acuerdo con observaciones anteriores en un modelo de raton
7

Una de las variables mas predictivas de la respuesta a la doxiciclina fue la raza. Los
pacientes hispanos no respondieron al tratamiento con doxiciclina, mientras que los
caucésicos si lo hicieron. Se han observados amplias diferencias en la prevalencia del
pterigion dependiendo de la etnia > 31821 También hay informes sobre las diferentes
tasas de recurrencia entre los pacientes hispanos y caucésicos . Ademas, parece ser que
la doxiciclina modifica hasta en 332 genes cuando actua en las células del pterigién, que
implican diversas vias celulares tales como la expresion de genes mitocondriales, estrés
del ER, integrinas, componentes de la matriz extracelular, reguladores del ciclo celular
y factores de crecimiento. Las diferencias en estas vias entre las razas pueden ser res-
ponsables de sus respuestas diferenciales a la doxiciclina. Los estudios genéticos en
pacientes caucasicos e hispanos pueden arrojar algo de luz sobre este distinto compor-

tamiento al aplicar doxiciclina.

Otro factor importante en los resultados al tratamiento fue la edad de los pacientes,
se ha visto que existe una correlacidn significativa entre la incidencia de pterigion y la
edad 812 pero es necesario encontrar una explicacion de por qué el tratamiento con
doxiciclina es mas eficiente en los pacientes de mayor edad. Nuestra hipétesis seria que
el ojo de los pacientes de mayor edad se volveria mas permeable a la doxiciclina sisté-
mica, lo que permitiria una concentracion mas alta en la superficie del ojo. Esto puede
estar en relacion con el hecho de que el efecto beneficioso de la doxiciclina fue mucho
mayor en ratones ’ que en los seres humanos, lo que puede ser debido a varias razo-
nes. En primer lugar, la anatomia y la fisiologia de los ojos de ratdn y la de los ojos hu-
manos son muy diferentes 8. Estas diferencias incluyen el tamafio, habitos diur-
nos/nocturnos y caracteristicas histoldgicas tales como una membrana de Bowman ru-
dimentaria en el raton y todo ello puede ser que influya en la farmacocinética de un
farmaco administrado oralmente. Hay algunas discrepancias en la cantidad de doxicicli-

na administrada por via oral que puede alcanzar la superficie del ojo. Por ejemplo, en un
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conjunto de pacientes e individuos sanos que recibieron doxiciclina oral, el farmaco se
encontrd facilmente en la sangre, pero no en las lagrimas 1%, un resultado similar se
encontro en caballos %°. Sin embargo, un experimento realizado en monos encontré que
la administracion oral de doxiciclina era suficiente para inducir la activacion de los
transgenes en el ojo de estos animales 1*°. En otro estudio, la doxiciclina oral fue capaz
de reducir la angiogénesis en la cornea de rata 116, Por lo tanto, parece que hay una co-
rrelacion inversa entre el tamafio de los 0jos y la capacidad de la doxiciclina para alcan-
zar la superficie exterior del o0jo. Puede haber una relajacion dependiente de la edad de
esta barrera o simplemente un aumento en la sensibilidad a la doxiciclina en pacientes

de mayor edad.

Otra observacién inesperada fue la amplia variacion en el tamafio del pterigion ob-
servada en pacientes tratados con placebo. Una pequefia parte de esta variacion puede
deberse a errores de medicion y la dificultad de medir adecuadamente el tamafio del
pterigion, como ha sido reconocido por otros autores 7. Pero, aparte de eso, hubo cam-
bios reales en el tamafio durante las cuatro semanas entre las fotografias, incluyendo
tanto aumentos como disminuciones de la superficie afectada. Esto puede representar
una caracteristica intrinseca de la biologia de pterigion que no habia sido observada
previamente. Es posible que exista un equilibrio inestable entre los factores de promo-
cion del crecimiento del pterigion y de los mecanismos de defensa del huésped tratando
de reducirlo, lo que resulta en este "vaivén" en su comportamiento. Este hecho debe ser

tenido en cuenta para el disefio de futuros ensayos clinicos.

Al igual que en estudios previos en que se aplicaba la doxiciclina durante periodos
relativamente cortos, los eventos adversos en nuestro ensayo clinico han sido poco fre-

cuentes, debiles y se han resuelto completamente al suspender el tratamiento.

90



6.1.3- COMPARACION DE LOS RESULTADOS

Al comparar las superficies de los pterigiones en pacientes tratados con doxiciclina, se
observo que al mes de la inclusion en el estudio los pacientes de raza caucasica y los de
edad més avanzada presentaron una disminucion de la superficie del pterigion respecto
a los pacientes de raza hispana y respecto a los pacientes mas jovenes.

6.2- EFECTOS MOLECULARES DE LA DOXICICLINA EN EL PTERIGION

En este estudio hemos demostrado a traves del analisis de ultrasecuenciacion que las
células de pterigion responden al tratamiento con doxiciclina mediante la modificacion
de los niveles de expresidn de un amplio nimero de genes responsables de importantes
funciones celulares. Entre las rutas que fueron mas modificadas encontramos a los ge-
nes mitocondriales, la cascada relacionada con el estrés del ER, los factores de creci-
miento, las interleuquinas, los reguladores del ciclo celular, las integrinas y los compo-

nentes de la matriz extracelular.

6.3- NORMALIZACION DE DATOS

La secuenciacion masiva para el analisis del transcriptoma es una técnica relativamente
nueva y, como tal, necesita un tiempo y una serie de mejoras adicionales antes de lograr
su potencial real. En este sentido, la normalizacion de datos es uno de los problemas
mas relevantes en los documentos actuales que manejan datos de ultrasecuenciacién. En
un principio se suponia que las técnicas de RNA-ss estaban libres de las distorsiones no
lineales que plagaron las técnicas de hibridacion. Por lo tanto los valores de expresion
se derivaban directamente de la cantidad total de alineaciones de un exén particular,
dividida por su longitud '8, Mas tarde, esa medida fue mejorada por la lecturas por ki-

lobase del modelo de exon por millon de lecturas asignadas (RPKM)!°. Sin embargo,
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estos métodos y similares se ven afectados por un sesgo de secuenciacion importante.
Hoy en dia, estan apareciendo nuevos métodos de normalizacion para hacer frente a

todos estos problemas 1%,

Nuestro protocolo de normalizacion utiliza la amplia experiencia acumulada en los
ultimos afios de andlisis de microarrays, donde la normalizacion por cuantiles ha sido el
“gold standard” *?*, Este enfoque evita la introduccion de sesgos importantes en los ge-
nes con baja expresion, asi como en aquellos con altos niveles de expresion. La calidad

de nuestro método fue confirmada por una serie de pruebas bioldgicas.

En primer lugar, nuestros datos predijeron correctamente el sexo de todos los pacien-
tes basandose en la expresion de los genes codificados por el cromosoma Y.

En segundo lugar, los genes cuya expresion esta unida a la muestra genética se dife-
rencian claramente con este método. Ademas, los datos de expresion obtenidos median-
te la suma de las alineaciones de secuencia presentan una alta correlacion con los datos
obtenidos en las mismas muestras por gqRT-PCR. Una ventaja sobresaliente de esta me-
todologia es que muestras con profundidad de secuenciacion muy diferente (desde
80.000 a mas de 7.000.000 lecturas) pueden ser utilizadas para el analisis mientras que

en otras metodologias deben ser desechadas con el fin de evitar sesgos 22,

6.4- ESTUDIOS PREVIOS DE SECUENCIACION EN PTERIGION

A pocos estudios anteriores se les habian aplicado técnicas de alto rendimiento para
estudiar la transcriptomica del pterigion. Por ejemplo, en un estudio reciente 23, la ex-
presion de los genes del pterigién se comparé con la de la conjuntiva autéloga normal,
encontrando un aumento significativo de fibronectina, CD24, MIP-4, y NGAL en el
pterigion. Un trabajo reciente 124 ha demostrado que el pterigion presenta patrones abe-
rrantes de metilacion del DNA en regiones cercanas a los genes de remodelacion de la
matriz tales como TGM-2, MMP-2 y CD24. Este estudio es el primero en analizar los
cambios en el MRNA y en las proteinas producidas por un tratamiento antibiético en las

células del pterigion.
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Las celulas que cultivamos fueron positivas para vimentina y negativas para marcadores
epiteliales y endoteliales. Por tanto, las clasificamos como fibroblastos. Sin embargo,
Dushku y Reid 13 mostraron que el pterigion se origina a partir de la alteracion de las
células epiteliales basales del limbo. Estas células expresan vimentina, pero no se tifien
para la queratina, por lo que estos cultivos primarios parecen representar las células

caracteristicas del pterigion.

6.5- ACCIONES DE LA DOXICICLINA EN LA MITOCONDRIA

Las mitocondrias son esenciales para mantener la vida en todos los organismos supe-
riores, ya que mediante la cadena respiratoria proporcionan 36 moléculas de ATP por
cada molécula de glucosa en contraste con las 2 moléculas de ATP producidas
por glucolisis. Cualquier problema con alguna de las numerosas enzimas usadas por las

mitocondrias puede ser devastador para la célula.

El genoma mitocondrial contiene 13 genes codificantes de proteinas. Muchos de es-
tos genes codifican proteinas de la cadena de transporte de electrones.

La doxiciclina es un inhibidor reversible de la traduccion mitocondrial en bacterias
125 La doxiciclina inhibe la unién del aminoacil-RNA transferasa en la subunidad 30S
del ribosoma concluyendo de esta forma el proceso de traduccién. Esta inhibicién de la
traduccion se ha asociado con la detencion del ciclo celular, la apoptosis / necrosis y el

desprendimiento de las células debido a la activacion de la caspasa 3, 8 y 9 125 126,

Nuestro estudio proporciona la primera evidencia de que la doxiciclina actda como
un inhibidor selectivo de la transcripcion de los genes mitocondriales. La inhibicién es
potente y plantea la pregunta de si el efecto de la doxiciclina como un inhibidor de la
sintesis de proteina mitocondrial es debido, al menos en parte, a la inhibicion de la
transcripcion de los genes mitocondriales codificados, ademas de a su unién a los ribo-

somas.

Sin embargo, el pretratamiento con doxiciclina ha demostrado que contrarresta la apop-

tosis y la respuesta de estrés del ER inducida por la doxorrubicina en el corazén y tes-
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ticulo del raton 25127128 probablemente a través de un mecanismo de precondiciona-
miento. Esto concuerda con nuestros datos que muestran el aumento de moléculas de
supervivencia tales como IL-6, VEGF, p21 o RelA. Una exposicién durante un breve
periodo de tiempo a la doxiciclina puede provocar un dafio transitorio mitocondrial y de
estrés del ER que estimula a los factores de supervivencia que pueden proteger a las
células del dafio producido por otros farmacos. Sin embargo, en nuestro paradigma ex-
perimental los factores de supervivencia parecen estar superados por la produccion de

factores proapoptoticos tales como CHOP, BAX y la activacion de caspasas.

6.6- VIA DE RESPUESTA DEL ESTRES DEL RETICULO ENDOPLASMATICO

El ER cumple mdltiples funciones 28 12°, El lumen del ER es un entorno Gnico, que
contiene la mayor concentracion de calcio dentro de la célula debido al transporte activo
de iones de calcio por las ATPasas. El lumen es un entorno oxidativo, critico para la
formacion de enlaces disulfuro y el plegamiento correcto de las proteinas destinadas a la
secrecion o a la formacion de la superficie celular. Debido a su papel en el plegamiento
de proteinas y en el transporte, el ER es también rico en chaperones dependientes de
calcio tales como el GRP78 y GRP94 calreticulina que estabilizan los intermediarios del
plegamiento de las proteinas **°. Muchos trastornos, incluidos los de regulacion redox
celular, causan la acumulacion de proteinas desplegadas en el ER lo que provoca una
activacion de la UPR. La privacién de glucosa también conduce al estrés del ER, al in-
terferir con la glicosilacion de las proteinas N-enlazadas. La infeccion viral también
puede activar la UPR, lo que provoca estrés del ER con el fin de evitar la propagacion
del virus. Con una cierta cantidad de proteinas mal plegadas producidas en el ER se
podria producir un colapso y atasco del trafico de proteinas que puede incluso causar
cuerpos de inclusion relacionados con las enfermedades neurodegenerativas, esta situa-

cion mejora por el transporte retrégrado de estas proteinas mal plegadas.

La intencion inicial de la UPR es adaptarse a los cambios del entorno y restablecer la
funcién normal del ER. Estos mecanismos de adaptacién implican programas transcrip-
cionales que inducen la expresion de genes que aumentan la capacidad de plegado de
las proteinas del ER y promueven la degradacion y eliminacion de las proteinas mal
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plegadas. La traduccion de los mRNA también esta inicialmente inhibida, reduciendo la
Ilegada de nuevas proteinas al ER. Si falla la adaptacion el ER envia la sefial de alarma
mediante la activacion del NF-kB, un factor de transcripcion que induce la expresién de
genes que codifican mediadores de defensa del huésped. El estrés excesivo y prolonga-
do del ER provoca la apoptosis celular, 1o que representa un ultimo recurso de los orga-

nismos multicelulares para deshacerse de células disfuncionales.

Cuando se acumulan proteinas en el ER, la liberacion de proteinas transmembrana
del ER se implican en la induccion de la UPR. Estas proteinas transmembrana del ER,
con su extremo N-terminal en el lumen del ER y su C-terminal en el citosol, proporcio-
nan un puente que conecta estos dos compartimentos. Normalmente, los extremos N-
terminales de estas proteinas transmembrana del ER se unen por chaperones ER GRP78
(BiP), evitando su agregacion. Sin embargo, cuando las proteinas mal plegadas se acu-
mulan se unen a la GRP78, lo que permite la agregacion de estas proteinas de sefializa-
cion transmembrana y la iniciacion de la UPR. Entre estas proteinas de sefializacion

transmembrana se encuentran la PERK, la Irel y la ATF6 *(Fig.14).
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Figura 14. Esta figura muestra las sefiales en los eventos relacionados con el ER de estrés. La Chaperona GRP78
une los extremos N de Irel, PERK y ATF6, impidiendo su activacion. Las proteinas desplegadas provocan que las
GRP78 liberen a Irel, PERK y ATF6. Al liberarse de las GRP78, el Irel y la PERK se oligomerizan en las membra-
nas del ER. La Irel oligomerizada se une a TRAF2, mas tarde se activan las quinasas que activan NF-kB y c-Jun
(AP-1), que causan la expresion de genes asociados con la defensa del huésped (alarma). La actividad de ribonuclea-
sa intrinseca de Irel también estimula la produccion de XBP-1, un factor de transcripcidn que induce la expresion de
genes implicados en la restauracion del plegamiento de proteinas. La oligomerizacion de la PERK estimula su activi-
dad de quinasa intrinseca, lo que resulta en la fosforilacion de elF20. y la supresion de la traduccion del mARN. De
esta forma, sélo los mMRNAs seleccionados, incluyendo ATF4, se traducen. La ATF4 induce la expresion de genes
implicados en la restauracion de la homeostasis del ER. La liberacion del GRP78 de la ATF6 permite a esta proteina
la translocacion al aparato de Golgi para el procesamiento proteolitico y liberar ATF6 activo, que controla la
expresion de genes UPR. Figura adaptada de: Xu C, Bailly-Maitre B, Reed JC. Endoplasmic reticulum stress: cell life
and death decisions. Journal of Clinical Investigation. 2005;115(10):2656-2664. doi:10.1172/JC126373.

La PERK (quinasa PKR del ER) es una quinasa, con el dominio compartido con
otras quinasas de la familia de iniciacion eucaridtica 2a (eIF2a). Tras la eliminacion del
GRP78 se oligomeriza en la membrana del ER y se induce su autofosforilacion activan-
dose la quinasa. La PERK fosforila e inactiva la e[F2a, con lo que se ralentiza la traduc-
cion del mRNA con la consecuente reduccion del niamero de proteinas que llegan al

ER. Sin embargo, ciertos mMRNA obtienen una ventaja selectiva para la traduccion en
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estas condiciones, incluyendo la ATF4 mRNA que codifica un factor de transcrip-
cién. La proteina ATF4 es un miembro de la familia de factores de transcripcion bZIP,
que regula los promotores de varios genes implicados en la UPR. La importancia de las
sefiales PERK para la proteccion contra el estrés del ER ha sido documentada en varios

estudios 131132,

La Irel se oligomeriza, de forma similar al PERK, en las membranas del ER cuando
se libera del GRP78. La proteina Irela es una proteina transmembrana de tipo I, que
contiene dos dominios, una quinasa y una endorribonucleasa; esta Gltima procesa un
intrén del la familia de la proteina X-1 (XBP-1) mRNA, haciéndola competente para la
traduccion y la produccién del la proteina XBP-1. XBP-1 se heterodimeriza con la pro-
teina NF-Y y se une a elementos que acttan en los genes, incluyendo el potenciador del
estrés del ER (ERSE) y el elemento de respuesta a proteinas desplegadas (UPRE) 132,

La liberacion de GPR78 de la ATF6 desencadena un mecanismo diferente de activa-
cion de la proteina, en comparacién con la PERK y la Irel. En lugar de oligomeriza-
cion, la liberacion de GRP78 hace que el ATF6 se traslade al aparato de Golgi, donde
las proteasas escinden a la ATF6 en un sitio cercano a la membrana, liberando este fac-
tor de transcripcion en el citosol y permitiendo que migre hacia el nacleo a regular la
expresion génica 3. La ATF6 colabora con la Irel, donde la ATF6 induce la transcrip-

cion para aumentar XBP-1 mRNA, y la actividad de la endorribonucleasa.

