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RESUMEN DEL PROYECTO

Titulo:Perfil de expresion del microRNA 184 como
biomarcador genético de riesgo para Queratocono en
poblacion con errores de refraccion.

Objetivo general:Conocer la relacién que existe entre
la cantidad de microRNA 184 encontrado en
pacientes con Queratocono comparado con pacientes
con ametropias y pacientes sanos en el Hospital Civil de

Culiacan.

Metodologia: Se realizo un estudio de casos y controles
prospectivo que incluird a los pacientes que acudan al
area de Oftalmologia del Hospital Civil de Culiacany qe
fueron diagnosticados con Queratocono o un error de
refraccion >1.50 dioptrias, asi como un grupo de
pacientes sanos dentro del periodo de marzo del 2019 a
junio del 2019. Se incluyeron todos los pacientes con
Queratocono y errores de refraccion mayores a 1.50
dioptrias entre la edad de 18 a 40 afos, y se excluyeron
a pacientes que no cumplan con estos criterios asi como
pacientes que tengan un padecimiento oftalmologico
diferente a los descritos o alguna alteracion sistémica
como desordenes hepaticos, renales, hematoldgicos o
inmunologicos.

Previa explicacion detallada del motivo del protocolo y
firma de consentimiento informado por parte del
paciente, se procedio a realizar la toma de muestra de
50 microlitros de lagrima con micropipeta. De estas
muestras se extrajo el RNA total utilizando el kit
miRNeasy de Qiagen. Se evaluo el RNA extraido para
cualidad y cantidad utilizando el analizador MAGPIX.
Resultados:Se observo un incremento en la tasa de
cambio en los pacientes con Queratocono (2.446)
comparado con el grupo control (1.149) y grupo de

Ametropias (1.667) la cual solo fue significativa al



comparar el grupo de Queratocono con el grupo
control(p=0.038)

Conclusion: La tasa de cambio del microRNA184
elevada en pacientes con Queratocono puede indicar
una alteracion en el mismo en dichos pacientes.
Palabras clave: Queratocono, microRNA184,
Ametropias
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CAPITULO I|.- MARCO TEORICO

INTRODUCCION

Queratocono (KCN) es una ectasia corneal progresiva y
asimétrica que puede llevar a discapacidad visual
importante. Aunque es una enfermedad con una
prevalencia elevada, la etiologia celular de la
enfermedad no se comprende bien. Estudios en varios
campos como genética, biologia molecular, y analisis de
expresion genética sugieren que la enfermedad puede
tener un origen multifactorial.

KCN es una enfermedad bilateral y usualmente

asimétrica en la cual la cornea toma una forma coénica.



Tipicamente se presenta en la adolescencia y progresa
hasta la tercera o cuarta década de vida y es una de las
principales razones indicaciones para realizar una
gueratoplastia en los paises desarrollados, aunque esta
demanda esta disminuyendo gracias al crosslinking
corneal. (1)

La etiologia de KCN no se comprende del todo con
varios caminos implicados (bioquimica, fisica, y
genética) resultando en una condicién con un camino en
comun final para diferentes enfermedades. Puede
ocurrir como resultado de predisposicion genética
activada por factores ambientales. Puede aparecer
como una condicion isolada o en asociacion con
desordenes oculares y sistemicos como atopia,
enfermedad vernal, sindrome de Down, retinitis
pigmentosa, sindrome de Turner, desordenes del tejido
conectivo como sindrome de Marfan, Sindrome de
Ehlers-Danlos, osteogenesis imperfecta y
pseudoxantoma elastico. KCN tiene una fuerte
asociacion con el frotamiento de los ojos, trauma
repetido por lentes de contacto, y enfermedad ocular
alérgica. Entre el 8-10% de los casos tienen un
componente hereditario e historia familiar. El
adelgazamiento estromal se piensa esta relacionado a
una combinacion del incremento en la actividad de
proteinasas y disminucién de los inhibidores de
proteinasas con subsecuente estabilidad biomecanica
reducida.(2)
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EPIDEMIOLOGIA

KCN afecta ambos géneros y todas las razas. La
prevalencia e incidencia reportada es variable. La
incidencia en poblacién Caucasica Europea es 5y 23,
con una prevalencia de 54, por 100,000 habitantes. Hay
una prevalencia mas alta en pacientes del sur de Asia
comparado con caucasicos. Basado en un estudio
epidemioldgico de seguimiento por 48 afios conducido
en los Estados Unidos, KCN afecta aproximadamente
una persona en 2,000, con una incidencia promedio de
dos casos nuevos por 100,000 por afio. Sin embargo, un
estudio reciente por Godefrooij et al. Ha mostrado que
tanto la prevalencia como la incidencia son mucho mas
altas. Ellos realizaron un estudio epidemiolégico
observando a 4.4 millones de pacientes en los Paises
Bajos y encontraron una incidencia anual de 1:7,500
(13.3 casos por cada 100,000 habitantes) y la
prevalencia estimada fue 1:375 (265 casos por 100,000
habitantes). Estos valores son 5 a 10 veces mayores que
los previamente reportados en estudios

poblacionales.(3)

PRESENTACION CLINICA

Tipicamente, afecta pacientes en la adolescencia o en
los 20s. Inicia con sintomas de vision borrosa progresiva
y/o distorsion. Fotofobia, glare, diplopia monocular, e
irritacion ocular son otras formas de presentaciéon. En el

curso de la enfermedad temprana, la agudeza visual
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puede ser normal incluso en pacientes sintomaticos.
Medir la sensibilidad al contraste puede, sin embargo,
descubrir disfuncion visual antes de que sea observada
disminucion visual en la cartilla de Snellen. Astigmatismo
miopico alto, irregular con reflejo en tijeras en la
retinoscopia es una presentacion tipica en el KCN
establecido. En el KCN avanzado la protrusion de la
cornea puede causar angulacion del parpado inferior en
la depresién de la mirada. Este signo no especifico es
conocido como signo de Munson.(4)

La examinacion en la lampara de hendidura muestra
hallazgos caracteristicos. Una protrusion ectatica de la
cornea excentricamente localizada es observada. Se
observan estrias en el estroma posterior, justo anterior a
la membrana de Descemet. Estas estrias conocidas
como estrias de Vogt desaparecen al incrementar la
presion intraocular al presionar el globo de forma
externa. Un anillo

de depositos de hierro se acumula en el epitelio en la
base del cono el cual se conoce como anillo de
Fleischer. El signo de Rizutti se observa al proyectar un
rayo de luz en el lado temporal de la cornea, formando
un patron en forma de flecha en la region nasal. En el
signo de Charleaux se observa un reflejo en gota de
aceite en el area del cono en la observacion de la cornea
con la pupila dilatada utilizando el oftalmoscopio directo.
Hidrops agudo es una complicacion en la cual hay una
ruptura aguda de la membrana de Descemet resultando

en sobrehidratacion aguda de la cornea y acumulacién
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de lagos de fluido en el estroma corneal. Con el tiempo
las células endoteliales se dispersan sobre el defecto
estroma posterior para formar nueva membrana de

Descemet y recompensar la cornea.