La produccién masiva de glicoproteinas se asocia con muchas infecciones virales,
por ello no es sorprendente que el estrés del ER active las mismas vias de transduccién
de sefial asociadas con la inmunidad innata. En este sentido, la Irel tiene en comdn con
muchos miembros de la familia de receptores de TNF la capacidad de unirse al adapta-
dor de proteina TRAF2. La TRAF2 es una ligasa E3 que se une al UBC13 3 La
TRAF2 activa las quinasas implicadas en la inmunidad y la inflamacion, incluyendo la

ASK1, que activa la JNK, y las quinasas relacionadas con la activacién del NF-kB.

La respuesta de adaptacion a las proteinas mal plegadas en el ER proporciona pro-
teccidn contra la muerte celular, ya que la transferencia de genes mediada por la sobre-
expresion de GPR78 reduce la muerte celular inducida por el estrés oxidativo, por las
alteraciones en el calcio y por la hipoxia. Sin embargo, si el mal plegamiento de protei-
nas es persistente o excesivo, el ER desencadena la muerte celular, generalmente por

apoptosis. Existen diversos mecanismos propuestos de muerte celular inducida por el
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estrés del ER, que incluyen la activacion directa de las proteasas, de las quinasas, de los

factores de transcripcion, de las proteinas de la familia Bcl-2 o por sus moduladores.

6.7- LA MATRIZ EXTRACELULAR Y LAS INTEGRINAS

Las integrinas son una superfamilia de glicoproteinas que participan mayoritariamen-
te en la union de las células con la matriz extracelular, aunque hay algunas que también
participan en la union célula-célula. Estan presentes en la superficie celular en elevadas

concentraciones.

Fundamentalmente son receptores de membrana y son componentes mayoritarios de
la matriz extracelular. Algunas de estas integrinas pueden ser especificas para una so-

la molécula, pero en cambio hay otras que pueden reconocer diferentes ligandos.

Las integrinas asocian la matriz extracelular con el citoesqueleto de la célula. El tipo
de ligando que se unird a una u otra integrina vendra dado por el tipo de subunidades o
y B que posea la integrina. Entre los multiple ligandos de las integrinas se encuentran la
fibronectina, la vitronectina, el colageno y la laminina. La conexion entre la célula y la
matriz extracelular podria ayudar a que la célula soporte fuerzas de empuje sin ser

arrancada de la matriz.

El anclaje de la célula a la matriz extracelular es un requerimiento basico para la
formacion de un organismo pluricelular. Las integrinas no son simples garfios, sino que
transmiten numerosas sefiales claves sobre el entorno que rodea a la célula. Junto con
las sefiales recibidas por los receptores celulares para factores de crecimiento solubles
como VEGF o EGF, refuerzan la capacidad de la célula a la hora de tomar decisiones
bioldgicas: moverse, ser anclada, morir, diferenciarse, etc. Por ello, las integrinas se
encuentran en el centro de multitud de procesos biolégicos. El anclaje de la célula se
produce a través de la formacion de complejos de adhesion celular, que se componen de
integrinas y otras muchas proteinas citoplasmicas tales como la talina, vinculina, paxili-
nay o -actinina. Dicho anclaje es regulado por quinasas tales como la FAK (quinasa de
adhesion focal) y los miembros de la familia Src quinasa, que fosforilan ciertos sustra-
tos como la p130CAS, dando lugar al reclutamiento de adaptadores de sefializacion del
tipo CRK. Estos complejos de adhesion se anclan al citoesqueleto de actina.
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Las integrinas juegan un papel crucial en la sefializacion celular. La conexion con los
componentes de la matriz extracelular pueden causar una sefial que sera transmitida al
interior celular por medio de una quinasa que se encuentra indirecta y temporalmente
conectada con el extremo intracelular de la integrina, probablemente recibiendo los
cambios conformacionales inducidos por la union con componentes de la matriz extra-

celular 13°,

Los receptores de las integrinas y las mismas integrinas regulan muchos aspectos de
la fisiologia celular, siendo de particular importancia en la adhesion celular y la migra-
cion. En un epitelio normal, las o / B integrinas funcionan como receptores para la fami-
lia de laminina, proteinas de la matriz extracelular (como la laminina 1 y la laminina 5)

y median en la union estable de las células epiteliales a la membrana basal subyacente.

La funcidn de algunas integrinas, como la integrina a6/R4, se altera sustancialmente a
medida que el epitelio normal sufre una transformacién maligna y evoluciona a carci-
noma invasivo. La sefial de cooperacidn entre las integrinas y los homdlogos
eritroblasticos 2 y 3 (ErbB2 y ErbB3) son necesarias para promover la activacion del
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI13K). Esta activacion esta mediada por GAB1 **, La inte-
grina a6/p4 también puede formar complejos con receptores especificos de sefializacion

del factor de crecimiento que actian sinérgicamente para activar PI3K 3¢,

En nuestros experimentos, el tratamiento con doxiciclina disminuye la expresién de
maultiples factores implicados en la interaccidn entre la célula y la membrana extracelu-
lar, incluyendo ligandos tales como la laminina 1, la laminina 5 y la THBS1, también
las integrinas 1 y ErbB3, mediadores intracelulares como vinculina, GAB1, PI3K, p85
y EIF4E3, lo que sugiere que la anoikis puede ser otro mecanismo por el cual la doxici-

clina ejerce su accién sobre las células de pterigion.
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6.8- FACTORES DE CRECIMIENTO E INTERLEUQUINAS

Varios factores de crecimiento como el VEGF, el MANF e interleuguinas como la IL-6

se encuentran elevados en las células del pterigion expuestas a doxiciclina.

El VEGF ha atraido mucha atencion en el estudio de las lesiones de pterigion, ya que
son lesiones muy vascularizadas y el aumento del VEGF en el pterigion se ha apreciado
claramente comparandolo con la conjuntiva normal . Ademas, las mujeres con un po-
limorfismo en el gen VEGF (VEGF-460C) tienen un riesgo 2,5 veces mayor de desarro-
llar pterigion ¥, Estas observaciones fueron fundamentales en el disefio de ensayos
clinicos en los que utiliz6é bevacizumab, un anticuerpo humanizado contra el VEGF,
para tratar el pterigion &. El hecho de que en los resultados del tratamiento con doxici-
clina aparezca una mayor expresion del VEGF sugiere que esto puede ser una reaccion
compensatoria de las células cuya supervivencia se ve comprometida por la disminucion

en la sintesis de proteinas mitocondriales y del incremento del estrés del ER.

En la misma linea, el MANF no s6lo actia como un factor de crecimiento de los astroci-
tos y otras células nerviosas, sino también como un factor protector contra el estrés del
ER 13, Como existe un aumento enorme en los genes relacionados con la respuesta del
estrés del ER al tratamiento con doxiciclina, la expresion del MANF se puede interpre-

tar como un intento de compensar estas circunstancias perjudiciales.

La IL-6 es una citoquina proinflamatoria que aparece en el pterigion por exposicion a la
luz UV y podria ser parte de la via patolégica que conduce a la formacion de la lesion 8.
La elevacion de esta citoquina se relaciona con un aumento de la angiogénesis, la proli-
feracion celular, el potencial de invasion y la inflamacion. La elevacion de los niveles
de IL-6 después del tratamiento con doxiciclina puede ser también parte del programa
de supervivencia de las células de pterigidn que se enfrenten a las duras condiciones

creadas por el antibiotico.
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6.9- DETENCION DEL CICLO CELULAR

La doxiciclina ha demostrado que detiene el ciclo celular, aunque este efecto es de-
pendiente de la linea celular estudiada **°. Del mismo modo, la induccién de la expre-
sion del gen p53 en las células cancerosas puede llevar a detener el ciclo celular y a la
apoptosis. Ademas, la expresion de la molécula proapoptética BAX es regulada después
de un aumento en los niveles de p53 ’. Parece ser que el tratamiento con doxiciclina en
el cultivo del pterigion aumenta la expresion de p53 y otras moléculas que regulan el
ciclo celular tales como CDKs CDKN1A y CDK2AP2, asi como la proteina proapopto-

tica BAX, proporcionando un mecanismo adicional a los cambios observados.
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7- CONCLUSIONES







Teniendo en cuenta la limitacidn del bajo tamafio muestral creemos que podemos obtener las
siguientes conclusiones:

La doxiciclina administrada por via oral parece ser mas eficaz en la raza caucésica.

El tratamiento con doxiciclina oral se ha manifestado ineficaz en personas de raza

hispana.

El anélisis transcriptdmico de cultivos primarios de pterigion expuestos a la doxici-
clina ha detectado la existencia de 332 genes cuya expresion se modifica significativa-

mente de forma dependiente de la dosis.

El grupo de genes mas afectado por la doxiciclina incluye la préctica totalidad de los
genes con expresion mitocondrial, identificando a la mitocondria como la diana central

del antibidtico en las células eucariotas.

Otra via fuertemente regulada por la doxiciclina es la que regula la respuesta al estrés
del ER, originando inicialmente una respuesta de supervivencia que se transforma en

induccién de apoptosis a concentraciones altas o largo tiempo de exposicion.

Los genes relacionados con la remodelacion de la matriz extracelular, y el ciclo celu-
lar, asi como factores de crecimiento y/o angiogénesis también estdn modificados por la

exposicion a la doxiciclina.

Todas estos genes afectados por la doxiciclina estan implicados en rutas muy importan-
tes en la viabilidad celular, lo que clinicamente condiciona una disminucion del tamafio

del pterigion en nuestro estudio.

En conjunto, estos resultados indican que la doxiciclina puede ser un buen tratamien-

to por si solo 0 en combinacién con otros medicamentos en el tratamiento del pterigion.

En resumen, el efecto de la doxiciclina en el pterigion parece dependiente de la raza
y la edad del paciente, siendo més eficaz en personas de ascendencia caucasica y de

edad avanzada.
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8- IMPLICACIONES CLINICAS







Tras este estudio y valorando los resultados sabemos que la doxiciclina actta en la es-
tructura molecular del pterigion, especialmente en caucésicos, y clinicamente parece
disminuir también el tamafio del pterigion con lo que se abren nuevas expectativas de

tratamiento de esta patologia.

Seria interesante seguir investigando en esta linea por lo que tenemos en proyecto reali-
zar otro estudio administrando doxiciclina topica a un grupo de paciente con pterigion y
valorar su evolucion. Queremos saber si el farmaco seria tan efectivo a nivel tdpico co-

mo sistémico y si de esta manera evitariamos los efectos secundarios de la via oral.

A parte de las implicaciones clinicas en los pacientes de pterigion también podria ser
interesante iniciar nuevas investigaciones en otras patologias que puedan beneficiarse

de las alteraciones descritas por la doxiciclina a nivel molecular.
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Abstract

Purpose: To determine whether oral doxycycline treatment reduces pterygium lesions.

Design: Double blind, randomized, placebo controlled clinical trial.

Participants: 98 adult patients with primary pterygium.

Methods: Patients were randomly assigned to receive 100 mg oral doxycycline twice a day (49 subjects), or placebo (49
subjects), for 30 days. Photographs of the lesion were taken at the time of recruitment and at the end of the treatment.
Follow-up sessions were performed 6 and 12 months post-treatment. Statistical analyses for both continuous and
categorical variables were applied. p values of less than 0.05 were considered to indicate statistical significance.

Main Outcome Measures: The primary endpoint was the change in lesion size after 30 days of treatment.

Results: The primary endpoint was not met for the whole population but subgroup analysis showed that doxycycline was
effective in patients of Caucasian origin while other ethnicities, mostly Hispanic, did not respond to the treatment.
Moreover, there was a correlation between age and better response (p =0.003). Adverse events were uncommon, mild, and

in agreement with previous reports on short doxycycline treatments.

Conclusions: Oral doxycycline was superior to placebo for the treatment of primary pterygia in older Caucasian patients.
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Introduction

Pterygia are common, benign, tumor-like growths of the cornea
[1-3]. The condition is characterized by an advancing edge of
epithelial cell overgrowth with squamous metaplasia, goblet cell
hyperplasia, and abnormal p53 expression [4,5]. The underlying
stroma presents abundant fibrosis and rampant angiogenesis [6,7].
Without surgical intervention, these characteristically wing-shaped
lesions can migrate over the central cornea and distort or obscure
vision. Human pterygia express, among other factors, fibronectin,
which is associated with cell adhesion and migration, as well as
pro-inflammatory cytokines, angiogenic, and fibrogenic growth
factors, such as vascular endothelial growth factor (VEGF),
transforming growth factor B (TGFp), interleukin 6, interleukin
8, versican, and CD3l antigen [2,8-10]. The relevance of
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angiogenesis in primary and recurrent pterygium has been
recently used to conduct clinical trials with topical treatments
using anti-VEGF agents [11-14]. On the other hand, no systemic
treatment has been developed for this disease.

Doxycycline is an affordable bacteriostatic antibiotic that has
been used safely for decades in the clinic. It has been shown that,
independently of its antimicrobial effect, doxycycline can suppress
the catalytic activity of many matrix metalloproteinases (MMP),
including gelatinases and collagenases, and through this mecha-
nism reduce cell migration and angiogenesis [15]. In a study using
human endothelial cells, doxycycline was able to inhibit MMP
activity, protein synthesis, and mRNA expression [16]. Doxycy-
cline has also been used in several animal models of neovascu-
larisation or tumorogenesis with very promising results [17-20].
Recently, we developed a mouse model of pterygium and
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demonstrated that oral doxycycline drastically reduced pterygium
lesions in this experimental model [21]. In addition, treatment of
short-term pterygium cultures with doxycycline for 24 h resulted
in a sharp change in expression of mitochondrial genes, activation
of the endoplasmic reticulum stress response and profound
changes in the expression of extracellular matrix proteins,
adhesion molecules, and growth factors [22]. The very affordable
economic value of this drug together with its safety profile made
doxycycline a promising therapeutic candidate for the treatment of
pterygium and other ocular diseases.

Here we present the results of a double blind, randomized,
placebo controlled clinical trial in patients suffering from primary
pterygium comparing 30 days of treatment with oral doxycycline
vs. placebo. Results were very influenced by the race and age of
the patients, with Caucasian and older people benefiting most
from the treatment.

Materials and Methods

Ethical issues

All procedures were approved by the local review board
(Comité Etico de Investigacion Clinica de La Rioja, CEICLAR)
and the Spanish Agency for Drugs and Medical Products (Agencia
Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios, AEMPS). All
described procedures adhere to the tenets of the Declaration of
Helsinki. Moreover, the trial was registered in the European
Union Clinical Trials Register with code number EudraC'T 2008-
007178-39. The protocol for this trial and supporting CONSORT
checklist are available as supporting information; see Checklist S1,
Protocol S1 (in Spanish), and Protocol S2 (in English).

Patients

The study was designed as a unicentric trial with patients
diagnosed with primary pterygium at the Ophthalmology Service
of the Hospital San Pedro (Logrofio, Spain). Ninety-eight
consecutive patients fulfilling inclusion criteria signed the informed
consent documents and were recruited into the trial. Inclusion
criteria called for patients suffering from untreated primary
pterygium producing at least one of the following symptoms: i)
astigmatism with no other cause, 1i) foreign body sensation, and/or
ili) corneal involvement threatening the visual axis. In addition,
patients had to be at least 18 years old. Exclusion criteria
encompassed pregnant or lactating women, fertile women not
following a contraceptive plan, allergies to doxycycline, conditions
where doxycycline is contraindicated such as lupus eritematosus or
miastemia gravis, treatment with doxycycline incompatible drugs,
and patients whose characteristics would prevent proper follow-up.

The number of patients needed on each arm of the study was
estimated assuming a mean reduction of the pterygium lesion in
the placebo group of 5% vs. a 15% reduction for the doxycycline
group, and a maximum standard deviation of 15%. Using a
Student’s ¢ test for 2 independent samples, a two-sided alpha level
of 5%, and a power of 90%, 49 patients are needed on each arm to
detect a significant difference between groups of 10% in pterygium
surface reduction.

Experimental drug and placebo

Doxycycline was provided as Vibracina®© 100 mg (Invicta
Farma, Madrid, Spain). Capsules were extracted from their blisters
and repackaged by the Hospital’s Pharmacy in brown-glass bottles
containing 60 capsules/each. The placebo was prepared by the
Hospital’s Pharmacy using empty Vibracina© capsules, that were
generously provided by Invicta Farma. These capsules were filled
up with lactose solution, desiccated, closed, and packaged in
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brown-glass bottles (60 capsules/bottle). Each bottle (doxycycline
or placebo) was assigned a randomly generated trial code and
issued to patients accordingly, thus guaranteeing a double-blind
masking of the trial. The dose of 200 mg/day was chosen based on
the study by Smith et al. where they described this dose as the
most efficient in reducing MMP activity in patients [23].

Study design and procedures

Each patient completed 4 wvisits to the Ophthalmology
Department. On the first visit, a diagnosis of the pterygium was
made and clinical history data were collected. If the patient
fulfilled the inclusion criteria and none of the exclusion criteria
applied to him/her, he/she was asked to be included in the trial.
After signing the informed consent forms, a code was assigned to
this patient for the duration of the trial. To estimate the size of the
lesions, the diameter of the cornea was first measured with a
compass, then a photograph was taken of the affected eye (or both
in the case of bilateral pterygia) with a Zeiss FF 450 plus L.R.
camera (Carl Zeiss, Meditec AG, Berlin, Germany) attached to a
retinographer. The size of the pterygium lesion lining the cornea
was calculated with the camera’s image software package
(Visupac ™, Carl Zeiss), taking into consideration the compass
measurement. Pterygia were classified as T'1, T2 or T3, according
to Tan’s grading system [24]. Using his/her code, the patient was
given a bottle of capsules by the Hospital’s Pharmacy and the
pertinent contact information in case adverse events may occur.
Patients were asked to take 2 capsules a day, in the morning and
the evening, for 30 consecutive days.

The second visit was scheduled 31 days after the first one, just as
the patient had finished the treatment. At this time a second
photograph was taken of the affected eye(s) and a general
evaluation was made. After this point, the ophthalmologists
performed surgical resections of the pterygia whenever the
procedure was clinically indicated. In these cases, the procedure
consisted in a simple resection followed by autologous conjunctival
transplant and application of a fibrin-based biological glue
(Tissucol, Baxter, Valencia, Spain).

The third and fourth visits occurred 6 and 12 months after the
second one. The ophthalmologists performed follow-up observa-
tions and paid special care to record potential recurrences.

Objectives and outcomes

The main objective of this study was to determine whether oral
doxycycline treatment can reduce pterygium growth. Thus, the
primary outcome was the variation in the surface area occupied by
the pterygium lesion when comparing the photographs taken
during the second and the first visit. Photographs were processed
with Visupac™ and Image] (NIH, Bethesda, MD) and the arca
occupied by the lesion calculated. As secondary outcome, the
number of recurrences at the end of the study 4™ visit) were also
considered.

Statistical analysis

The variation of surface area occupied by the pterygium lesion,
a continuous variable, was compared between the two experi-
mental groups with the Student-Fisher ¢ test. Normalcy was
determined by the Shapiro-Wilk test. Subgroup analysis was
performed using logistic regression tests. Interactions among
variables were studied with backward models based on likelihood
ratios. Categorical variables were compared using chi-square test.
Correlation tests (Spearman’s correlation coefficient) were used to
compare age and response to the drug. p values lower than 0.05
were considered statistically significant. All these analyses were
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120 primary pterygium patients

22 were excluded
14 did not meet inclusion criteria
8 declined to participate

98 underwent randomization

|

!

49 patients (65 pterygia) were
asigned to placebo group

14 patients (21 pterygia)
were lost to follow-up

35 patients (44 pterygia) were
included in the intentio-to-treat
analysis with primary outcome
data

1 patient (2 pterygia)
suspended treatment
due to adverse events

34 patients (42 pterygia) were
included in the per-protocol
analysis with primary outcome
data

49 patients (66 pterygia) were
asigned to doxycycline group

21 patients (30 pterygia)
were lost to follow-up

28 patients (38 pterygia) were
included in the intentio-to-treat
analysis with primary outcome
data

5 patients (7 pterygia)
suspended treatment
due to adverse events

23 patients (29 pterygia) were
included in the per-protocol
analysis with primary outcome
data

Figure 1. Consort flow diagram. The major reasons for not meeting the inclusion criteria were pregnancy (8) and being on a treatment with
doxycycline incompatible drugs (6). Many patients were lost to follow-up probably due to the high number of immigrants, a very mobile population,
that were enrolled in the trial. Six patients had to suspend treatment due to mild adverse events. Several patients had more than one pterygium, so

the total number of pterygia is also included.
doi:10.1371/journal.pone.0052696.9001

carried out with SPSS 17.0. Both per-protocol and intention-to-
treat analyses were performed.

Results

Study population and group assignments

Between October 2009 and May 2010, a total of 98 patients
diagnosed with primary pterygium underwent randomization (49
in each group) at the Hospital San Pedro (Logrofio, Spain). In the
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per-protocol analysis, primary outcome data were available for 34
patients in the placebo group and 23 in the doxycycline-treated
group (Fig. 1). Demographic and clinical characteristics at baseline
were similar between the two groups (Table 1).

Adverse events

As expected for doxycycline, adverse events were minimal and
resolved quickly after medication was suspended. These included 5
cases of nausea and vomit (1 placebo, 4 doxycycline), 2 cases of
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Table 1. Baseline demographic and clinical characteristics of the patients enrolled in the trial.

Placebo (n=49) Doxycycline (n=49) Statistical test p value
Sex (male/female) 28/21 27/22 % 1.00
Race or ethnic group* (Caucasian/Hispanic/Other) 19/24/6 19/25/5 %2 0.95
Ageft [range] 51.29+1.98 [29-80] 49.71%2.14 [20-86] t 0.59
Initial size of pterygiumi [range] 4.65+0.39 [1.07-14.48] 5.25+0.48 [0.71-17.49] t 0.34
Initial pterygium morphology8 (T1/T2/T3) (9/21/19) (6/22/21) %2 0.69

*Race or ethnic group was self-reported.
Plus-minus values are means * E.
*Pterygium size is expressed in mm?.
$As classified by Tan et al. [24].
doi:10.1371/journal.pone.0052696.t001

eczema (1 placebo, 1 doxycycline), and 1 case of phototoxicity (in
the placebo group).

Outcomes

Photographs of the pterygium lesions were taken in the first two
visits (Fig. 2). After a month of treatment, the overall data showed
that pterygia that had been treated with oral doxycycline
experimented a relative change (size measured in the second visit
divided by size in the first visit) of 0.98%0.05, whereas in those
receiving placebo the relative change was 1.01%0.03. These
differences were not statistically significant when analyzing either
the per-protocol (p=0.225) or the intention-to-treat (p=0.191)
populations (Student’s ¢ test).

Subgroup analysis was performed through logistic regression to
investigate whether doxycycline had a beneficial effect on
particular groups defined by age, sex, race, or initial lesion size
and morphology. Pterygia whose relative change was =1 (did not
change size or grew) were given the value “0”” whereas those with
a relative change <1 (growth reduction) were labeled as “1”. For
race, patients of Caucasian origin were labeled “0”, and all others
as “1”. Other variables included sex, age, initial pterygium
morphology, and initial size of the pterygium lesion. A multi-
variant enter logistic regression (also called simultaneous regres-
sion) revealed than only “age” had an independent effect on lesion
reduction (p<<0.019). To test whether interactions occurred among

all these variables, a backward logistic regression model, where all
independent variables are entered at one time and then they are
removed one at a time based on a preset significance value, based
on likelihood ratios was performed (Table 2). On the third step,
age, race, and treatment were the only significant variables. When
we tried to estimate the particular odds ratios, the model did not
converge due to insufficient sample size, thus only the statistical
significance is shown. In summary, doxycycline effect on
pterygium is heavily dependent on the race and age of the
patient, being more efficient on people of Caucasian descent and
older age.

The effect of age on the efficacy of the doxycycline treatment
was further investigated by correlation analysis. There was a
positive correlation (Spearman’s = —0.4783, 95% CI —0.7025 to
—0.1678, p=0.003) between increasing age and larger reduction
of the pterygium lesion on the treated individuals. Obviously, no
such correlation occurred in patients receiving placebo (Fig. 3).

The contribution of race is represented through a waterfall
graph (Fig. 4) where the effect of doxycycline is clearly seen in
Caucasians (Fig. 4B) but is undistinguishable from placebo in
Hispanic patients (Fig. 4D). Something unexpected was the wide
variation in pterygium size we observed in the placebo-treated
patients (Fig. 4 A, C). Only 15 patients underwent corrective
surgery during the trial period and none of these presented a
relapse during the 12 months following the end of the treatment,

P

Figure 2. Photographs of the eye of patient number 20 (male, 61 year-old, Caucasian) before (A) and after (B) the treatment with
doxycycline for 30 days. A clear reduction of the lesion’s size can be appreciated, from 5.44 mm? to 3.95 mm?,

doi:10.1371/journal.pone.0052696.9g002

PLOS ONE | www.plosone.org

December 2012 | Volume 7 | Issue 12 | 52696



Table 2. Statistically significant variables in the backward
logistic regression model based on likelihood ratio.

Variable Significance level
Treatment <0.001

Age by treatment <0.001

Race by treatment 0.002

Age by race by treatment 0.002

doi:10.1371/journal.pone.0052696.t002

therefore not enough data was available to evaluate whether the
treatment had any influence on recurrence frequency.

Discussion

In this study we have shown that oral doxycycline, given during
30 days at 200 mg/day, does modify the growth pattern of
pterygium lesions in Caucasian patients, a result which is in
agreement with previous observations in a mouse model [21].
Moreover, older patients responded better to the treatment.

We were surprised by the low compliance seen in this trial. In
fact, only 64% of patients came back for their second visit, which
was needed to allow measurement of the primary outcome. Two
reasons may explain this behavior. First, not being a life-
threatening disease, pterygium is often viewed as a cosmetic
problem rather than a serious condition. Second, pterygium is

Oral Doxycycline Reduces Pterygium Lesions

more prevalent in subtropical regions of the world, probably in
relation with a higher UV light exposure [25]. In consequence, a
large proportion of all diagnosed cases in Spain corresponds to
South- and Central-American immigrants, which is a very mobile
population, often depending on temporary employment. This
issue should be taken into consideration for the design of future
clinical trials on pterygium patients.

One of the most predictive variables of doxycycline response
was race. Hispanic patients did not respond to doxycycline
treatment whereas their Caucasian counterparts did. Broad
differences have been reported in the prevalence of pterygium in
various ethnic backgrounds [26-28]. There are also reports on
different recurrence rates between Hispanic and white patients
[29]. In addition, doxycycline has been shown to influence up to
332 genes when applied to pterygium cells, involving relevant
cellular pathways such as mitochondrial gene expression, endo-
plasmic reticulum stress, integrins, extracellular matrix compo-
nents, cell cycle regulators, and growth factors [21]. Any
differences in theses pathways among races may be responsible
for their differential responses to the drug. Gene profiling studies
comparing pterygia originated in Caucasian and Hispanic patients
may shed some light on this unexpected behavior. In addition,
studies can be designed for the study of pterygium tissue collected
after surgical removal to see the differences elicited by doxycycline
treatment in these patients.

There is a significant correlation between pterygium incidence
and age [28,30,31] but an explanation is needed for the
observation that doxycycline treatment was more efficient in older
patients. Perhaps the eye of older patients becomes more
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Figure 3. Correlation plot between patient’s age (abscises) and relative response to treatment (ordinates) for patients that received
either placebo (green circles) or doxycycline (red squares). The green and red lines represent the correlation slope for each set. There is a
significant correlation for doxycycline treatment (Spearman’s r=—0.4783, 95% Cl —0.7025 to —0.1678, p=0.003). Relative change in surface is the
quotient between the size of the lesion in the second visit divided by the size in the first visit.
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permeable to systemic doxycycline, thus allowing a higher dosage
on the eye surface. This may be in connection with the fact that
the beneficial effect of doxycycline was much larger in mice [21]
than in humans, which may be due to several reasons. First of all,
the anatomy and physiology of mouse and human eyes are very
different [32]. These differences include size, diurnal vs. nocturnal
habits, and histological features such as a rudimentary Bowman’s
membrane in the mouse [33], and might influence the pharma-
cokinetics of an orally administered drug. There are some
discrepancies on the amount of orally administered doxycycline
that can reach the eye surface. For instance, in a set of patients and
healthy individuals which were given oral doxycycline, the drug
was easily found in the blood but the tear film was devoid of it
[34]. A similar result was found in horses [35]. Nevertheless, an
experiment performed in macaques found that oral administration
of doxycycline was enough to induce transgene activation in the
eye of these animals [36]. In the same direction, oral doxycycline
was able to reduce angiogenesis in the rat cornea [19]. Therefore,
there seems to be an inverse correlation between eye size and
doxycycline ability to reach the outer surface of the eye. Other
antibiotics encounter also some difficulties to cross the hemato-
ocular barrier in humans [37]. There may be an age-dependent
relaxation of this barrier or just an increase on doxycycline
sensitivity in older patients.

Another unexpected observation was the ample variation in
pterygium size modifications seen in placebo-treated patients. A
small part of this variation may be due to measurement errors and

PLOS ONE | www.plosone.org

the difficulty to properly measure the size of pterygium lesions has
been previously recognized [38]. But, apart from that, there were
real changes in size in the four weeks between photographs,
including both increases and decreases of the total affected area.
This may represent an intrinsic feature of the biology of pterygium
which had not been previously recognized. There may exists an
unstable equilibrium between factors promoting pterygium growth
and host defence mechanisms trying to reduce it, which results in
this  “wobbling” behavior. This fact should be taken into
consideration for the design of future clinical trials.

In conclusion, oral doxycycline reduces pterygium lesion size in
white patients and could be used as a treatment for pterygium
symptoms or as a means to delay surgical resection. In this trial we
have used a systemic treatment to follow our previous experience
on an animal model [21] but topical application of doxycycline
may be even more efficient in controlling pterygium size. Larger
clinical trials are needed to better characterize this effect and to
mvestigate the efficiency of doxycycline on other ethnic back-
grounds.
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Abstract

Pterygium is a lesion of the eye surface which involves cell proliferation, migration, angiogenesis, fibrosis, and extracellular
matrix remodelling. Surgery is the only approved method to treat this disorder, but high recurrence rates are common.
Recently, it has been shown in a mouse model that treatment with doxycycline resulted in reduction of the pterygium
lesions. Here we study the mechanism(s) of action by which doxycycline achieves these results, using massive sequencing
techniques. Surgically removed pterygia from 10 consecutive patients were set in short term culture and exposed to 0
(control), 50, 200, and 500 pg/ml doxycycline for 24 h, their mRNA was purified, reverse transcribed and sequenced through
lllumina’s massive sequencing protocols. Acquired data were subjected to quantile normalization and analyzed using
cytoscape plugin software to explore the pathways involved. False discovery rate (FDR) methods were used to identify 332
genes which modified their expression in a dose-dependent manner upon exposure to doxycycline. The more represented
cellular pathways included all mitochondrial genes, the endoplasmic reticulum stress response, integrins and extracellular
matrix components, and growth factors. A high correlation was obtained when comparing ultrasequencing data with qRT-

PCR and ELISA results.
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Doxycycline significantly modified the expression of important cellular pathways in pterygium cells,
in a way which is consistent with the observed efficacy of this antibiotic to reduce pterygium lesions in a mouse model.
Clinical trials are under way to demonstrate whether there is a benefit for human patients.
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Introduction

Pterygium is a very common ocular surface lesion attributed to
chronic ultraviolet light exposure which typically afflicts a younger
population, adding tremendous burden, both human and finan-
cial, in many countries [1]. At the cellular level, pterygium is
characterized by proliferation of limbal cells, inflammatory
infiltrates, fibrosis, angiogenesis, and extracellular matrix break-
down [2-4]. Traditionally regarded as a degenerative condition,
pterygia also display tumor-like features, such as propensity to
invade normal tissue and high recurrence rates following resection
[5]. The mechanism of pterygium formation is not completely
understood but several processes have been suggested as part of
the pathogenesis of this disease, including genetic predisposition,
anti-apoptotic mechanisms, cytokines, growth factors, extracellular
matrix remodelling, immunological mechanisms, and viral infec-
tions [6].

Currently, the only approved treatment for pterygium is surgery
[7], a group of different procedures that, in some cases, result in
high recurrence rates [8]. Recently, based on the profuse irrigation
of the pterygium lesion, bevacizumab-mediated antiangiogenic
therapies have been tested, but these protocols have produced
inconclusive results [9,10].

@ PLoS ONE | www.plosone.org

In a recent article, it was shown that doxycycline, a common
oral antibiotic, was able to dramatically reduce pterygium-like
lesions in a mouse model [11]. The same antibiotic was
responsible for reducing neovascularisation in a burn model of
the rat cornea [12]. Apparently, doxycycline and other tetracy-
clines posses numerous properties which are independent of their
antibiotic activity [13]. Specifically, the antiangiogenic effects of
doxycycline seem to be related with the inhibition of matrix
metalloproteinases [14,15], although alternative and/or synergistic
mechanisms cannot be excluded.

In the present study we decided to investigate the molecular
effects of doxycycline on short-term primary cultures of pterygium
cells, using ultrasequencing techniques, to better understand all the
pathways affected by the antibiotic in pterygium.

Results

Primary cultures were established from pterygia surgically
removed from 10 patients. To identify the cell population present
in these cultures, immunofluorescence for different markers was
performed. Confocal microscopy of these samples showed that the
predominant cell population is composed of vimentin-positive
cells, with a fibroblast-compatible morphology (Fig. 1).

June 2012 | Volume 7 | Issue 6 | €39359
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Figure 1. Confocal image of pterygium cells in culture stained with antibodies against vimentin (green), CD31 (white), and keratin 4
(red). DAPI was used as a nuclear counterstain (blue). All cells were vimentin-positive and no immunoreactivity was found for markers of epithelial or

endothelial lineages. Bar=20 pum.
doi:10.1371/journal.pone.0039359.g001

The cultures were treated with doxycycline and RNA from
these samples was analyzed through massive sequencing. Due to
the characteristics of the multiplexing protocol and other technical
reasons, there was a broad variability on the number of sequence
readings per sample, ranging from 82,040 to more than 7.5 million
reads (Fig. 2). To deal with this variability, ultrasequencing data
were normalized in all samples. To test the efficacy of our
normalization protocol, several predictions were made and
checked on the data pool. One of the tests consisted in the
prediction of the patient’s gender by analyzing expression of genes
coded by the Y chromosome (Fig. 3A,B) or other genes whose
expression is linked to the sex of the individual, such as XIST or
RPS4Y1 (not shown). The gender of all patients was correctly
predicted. A second test consisted in the analysis of genes whose
expression was not modified by doxycycline treatment. In these
cases, the genetic background of each patient was very homoge-
neous in comparison with the expression in other patients, which
was more variable (Fig. 3C-H).

Following normalization, the first observation was a confirma-
tion of the predominant cell type in the cultures. Several fibroblast
markers, including fibronectin 1, collagen typel o and B, vimentin,
and collagen type 3, were found among the 10 most represented
transcripts of the study, whereas markers for endothelial and
epithelial cells were very scarce.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Then, gene expression of samples treated with doxycycline was
compared with untreated controls. A Manhattan-type heatmap for
the 332 genes whose expression experimented the largest variation
after antibiotic treatment shows that treatments tend to group
together, indicating that for these genes variations due to the
treatment are larger than those due to individual idiosyncrasies
(Fig. 4).