DIAGNOSTICO

KCN se debe sospechar en cualquier paciente con
astigmatismo irregular significante, especialmente si es
inestable o incrementa durante el tiempo. En las etapas
tempranas de la enfermedad, existe una actividad
metabolica alterada que puede conducir a inestabilidad
biomecanica y elongamiento de los tejidos corneales.
Conforme la enfermedad progresa, le acompafa la
perdida de tejido. Ademas, hay una perdida de
correlacion entre la curvatura corneal anterior y
posterior. La progresion del adelgazamiento corneal y
distorsion causan una protrusion de forma conica, la cual
puede ser visible en la lampara de hendidura en casos
avanzados. En etapas tempranas, la condicion puede
pasar desapercibida a menos que se evalluen las
superficies corneales posterior y anterior utilizando una

topografia corneal.(5)

Topografia Corneal

Los parametros de la topografia corneal deben despertar

sospecha y examinacion para mas evidencia de la



enfermedad: astigmatismo >5 dioptrias (D), y/o
keratometrias (K1/K2) >48 D; keratometria méaxima
(Kmax) >49 D; grosor corneal central (GCC)<470 pm 'y
esfericidad corneal >-0,50 pm.

Mapas topograficos con astigmatismo alto o patrén en
mofo asimétrico son sugestivos de KCN. Astigmatismo
regular es representado como un patron en mofio con
dos segmentos simétricos. El mofio simétrico es vertical
en el astigmatismo con la regla, horizontal si es contra la
regla, y diagonal en el astigmatismo oblicuo.
Irregularidades  corneales, o0 desviaciones son
detectadas por el mapa de curvatura y descritas en
téerminos de su forma: redondas, ovaladas,
adelgazamiento superior, adelgazamiento inferior,
irregular, adelgazamiento inferior con mofio asimétrico,
adelgazamiento superior con mofio asimétrico. Estos
patrones son factores de riesgo para ectasia corneal
cuando se acompafan de parametros tomograficos
anormales. Dentro de los 5 mm de la zona central, se
comparan las locaciones simétricas superiores e
inferiores opuestas. Hay un riesgo de ectasia corneal si
el valor superior es mas de 2.50 D comparado con el
valor inferior, o si el valor inferior es mas de 1.50 D mayor
gue el superior.(6)

Hay un desplazamiento del apex corneal con areas
localizadas de adelgazamiento. Los conos del KCN
pueden ser clasificados en a) cono en forma de pezén o
redondo - el cono tiene un diametro menor igual o menor
a 5 mm, morfologia redonda y localizado en la regién

central, paracentral o cuadrante inferonasal. b) cono oval
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o caido - el cono tiene un didmetro mayor a 5 mm y una
localizacion paracentral o periférica, mas comunmente
en el cuadrante inferotemporal. ¢) cono en forma de

globo - el cono involucra 75% de la cornea.

Tomografia Corneal

La tomografia corneal ha permitido la deteccion
temprana de ectasia corneal al permitir una examinacion
detallada cuantitativa de las superficies anterior y
posterior. Es esencial examinar la superficie posterior en
busca de cambios tempranos de elevacion, ectasia, y
adelgazamiento estromal. Estos cambios son con
frecuencia los primeros cambios estructurales
detectables ya que el remodelado epitelial, el cual puede
esconder un cono temprano, usualmente enmascara
cambios tempranos en la superficie anterior.

La enfermedad establecida se caracteriza por
incremento en la protrusion de ambos la superficie
anterior y la superficie posterior. Areas de incremento en
el poder dioptrico pueden estar rodeadas de areas
adyacentes con disminucion en el poder dioptrico de la

cornea.(7)

Indices de Queratocono

Varios indices facilitan la distinciéon entre KCN y una
cornea normal, como la diferencia en el valor central K,
indice inferior-superior (I-S), indice KISA y indice de

prediccién de Queratocono, sin embargo, se ha probado
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gue el detectar KCN antes de que haya evidencia de
deformidad es dificil.

El valor de K central es calculado promediando el poder
dioptrico en los anillos 2-4 de los discos de placido. El
valor I-S es la diferencia en dioptrias entre puntos en la
cornea inferior comparados con los puntos
correspondientes en la cornea superior. El indice KISA
es derivado de 4 indices: K central; indice I-S; indice
astigmatico, el cual es una medida del astigmatismo
corneal regular; indice de desviacion de ejes mas curvos
(SRAX). Es calculado de la siguiente manera:

KISA= (K Central) x (I-S) x (AST) x (SRAX) x 100/300

Belin Ambrosio display

Proyecta la informacion de la elevacion anterior y
posterior comparada con una esfera perfecta calculada
en una zona oOptica de 8.0 mm, ignorando los 4 mm
alrededor del cono elevado. La diferencia en la elevacion
de los mapas se muestra como circulos concentricos de
color verde, amarillo y rojo. El verde representa un
cambio menor a 5 micras en la superficie anterior y 12
micras en la superficie posterior; amarillo un cambio
entre 5-7 micras en la superficie anterior y 12-16 micras
para la superficie posterior, y rojo cuando es mayor a 7
micras en la superficie anterior y mayor a 16 micras en

la superficie posterior.(8)
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Mapa Holladay 6

Si hay protrusion en el mapa tangencial, junto con
adelgazamiento en la paquimetria y elevacion posterior
>10 micras, entonces el diagnostico de KCN es
evidente. El mapa paquimetrico muestra cuanto el
grosor corneal varia de los valores normales:
adelgazamiento es representado por colores célidos y

engrosamiento por colores frios.