To investigate which cellular pathways are involved in the
response of pterygium cells to doxycycline, ultrasequencing results
were analyzed with specialized software. The group of genes that
experiment larger variations after treatment with the antibiotic are
the ones expressed by the mitochondrial genome. Eukaryotic
mitochondrial DNA codes for 15 major genes; of these, a single
gene (MT-ATP8) did not change, expression for the 2 genes
coding for ribosomal RNA was highly upregulated in a dose-
dependent manner after treatment, whereas expression for the
other 12 genes was downregulated, also in a dose-dependent
fashion (Table 1).

Another pathway whose expression was deeply modified (all
genes in this pathway were upregulated) upon doxycycline
treatment includes almost all the proteins involved in the
endoplasmic reticulum (ER) stress response (Fig. 5). This pathway
1s implicated at all levels, from the docking of the ribosome to the
ER (SSR2, RRBPI, SEC61A1), to proteins involved in protein
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Figure 2. Histogram showing the number of sequences aligned for each of the 40 experimental samples (sequencing depth).
Numbers represent individual donors and the 4 bars from each donor correspond to untreated control, and pterygium cells treated for 24 h with 50,
200, and 500 pg/ml doxycycline (left to right). There is a large variation in sequencing depth ranging from 82,040 reads for the less represented (cells
from patient number 7, treated with 500 ug/ml doxycycline) to 7,653,010 reads for the best represented (cells from patient number 6, treated with

50 ug/ml doxycycline).
doi:10.1371/journal.pone.0039359.g002

folding (PPIB, PDIAI to 6, etc), quality control proteins (BiP,
SIL1, HSP47), members of the unfolded protein response (ATT6,
IRE1, PERK), and the ER-associated protein degradation
(ERAD) process (EDEMI1, SEC61, ubiquitin ligase complex,
etc). When the unfolded protein response (UPR) is activated,
several mediator signals are sent to the nucleus to activate UPR
responsive genes and to promote apoptosis. One of these is
CHOP, which is also upregulated in doxycycline treated cells.

Another set of genes affected by doxycycline treatment includes
several integrins, integrin-interacting proteins, collagens, and other
extracellular matrix components (Table 2), indicating that
doxycycline has a significant impact on matrix remodelling. In
addition, several growth factors including VEGF and MANTF,
cytokines such as IL-6, and cell cycle related factors (ITP53,
CDKNIA, CDK2AP2) had also modified expression in the
doxycycline treated cells.

Sequencing results were confirmed through quantitative real
time PCR (qQRT-PCR) for those pathways with higher degrees of
variation upon treatment. In all cases, the direction and magnitude
of the change in expression was confirmed by the amplification
technique (Fig. 6). For all the chosen genes, there was a tight
correlation between data obtained through ultrasequencing and
those collected by real time PCR (Fig. 7), indicating the efficiency
of our normalization method.

For some genes that generate secretory proteins, such as
MANTF, IL-6, and VEGFA, a further confirmation was performed
through ELISA protein determination in the supernatant of the
treated and untreated cultures. Again, a high correlation was
observed among sequencing data, qRT-PCR quantification, and
ELISA protein levels (Fig. 8).

Discussion

In this study we have shown through ultrasequencing analysis
that pterygium cells respond to doxycycline treatment by
modifying the expression levels of a broad number of genes
responsible for important cellular functions. Among the pathways
that were modified the most, we found the mitochondrial genes,
the ER stress cascade, growth factors, interleukins, cell cycle
regulators, integrins, and components of the extracellular matrix.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Data Normalization

Massive transcriptome sequencing is a relatively new technique
and, as such, needs some time and a series of additional
developments before its complete potential can be achieved. In
this regard, data normalization is one of the most relevant
problems in current papers dealing with ultrasequencing data.
Initially it was presumed that RNA-seq techniques were free of the
nonlinear distortions that plagued hybridization techniques.
Hence expression values were derived directly from the total
number of alignments for a particular exon divided by its length
[16]. Later on, that measurement was improved by the Reads Per
Kilobase of exon model per Million mapped reads (RPKM)
method [17]. Still, these and similar methods were affected by an
important sequencing depth bias. Nowadays, novel normalization
methods are appearing to deal with all these problems [18].

Our normalization protocol uses the broad experience accrued
in the last years from microarray analysis, where quantile
normalization has been the gold standard [19]. This approach
does not introduce substantial biases in either genes with low
expression nor in those with high expression levels. Confirmation
of the quality of our approach is provided by a series of biological
evidences. First, our data predicted correctly the gender of all the
patients based on the expression of genes coded by the Y
chromosome. Second, genes whose expression is bound to the
sample genetic background were clearly differentiated with this
method. In addition, expression data obtained by addition of
sequencing alignments presented a high correlation with data
obtained from the same samples by qRT-PCR. An outstanding
advantage of this methodology is that samples with very different
sequencing depth (from 80,000 to more than 7,000,000 reads,
Fig. 1) can be used for the analysis whereas in other methodologies
they need to be discarded in order to avoid biases [20].

Previous High-throughput Studies in Pterygium

A few previous studies had applied high-throughput techniques
to study the transcriptomics of pterygium. For instance, the gene
expression of pterygium was compared to that of normal

autologous conjuntiva, finding a significant increase of fibronectin,
CD24, MIP-4, and NGAL in the pterygium lesions [21,22].
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Figure 3. Experimental demonstration that a correct normalization protocol was applied to ultrasequencing data. Representation of
the expression levels in the Y chromosome in a male (A) and a female (B) patient. Each dark line represents expression of a particular exon along the
length of the chromosome. The few lines observed in females correspond to repetitive regions of the genome. Expression levels for 3 representative
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protocol. Labeling of the 40 samples is the same as in Fig.1. Normalization success can be appreciated since individual variations are larger than

treatment-induced changes in these genes.
doi:10.1371/journal.pone.0039359.g003

Another study compared the gene expression pattern of pterygium
with pre-existing data on human cornea, limbus, and conjunctiva,
finding that pterygium markers closely resemble those of
conjunctival and limbal cells [23]. A recent paper has shown that
pterygium presents aberrant DNA methylation patterns in regions
close to matrix remodelling genes such as TGM-2, MMP-2 and
CD24 [24]. Our study is the first to analyze mRNA and protein
changes produced by a drug treatment on pterygium cells.

Our cultured cells were positive for vimentin and negative for
epithelial and endothelial markers. Therefore our first impulse was
to classify them as fibroblasts. Nevertheless, Dushku and Reid
showed that pterygium originates from altered limbal epithelial
basal cells which express vimentin but do not stain for keratins
[25], so our primary cultures seem to represent the characteristic
cells of pterygium.

Doxycycline Action on the Mitochondria
Doxycycline has been used in the past as a reversible inhibitor of

mitochondrial translation [26-28]. Doxycycline occupies an

@ PLoS ONE | www.plosone.org

important tRNA binding site on the 30S ribosome subunit, thus
preventing the attachment of amino acyl tRNAs and terminating
the translation process. Depending on the cell type, different
mechanisms are activated [29]. This translation inhibition has
been associated with cell arrest, apoptosis/necrosis, and cell
detachment due to activation of caspase 3, 8, and 9, but also to
caspase-independent mechanisms [29-32]. Interestingly, doxycy-
cline concentrations achievable in serum seem to be more toxic for
tumors than for normal cells [33]. To the best of our knowledge,
our study provides the first evidence of doxycycline acting as a
selective inhibitor of mitochondrial genes’ transcription. The
inhibition is potent and raises the question of whether the
recognized effect of doxycycline as an inhibitor of mitochondrial
protein synthesis is due, at least in part, to the inhibition of the
transcription of mitochondrial encoded genes rather than to its
binding to the ribosomes’ active site.

Nonetheless, doxycycline pretreatment has been shown to
counteract the apoptosis and ER stress responses induced by
doxorubicin in mouse heart and testis [34,35], probably through a
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Figure 4. Hierarchical clustering (Manhattan plot) of all samples (columns) and the 332 genes which experienced larger changes
upon treatment with doxycycline (lines). All the controls tend to cluster together (left hand side) indicating a good normalization technique.
Red color expresses low expression levels and yellow designates high expression levels.

doi:10.1371/journal.pone.0039359.g004

preconditioning mechanism. This is in agreement with our data
showing and increase in prosurvival molecules such as IL6,
VEGFA, p21, or RelA. A short time exposure to doxycycline
would provoke a transient mitochondrial damage and ER stress
that would stimulate those survival factors that may protect the
cells from the following doxorubicin insult. However in our
experimental paradigm those survival factors seem to be
overwhelmed by the production of proapoptotic factors such as
CHOP, BAX, and caspase activation.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Endoplasmic Reticulum Stress Response Pathway

ER stress is a cellular response to disturbances in the normal
function of the ER which is conserved in all mammalian species, as
well as in yeast and worms [36]. Accumulation of unfolded
proteins in the ER lumen results in activation of a common
response to this stress situation called the unfolded protein
response (UPR), which is aimed initially at compensating for
damage trying to restore normal function of the cell by halting
protein translation and activating the signaling pathways that lead
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to increasing production of molecular chaperones involved in
protein folding, but can eventually trigger cell death if ER stress is
severe or prolonged [37]. There are three main signaling systems
initiated by UPR through ER stress sensors, including Eukaryotic
translation initiation factor 2-alpha kinase 3 (eIFF2AK3), Activating
transcription factor 6 (ATF-6 alpha), and Endoplasmic reticulum
to nucleus signaling 1 (IRE1) [36]. In normal conditions these
proteins are inactivated by Heat shock 70 kDa protein 5 (GRP78).
Accumulation of unfolded proteins leads to GRP78 binding to
them, resulting in release and activation of eIF2AK3, ATF-6 alpha
and IRE1 [37-40].

Activation of elF2AK3 induces translation of Activating
transcription factor 4 (ATF-4), which is able to induce
transcription of Homocysteine-inducible, endoplasmic reticulum
stress-inducible, ubiquitin-like domain member 1 (HERP),
DNA-damage-inducible transcript 3 (C/EBP zeta)), GRP78
and Protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 15A
(GADD34). All of them were upregulated by doxycycline
treatment.

Moreover, ATF-6 has been shown to translocate to the nucleus
and induce transcription of ER degradation enhancer, mannosi-
dase alpha-like 1 (EDEM), HERP, C/EBP zeta, X-box binding
protein 1 (XBP1), GRP78, and DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily
C, member 3 (DNAJC3). Again all of them were upregulated by
doxycycline treatment.

In addition, active IREI] splices XBP1 mRNA to promote
translation of XBP1, which translocates to the nucleus and
activates transcription of GRP78, Endoplasmin, Protein disulfide
isomerase family A, member 6 (ERP5), EDEM, HERP, C/EBP
zeta, Derl-like domain family, members 1, 2 and 3 (Derlinl,
Derlin-2 and Derlin-3). EDEM, HERP, Derlinl, Derlin-2 and
Derlin-3 promote ER-associated protein degradation, ERP5,
Endoplasmin and GRP78 stimulate protein folding. Doxycycline
treatment augmented the expression of all these genes.

In agreement with the results shown above, we also found an
increase in the transcription of GADD34 and DNAJC3, which
promote negative feed-back loops leading to restoration of
protein translation. However, when the restoration of homeo-

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Table 1. Ultrasequencing values for mitochondrial genes.
Gene name Ensembl number Fold change

50 pug/mL Doxycycline 200 ug/mL Doxycycline 500 ug/mL Doxycycline
MT-ATP6 ENSG00000198899 —1.27 —145 —1.75
MT-CO1 ENSG00000198804 —2.04 —2.56 —2.94
MT-CO2 ENSG00000198712 —1.20 —1.56 —1.96
MT-CO3 ENSG00000198938 —1.49 —-1.72 —2.38
MT-CYB ENSGO00000198727 —-1.75 —233 —2.86
MT-ND1 ENSG00000198888 —1.67 —-1.92 —2.50
MT-ND2 ENSG00000198763 —1.32 —1.39 —1.92
MT-ND3 ENSG00000198840 —1.72 —2.27 —2.70
MT-ND4 ENSG00000198886 —1.64 —1.89 —2.38
MT-ND4L ENSG00000212907 —1.56 —2.00 —2.38
MT-ND5 ENSG00000198786 —1.47 —1.79 —2.27
MT-ND6 ENSG00000198695 —1.54 —1.92 —2.44
MTRNR1 ENSG00000211459 2.60 3.08 333
MTRNR2 ENSG00000210082 1.28 1.36 1.64
Values are represented as the mean fold change of 10 patients with respect to untreated controls.
doi:10.1371/journal.pone.0039359.t001

stasis is not achieved within a certain time lapse the UPR
switches to apoptosis promotion. Despite the translational block
produced by PERK activation, certain genes can bypass this
block. An example 1is the proapoptotic protein CHOP
(CCAAT/ —enhancer-binding  protein  homologous  protein)
which is upregulated by ATF4 (activating transcription factor
4). CHOP causes downregulation of the anti-apoptotic mito-
chondrial protein Bcl-2 [41], favoring a pro-apoptotic drive at
the mitochondria by proteins that cause mitochondrial damage,
cytochrome c release, and caspase 3 activation. The doxycy-
cline-mediated increase on the transcription of CHOP suggests
that the proapoptotic switch has been produced. Moreover, C/
EBP zeta, which is activated by IRE]l and leads to decreased
Bcl-2 transcription [42], is also upregulated by doxycycline.
Consistently, the expression of the pro-apoptotic molecule BAX
1s also increased, supporting the idea of activation of apoptosis
in pterygium cells by doxycycline.

Extracellular Matrix and Integrins

Integrins and integrin receptors regulate many aspects of cell
physiology, being of particular importance in cell adhesion and
migration. These two processes depend on packing of actin
cytoskeleton into adhesive and protrusive organelles in response to
extracellular signals. In normal epithelia, alpha/beta integrins
function as receptors for the laminin family of extracellular matrix
proteins (such as laminin 1 and laminin 5) and mediate the stable
attachment of epithelial cells to the underlying basement
membrane [43].

The function of some integrins, such as alpha-6/beta-4 integrin,
is altered substantially as normal epithelia undergo malignant
transformation and progress to invasive carcinoma [44]. Cooper-
ative signaling between integrins and v-Erb-b2 erythroblastic
leukemia viral oncogene homologs 2 and 3 (ErbB2 and ErbB3) is
required to promote PI3K activation. This activation is mediated
through GAB1 [45]. Alpha-6/beta-4 integrin can also form
signaling complexes with specific growth factor receptors that act
synergistically to activate PI3K [44,46]. A signaling pathway
mvolving EGFR, ErbB2, ErbB3, phosphatidylinositol 3-kinase
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Figure 5. Schematic cartoon of the main pathways involved in the endoplasmic reticulum (ER) stress response. Proteins are
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proteins follow their path to the Golgi complex and the secretory pathway. If misfolded proteins accumulate in the ER lumen, the UPR can be
triggered and signals will be sent to the nucleus and apoptosis could be induced through CHOP. All the proteins represented in the cartoon are

significantly upregulated by doxycycline treatment.
doi:10.1371/journal.pone.0039359.g005

(PI3K), Akt, glycogen synthase kinase 3- B (GSK3-f), and cyclin
D1 is essential for the maintenance of survival, mitosis, and
invasiveness of human lung adenocarcinoma cell lines as well as to
evade apoptosis [47].

In our experiments, doxycycline treatment decreased the
expression of multiple members involved in the interaction
between the cell and the extracellular membrane, including

@ PLoS ONE | www.plosone.org

ligands such as laminin 1, laminin 5, and THBSI, integrins such as
B1 and ErbB3, intracellular mediators such as vinculin, GABI,
PI3K p85, and EIF4E3, suggesting that anoikis may be another
mechanism by which doxycycline exerts its actions on pterygium
cells.
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Growth Factors and Interleukins

Several growth factors such as VEGF and MANF and
interleukins such as IL-6 were elevated in pterygium cells exposed
to doxycycline.

VEGF has attracted much attention in the study of pterygium
lesions since they are highly vascularised and upregulation of
VEGTF has been reported in pterygia when compared to normal
conjunctiva [48]. In addition, women with a polymorphism in the
VEGF gene (VEGF-460) have a 2.5-fold increased risk of
developing pterygium [49]. These observations were instrumental
in designing clinical trials where bevacizumab, the humanized
blocking antibody against VEGF, was applied to pterygium lesions
[9,10]. The fact that doxycycline treatment results in a higher
expression of VEGF suggests that this may be a compensatory
reaction of the cells whose survival is compromised by the decrease
in mitochondrial protein synthesis and elevated ER stress.

In the same line of thought, MANF acts as a growth factor for
astrocytes and other neural cells but also as a protective factor
against ER stress [50]. Since we have reported a huge increase in
genes related to the ER stress response upon doxycycline
treatment, MANF expression may be increased to try to
compensate for these deleterious circumstances.

IL-6 is a proinflammatory cytokine which is upregulated in
pterygium by UV light exposure and might be part of the
pathological pathway leading to the formation of the lesion [51].
Elevation of this cytokine is related to increases in angiogenesis,
cell proliferation, invasion potential, and inflaimmation. The
upregulation of IL-6 after treatment with doxycycline may be
also part of the survival program of the pterygium cells faced by
the harsh conditions created by the antibiotic.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Table 2. Ultrasequencing values for integrins and extracellular matrix-related genes.
Gene family Gene name Ensembl number Fold change
500 ug/mL
50 ug/mL Doxyc. 200 ug/mL Doxyc. Doxyc.

Integrins CTGF ENSG00000118523 —2.04 —2.70 —4.55
CRELD1 ENSG00000163703 2.60 3.40 347
CYR61 ENSG00000142871 —1.82 —1.92 —2,33
ICAM1 ENSG00000090339 213 3.40 3.89
ITGA4 ENSG00000115232 —1.33 —2.04 —1.64
ITGA5 ENSG00000161638 1.87 2.26 2.31
ITGB1 ENSG00000150093 —-1.16 —1.69 —1.35
ITGB8 ENSG00000105855 —1.54 —2.50 —1.89
ITGBL1 ENSGO00000198542 —1.43 —-1.72 —2.13

Integrin-interacting proteins  SLC3A2 ENSG00000168003 2.75 3.22 3.15
THBS1 ENSG00000137801 —1.39 —1.67 —1.85
SVEP1 ENSGO00000165124 —1.44 —-1.71 —2.06

Collagens COL12A1 ENSG00000111799 —1.32 —1.92 —1.82
COL5A2 ENSG00000204262 —1.25 —1.47 —1.61

Extracellular matrix LAMB1 ENSG00000091136 —1.52 —2.04 —2.33
LAMA3 ENSG00000053747 —1.47 —-1.41 —1.32
LAMA4 ENSG00000112769 —1.33 —1.82 -1.79
SPARC ENSG00000113140 —1.09 —1.18 —1.37

Values are represented as the mean fold change of 10 patients with respect to untreated controls.

doi:10.1371/journal.pone.0039359.t002

Cell Cycle Arrest

Doxycycline has been shown to induce cell cycle arrest,
although this effect is dependent on the cell line studied [29,52].
Likewise, induction of p53 gene expression in cancer cells can lead
to both cell cycle arrest and apoptosis. In addition, the expression
of the proapoptotic molecule Bax is up-regulated following an
increase on p53 levels [53]. In our hands, doxycycline treatment
on pterygium culture increased the expression of p53 and several
others CDKs (CDKNI1A, CDK2AP2), as well as the proapoptotic
protein Bax, providing an additional mechanism to the observed
changes.

In conclusion, we have shown that doxycycline elicits a strong
dose-dependent response in pterygium cells inducing a number of
mtracellular pathways such as mitochondrial gene expression, the
ER stress pathway, genes related to the extracellular matrix
environment, growth factors, interleukins, and cell cycle related
proteins. These changes can explain the reduction in pterygium
growth previously reported in a mouse model for this antibiotic
[11] and provide the theoretical basis to pursue treatment of
pterygium patients with doxycycline. Current clinical trials are
under way to test whether this treatment is efficient in humans.

Materials and Methods

Patients and Primary Culture

Use of pterygium specimens was approved by our Institutional
Review Board (Comité Etico de Investigacion Clinica de La Rioja,
CEICLAR). All patients provided written informed consent and
the specimens were handled in accordance with the Declaration of
Helsinki. Ten consecutive patients that underwent surgical
removal of their primary pterygium were recruited. These
included 6 males and 4 females with a medium age of 44.3%+7.8
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Figure 6. Gene expression quantification by ultrasequencing (open bars) and gRT-PCR (solid bars) for several sample genes
involved in different pathways such as mitochondrial genes (A-C), endoplasmic reticulum stress response (D-F), members of the
integrin family (G-1), and genes related with the cell cycle (J-L). Bars represent fold increase (or decrease) with respect to untreated controls
+ SEM for 10 independent samples. Statistically significant differences with untreated controls are represented by asterisks (for ultrasequencing data)
or the pound sign (for qRT-PCR). **: p<<0.01; ***: p<<0.001; #: p<<0.05; ##: p<0.01; ##+#: p<<0.001.

doi:10.1371/journal.pone.0039359.g006
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Figure 7. Correlation analysis between values obtained
through ultrasequencing (abscises) and through qRT-PCR
(ordinates). Pearsons coefficient is 0.9110 and R?=0.8299; p<<0.0001.
doi:10.1371/journal.pone.0039359.9g007

years (range 30-55). Of these, 2 patients were Spanish citizens
(both women) and 8 were immigrants from South America. The
excised pterygia were transferred to the laboratory for establishing
cell cultures as previously described [11]. Briefly, the pterygium
specimen was minced into small pieces and cultured for 3 days in
DMEM/F-12 medium supplemented with 10% fetal calf serum,
200 mM L-glutamine, 0.5% DMSO, and 1% penicillin/strepto-
mycin/amphotericin (all culture reagents are from Invitrogen,
Carlsbad, CA). Once the cells had migrated from the explants and
attached to the dish surface, the explant fragments were removed
and the medium changed to keratinocyte-serum free medium with
5% fetal calf serum, and 1% penicillin/streptomycin/amphoter-
icin. When the cells reached 80% confluency, they were passed to
fresh dishes using 0.25% trypsin. Medium was renewed every 2-3
days and replaced with fresh medium 24 h before adding the
antibiotic. All experiments were performed with cells on passages 3
to 5. For each patient, cells were subjected to 4 treatments: 0
(control), 50, 200, and 500 pg/ml doxycycline (Vibravenosa,
Pfizer, Alcobendas, Spain) for 24 h.

Immunofluorescence and Confocal Microscopy

Prior to doxycycline treatment, some cells were cultured in glass
coverslips overnight, fixed with 10% buffered formalin for 10 min,
permeabilized with 0.1% triton X-100 in PBS for 10 min, and
exposed to a mix of 3 primary antibodies overnight at 4°C. These
primary antibodies included mouse anti-vimentin (1:40, Sigma,
Madrid, Spain), rabbit anti-cytokeratin 4 (1:100, Abcam, Cam-
bridge, UK), and goat anti-CD31 (1:50, Santa Cruz Biotechnol-
ogy, Santa Cruz, CA). Following vigorous washes, the second layer
was added for 2 h at room temperature. Conjugated antibodies in
this second layer included Alexa 633 donkey anti-goat, Alexa 546
donkey anti-rabbit, and Alexa 488 donkey anti-mouse (1:200,
Invitrogen). After another series of washes, the coverslips were

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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mounted with DAPI-containing ProLong mounting medium
(Invitrogen). Paraffin sections of human uterus and appendix were
processed in parallel as positive controls. A confocal microscope
(Leica TCS SP5, Leica, Badalona, Spain) was used to visualize the
slides.

RNA Extraction

Total RNA was isolated from pterygium cell cultures using
TRIzol (Invitrogen), purified using an RNeasy Mini kit (Qiagen,
Valencia, CA), and treated with DNase I (Qiagen) following

manufacturer’s instructions.

cDNA Library Preparation and Ultrasequencing

Library preparation and ultrasequencing were performed
following Illumina’s (San Diego, CA) protocols. Most reagents
were also from Illumina.

First, the integrity and quality of total RNA were assessed with
the Experion Automated Electrophoresis system (BioRad, Hercu-
les, CA). Then, mRINA was isolated from 1 pg of total RNA using
poly-T oligo-attached magnetic beads. This mRNA was frag-
mented into pieces of approximately 200 bp using divalent cations
under elevated temperature. The cleaved RNA fragments were
reverse transcribed into first strand cDNA using reverse transcrip-
tase and random primers. Next, the second strand was synthesized
using DNA polymerase I and RNAse H. These double-stranded
cDNA fragments were end-repaired by T4 DNA polymerase and
Klenow DNA polymerase, and phosphorylated by T4 polynucle-
otide kinase. The cDNA products were incubated with Klenow
DNA polymerase to generate 3’ Adenine overhangs, therefore
allowing ligation to Illumina indexing adapters to the double
stranded cDNA ends. The adapter-ligated products were purified
with Ampure XP magnetic beads (Agencourt Bioscience Corpo-
ration, Beverly, MA, USA) and libraries were amplified by 15
cycles of PCR with Phusion DNA polymerase (Finnzymes
Reagents, Vantaa, Finland). Constructed libraries were validated
and quantified using BioRad’s automated electrophoresis system
Experion and qPCR respectively. Pools of 6 indexed libraries were
mixed (multiplexed) at equimolar ratios to yield a total oligonu-
cleotide mix concentration of 10 nM. Finally the resulting libraries
were sequenced on the Genome Analyzer IIx platform (Illumina)
to generate 150 bp single reads. Six pooled indexed libraries were
sequenced in each flow cell lane.

Data Treatment
Raw sequence data in fastq format were processed through a
number of sequential steps:

1. Aggressive adapter removal: adapter sequences were removed
from the raw sequences with an ad-hoc script using a non-
conservative approach. Thus, even the shortest representations
(one nucleotide) were eliminated.

2. mRNA alignment to DNA: alignment was performed by
Tophat (an intron aware wrapper of Bowtie DNA aligner).
Results were sorted and indexed using Samtools.

3. Coverage vectors for each sample were extracted under R
statistical environment using Rsamtools library. Human GTF
annotation from Ensembl was applied as reference for the exon
genomic ranges, parsed into R data structures. Exon expression
was calculated as the median coverage for every exon genomic
range as stated by annotation. Exon expression data from our
40 different samples were normalized by quantile normaliza-
tion and locus expression was calculated by simple addition of
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Figure 8. Correlation among values obtained through ultrasequencing, qRT-PCR, and ELISA for 3 secretory proteins whose
expression varies with doxycycline treatment. These include MANF (A,D), IL-6 (B,E), and VEGFA (C,F). For mRNA quantification (A,B,C), all bars
represent fold increase with respect to untreated controls = SEM for 10 independent samples. For protein quantification (D,E,F), bars represent the
mean *= SEM for 10 independent samples. Statistically significant differences with untreated controls are represented by asterisks (for
ultrasequencing and protein data) or the pound sign (for qRT-PCR). *: p<<0.05; **: p<<0.01; ***: p<<0.001; #: p<<0.05; #+#: p<0.01; ##+: p<<0.001.

doi:10.1371/journal.pone.0039359.9g008

all the expression hits from distinct exons annotated to a single
locus.

4. Samples were grouped by patient and every locus expression in
the group was scaled in the interval [0,1] in order to correct for
the different response ranges observed for the same gene in
different genetic backgrounds.

5. Library siggenes in R was applied to select the differentially
expressed loci using the FDR-based SAM method.

Resulting data were submitted to GEO (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/geo) and are available with accession number GSE34736.

Heatmaps

The 332 genes whose expression was most regulated by
doxycycline, with a FDR lower than 0.005, were represented as
a heatmap by using a Manhattan method for dissimilarity and a
ward method for hierarchical clustering, calculated in an R
environment.

Pathway/Network Analysis

The Reactome FI cytoscape plugin (www.reactome.org) and the
Genemania cytoscape plugin (www.genemania.org) [54] were used
to identify enriched pathways and networks regulated by
doxycycline treatment.

Statistics

GraphPad Prism v5 was used for all statistics. Two-way
ANOVA was used to analyze qRT-PCR and ultrasequencing
data. Correlation analysis was used to compare ultrasequencing
and qRT-PCR data. Differences were considered statistically
significant when p<<0.05.

Confirmation of the Sequencing Results

Gene products whose expression was significantly changed upon
application of doxycycline were chosen for further confirmation.
cDNA was synthesized by reverse transcription of 1 ug of total
RNA using the SuperScript III First-Strand Synthesis kit
(Invitrogen) in a total volume of 20 pl according to the
manufacturer’s instructions and was amplified by qRT-PCR using
Tagman probes (Table 3) in a 7300 Real Time PCR System
(Applied Biosystems, Carlshbad, CA) and their gene expression
calculated using absolute quantification by interpolation into a
standard curve [55]. All values were divided by the expression of
the house keeping gene, GAPDH, to avoid potential pipetting
errors. Some secreted proteins such as IL-6, MANF and VEGI-A
were quantified in the supernatant of the cultures by commercially
available ELISA kits (Uscn, Life Science, Inc. Wuhan, China).
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Table 3. TagMan probes used for the quantification of gene
expression by gRT-PCR.
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VCP Hs00200205
Integrins ICAM1 Hs00164932

THBS1 Hs00962908
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Other VEGFA Hs00900055
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Purrost. To understand the differential responses to doxycycline between Caucasian and
Hispanic patients observed in a previous clinical trial.

MEerHODS. Primary cultures were established using pterygia excised from male Caucasian (17 =
3) and Hispanic (z = 6) patients. The response of these cells to doxycycline was tested in a
toxicity assay. In addition, a complete transcriptome was obtained from the nine samples, and
the results were analyzed using false discovery rate statistics. Results were confirmed by
quantitative RT (qRT)-PCR and Western blotting for a limited set of genes.

Resurts. Caucasian pterygium cells underwent apoptosis upon exposure to doxycycline,
whereas Hispanic cells survived the treatment. Transcriptomic analysis showed profound
differences between cells of both ethnicities, even before treatment, implicating important
cellular pathways such as the mitochondrial oxidative phosphorylation chain, the
proteasome, and the components of the extracellular matrix. Following exposure to
doxycycline, there was a significant increase in proapoptotic proteins, regulators of the cell
cycle, and components of the mitochondrial membrane in Caucasian cells but not in their
Hispanic counterparts. There was a good correlation between data obtained by ultra-
sequencing and those generated by qRT-PCR or Western blotting.

Concrusions. The lack of response to doxycycline observed in Hispanic pterygium patients in
a previous clinical trial can be explained by the genetic protection afforded to the cells in this
ethnic background against apoptosis and cell death. New therapeutic options must be
devised for these patients.

Keywords: doxycycline, pterygium, racial disparities, transcriptomic analysis

terygium is a common eye disease characterized by
abnormal growth of conjunctival and/or limbal cells that

We decided to study the cause of this differential response to
doxycycline by using whole-genome transcriptomic techniques

migrate toward the cornea, accompanied by an increase in
fibrotic material and angiogenesis, and causing obvious vision
distortions.'-> The pathogenesis of pterygium is not completely
understood, but it seems that exposure to ultraviolet light, age,
and sex play important roles*-®; moreover, human papilloma
virus infection may be a cofactor in susceptible hosts.” Current
treatment of the disease includes surgical removal of the lesion
followed by conjunctival or limbal autografts in the presence of
different adjuvants,® yet the recurrence rate remains high.®
Experimental antiangiogenic therapies are being used but, so
far, the results have been inconclusive.0-12

In a recent article, it was shown that doxycycline
(Vibravenosa; Pfizer, Alcobendas, Spain), a common oral
antibiotic, was able to dramatically reduce pterygium-like
lesions in a mouse model through inhibition of matrix
metalloproteinases and angiogenesis.!> Further investigation
using massive transcriptome sequencing revealed that doxycy-
cline affects pterygium cells by regulating up to 332 genes
involved in mitochondrial metabolism, endoplasmic reticulum
stress response, and pathways related to integrins, extracellular
matrix components, and growth factors.'* A phase II clinical
trial showed that oral doxycycline was able to reduce
pterygium size in Caucasians but not in patients of Hispanic
ethnicity.!®

Copyright 2014 The Association for Research in Vision and Ophthalmology, Inc.
www.iovs.org | ISSN: 1552-5783

to explore new pharmacological approaches to overcome the
lack of response in Hispanic pterygium patients.

MATERIALS AND METHODS

Patients and Primary Culture

Use of pterygium specimens was approved by our Institutional
Review Board (Comité Etico de Investigacion Clinica de La
Rioja). All patients provided written informed consent, and
specimens were handled in accordance with Declaration of
Helsinki regulations. Nine male patients who underwent
surgical removal of their primary pterygia were recruited.
These included three Caucasian (76.7 £ 1.1 years of age) and
six Hispanic (39.0 = 8.2 years of age) patients. Excised pterygia
were transferred to the laboratory for establishing primary cell
cultures as described previously.'* Briefly, each pterygium
specimen was minced into small pieces and cultured for 3 days
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium/F-12 medium supple-
mented with 10% fetal calf serum, 200 mM 1-glutamine, 0.5%
DMSO, and 1% penicillin/streptomycin/amphotericin (all cul-
ture reagents are from Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Once the
cells had migrated from the explants and attached to the dish,
the medium was changed to keratinocyte-serum free medium
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TaBLe. TagMan Probes (Invitrogen) Used for the Quantification of
Gene Expression by qRT-PCR

TaqMan Catalog

Gene Family Gene Number

ER stress PPIB Hs00168719

HSPAS5 Hs00946084
Cell cycle TP53 Hs01034249
Oligotransferases SEC61A1 Hs01037684
Cytokines VEGFA Hs00900055

L6 Hs00985639
Housekeeping gene GAPDH Hs99999905

Thermocycler parameters were as follows: 10 minutes of denatur-
ation at 95°C, followed by 40 cycles at 95°C for 15 seconds and for 1
minute at 60°C. Values were interpolated into a standard curve to
calculate absolute expression. These values were then divided by the
expression level of GAPDH in the same samples to correct for potential
pipetting errors.

with 5% fetal calf serum and 1% penicillin/streptomycin/
amphotericin. These cells have been previously characterized
as fibroblast-like cells due to their immunoreactivity to
vimentin and to the expression of fibroblast genetic markers.'#
When cells reached 80% confluency, they were passed to fresh
dishes using 0.25% trypsin. Medium was renewed every 2 to 3
days and replaced with fresh medium 24 hours before
treatment of 50, 200, or 500 pg/mL doxycycline or the same
volume of vehicle (PBS) for 24 hours. All experiments were
performed with cells at passages 3 to 5.

Toxicity Assay

Responses to doxycycline of primary cultures of pterygium
cells from Hispanic or Caucasian patients were studied in 96-
well plates as described previously.'® Cells were seeded at a
density of 25,000 cells/well and allowed to attach to the
substrate for 4 hours. After that, 500 pg/mL doxycycline or the
same volume of vehicle (PBS) was added to the wells, and cell
numbers were estimated after 24 hours by using the 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
assay (Promega, Madison, WI, USA). Results are presented as
percentage of viability over untreated controls.