Paquimetria Corneal

Es importante comparar el grosor corneal promedio, la
localizacion del apex, y el punto mas delgado en cada
cornea. Valores para puntos superior e inferior en la
misma corneay el punto mas delgado en ambos ojos no
deben diferir por mas de

30 micras. Ademas, el grosor paquimetrico general
incluyendo el punto mas delgado no debe diferir por mas
de 10 micras entre el ojo derecho e izquierdo. La
consideracion mas importante es el desplazamiento del
punto corneal mas delgado. En la cornea anormal, el
punto mas delgado esta desplazado inferiormente o
inferotemporalmente, y en la cornea normal el area

central es generalmente de grosor uniforme.(9)

Sistemas de clasificacion

Se han propuesto sistemas de clasificacion basados en
morfologia, evolucion de la enfermedad, signos oculares

y sistemas basados en indices.
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Amsler-Krumeich

Estadio 1: Protrusion exentrica; miopia, astigmatismo
inducido, o ambos <5.00 D; valores centrales de K <48
D.

Estadio 2: Miopia, astigmatismo inducido, o ambos de
5.00 a 8.00 D; valores centrales de K <53.00 D; ausencia
de cicatrizacion; grosor corneal >400 micras.

Estadio 3: Miopia, astigmatismo inducido, o ambos de
8.00 a 10.00 D; Valores centrales de K >53.00 D;
Ausencia de cicatrizacion; Grosor corneal de 300-400
micras.

Estadio 4: Refraccion inmedible; Valores centrales de K
>55.00 D; Cicatrizacion central; Grosor corneal <200
micras.

b) ABCD

Este nuevo sistema de clasificacion toma en cuenta el
radio de curvatura anterior

(A) y posterior (B) de los 3.00 mm de la zona centrada
en el punto mas delgado, paquimetria corneal mas
delgada (C), agudeza visual mejor corregida a distancia
(D).

PROGRESION DE LA ENFERMEDAD

No existe una definicibn clara o consistente de
progresion de ectasia. Se define a progresion como un
cambio constante en al menos dos de los siguientes
parametros: Protrusion de la superficie anterior o

posterior de la cornea y adelgazamiento o cambios en la
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taza de cambio de la paquimetria. No hay datos
cuantitativos para definir la progresion, lo cual necesita

investigacion mas profunda.

Kmax es comunmente utilizado para la deteccion de
progresién, sin embargo existe evidencia que sugiere su
pobre funcidn para este proposito. Solo representa una
pequefia area de la curvatura anterior y falla en
reconocer la contribucion de la cornea posterior y que la
progresion puede ocurrir sin cambios o incluso reduccion
en el valor de Kmax (10). Otros parametros han sido
investigados con el proposito de deteccion en la
progresion, como el indice en variantes de superficie
(ISV), el indice de descentracion de altura (IHD),
agudeza visual; refraccion manifesta, y grosor corneal
central. Varios otros métodos han mostrado documentar
progresion, pero los mismos se encuentran aun en
investigacion.

TRATAMIENTO

El manejo del KCN inicia con la correccion refractiva con
lentes aéreas. Una vez que los lentes aéreos fracasan
en proveer una adecuada funcién visual, los lentes de
contacto son requeridos. El uso de lentes de contacto

mejora la visién al crear una nueva superficie refractiva
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anterior. Sin embargo, los lentes de contacto no
previenen la progresion de la enfermedad.

Los lentes de contacto deben ser ajustados a la medida
de las necesidades y tolerancia de cada paciente. Los
lentes de contacto rigidos permeables al gas contindan
siendo la base del tratamiento con lentes de contacto.
Otras opciones incluyen lentes blandos toricos, lentes
tipo Saturno (centro rigido y periferia blanda), sistema
piggy-back, y las lentes esclerales o semiesclerales.(11)
Una forma de intolerancia a las lentes de contacto puede
resultar en ruptura epitelial la cual puede causar
cicatrizacion fibrosa subepitelial en el apex del cono.
Esto puede ser debridado en la lampara de hendidura
con anestesia topica. Una vez la cornea ha sanado, el
paciente puede continuar con el uso de lentes de
contacto. La Queratectomia fototerapeutica (PTK)
también ha sido utilizada en este contexto, sin embargo,
PTK puede causar queratolisis, incremento en la

cicatrizacion, y ectasia.(12)

Pacientes intolerantes a lentes de contacto sin
cicatrizacion central con enfermedad leve o moderada,
pueden ser candidatos a la insercion de anillos
intraestromales. El candidato ideal también tiene
equivalentes esféricos bajos y queratometrias menores
a 53 D en promedio. El procedimiento mejora la agudeza
visual al aplanar la cornea central, reduciendo el
astigmatismo y centrando el cono. El objetivo del
procedimiento es mejorar la comodidad durante el uso

de lentes de contacto.
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Mientras que los anillos son retirables, el procedimiento
no debe ser considerado completamente reversible. Los
anillos no previenen la progresion de la enfermedad. Si
la Queratoplastia es necesaria en el futuro, la cirugia
debe ser realizado al menos 1 mes posterior a la
reseccion de los anillos.(13)

El Crosslinking Corneal es la adicibn mas reciente al
repertorio quirdrgico y puede disminuir o incluso frenar
la progresion de KCN al utilizar un tratamiento
fotooxidativo para incrementar la rigidez del estroma
corneal.

El procedimiento inicia con la desepitelizacion central de
la cornea para incrementar la saturacion estromal de la
riboflavina aplicada via topica. La cornea es
posteriormente irradiada con luz ultravioleta A (UVA) a
370 nm for 30 minutos utilizando un aparato especial
generador de UVA. La irradiacion de la riboflavina
resulta en reacciones quimicas que crean enlaces
covalentes nuevos a lo largo de las cadenas de colageno
del estroma.

El principal efecto del Crosslinking es en las 300 micras
del estroma anterior. El efecto biomecanico en corneas
humanas se ha mostrado ser de 328.9% incremento en
la rigidez corneal. La mejora en la agudeza visual
posterior al procedimiento se le atribuye a la disminucion
tanto de la curvatura corneal como del astigmatismo.(14)
Cuando no es posible la utilizacion de lentes de
contacto, o estos fallan en brindar una adecuada vision,
otras cirugias mas invasivas pueden ser recomendadas

como la Queratoplastia. El tipo de Queratoplastia

21



depende de las necesidades de cada individuo y la
técnica preferida por el cirujano. Mientras que la
Queratoplastia penetrante ha sido tradicionalmente la
cirugia de eleccién, la cirugia lamelar se ha vuelto muy
popular en los pacientes con enfermedad leve a
moderada.