RNA Extraction and Transcriptomic Analyses

Total RNA was isolated from pterygium cell cultures using
TRIzol (Invitrogen), purified using the RNeasy mini-kit (Qiagen,
Valencia, CA, USA), and treated with DNase I (Qiagen) following
the manufacturer’s instructions. Complementary DNA (cDNA)
library preparation and ultrasequencing were performed ac-
cording to the manufacturer’s protocols and using their reagents
(Illumina, San Diego, CA, USA) as described previously.14 Briefly,
the integrity and quality of total RNA were assessed with an
automated electrophoresis system (Experion; Bio-Rad, Hercules,
CA, USA). Then, mRNA was isolated from 1 pg of total RNA
using poly-T oligonucleotide-attached magnetic beads. This
mRNA was fragmented into approximately 200 base pair (bp)
pieces by using divalent cations under elevated temperature.
Cleaved RNA fragments were reverse transcribed into first-
strand cDNA using reverse transcriptase and random primers.
Next, the second strand was synthesized using DNA polymerase
I and RNase H. These double-stranded cDNA fragments were
end-repaired by T4 DNA polymerase and Klenow DNA
polymerase, phosphorylated by T4 polynucleotide kinase, and
ligated to Illumina indexing adapters. These adapter-tagged
libraries were amplified by using 15 cycles of PCR with DNA
polymerase (Phusion; Finnzymes Reagents, Vantaa, Finland) and
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Ficure 1. Phase-contrast views of pterygium cells obtained from
Hispanic (A, B) or Caucasian (C, D) patients treated with PBS as a
control (A, C) or with 500 ng/mL doxycycline (B, D) for 24 hours. (D)
Dead cells can be distinguished by their round shape. (E) Quantifica-
tion of the same experiment from the MTT assay. Asterisk: Statistically
significant differences from PBS-treated controls (P < 0.01). Scale Bar:
100 pm.

validated and quantified by electrophoresis and quantitative PCR
(qPCR). Pools of six indexed libraries were mixed (multiplexed)
at equimolar ratios to yield a total oligonucleotide mixture
concentration of 10 nM. Finally, the resulting libraries were
sequenced with the Genome Analyzer IIx platform (Illumina) to
generate 150-bp single reads. Six pooled indexed libraries were
sequenced in each flow cell lane.

Data Treatment and Statistical Analysis

Raw sequence data in FASTQ software (http://sourceforge.net/
projects/magq, in the public domain) format were processed
through a number of sequential steps'® including adapter
removal, mRNA alignment to DNA, gene expression quantifi-
cation using the Tuxedo software suite (Oracle Corporation,
Redwood Shores, CA, USA), and selection of differentially
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Ficure 2. Hierarchical clustering (Manhattan plot) of the nine samples (columns) and the 3000 genes (rows) which showed larger differences
between races. Notice that pterygium cells from Caucasian (C1-C3) or Hispanic (H1-H6) origin cluster together. Red indicates high expression

levels, and green/black designate low expression levels.

expressed loci using the false discovery rate (FDR)-based
significance analysis of microarrays (SAM) method. Resulting
data were submitted to Gene Expression Omnibus (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/geo, in the public domain) under
accession numbers GSE34736 and GSE58441.

The genes whose expression levels were most regulated by
doxycycline for each racial group with a P value of <0.005 and
an FDR lower than 0.2 were represented as heatmaps by using
the Manhattan method for dissimilarity and the Ward method
for hierarchical clustering, calculated in an R software
environment (www.r-project.org, in the public domain). The
Reactome FI cytoscape plugin (Reactome database; www.
reactome.org, in the public domain) and the GeneMania
cytoscape plugin (GeneMania; University of Toronto, Toronto,
ON, Canada; www.genemania.org, in the public domain) were
used to identify enriched pathways and networks regulated by
doxycycline treatment in both racial backgrounds.'”

qRT-PCR

Gene products whose expression levels were significantly
different between the two were chosen for further confirma-
tion. Complementary DNA was synthesized by reverse
transcription of 1 pg of total RNA, using the SuperScript III
first-strand synthesis kit (Invitrogen) in a total volume of 20 pL
according to the manufacturer’s instructions and was amplified
by qRT-PCR by using TagMan probes (Invitrogen; Table) with a
model 7300 real time-PCR system (Applied Biosystems,

Carlsbad, CA, USA), and their gene expression levels were
calculated using absolute quantification by interpolation into a
standard curve.'® All values were divided by the expression
value of the house keeping gene GAPDH to avoid potential
pipetting errors.

Western Blotting

Some of the pterygium cells treated with doxycycline or PBS,
as described above, were processed for protein analysis. Cells
were homogenized in lysis buffer (PBS, pH 7.4, containing
complete protease inhibitor cocktail [Roche, Madrid, Spain])
and centrifuged to eliminate solid debris. Total protein in the
supernatants was calculated with the BCA kit (Pierce, Rock-
ford, IL, USA). A 5X SDS sample buffer (Invitrogen) was added
to all samples. Extracts were boiled for 10 minutes and run on
standard 10% SDS polyacrylamide gels (Invitrogen). The
antibodies tested in this study were as follows: mouse anti-
CCAAT-enhancer-binding protein homologous protein (CHOP;
Abcam, Cambridge, UK), 1:1000 dilution; rabbit anti-TIMP2
(Abcam), 1:1000 dilution; rabbit anti-TIMP3 (Abcam), 1:1000
dilution; and mouse anti-B-tubulin (Sigma-Aldrich Corp., St.
Louis, MO, USA), 1:40,000 dilution. Peroxidase-conjugated goat
anti-rabbit (1:6000 dilution) or donkey anti-mouse (1:30,000
dilution) antibodies were from Cell Signaling Technology
(Danvers, MA, USA) and Jackson Immunoresearch Laboratories
(West Grove, PA, USA), respectively. Peroxidase activity was
detected with enhanced chemiluminescence (GE Healthcare,
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Ficure 5. Hierarchical clustering (Manhattan plot) of the Hispanic (A) and Caucasian (B) pterygium cells treated with and without doxycycline.
With an FDR = 0.2 cut-off there are 839 differentially expressed genes in Hispanics and 785 genes in Caucasians. Red indicates high expression

levels, and green/black designate low expression levels.

Buckinghamshire, UK) and subsequently exposed on x-ray
films (GE Healthcare). All experiments were repeated at least
three times.

RESULTS

Pterygium Cell Sensitivity to Doxycycline in
Primary Cultures

Primary cultures were successfully established from surgical
specimens of pterygia obtained from three Caucasian and six
Hispanic patients. When these cells were treated with
doxycycline, we observed a behavior that confirmed previous
descriptions in a clinical trial,'> with cells of Hispanic origin not
responding to doxycycline (Figs. 1A, 1B, 1E), whereas cells of
Caucasian origin suffered apoptosis and cell demise (Figs. 1C-E).

Hispanic and Caucasian Pterygium Cells Express
Different Genes Even Before Treatment

The complete transcriptomes of the nine pterygium specimens
were analyzed, and important differences in gene expression
were observed between cells of the two races. At an FDR
cutoff of 0.2, 5342 genes were found to be differentially
expressed between the races. A heatmap of the 3000 most
differentially expressed genes (Fig. 2) shows a clear genetic
signature differentiating Caucasian from Hispanic samples. To
investigate which cellular pathways were differentially ex-
pressed, ultrasequencing results were analyzed with special-
ized software (Genemania; Reactome) and shown with Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). The three
pathways best represented among the genes that showed the
largest variations between races were (1) those genes
expressing mitochondrial proteins involved in the oxidative
phosphorylation cascade (Fig. 3); (2) those regulating the
proteasome (Fig. 4); and (3) genes related to extracellular
matrix (collagen, laminin, and tenascin). In addition, many
ribosome-encoding genes and some cytoskeleton-related genes
were also included. TIMP2 and TIMP3 were more highly
expressed in Hispanic than in Caucasian cells.

Doxycycline Treatment Alters Different Pathways
in Hispanic and Caucasian Cells

All pterygium cells were exposed to three concentrations of
doxycycline for 24 hours, and their transcriptomes were
compared to untreated cells. Heatmaps of differentially
expressed genes in treated or untreated Hispanic (Fig. 5A)
and Caucasian (Fig. 5B) cells showed a large number of genes
whose expression was modulated by doxycycline (839 in
Hispanics and 785 in Caucasians). When these genes were
organized into pathways, there were some pathways which
were regulated in the same way in both racial backgrounds.
These included vesicle targeting, protein folding, endoplas-
mic reticulum stress, and some mitochondrial components
such as cytochrome ¢ oxidase subunits. Other pathways were
statistically significantly activated by doxycycline in Cauca-
sians but not in Hispanics, including regulatory proteins of
the execution phase of apoptosis (BCL2L1, CHOP, FADD,
FXN, NKX3-1, HTRA2, TRAF2, ZNF205, ZNF622, and others),
cell cycle arrest (CDK9, CDK10, CDK20, HRAS, MYC, NKX3-
1, PSMA4, PSMA5, PSMDS8, PSME2, RRP8, GAK, CCNBI1IP1,
and others), and proteins of the mitochondrial membrane
(AK2, BNIP3, CCDC90A, CHCHD3, CHCHD4, COXI18,
DHODH, FLCN, FXC1, HSPA9, LONP1, MRPL18, NDUFSS,
TIMM44, TMEM70, and others). On the other hand, there
were some pathways that were statistically significantly
upregulated in Hispanics but not in Caucasians. This
happened with genes involved in tRNA synthesis (CARS,
GARS, KARS, SARS, WARS, YARS, and others) and some genes
involved in protein N-linked glycosylation (ALG2, ALG3,
ALGS, ALG12, EDEM1, GANAB, MPI, OSTC, PMM2, ST6GAL-
NAC4, SYVNI1, and others).

Confirmation of Differential Expression by qRT-
PCR and Western Blotting

To confirm some of the results obtained by ultrasequencing,
gRT-PCR was performed with specific probes, providing very
parallel results (Fig. 6). In fact, a correlation between qRT-PCR
and ultrasequencing values rendered a Pearson’s coefficient 72
= 0.87. Some relevant proteins such as CHOP, TIMP2, and
TIMP3 were also studied in parallel by ultrasequencing and
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Ficure 7. Comparison of ultrasequencing (mRNA) values (left) and Western blotting (WB [right]) for CHOP, TIMP2, and TIMP3. CHOP mRNA
shows a dose-dependent increase due to doxycycline treatment, which is higher in Caucasian cells than in Hispanic counterparts. This also can be
appreciated in the Western blot. TIMP2 and TIMP3 mRNA expression levels are higher in Hispanic cells, but the protein levels are higher in
Caucasian cells. Tubulin was used as a housekeeping protein. Bars: mean = SEM of the six to eight samples used in the study. Symbols: statistically
significant differences from PBS-treated controls (* or #: P < 0.05; ** or ##: P < 0.01; ™ or ###: P < 0.001).
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Western blotting (Fig. 7). Interestingly, TIMP2 and TIMP3
mRNAs were lower in Caucasian cells (Figs. 7B, 7C), but the
proteins behaved in the opposite way (Fig. 7E, 7F).

DiIscussION

According to the out-of-Africa theory of human migration,
Caucasian and Hispanic populations are almost as distant from
each other as is possible, both geographically and genetically.!®
Obviously, following the colonization of America by Europeans
in the 15th century, a certain degree of genetic admixture has
occurred,'® yet there is a high level of genetic variation
between these two populations. It has been known for quite
some time that pterygium has a high prevalence among
Hispanics and Latinos?%-2! and that these patients present with
a high recurrence rate,”?? but many authors have attributed
these characteristics to higher exposure to ultraviolet (UV)
light and a larger dedication to outside activities.®> In view of
our results, we propose that most of these differences may
have a genetic origin, although we cannot preclude environ-
mental influences.

One of the shortcuts of the present report is the wide age
differences between the two racial groups, with Caucasian
patients being much older than the Hispanic ones. Neverthe-
less, this is a faithful representation of the clinical reality found
in ophthalmologic services across Spain. Hispanic patients
requiring pterygium excision in this context are always
younger. Until now, we blamed a longer exposure to UV light
during their childhood/youth in their countries of origin,
although now we know that deep genetic differences may be
at the root of this observation. In contrast, Caucasian patients
(Spain’s nationals in this case) tend to develop pterygia at a
more advanced age and with a much lower incidence; thus, it
was impossible to obtain age-matched pterygia for this racial
group.

In our present study, we have shown that Caucasian
pterygium cells in culture respond to doxycycline treatment
by becoming apoptotic, whereas Hispanic cells do not. This
confirms our previous observations in a clinical trial,!> but at
that time, we did not know whether the observed disparities
were due to different rates of doxycycline transport from the
blood to the cornea or to other pharmacodynamic factors.
Now we can affirm that pterygium cells are intrinsically
different between these two populations and that the lack of
response in the Hispanics cells are due to genetic reasons.

When the genetic backgrounds were studied in untreated
cells, we found a great number of genes (5342 genes) with
significantly different expressions between the races. These
included genes with very important roles in maintaining cell
homeostasis, such as those involved in the oxidative phos-
phorylation chain, the proteasome, or the extracellular matrix.
Of course, these three pathways are paramount in triggering
either apoptosis or cell survival.?>2% Two of the genes that
were differentially expressed were TIMP2 and TIMP3.
Although we did not find a metalloproteinase (MMP) gene
altered when comparing races, TIMP mRNAs were higher in
Hispanic cells, although when investigated by Western
blotting, TIMP proteins were higher in Caucasian cells.

The importance of MMPs and TIMPs in pterygium
pathogenesis has been known for some time, especially as
they relate to invasion and migration of the advancing
cells. 2527

The analysis of gene expression after doxycycline treatment
was very informative. First, we found some pathways that were
activated in both races and which coincided with previous
studies.'* However, more interesting were those pathways that
became activated in one race or the other. One of these
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included the genes involved in tRNA synthesis, which is
upregulated in Hispanic cells but not in Caucasian ones. The
mechanism of action by which doxycycline acts on prokaryotic
cells includes targeting bacterial aminoacyltRNA synthetase.?®
Accepting a similar mechanism in eukaryotes, Hispanic
pterygium cells would be more protected against the drug
because they produce more active enzymes.

Apoptosis regulation is one of the major mechanisms by
which doxycycline reduces pterygium growth.'4 In this study,
we found many regulatory proteins of the execution phase of
apoptosis that are upregulated by doxycycline in Caucasian
cells but not in Hispanic ones. For instance, ZNF205 (also
known as Rhit) is related with the generation of intracellular
oxidative stress through the production of H,0,.%° This
molecule is upregulated in Caucasians following application
of doxycycline, but its expression does not change in
Hispanics. Therefore, Caucasian cells would be more sensitive
to oxidative stress and initiation of the mitochondrial apoptotic
cascade. The proteasome is also related to apoptosis and
oxidative stress.>® As happens with so many other genes,
critical components of the proteasome are upregulated upon
doxycycline treatment in Caucasians but not in Hispanics,
making the former more susceptible to apoptotic cell death.

The cell cycle is another obvious pathway whose regulation
may result in differential cell survival. Here we saw that several
cyclin-dependent kinases (CDK9, CDK10, CDK20) and proto-
oncogenes (MYC, HRAS) were upregulated in doxycycline-
treated Caucasian cells but not in their Hispanic counterparts.

Other genes overexpressed in Caucasian but not in Hispanic
cells included MT2A, a molecule that inhibits cell growth
through apoptosis, G2/M arrest, and negative regulation of
NF«B,3! and many components of the chemokine family such
as CXCCL1, CXCL1, CXCL2, CXCL3, and CCL5. Chemokines
have been described previously as molecules that are
upregulated in pterygium compared with normal conjuncti-
va?4 and can act as chemoattractants for neutrophils,
monocytes, and lymphocytes, thus fighting the excessive
growth of pterygium cells.>?

This is not the first time that differential pharmacological
responses have been described depending on the patient’s
race. Some examples include pharmacokinetic changes,?
varying tolerance to the drug,3* or different side effects.?>
Nevertheless, this is the first time this has been reported for
pterygium.

Other studies have also found racial disparities as an
explanation for the prevalence of pterygium.3®37 These
differences have often been explained by variations in lifestyle,
but given our results, those studies should be revisited, looking
for potential genetic diversity. The present study also
underscores the importance of including patients from
different ethnic backgrounds in clinical trials, as a drug can
be active in some people but not in others.
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ANEXO IV

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

TITULO DEL ESTUDIO: Estudio unicéntrico de fase |1, doble ciego, randomizado,
comparando doxiciclina administrada oralmente frente a placebo en pacientes con
pterigion.

CODIGO DEL PROMOTOR: CIBIR001
PROMOTOR: CIBIR

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Sara Velilla Osés
CENTRO: Hospital San Pedro

INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacion en el que se le invita a
participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica
correspondiente y la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios, de acuerdo a
la legislacion vigente, el Real Decreto 223/2004, de 6 de febrero, por el que se regulan los
ensayos clinicos con medicamentos.

Nuestra intencién es tan solo que usted reciba la informacion correcta y suficiente para que
pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en este estudio. Para ello lea esta hoja
informativa con atencion y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan surgir después de
la explicacion. Ademas, puede consultar con las personas que considere oportuno.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que su participacién en este estudio es voluntaria y que puede decidir no participar
0 cambiar su decision y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin que por ello se
altere la relacién con su médico ni se produzca perjuicio alguno en su tratamiento.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

El pterigion es un crecimiento anormal de las células de la conjuntiva (el blanco del 0jo)
generado, en la mayoria de los casos, por una exposicion excesiva a la luz ultravioleta. Es muy
abundante en personas que viven o han vivido en lugares muy soleados, cercanos al ecuador.
Si no se hace una intervencion médica, estas células pueden seguir creciendo ilimitadamente y
cubrir la cérnea (parte transparente del centro del ojo) dificultando o llegando a impedir
completamente la vision. Hasta el momento, la Unica intervencion aceptada para esta
enfermedad es la eliminacion quirdrgica (mediante una operacion) de las células del pterigio.
Uno de los problemas asociados al pterigio es su alta probabilidad de recidiva (volver a crecer)
después de haber sido extirpado.
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Siguiendo una serie de experimentos realizados en el CIBIR y en otras instituciones de
investigacion sobre animales de experimentacion, se ha identificado un farmaco (doxiciclina)
gue es muy eficaz en reducir el crecimiento del pterigion e incluso llega a eliminarlo totalmente
en animales. Se trata de un farmaco que se ha utilizado durante muchos afios en la clinica
humana para otras indicaciones y cuyo perfil de seguridad esta muy bien determinado.