La Queratoplastia lamelar anterior profunda (DALK) es
una alternativa a la queratoplastia lamelar tradicional asi
como a la Queratoplastia penetrante. Una ventaja de
realizar una DALK es que se preserva el endotelio
corneal del paciente, reduciendo el riesgo de rechazo. El
riesgo de endoftalmitis es menor al ser tedricamente una
cirugia extraocular. Una membrana de Descemet intacta
confiere una mejor estabilidad a la herida. Ademas, el
reducir la necesidad de esteroide topico en el paciente
con DALK puede ayudar a sanar de forma mas rapida la
herida. (15)

El tratamiento del KCN rara vez es una emergencia. La
excepcion es el Hidrops corneal, el cual resulta por una
ruptura en la membrana de Descemet. Este puede ser la
presentacion clinica en los pacientes con retraso en el
desarrollo, como en los pacientes con Sindrome de
Down. Una dramatica reduccion en la vision ocurre
conforme aumenta el edema estromal. Este puede ser
acompafiado de hiperemia conjuntival, disconfor y
fotofobia. Un manejo apropiado incluye lente de contacto
de vendaje, cicloplejia y gotas o unguento hipertonico.
Aire 0 gas intracameral se ha utilizado como barrera

mecanica reduciendo el paso de humor acuoso al
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estroma corneal. Si el Hidrops no mejora en 3 a 4 meses
es mejormente tratado con Queratoplastia penetrante.
(16)

FISIOPATOLOGIA Y GENETICA

El queratocono (KCN) es una enfermedad multifactorial
con varios procesos bioquimicos que contribuyen a su
desarrollo. Se menciona que desde el punto de vista
patolégico, hay cambios destructivos en la capa de
Bowman con degeneracién queratolitica y ruptura de la
membrana de Descement. (Vaughan & Asbury). Se
caracteriza por un adelgazamiento del estroma central o
paracentral que lleva a la curvatura de la cérnea. Se
observa una disminucion en la densidad del queratocito,
reduccion en el numero de lamelas y degradacion de
fibroblastos en el estroma. Afladiéndose a esto cambios
en la organizacion de las lamelas y una distribucion

desigual de la masa fibrilar de colageno. (17)

Se le atribuye al adelgazamiento de la cérnea a la
degradacion de colageno por enzimas proteoliticas o
niveles descendidos de inhibidores de proteinasa.
Aunque se ha propuesto que el colageno no se pierde,
sino que es redistribuido entre las lamelas. Este
mecanismo es apoyado por la observacion de la
disminucion de adhesion inter-lamelar, entrelazado
lamelar en el apice de las corneas con KCN y un niumero
reducido de inserciones lamelares en la capa de

Bowman. Se correlaciona esta enfermedad con
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rompimiento de la capa de Bowman y la extension del
adelgazamiento, ya que se observan que en roturas de
la capa de Bowman estdn usualmente llenas por
colageno del estroma.

Investigaciones adicionales reportan reduccion de la
distancia inter-fibrilar de colageno y aumento de
proteoglicanos con anormalidades en su configuracion.
Estos cambios permiten el contacto entre el colageno y
los proteoglicanos, alterando la organizacion del
estroma. Esta reorganizacion de lamelas de forma
vertical y horizontal ocurre en la region apical de un
avanzado KCN. (18)

Se ha propuesto que la pérdida de la estructura de la
cornea que padece KCN, es causada por queratocitos y
proteinas de matriz anormales, una aumentada
protedlisis desencadenada por un desenredo de lamelas
a lo largo de su longitud y su ancla en el limbo, con
abertura en las bifurcaciones de las lamelas. Esta teoria
es apoyada por observaciones en enlace cruzado de
colageno co riboflavina/UV, que aumenta la resistencia
del estroma ante la digestion enzimatica y la cohesién
entre fibras de colageno y la matriz sin colageno.
Estudios recientes muestran que las lamelas de
colageno en pacientes con KCN exhiben una
disminucién significante comparada con controles y que
la enfermedad disminuye los tipos de colageno I, lll, V, y
Xll. Una disminucién de proteoglicanos incluyendo
decorina, lumican, by-glycan, homeodomainglycan y
keratocan; que son los que interactian con la fibras de

colageno haciéndolas bioquimicamente fuertes,
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transparentes y refractivas. Ademas, una disminucion de
la concentracion de factor de transformacion beta (TGF-
B) es observada. (19)

Genética.

KCN tiene una gran variabilidad genética y puede estar
asociada con multiples regiones en los cromosomas,
relacionados con modos poli genéticos heredados. A
pesar de presentarse en varios loci’s, las mutaciones
fueron mas reportadas como susceptibilidad a la
enfermedad, pero la falta de validacion en un nameros
mas largos sugiere la heterogeneidad del KCN. A
continuacion se describen varios genes posiblemente
relacionados.

Visual system homebox 1 (VSX1 gen)

Proteina que juega un papel en el desarrollo craneo
facial y ocular. Esta localizada en el cromosoma 20p11-
g1l un locus de enlace conocido por una distrofia
corneal llamada distrofia corneal polimorfa posterior
(PCCD). Dos mutaciones (R166W Y L159M), fueron
asociadas con KCN aungue permanece poco claro como
las mutaciones en VSX1 contribuyen a la patogénesis de
éste. Se sugiere que estas mutaciones solo afectan a un
pequefio numero de pacientes con dicha enfermedad.
Esto se relaciona con el concepto de la heterogeneidad

del queratétomo. (20)
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Dedicator of cytokinesis (DOCK9)

Es un posible gen candidato que codifica un miembro de
la familia de proteinas DOCK que posee trifosfato de
guanosina / difosfato de guanosina, actividad de factor
de cambio y especialmente activa Proteina-G CDC42
involucrada en red de sefalizacion intracelular. Los
patrones de expresion fueron observados en corneas
gueratoconicas y no queratoconicas, asi como en lineas
celulares linfoblasticas. Una mutacion GIn754His fue
reportada a través de la secuenciacion de genes
candidatos en un locus de vinculacion previamente
identificado, 139g32. Una mutacion de ocho genes
candidatos dentro del locus 13932 identifico tres

variantes de secuencias diferentes en el gen DOCKO.

Este locus, contiene genes adicionales IPO5 (importin 5)
y STK24 . Todos estos tres genes son expresados en la
cérnea humana, pero un detallado andlisis de su
expresion se requiere para determinar su participacion
en la patogénesis de KCN. (21)

Factor de transformacion de crecimiento Beta inducido.
(TGFBI)

Una citosina responsable de muchas distrofias
corneales dominantes. Regulador de la formacién de

matriz extracelular durante lesiones y reparacién de
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tejido. Una mutacion sinsentido de TGFBI (G535X) fue
observada en un paciente chino con KCN. TGFB esta
involucrado en fibrosis corneal y formacion de cicatrices.
Un aumento en los marcadores de ruta de TGFB fue
vista en casos severos de KCN.
SOD1 (superoxide dismutase 1)

Varios reportes han sugerido a SOD1 como potencial
candidato que contribuye al KCN. Codifica una enzima
antioxidante citoplasmatica que metaboliza radicales de
superoxido y provee una defensa contra toxicidad de
oxigeno. Las mutaciones del SOD 1 se han visto
implicadas en esclerosis lateral amitrofica familiar (ALS).
El estrés oxidativo, juega un rol importante en la
progresion del KCN. Reportes han mostrado
bioproductos de citotoxicidad, dafio en el ADN
mitocondrial, y altos niveles de estrés oxidativo en
corneas con KCN. SOD1 fue seleccionada como gen
candidato y fue examinado en muchos estudios; sin
embargo, no se encontraron mutaciones en pacientes
con KCN. (22)
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COL4A3 Y COL4A4

Como se menciond peviamente, la patogénesis de KCN
puede estar relacionada con cambios en la estructura
del colageno, su funcién y / o durante el desarrollo
embrionario. Sin embargo, analisis de mutaciones de
COL4A3 y COL4A4 no revelaron variantes patogénicas
en 107 pacientes con KCN. Sin embargo, se encontro
una frecuencia alélica en KCN que es D326Y variante de
COL4A3 y M1237V y F1644F en COL4AA4.
Investigaciones recientes han demostrado apoptosis de
gueratocitos observada en corneas con KCN,
enfatizandose la participacion de procesos apoptoticos
en la patogénesis. El factor genético de riesgo asociado
a apoptosis en dermatitis atopica son mutaciones en
filaggrin (FLG), expresado en el epitelio corneal. La
pérdida de funcion de alelos de FLG (R501X y 2282del4)
fue encontrado en cinco pacientes con KCN. (23)

Estudio de asociacion del genoma completo (GWAS).

Es un analisis de una variacion genética a lo largo de
todo el genoma humano con el objetivo de identificar su
asociacion a un rasgo observable. Los GWAS son
técnicas muy Utiles para explorar nuevos genes y sus
funciones en vias celulares, que puede proveer la
patologia exacta del KCN, ayudado a disefiar mejores
tratamientos.

Los GWAS, revelaron algunos genes candidatos
incuidos IL1B, CDH11, NUB1, COL27A1, factor de
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crecimiento del hepatocito (HGF), RAB3GAP1 y LOX
asociados como factor de riesgo para KCN.

IL1 desencadenada por el epitelio corneal durante la
apoptosis del queratocito se ha reportado en 60% casos
de corneas con KCN. La trifosfatasa de guanosina
(GTPasa) activando las mutaciones de gen de la
proteina subuit 1 (RAB3GAP1) se han reportado estar
asociadas a Sindrome de Micro con desordenes
oculares.

HGF expresada de forma aumentada en queratinocitos
corneales como respuesta a una lesion, que tiene un

sitio vinculante para la citoquina pro inflamatoria IL-6,
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dicha citoquina elevada en pacientes con KCN. Esta
asociacion, HGF con KCN, sugiere la posible
participacion de una via inflamatoria.

En un analisis gobal de expresion de genes, usando un
chip de ADN para RNA epitelial de pacientes con KCN y
controles sanos, se encontré el Inhibidor tisular de
metaloproteinasa 1 (TIMP1) significativamente reducido
en corneas con KCN comparada con lo normal. El grupo
de enzimas lisil oxidasa se muestran disminuidas en su
expresion y con menor actividad en corneas con KC. Se
encontro también el RNAm de isoforma angiopoyetina
(ANGPTL7) amentado en corneas queratoconicas
indicando la participacion de la via de sefalizacion WNT/
beta-catenin, esto es particularmente interesante porque
un estudio reciente en la via de sefalizacion Wnt
demuestra SFRP1 es altamente expresado en epitelio
con KCN. También se sugiere en la reciente literatura la
presencia de moléculas inflamatorias y niveles
anormales de enzimas en sujetos con KCN. Se ha
demostrado que las lagrimas de pacientes con KC tienen
niveles altos de IL-6, TNF-a y MMP9 comparado con
controles.

En un segundo GWAS en KCN no se encontraron
variantes significativas, lo asociacion mas significativa
fue con SNP rs014091, en la posicion arriba del gen
HFG. El gen HFG también se ha relacionada con errores
refractarios en muchas poblaciones inclyendo Chinos y
caucasicos. Como ya se menciond, esta asociacioén de

HGF sugiere la participacion de la inflamacion en KCN.
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KCN es un complejo trastorno que involucra multiples
genes y varios mecanismos que contribuyen la etiologia
de la clinica de la enfermedad. Como tal, idear una
estrategia con terapia de genes para enfermedades es
un riesgo y requiere un mejor entendimiento molecular,
sin embargo algunos genes como VSX1, DOCK9 O
TGFB1 puede tener un elemento esencial, aunque
suficiente para la enfermedad. (24)

MiR-184

MicroRNAs son hebras reguladoras de ARN con 19-25
nucleotidos de longitud. miRNAS se unen a secuencias

complementarias principalmente en la region 3 'no
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traducida (UTR) del ARNm de genes diana y conduce a
la degradacion del ARNm o a la supresion traduccional.
Una mutacion que altera el miR-184 fue reportada en
una familia con KCN y en catarata polar anterior de inicio
temprano. Esta regiébn gendmica chrl5q22-q25 fue
previamente mapeada como un locus de enlace de KCN.
miR-184 es abundantemente expresado en la cornea y
el cristalino. Se cree que miR-184 con la mutacion
r.57c>u no puede competir con otro miRNA, como
miR205 por la superposicion de sitios diana en los 3’
UTR de dos genes diana, INPPL1 (inositol-polifosfato 1-
fosfatasa) y ITGB4 (interia Beta 4) mientras que estos
dos genes diana estan involucrados en la reparacion de
la cornea después de una lesion como principal
componente de hemodesmosomas del epitelio basal de
la cornea. Los hallazgos de las mutaciones en la region
de origen de miR-184 sugiere que las variantes de la
regulacion pueden tener impacto directo en la actividad
transcripcional de genes en el desarrollo de la cornea y

su mantenimiento. (25)

32



CAPITULO II.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Sera mayor la expresion de microRNA 184 en lagrima
en pacientes con Queratocono en comparacion con

pacientes con Ametropias y 0jos sanos?