El OBJETIVO principal de este estudio clinico es comprobar si este medicamento es eficaz
para reducir el crecimiento del pterigio, llegando incluso a hacer innecesaria la intervencién
quirargica. Como objetivos secundarios se busca comprobar si el tratamiento con esta
sustancia reduce la aparicion de recidivas (nuevo crecimiento del pterigion después de la
operacion), asi como identificar las sefales celulares que estan implicadas en la respuesta al
farmaco.

Para llevar a cabo este estudio, los pacientes que voluntariamente decidan participar en él
seran divididos en dos grupos. Uno de los grupos recibirda el medicamento que se esta
investigando mientras que el otro grupo recibira un placebo, es decir capsulas idénticas a las
del primer grupo pero que no contendran la sustancia farmacolégicamente activa. Esta
distribucion se hara al azar mediante un programa de ordenador de forma que ni el médico ni el
paciente sabradn cudl es el tratamiento que va a recibir. La proporcion de pacientes que se
asignen a cada grupo serd de 2 a 1, es decir de cada 3 pacientes habra 2 que reciban el
medicamento y sélo 1 que reciba el placebo. El nimero total de pacientes que participaran en
el estudio es de 50.

En la primera visita, ademas de recavarse los datos pertinentes y hacerse el reconocimiento y
diagnéstico oftalmoldgico, se tomara una fotografia del ojo afectado (o de los dos en su caso).
La fotografia sera sélo del globo ocular para impedir el reconocimiento del paciente. Una vez
gue el paciente esté enrolado en el estudio, se le entregara un frasco con 60 capsulas. El
paciente debera tomar 2 capsulas diarias, una cada 12 horas aproximadamente, media hora
antes de las comidas (desayuno y cena), durante 30 dias. Si en algiin momento se le olvidara
hacer una toma a su hora, debera hacerlo lo antes posible. Conviene tomar agua para facilitar
tragar la capsula, pero este medicamento no se debe tomar con leche o zumo de frutas, ya que
estas bebidas pueden reducir la absorcion intestinal del farmaco.

La segunda visita tendra lugar 30 dias después de la primera, una vez que el paciente haya
tomado todos los comprimidos. El paciente debera traer a esta segunda visita el frasco que
recibio con las cépsulas que hayan sobrado (de haber alguna). En este momento se tomara
otra fotografia del ojo que tuviera el pterigion (o de ambos, en su caso). Después de la
evaluacion oftalmologica el médico decidira si el paciente requiere o no tratamiento quirdrgico.
En caso de realizarse la extirpacion del pterigio, las células eliminadas seran enviadas al CIBIR
para su analisis mediante técnicas de biologia celular y molecular que ayuden a entender mejor
la fisiologia de esta enfermedad. En ningun caso los investigadores tendran acceso a los datos
personales del donante ni realizaran analisis que lesionen el derecho a la intimidad genética de
éste.

Tanto si se realiza la operacién como si no, el paciente acudirda a la consulta 6 y 12 meses
después de finalizar el tratamiento para evaluar la evolucion del pterigio o su ausencia.

Estas son precauciones habituales en el tratamiento y seguimiento del pterigion, de forma que
la Gnica diferencia con un tratamiento fuera del ensayo clinico es la toma de doxiciclina durante
30 dias.

El sujeto de un estudio clinico tiene una serie de responsabilidades. En este caso, éstas
incluyen acudir a las 4 visitas siguiendo el calendario que se le indique (se le avisara por
teléfono unos dias antes para recordarle la cita) y tomar las capsulas que se le entreguen
siguiendo el plan previsto. Ademas, debera notificar lo antes posible, al nimero de contacto
que figura al final de este documento, cualquier efecto adverso que pueda ser debido al
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tratamiento recibido, asi como cualquier cambio en la medicacién que toma habitualmente por
otros motivos.

Durante los 13 meses que esté en el estudio clinico, el paciente dispondra de una atencion
médica prioritaria para todos los temas relacionados o derivados del ensayo.

BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO.

Los beneficios esperados para el sujeto del estudio son una posible reduccion de la superficie
ocupada por el pterigio y, en algunos casos, incluso una desaparicion completa que haria
innecesaria la intervencion quirdrgica.

Ademas, de la interpretacion de los resultados de este estudio puede obtenerse un mayor
conocimiento de la fisiopatologia del pterigion y se pueden derivar beneficios para otros
pacientes en el futuro.

Hay que tener en cuenta que es posible que el paciente no obtenga ningun beneficio concreto
por razones de haber sido tratado con placebo o de que el medicamento no sea eficaz para
esta dolencia.

La doxiciclina ha sido utilizada durante muchos afios como un antibiético de amplio espectro
para el tratamiento de distintas enfermedades infecciosas. En ensayos clinicos de una duracion
mucho mas larga que la requerida en este estudio se han observado porcentajes muy bajos de
reacciones adversas. Por ejemplo, en un estudio de la eficacia de la doxiciclina para aliviar la
artritis se aplico la misma dosis que en nuestro ensayo (100 mg de doxiciclina, 2 veces al dia)
durante 30 meses a 431 voluntarios. So6lo se observaron reacciones adversas en un 16 % de
los pacientes y éstas fueron de grado menor. Las reacciones adversas mas comunes fueron
nauseas, problemas digestivos (dolor de estdbmago, algin caso de reflujo esofagico) y
sensibilidad al sol (Brandt et al., Effects of doxycycline on progression of osteoarthritis. Results
of a randomized, placebo-controlled, double blind trial. Arthritis Rheum. 52:2015-2025; 2005).

La doxiciclina esta comercializada por diversos laboratorios.

Las mujeres en edad fértil que no estén siguiendo un régimen anticonceptivo y aquellas que
estén embarazadas o lactantes no podran participar en el estudio, ya que la doxiciclina puede
tener efectos imprevistos en el desarrollo embrionario y fetal y se ha comprobado que se
secreta en la leche materna.

Es importante que durante el tratamiento con doxiciclina no se sometan a una exposicion solar
intensa sin proteccion mediante cremas de proteccién o ropa que cubra la piel, asi como gafas
con filtro solar.

TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS.

En caso de no participar en el estudio, su pterigion serd tratado siguiendo los protocolos
habituales en el Servicio de Oftalmologia. Estos incluyen la operacién para eliminar las células
pterigiales y el seguimiento post-operatorio adecuado.

No existe ninguna alternativa farmacéutica para el tratamiento no quirdrgico del pterigion.

Si desea mas informacion sobre las posibles alternativas, el médico que esta a cargo del
estudio se la facilitara sin ningin compromiso.
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SEGURO

El Promotor del estudio dispone de una péliza de seguros que se ajusta a la legislacion vigente
y que le proporcionara la compensacién e indemnizacién que le corresponda por ley en caso
de menoscabo de su salud o de lesiones que pudieran producirse en relaciébn con su
participacion en el estudio.

CONFIDENCIALIDAD

El tratamiento, la comunicacion y la cesion de los datos de caracter personal de todos los
sujetos participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999, de 13 de
diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal. De acuerdo a lo que establece la
legislacion mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso, modificacion, oposicion y
cancelacion de datos, para lo cual debera dirigirse a su médico del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un codigo y sélo su médico
del estudio/colaboradores podra relacionar dichos datos con usted y con su historia clinica. Por
lo tanto, su identidad no serd revelada a persona alguna salvo excepciones, en caso de
urgencia médica o requerimiento legal.

Soélo se transmitirdn a terceros y a otros paises los datos recogidos para el estudio que en
ningln caso contendran informacién que le pueda identificar directamente, como nombre y
apellidos, iniciales, direccion, n° de la seguridad social, etc. En el caso de que se produzca esta
cesion, sera para los mismos fines del estudio descrito y garantizando la confidencialidad como
minimo con el nivel de proteccion de la legislacion vigente en nuestro pais.

El acceso a su informacién personal quedara restringido al médico del estudio/colaboradores,
autoridades sanitarias (Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios),
Comunidades Auténomas (inspeccion), al Comité Etico de Investigacion Clinica y personal
autorizado por el promotor, cuando lo precisen para comprobar los datos y procedimientos del
estudio, pero siempre manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la
legislacién vigente.

COMPENSACION ECONOMICA

El promotor del estudio es el responsable de gestionar la financiacién del mismo. Para la
realizacion del estudio el promotor del mismo ha firmado un contrato con el centro donde se va
a realizar y con el médico del estudio.

Su participacion en el estudio no le supondra ningln gasto y le seran reintegrados los gastos
extraordinarios (p. ejem. Comidas y traslados). Usted no tendra que pagar por los
medicamentos del estudio.

OTRA INFORMACION RELEVANTE

Cualquier nueva informacion referente a los farmacos utilizados durante el estudio (como otros
antibioticos, anticoagulantes, antihipertensivos, antiepilépticos u otros ...) que pueda afectar a
su disposicién para participar en el estudio y que se descubra durante su participacion, le sera
comunicada a su médico lo antes posible.
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Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningin dato nuevo
serd afiadido a la base de datos y, puede exigir la destruccion de todas las muestras
identificables previamente retenidas para evitar la realizacién de nuevos analisis.

También debe saber que puede ser excluido del estudio si el promotor o los investigadores del
estudio lo consideran oportuno, ya sea por motivos de seguridad, por cualquier acontecimiento
adverso que se produzca por la medicacién en estudio o porque consideren que no esta
cumpliendo con los procedimientos establecidos. En cualquiera de los casos, usted recibira una
explicacion adecuada del motivo que ha ocasionado su retirada del estudio.

Al firmar la hoja de consentimiento adjunta, se compromete a cumplir con los procedimientos
del estudio que se le han expuesto.

Cuando acabe su participacion recibira el mejor tratamiento disponible y que su médico
considere el mas adecuado para su enfermedad, pero es posible que no se le pueda seguir
administrando la medicacion del estudio. Por lo tanto, ni el investigador ni el promotor
adquieren compromiso alguno de mantener dicho tratamiento fuera de este estudio.

DATOS DE CONTACTO

En caso de que la medicacion le cause cualquier tipo de reaccion adversa o que vd. necesite
ponerse en contacto con el Servicio de Oftalmologia para hacer una consulta o comunicar un
cambio en los medicamentos que esta tomando, dirijase a la siguiente direccion:

Dr Rua Galisteo, tel 941298000 ext 81025 (en horario laboral), o al movil 669044609 (fuera de
horario).
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MANIPULACION’ DE MUESTRAS DE SANGRE O BIOLOGICAS PARA
ESTUDIOS GENETICOS

consentimiento independiente en el que figure tipo de andlisis, finalidad, almacenamiento y
anonimizacion de las muestras.

En caso de que el médico decida que debe hacerse una intervencién quirirgica para eliminar el
pterigion, estas células seran enviadas al CIBIR para su analisis. El analisis de estas muestras
incluye su cultivo en medios estériles, la extraccién de proteinas, ADN y ARN. La finalidad de
estos analisis es entender mejor el mecanismo de accién de la doxiciclina sobre las células del
pterigio y permitir mejoras futuras en el tratamiento de esta enfermedad. Todas las muestras
seran identificadas Unicamente por un cédigo, de forma que los investigadores no tengan
acceso en ningun momento a la identidad de los pacientes. Los extractos celulares seran
guardados en los congeladores del CIBIR hasta que se publiqguen los resultados
experimentales, momento en que las muestras seran destruidas.

Cadigo del Estudio: CIBIR001

Yo (nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con:
(nombre del investigador)

Comprendo que mi participacién es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1°.- Cuando quiera.

2°.- Sin tener que dar explicaciones.

3°.- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.
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- Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi
consentimiento para el acceso y utilizacion de mis datos en las condiciones detalladas
en la hoja de informacion.
- Accedo a que las muestras de sangre o tejidos obtenidas para el estudio puedan ser
utilizadas en el futuro para nuevos analisis relacionados con la enfermedad o farmacos
del estudio no previstos en el protocolo actual (quedando excluidos los analisis
genéticos, siempre y cuando no formen parte de los objetivos del estudio):
0 si
] NO
Firma del paciente: Firma del investigador:
Nombre: Nombre:
Fecha: Fecha:
Version
Fecha:

Cédigo del Estudio:

YO (NOMDBre Y apellidOs) ... ... .o e e e e e e en
calidad de ..o (relacion con el participante)
Lo = (nombre y apellidos del participante).

He leido la hoja de informaciéon que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con:

(nombre del investigador)

Comprendo que la participacién del paciente es voluntaria.

Comprendo que puede retirarse del estudio:

1°.- Cuando quiera.

2°.- Sin tener que dar explicaciones.

3°.- Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.
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- En mi presencia se ha dado @ .......coooueii i (nombre
del participante) toda la informacion pertinente adaptada a su nivel de entendimiento y
esta de acuerdo en participar. Presto mi conformidad para
[0 UL (nombre del participante)
participe en este estudio y doy mi consentimiento para el acceso y utilizacién de los
datos en las condiciones detalladas en la hoja de informacion.

- Accedo a que las muestras de sangre o tejidos obtenidas para el estudio puedan ser
utilizadas en el futuro para nuevos analisis relacionados con la enfermedad o farmacos
del estudio no previstos en el protocolo actual (quedando excluidos los analisis
genéticos, siempre y cuando no formen parte de los objetivos del estudio):

O si
O NO

Firma del representante: Firma del investigador:

Nombre:

Fecha:

Version
Fecha

Cédigo d

Nombre:
Fecha:

el Estudio:

Yo (nombre y apellidos del testigo) ..

Declaro

Ieldo e

bajo mi responsabllldad que (nombre y apelhdos del part|C|pante) ..............................
.. ..ha leido (o se le ha
n eI caso en que eI pamente no pueda Ieer) Ia hOja de |nf0rma<:|on que se le ha

entregado.

Ha podido hacer preguntas sobre el estudio.
Ha recibido suficiente informacién sobre el estudio.

Ha hablado con:

(nombre del investigador)

Comprende que su participacién es voluntaria.

Comprende que puede retirarse del estudio:

1°.- Cuando quiera.

2°.- Sin tener que dar explicaciones.

3°.- Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

Piqueras 98 - 32 Planta . 26006 - Logrofio - La Rioja - Tel.: 941 278855 Ext 89867- 8
Fax.: 941 278 887 secretaria.ceic@larioja.org



Gobierno de La Rioja
www.larioja.org

Rlea Comité Etico de I nvestigacion Clinica
Salud deLaRioja (CEICLAR)

FUNDACION
- Ha expresado libremente su conformidad para participar en este estudio y da su
consentimiento para el acceso y utilizacion de los datos en las condiciones detalladas
en la hoja de informacion.
- Accede a que las muestras de sangre o tejidos obtenidas para el estudio puedan ser
utilizadas en el futuro para nuevos analisis relacionados con la enfermedad o farmacos
del estudio no previstos en el protocolo actual (quedando excluidos los analisis
genéticos, siempre y cuando no formen parte de los objetivos del estudio):
0 si
1 NO
Firma del testigo: Firma del investigador:
Nombre: Nombre:
Fecha: Fecha:

’ Este documento se firmara por duplicado quedandose una copia el investigador y otra el paciente.

Version
Fecha:
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Fax.: 941 278 887 secretaria.ceic@larioja.org
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INVESTIGADOR PACIENTE N° PACIENTE: FECHA

INICIALES: INICIALES: /)

FIRMA: DiaMes Afo
ANEXO V

CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS

Estudio unicéntrico de fase 11, doble ciego, randomizado, comparando doxiciclina

administrada oralmente frente a placebo en pacientes con pterigion

CODIGO: CIBIR 001

PROMOTOR:

INVESTIGADOR
COORDINADOR:

CIBIR

Dr. Alfredo Martinez Ramirez

C/ Piqueras, 98; 26006 Logroiio (La Rioja)
Teléfono: 941 278 775

Sara VelillaOsés

Servicio de Oftalmologia

Hospital San Pedro

C/ Piqueras, 98; 26006 Logroiio (La Rioja)
Teléfono: 941 298 000
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INVESTIGADOR PACIENTE N° PACIENTE: FECHA

INICIALES: INICIALES: /)

FIRMA: DiaMes Afo
CONTENIDO

1. INSTRUCCIONES PARA CUMPLIMENTAR ESTE CRD
2. VISITA 1: DIAGNOSTICO
2.1- VISITA DIAGNOSTICO: ANAMNESIS
2.2.- VISITA DIAGNOSTICO: Criterios de inclusion/excusion
2.3.- VISITA DIAGNOSTICO: Fotografiade lalesion
3. VISITA 2: Visitaalos30 DiASdelaVISITA 1
3.1.- VISITA 2: Fotografiade lalesion
3.2- VISITA 2: EVALUACION MEDICA
4. VISITA 3: Visitaalos6 MESESdelaVISITA 2
4.1.- VISITA 3: EVALUACION MEDICA
5. VISITA 4: Visitaalos6 MESESdelaVISITA 3
51.- VISITA 4: EVALUACION MEDICA
6. FINALIZACION ESTUDIO
7. ACONTECIMIENTOS ADVERSOS
7.1.- RECOGIDA DE ACONTECIMIENTOS ADVERSOS
7.2.- NOTIFICACION DE ACONTECIMIENTOS ADVERSOS
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INVESTIGADOR PACIENTE N° PACIENTE: FECHA:

INICIALES:. INICIALES:. /)
FIRMA: DiaMes Afo
1. INSTRUCCIONES PARA CUMPLIMENTAR ESTE CRD

1)
2)

3)

4)
5)

6)

7)

8)

9)

S0lo se permitirarealizar anotaciones en este cuaderno alas personas autorizadas.

Escriba claramente usando un boligrafo y presionando lo suficiente para que la informaciéon quede
registrada en todas las copias de las paginas. Debe escribirse solamente en la pagina superior y por
favor no escriba en las copias unavez que los originales hayan sido recogidos

Al iniciar cada hoja, completar el encabezado (INVESTIGADOR, PACIENTE, FECHA).