CAPITULO lIl.- JUSTIFICACION

A pesar de la intensa investigacion, la etiologia,
patogenesis y factores de riesgo del Queratocono son
pobremente comprendidos. Sin embargo, existe una
considerable cantidad de evidencia que apoya el rol de
la predisposicion genética en el desarrollo de
Queratocono especialmente con incremento en la
incidencia entre familiares, grupos etnicos, y gemelos.
Entre los genes reportados asociados a KCN se
encuentran el VSX1 (Sistema visual homeobox 1),
MIR184 (microRNA184), y el DOCK9 (Dedicador de
citoquenesis 9). El MIR 184 se ha reportado presente en
cantidades elevadas en familias con Queratocono en
lugares como Galicia, el norte de Irlanda, e Iran al
medirlo en diferentes fluidos corporales, entre ellos
plasma, orina, lagrima, saliva, liquido amnidtico, etc. Sin
embargo hasta la fecha no se ha realizado la medicion
del mismo comparando la cantidad encontrada en
pacientes con Queratocono comparandola con
pacientes sanos 0 con ametropias. En caso de
encontrarse significativamente elevada, este podria
servir como biomarcador genético de riesgo para KCN

en pacientes con errores de refraccion. El biomarcador
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ideal debe ser accesible utilizando métodos no
invasivos, sin alto costo, especificos para la enfermedad
de interés, e indicacion confiable de enfermedad incluso
antes de que los sintomas aparezcan, por eso es que
tenemos el proposito de buscar el mismo en lagrima, al

ser un fluido de facil acceso.

CAPITULO IV.- HIPOTESIS

El microRNA 184 ser4d encontrado en mayores
cantidades en las muestras de lagrima en pacientes con
Queratocono comparado con pacientes con errores de

refraccion y pacientes sanos.
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CAPITULO V.- OBJETIVO GENERAL

Comparar la cantidad de microRNA 184 en lagrima entre
los pacientes con Queratocono, ametropias y pacientes
sanos en el Hospital Civil de Culiacéan.

CAPITULO VI.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

Medir la cantidad de microRNA 184 encontrado en

lagrima de pacientes con gueratocono.

Medir la cantidad de microRNA 184 encontrado en

lagrima de pacientes con ametropias y pacientes sanos.

Determinar si el microRNA 184 puede ser utilizado como
biomarcador genético de riesgo para Queratocono en

pacientes con ametropias.

CAPITULO VII.- MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio: Estudio transversal, analitico,
prospectivo.
Lugar de realizacion: Area de Oftalmologia del Hospital

Civil de Culiacan.

Periodo de tiempo de realizacion: 01 de Febrero del
2019 al 31 de Octubre del 2019.

Criterios de inclusion:

Pacientes con diagnostico de Queratocono.

Pacientes con alguna ametropia >1.50 D.
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Pacientes con edad entre 18 a 40 afos.
Pacientes sin alteracion ocular con edad entre 18 a 40

anos.

Criterios de exclusion:

Pacientes con otra enfermedad oftalmologia en la

cornea u otra estructura ocular.

Pacientes menores a 18 afios o mayores a 40 afos.

Pacientes con desordenes hepaticos, renales,

hematolégicos, e inmunologicos.

Pacientes con diabetes mal controlada, infecciéon en los

dias previos a toma de muestra, y tumores solidos.

Criterios de eliminacion:
Pacientes que no acepten firmar el consentimiento

informado.

Anadlisis estadistico propuesto:

Los datos descriptivos para cada individuo fueron
expresados como el valor de la media £ desviacion
estandar. Para las diferencias de medias se utilizaron
pruebas T student y medianas la prueba de Mann-
whitney. Previo al andlisis estadistico se comprob6 que
los datos estuvieran dentro de una distribuciéon normal

mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Para las
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pruebas de diferencias entre grupos se utilizé la prueba
de ANOVA. Ademés se realizaron pruebas de
correlacion Spearman y Pearson, dependiendo del tipo
de distribucion de los datos. El andlisis se llevé a cabo
en el programa estadistico Prism GraphPad. Los valores
de P<0.05 fueron considerados estadisticamente

significativos.

Calculo del tamafio de muestra:
Al ser un estudio piloto se decidio tomar 15 pacientes de

cada grupo.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Se recluto a pacientes sanos, pacientes con errores de
refraccion, y pacientes con diagnostico de Queratocono
realizado por el servicio de Oftalmologia. Previa
explicacion detallada del motivo del protocolo y firma de
consentimiento informado por parte del paciente, se
procedio a realizar la toma de muestra de 50 microlitros
de lagrima con micropipeta. Los mMIRNAs totales
presentes en lagrima, directamente fueron convertidos a
cDNA mediante el kit miScript (Qiagen, catalogo
218161)

Se cuantifico miRNA-184 mediante PCR tiempo real,

utilizando el sistema miScript SYBR Green PCR.
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DESCRIPCION OPERACIONAL DE VARIABLES

Variable Definicion Tipo de Variable Escala de Medicién
Operacional
Edad Edad en Cuantitativa/Continu Afos
afnos del a
paciente
Sexo Masculino/Femenino Cualitativa/Dicotonic Masculino/Femenino

Tabaquismo

Alergia Ocular

Ametropias

microRNA184
lagrimal

Diagnostico de
Queratocono

Indice
tabaquic
0 mayor
de 10

Presencia de
papilas y foliculos
conjuntivales.

Error refractivo
mayor a 1.5
dioptrias

Cantidad de
microRNA184 en 50
microlitros de
lagrima.

QCS >47,0D
I-S>1,4D
Distancia apex a
centro corneal >
1,0 mm

a

Cuantitativa/Discreta

Cualitativa/Dicotonic
a

Cuantitativa/Continu
a

Cuantitativa/Continu
a

Cualitativa/Dicotonic
a

SI/NO

SI/NO

Dioptrias

Tasa de Cambio

SI/NO
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ESTANDARIZACION DE LOS INSTRUMENTOS DE
MEDICION

-Los miRNAs totales presentes en lagrima, directamente
fueron convertidos a cDNA mediante el kit miScript
(Qiagen, catalogo 218161)

-Se cuantifico miRNA-184 mediante PCR tiempo real,
utilizando el sistema miScript SYBR Green PCR

-Se utilizo el Topografo Schwind Sirius con camara
Scheimpflug para la realizacion de topografia corneal en

el diagnostico de Queratocono.

-Lampara de Hendidura TOPCON Volt 120V, FREQ. 50

para la exploracion oftalmoldgica.
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CAPITULO VIIl.- ASPECTOS ETICOS

El protocolo fue sometido a evaluacién por parte del
Comité de Investigacion del CIDOCS de la Universidad
Autonoma de Sinaloa con numero de registro 308.

Nivel de riesgo

Segun el articulo 17 de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacién para la Salud de nuestro pais
(CAPITULO | / TITULO SEGUNDO: De los Aspectos
Eticos de la Investigacion en Seres Humanos), el actual
protocolo corresponde a una investigacion con riesgo
minimo para el paciente porque solo se realizaron
procedimientos de diagnostico rutinarios como toma de
50 microlitros de lagrima con micropipeta en adultos en
buen estado de salud en una sola ocasion.

Poblaciones vulnerables

No se incluyeron en el estudio individuos o comunidades
gue enfrentan un riesgo mayor que el usual al ser
reclutados en investigacion.

Mecanismos para proteger la confidencialidad

Para proteger la privacidad y confidencialidad de los
participantes, se recolecto informacion identificable de
los mismos solo en caso de ser necesario; los nombres
fueron reemplazados con cédigos de nimeros, mismos
gue fueron almacenados con seguridad. El acceso a
dicha informacion fue protegida y su acceso limitado
mediante el uso de claves. Los participantes fueron

informados en cuanto a cualquier informacién personal
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que se recolecto, sobre quien tendra acceso a esa
informacion, las protecciones de confidencialidad que se
implementaran y los riesgos que pudieran surgir si la

informacion se liberara inapropiadamente.

Conflictos de interes:

Declaro que no tengo conflictos de interes.
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CAPITULO IX.- RECURSOS Y FINANCIAMIENTO

Recursos Humanos:

- Médicos Adscritos del servicio de Oftalmologia del
HCC-CIDOCS

- Residentes del servicio de Oftalmologia del HCC-
CIDOCS

Recursos Materiales:

- Pago de consulta de primera vez por parte de los
pacientes $150.00

- Evaluacion con lampara de hendidura $0.00

- Topografia corneal $ 200.00

- Analisis de RNA: $0.00

- Encuestas impresas en papel $100.00

Recursos de Infraestructura:
Instalaciones del servicio de Oftalmologia del Hospital
Civil de Culiacan — CIDOCS y laboratorio de Genética y

Biologia molecular UAS.
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FLUJOGRAMA

Inclusion de pacientes entre 18 y 40
anos al proyecto al firmar
consentimiento informado.

Exploracion oftalmologica completa.
Realizar Refraccion.
Realizar Topografia y Paquimetria
corneal

Separacion en
grupos segun
resultados

Grupo l} Grupo il
Queratocono Ametropias Control
mayora 1.5 D

Toma de muestra sanguinea en tubo de plastico

con sistema de vacio, estéril y hermético, y de 50

microlitros de lagrima por medio de micropipeta
para cuantificacién de microRNA 184

Envio para analisis a laboratorio de neurociencias del
Centro de Investigacion Aplicada a la Salud Puablica
(CIASaP) de la Facultad de Medicina

Comparacion de resuitados de cuantificacion de
microRNA184 entre grupos
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CAPITULO X.- CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

ACTIVIDADES

ENTREGA DEL
PROTOCOLO

REVISION POR El
COMITE DE
INVESTIGACION
BIOETICA

AJUSTES
DEL
PROTOCOL
@)

RECOLECCION DE
LOS DATOS

PROCESAR
LOS DATOS

ANALISIS DE
LA
INFORMACIO
N

ELABORACION D
INFORME PARCI#
FINAL

ELABORACION
DEL INFORME
FINAL:
RESULTADOS
PRELIMINARES

PRESENTACIO
N DEL INFORME

FINAL DE
RESULTADOS
PRELIMINARES

(TESIS)
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CAPITULO Xl.- RESULTADOS

Se tomd muestra de lagrima de 20 pacientes con
Keratocono, 15 pacientes con ametropias y 15 pacientes
del grupo control, siendo un total de 50 pacientes. No
hubo una diferencia significativa entre la edad de los
pacientes en cada uno de los grupos. El promedio de
edad en el grupo control fue de 21.73 afios siendo el mas
joven de 18 afos y el de mayor edad de 28 afos. En el
grupo de ametropias hubo un promedio de edad de
23.75 afos con el paciente mas joven teniendo 18 afos
y el mayor de 26 afos. Finalmente en el grupo de
Queratocono se registro un promedio de edad de 26.85
afios siendo el paciente mas joven de 22 afos y el de
mayor edad de 33 afios. En cuanto al genero, no hubo
una diferencia significativa en la cantidad de hombres
por grupo, sin embargo en el grupo de Queratocono se
ve un aumento en el porcentaje de mujeres(Tabla 1).

Tabla 1.- Caracteristicas demograficas de los

pacientes por grupo

15 (30%) 15 (30%) 20 (40%)

M:8 (53%) H:7  M:11 (73%). H:4 M:9 (45%) H:11 (55%)
(46%) (26%)

21.73+£3.02 23.75+ 2.55 26.85+ 2.78
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Se observé un aumento en la frecuencia de conjuntivitis
alérgica en los pacientes con ametropias siendo el
33.3%(n=5) del grupo y Keratocono siendo el 36%(n=7)
del grupo comparado con los pacientes del grupo control
13%(n=2), lo cual refuerza la creencia de que la
conjuntivitis alérgica esta relacionada a estas
patologias, probablemente secundarias a la friccién
frecuente contra los parpados. (Figura 1.)