Iniciales. Las dos primeras posiciones por laizquierda para las iniciales del primer y segundo nombre
y las dos Ultimas para las del primer y segundo apellido. Al codificar apellidos, se prescindira de
preposiciones y articulos. En caso de apellidos compuestos utilizar sélo las inicides del primer
componente.

Fecha: siempre en e formato dd/mm/aa.

El nimero de paciente se asigna tras comprobar que cumple los criterios de inclusion/exclusion.
Acuérdese entonces de rellenar las hojas previas.

Si es necesario hacer alguin comentario respecto a contenido de cada hoja, en el pie de paginatiene un
espacio reservado

Rellene todos | os espacios disponibles. Sefiale con una[X] las casillas elegidas.
Ejemplo: correcto incorrecto

< ™

Datos numéricos: Los datos numéricos deben ser escritos comenzando por la izquierda, rellenando
CON Ceros siempre gque sea necesario.

Ejempilo: correcto incorrecto

Las correcciones se realizardn tachando la anotacion incorrecta y poniendo la informacién correcta a
su lado. La anotacion incorrecta debera quedar legible. Toda correccion deberdair firmada y fechada
por la persona que la ha realizado. S6lo podran hacer correcciones las personas mencionadas en el
primer punto de este apartado debiendo coincidir la persona que comete la equivocacion con a que
subsana €l error.

Correcciones. para cualquier correccion necesaria, debe cruzarse con una linea horizontal € dato
incorrecto y a continuacién escribir €l dato correcto afiadiendo la fecha, la firmay las iniciaes del
investigador principal o de cualquiera de los miembros del equipo que esté autorizado para ello. No
utilizar fluido corrector.

Ejempilo: n
075 Firma
SLB 09/09/99
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INVESTIGADOR PACIENTE N° PACIENTE: FECHA:
INICIALES: INICIALES: /o
FIRMA: DiaMes Afo
2. VISITA 1: DIAGNOSTICO

2.1- VISITA DIAGNOSTICO: ANAMNESIS
Fechanacimiento: /| /[ Género: Masculino [_] Femenino [_]
Antecedentes familiares
Proceso Padre Madre Hermanos
................................................ ] L] []
................................................ ] ] [
................................................ ] L] []
................................................ ] L] []
................................................ ] L] []
................................................ ] [ [
Antecedentes per sonales
Proceso Afo diagnostico Tratamiento
COMENTARIOS:
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INVESTIGADOR PACIENTE N° PACIENTE: FECHA:
INICIALES: INICIALES: /]

FIRMA: DiaMes Afo

2.2- VISITA DIAGNOSTICO: Criterios deinclusién/excusion

Criteriosdeinclusion

Antes del comienzo de |os procedimientos especificados en e protocol o, deberd obtenerse y

documentarse € consentimiento informado.
(Tachese lo que corresponda)

1. Pacientes con pterigion primario no intervenido que produzca alguno de los siguientes
sintomas:

a. astigmatismo sin otra causa S NG
b. Sensacion de cuerpo extrano. S NoO
c. Afectacion cornea amenazando € e visual. S NoO
S ~
2. Edad > 18 afos. S NoO
3. Capaz de cumplir con & seguimiento programado. S NoO

Criterios de excluson*

(Tachese lo que corresponda)

1. Mujeres embarazadas, en periodo de lactancia, o que estando en edad fértil no sigan S NoO

un plan anticonceptivo.

2. Alergiaadoxiciclina o presencia de enfermedades que contraindiquen el empleo de S NoO
doxiciclina como lupus eritematoso sistémico o miastemia gravis.

3. Toma de medicamentos incompatibles con doxiciclina o que mengtien S NoO
la eficacia/absorcion de ésta.

4. Pacientes que no puedan ser seguidos regularmente por razones psicol égicas, S No
sociaes, familiares o geogréaficas.

*Para la seleccion de este paciente todas las respuestas deben ser NEGATIVAS.
** A |os pacientes excluidos se les pedira el consentimiento informado para utilizar €l tejido extirpado en
laintervencion quirdrgica para establecer cultivos celulares 'y realizar andlisis de biologia celular y
molecular.
SI CUMPLE LOSCRITERIOS, ASIGNAR EL NUMERO DE PACIENTE.
PACIENTE N°

Completar ahoratodaslas casillas con el N° PACIENTE
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INVESTIGADOR
INICIALES:
FIRMA:

PACIENTE
INICIALES:

N° PACIENTE:

DiaMes Afio

2.3- VISITA DIAGNOSTICO: Fotografiadelalesion

A los pacientes incluidos se les realizara una fotografia de lalesion previamente a inicio del tratamiento.

PEGAR FOTOGRAFIA

(identificar la fotografia en la parte posterior con el nimero de pacientey la fecha)

CIBIR001-CRD
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INVESTIGADOR PACIENTE N° PACIENTE: FECHA:
INICIALES: INICIALES: /]

FIRMA: DiaMes Afo

3. VISITA 2: Visitaalos30 DIASdelaVISITA 1

¢Hatomado todas las pastillas?
]Sl

[ 1 NO. En caso negativo especificar & nimero de pastillas que no ha tomado

¢Hareferido alguin acontecimiento adverso (AA) durante e tratamiento?
]Sl
[ INO

(En caso afirmativo especificar: descripcion del AA, inicio y fin, tratamiento precisado y evolucion del
mMisMo)

¢Ha padecido alguin acontecimiento adverso (AA) gue no ha comunicado al médico?
(]Sl
[ INO

(En caso afirmativo especificar: descripcion del AA, inicio y fin, tratamiento precisado y evolucién del
mMisMo)
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INVESTIGADOR
INICIALES:
FIRMA:

PACIENTE
INICIALES:

N° PACIENTE:

DiaMes Afio

3.1.- VISITA 2: Fotografiadelalesion

A los pacientes incluidos se les redizard unafotografiade lalesion a final del tratamiento.

PEGAR FOTOGRAFIA

(identificar la fotografia en la parte posterior con €l nimero de paciente y |a fecha)
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INVESTIGADOR
INICIALES:
FIRMA:

PACIENTE
INICIALES:

N° PACIENTE:

DiaMes Afio

3.2- VISITA 2: EVALUACION MEDICA

Se recomienda intervencion quirdrgica

(]Sl
[INO

CIBIR001-CRD
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INVESTIGADOR
INICIALES:
FIRMA:

PACIENTE
INICIALES:

N° PACIENTE:

DiaMes Afio

4. VISITA 3: Visitaalos6 MESES delaVISITA 2

4.1.- VISITA 3: EVALUACION MEDICA
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INVESTIGADOR
INICIALES:
FIRMA:

PACIENTE
INICIALES:

N° PACIENTE:

DiaMes Afio

5. VISITA 4: Vistaalos6 MESESdelaVISITA 3

5.1- VISITA 4 EVALUACION MEDICA

CIBIR001-CRD
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INVESTIGADOR
INICIALES:
FIRMA:

PACIENTE
INICIALES:

N° PACIENTE:

DiaMes Afio

6. FINALIZACION ESTUDIO

EL SUJETO:

[ 1HA FINALZADO EL ENSAYO ADECUADAMENTE

[ ]HA SIDO RETIRADO POR EL INVESTIGADOR

[ ]HA ABANDONADO VOLUNTARIAMENTE EL ENSAYO

1 Maatolerancia (reaccion adversa grave e inesperada)

2 Faltade cumplimiento

3 Otras

COMENTARIOS:
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INVESTIGADOR PACIENTE N° PACIENTE: FECHA
INICIALES: INICIALES: /)
FIRMA: DiaMes Afo

7. ACONTECIMIENTOSADVERSOS

7.1.-

RECOGIDA DE ACONTECIMIENTOS ADVERSOS

DESCRIPCION DEL
ACONTECIMIENTO ADVERSO

Fechay horadeinicio Fechay horadefin

Fecha: _ / [ _
DiaMes Afio
Hora: Hora:

(00:00 6 no determinado (ND)) (00:00 6 no determinado (ND))

Fecha _ /|

DiaMes Afio

o UM wINE

. AA graveo Relacién con € - -
Intensidad® | £ 9 s Evolucion Accion adoptada
inesperado Tratamiento
ACONTECIMIENTO 1. Grado 1 i 2 l(\l:gnr;lgccl)ﬁglada 0. Resudto 1. Ninguna
ADVERSO Ne° 2. Grado 2 1. Si > Posible 1. Persistente 2. Tratamiento (especificar)
3. Grado 3 2.NO 3' Probable 2. Muerte 3. Suspension del tratamiento
4. Grado 4 4. Altamente probeble 3. Desconocida 4. Otros
1
2.
3.
4.
5.
6.
ADMINISTRACION DE MEDICACION CONCOMITANTE
Patologia M edicacién Fechainicio | Fechafin
Escala de 1. Grado 1 Alteraciones en piel (rash, urticaria), digestivas (nauseas) u otras que no reguieran valoracion médica
| ntensidad? 2 Grado 2 Alteraciones que requieran valoracion médica pero no limitacion o incapacidad como anemia, cefaleas,
) mareos, dolores musculares.
Alteraciones que requieran incapacidad temporal o ingreso hospitalario breve como alteracion de la
3. Grado 3 funcién hepética, severa neutropenia, trombocitopenia, Sd Steven-Johnson, obstruccién bronquial,
pericarditis.
4. Grado 4 Alteraciones que produzcan la muerte, ingreso hospitalario prolongado, riesgo vital o incapacidad
) permanente.
Escala de 0. No relacionada No cumple ninguno de los criterios abajo mencionados.
causalidad? 1. Condicional Secuenciatemporal razonable. No coincide con €l esquema de reacciones adversas conocidas. No puede
) ser explicada por la situacion clinica del sujeto.
Secuencia temporal razonable. Coincide con el esquema de reacciones adversas conocidas. La reaccion
2. Posible mejora o no tras laretirada del farmaco. Puede ser debida ala situacién clinicadel sujeto o a otros
férmacos administrados concomitantemente.
Secuencia temporal razonable. Coincide con € esquema de reacciones adversas conocidas. Megora al
3. Probable ; . L S . . R .
interrumpir la administracién del farmaco. No se explica por la situacion clinica del sujeto.
Existe una secuencia temporal razonable en relacion con la administracion del farmaco o con los niveles
4. Altamente probable plasméticos o titulares del mismo. La manifestacion observada coincide con € esquema de reacciones
) P adversas conocidazas del farmaco implicado. Mejoraal interrumpir la administracion del farmaco.
Reaparece a administrarlo de nuevo.
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INVESTIGADOR PACIENTE N° PACIENTE: FECHA:
INICIALES: INICIALES: /]

FIRMA: DiaMes Afo

NOTIFICACION DE ACONTECIMIENTOSADVERSOS

INSTRUCCIONES PARA CUMPLIMENTAR LA HOJA DE NOTIFICACION DE
REACCIONES ADVERSAS E INESPERADAS

INSTRUCCIONES GENERALES
1. Este formulario se utilizara solamente para comunicar las sospechas de reacciones adversas (RA)
graves e inesperadas que ocurran con medicamentos en investigacion. Se considera medicamento en
investigacion tanto el producto especificamente investigado como el control.

2. Las sospechas de reacciones adversas mortales 0 que entrafien riesgo vital (aquellas que de no
haber mediado una intervencién terapéutica inmediata hubieran supuesto la muerte del paciente) se
comunicaran en e plazo méaximo de 7 dias naturales; si no se dispusiera de toda la informacién, ésta
podra completarse en €l plazo adicional de 8 dias. Las demés sospechas de reacciones adversas graves
e inesperadas se comunicaran en €l plazo maximo de 15 dias.

3. Cuando € espacio disponible sea insuficiente, se afiadird una hoja de informacion adicional,
correctamente identificada con el nombre del promotor y el nimero asignado ala notificacion. En esta
informacion adicional podr& hacerse constar la evauacion de la causalidad realizada por € técnico
que informa.

INSTRUCCIONESESPECIFICAS
@. El codigo de protocolo es € asignado por € promotor para identificar € ensayo. El niUmero de
notificacion del promotor es el que éste utiliza para su archivo. Cuando se trate de informacion de
seguimiento se utilizard € mismo ndmero o bien, si se modifica, se indicarda e nimero de la
notificacién inicial. Se dejara sin rellenar el espacio “N° de notificacién” que aparece sombreado.

2. Laedad se pondra en afios, meses, semanas o dias seglin convenga, pero siempre indicandolo. Si no
se conoce con precision la edad debe referirse, a menos, e grupo de edad a que pertenece (p. §.:
lactante, nifio, adolescente, adulto, anciano).

7. Se describira la reaccion adversa en forma completa, indicando |a fecha de finalizacion de la misma
e incluyendo los resultados de las exploraciones complementarias o pruebas de laboratorio que se
consideren de interés. A esta notificacion podran acompafiarse cuantos informes se estimen
convenientes para la adecuada interpretacion del cuadro clinico sospechoso de ser una reaccion
adversa

8-13. Las categorias no son mutuamente excluyentes. La asistencia en un Servicio de Urgencias de un
Hospital inferior a 24 horas, no se considerara hospitalizacion.

14. Los medicamentos en investigacion se identificaran a ser posible por su nombre genérico (DOE o
DCI), indicando cuando esté disponible e nombre comercial, 0 en su defecto, por € nombre
propuesto o codigo de laboratorio parael producto.

15. En caso de que la administracion no sea diaria se intentara describirla con alguna de | as siguientes
posibilidades: ciclica, semanal, mensual, anual 0 nimero de veces gue se ha utilizado (poniendo en
este caso ladosis de cada toma, no latotal).
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INVESTIGADOR
INICIALES:
FIRMA:

PACIENTE
INICIALES:

N° PACIENTE:

DiaMes Afio

17. Se hard constar € proceso patolégico del paciente a gque va destinado e producto en
investigacion, o bien “voluntario sano” en caso de tratarse de tal.

19. Se hara constar la duracion del tratamiento hasta el inicio de la reaccion adversa.

22. Se indicard explicitamente si no se han tomado farmacos concomitantes. En el caso de considerar
sospechoso alguno o algunos de los farmacos concomitantes se marcardn con un asterisco (p.gj.: *
AMOXICILINA). Se excluiran los medicamentos utilizados para tratar |a reaccion adversa.
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INVESTIGADOR PACIENTE N° PACIENTE: FECHA:
INICIALES: INICIALES:

FIRMA: DiaMes Afo

FORMULARIO DE NOTIFICACION DE REACCION ADVERSA GRAVE E
INESPERADA OCURRIDA EN ESPANA

NOTIFICACION DE SOSPECHA DE CODIGO DE PROTOCOLO N° NOTIFICACION (Promotor)
REACCION ADVERSA PARA ) (Promotor)..........c.veevveeee.
MEDICAMENTOS EN INVESTIGACION N° EUDRACT / N° Protocolo
AEMPS
Notificacion realizada a Eudravigilance [ SI [] NO PACIENTE N° N° NOTIFICACION

. INFORMACION SOBRE LA REACCION ADVERSA

la PAIS 2. FECHA DE NACIMIENTO 2a. EDAD 3. SEXO 3a. PESO 3b. TALLA 4-6. FECHA DE INICIO DE LA REACCION
DIA MES ANO [0 HOMBRE DIA MES ANO
O MUJER
7. DESCRIPCION DE LA REACCION ADVERSA 8-13b. CRITERIOS DE GRAVEDAD/
(Incluyendo resultados relevantes de exploracion o de laboratorio y la fecha de finalizacion, si procede). DESENLACE

[0 FALLECIMIENTO

[ LA VIDA DEL PACIENTE HA ESTADO EN
PELIGRO

[0 HOSPITALIZACION

[J PROLONGACION HOSPITALIZACION

[ INCAPACIDAD PERMANENTE O
SIGNIFICATIVA

[ RA CLINICAMENTE RELEVANTE

Desenlace

[ PERSISTENCIA DE LA RA

[0 RECUPERACION SIN SECUELAS
[0 RECUPERACION CON SECUELAS
[J DESCONOCIDO

INFORMACION DEL MEDICAMENTO EN INVESTIGACION

14. MEDICAMENTO 15. DOSIS 16. VIA 17. ENFERMEDAD EN 18. FECHASDE 19. DURACION DEL
SOSPECHOSO DIARIA ESTUDIO INICIO FINAL TRATAMIENTO

20. ¢REMITIO LA REACCION AL SUSPENDER 20a. ¢(REMITIO LA REACCION AL REDUCIR LA | 20b. ¢(REAPARECIO LA REACCION AL ADMINISTRAR
LA MEDICACION? DOSIS? DE NUEVO LA MEDICACION?

[Os [ONO [ONO PROCEDE sl COONO  [ONO PROCEDE [Os [CNO [ONO PROCEDE

MEDICAMENTOS CONCOMITANTESE HISTORIA CLINICA

22. MEDICAMENTOS CONCOMITANTES (Mérquese con 22a. DOSISDIARIA 22b.VIA 22c. FECHASDE 22d. MOTIVO DE LA
un asterisco el/los medicamentos sospechosos) INICIO FINAL PRESCRIPCION

23. DATOS IMPORTANTES DE LA HISTORIA CLINICA (g]. diagnésticos, aergias, embarazos, elc)

V. INFORMACION SOBRE PROMOTOR E INVESTIGADOR

24. NOMBRE Y DIRECCION DEL PROMOTOR 24b. NOMBRE Y DIRECCION DEL INVESTIGADOR
24c. CODIGO DE LABORATORIO 25a. TIPO DE INFORME 24c. TECNICO DEL PROMOTOR QUE INFORMA
(N° AEMPS) [J INICIAL NOMBRE:
[JSEGUIMIENTO TELEFONO:
FIRMA:
24e. FECHA DEL INFORME 24f. FECHA DE ENTRADA AEMPS 25b. SE ADJUNTA INFORME COMPLEMENTARIO
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