Figura 1.- Porcentaje de conjuntivitis atopica por grupo

Porcentaje de conjuntivitis atopica por grupo

40 36%(n=7)
33.3%(n=5)

13%(n=2)

Keratocono Ametropia Contro

B Porcentaje de conjuntivitis atopica por grupo
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La ametropia mas prevalente ha sido la miopia en un
39%(n=6), seguida del astigmatismo en un 34%(n=5) y
por ultimo la hipermetropia en un 27%(n=4) (Figura 2.),
lo cual va conforme a lo descrito en nuestra zona
geogréfica, sin embargo al haber en nuestro estudio
mayor numero de pacientes con conjuntivitis alérgica, se
esperaron un aumento en la prevalencia de
astigmatismo corneal por la friccién frecuente contra la

cornea.

Figura 2.- Prevalencia de ametropias encontradas por
grupo

Prevalencia de ametropias encontradas.

39%(n=6)

34%(n=>5

27%(n=4

Miopia Hipermetropia Astigmatismo

. Prevalencia de ametropias encontradas

En cuanto a la osmolaridad en lagrima en pacientes con
Queratocono, se encontr6 una diferencia

estadisticamente significativa comparado con los otros



grupos con una p=0.047. Esta fue de 258 mOSM en
promedio, con un minimo de 251 mOSM y un maximo de
271 mOSM. La osmolaridad en lagrima de pacientes con
Ametropias fue de 290.2 en promedio, con un minimo de
270 mOSM y un maximo de 323 mOSM. Y finalmentel la
osmolaridad en lagrima de los pacientes en el grupo
control fue de 288.66 mOSM en promedio, con un
minimo de 267 mOSM y un maximo de 310 mOSM
(Figura 3.)

Figura 3.- Osmolaridad medida en lagrima en cada

grupo
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B Promedio M Minimo Maximo

p=0.047
350mOSM
323
310
300mOSM 85 550
267 270 - 274

250mOSM  +— — I Ii —
PO0MOSM S —— S —————

Control Ametropia Queratocono

Finalmente, al realizar la cuantificacion relativa del
microRNA184 en los tres grupos, se encontré una tasa
de cambio del micro RNA184 de 1.667+1.691 en el
grupo de ametropias, 1.149+ 0.724 en el grupo control,
y de 2.446+1.456 en el grupo de Queratocono (Tabla 2).
Esto demuestra una mayor tasa de cambio en el grupo
de Queratocono comparado con el grupo control y el
grupo de Ametropias, sin embargo esta relacion no fue
estadisticamente significativa (p=0.12) (Figura4). Pero al
relacionar el resultado de la tasa de cambio en pacientes
con Queratocono y pacientes del grupo control si se
observa un resultado estadisticamente significativo
(p=0.0389), indicando una mayor tasa de cambio en
pacientes con Queratocono comparada con el grupo
control. Por ultimo, al comparar el grupo de Ametropias
con el grupo control no nos da un resultado

estadisticamente significativo (p=0.45).



Figura 4.- Tasa de cambio del micro RNA184 en cada grupo
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Tabla 2.- Tasa de cambio y desviacion estandar del microRNA184

Poblacion
CONTROL
AMETROPIA
QUERATOCONO

Tasa de cambio miRNA184
1.149
1.677
2.446

Desviacion estandar
0.7245
1.691
1.456




CAPITULO XIl.- DISCUSION

El queratocono esta considerado como un desorden
multifactorial, en el cual tanto factores genéticos y
ambientales se encuentran involucrados. Su relacion
con otros padecimientos oftalmoldgicos se ha estudiado
previamente en multiples ocasiones.

Recientemente el Doctor Anibal Cruz Becerril y
colaboradores del Instituto Politécnico Nacional,
estudiaron la prevalencia de errores refractivos en
pacientes mexicanos con Queratocono, encontrando al
astigmatismo miopico como el error refractivo mas
comun en pacientes con Queratocono (26). Los
resultados encontrados en nuestro estudio son
compatibles con otros estudios realizados anteriormente
en cuanto a la prevalencia de conjuntivitis atopica y la
presencia de ametropias en pacientes con
Queratocono(1)(7). Se ha descrito que la conjuntivitis
alérgica, las ametropias y el Queratocono se encuentran
relacionadas, siendo la conjuntivitis alérgica la causa de
las otras dos patologias, ya que al causar prurito ocular,
el paciente tiende a realizar friccion de sus pestafias lo
cual ocasiona moldeo de la cornea, ocasionando
secundariamente ametropias o Queratocono(17). En
cuanto a la prevalencia de ametropias, nuestro estudio
arrojo resultados compatibles con la prevalencia general
de miopia, hipermetropia y astigmatismo, siendo la
miopia mas prevalente (26). Sin embargo, en este

estudio se esperaba observar un aumento en la
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prevalencia de astigmatismo comparado con miopia e
hipermetropia, pues el astigmatismo esta relacionado a
la conjuntivitis atopica y a los pacientes con
Queratocono. Los resultados pueden estar relacionados
al hecho de que algunos pacientes ya cuentan con
tratamiento para dichas patologias, lo cual puede

modificar los resultados.

Muchos estudios han mostrado dafo en la superficie
ocular y la presencia de citoquinas pro inflamatorias en
pacientes  con Queratocono y  Conjuntivitis
alergica(27)(28)(29). El incremento en la osmolaridad de
la lagrima esta asociado a inflamacion de la superficie
ocular en ojo seco como lo demuestra Jacobi C y
colaboradores en los resultados de su estudio al
encontrar una osmolaridad promedio de 301 mOsm en
el grupo control versus 320 mOsm en el grupo con 0jo
seco(30). Se ha evaluado la teoria de que la osmolaridad
en lagrima se encuentra incrementada en pacientes con
Queratocono y Conjuntivitis alergica cuando es
comparada con grupos control, sin embargo los
resultados de estudios previos no han sido concluyentes
al no encontrarse una diferencia significativa entre los
diferentes grupos evaluados(31). Ruth Miyuki vy
colaboradores no encontraron diferencias en el
promedio de osmolaridad entre pacientes con

queratocono y pacientes con 0jos sanos, asi como
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correlacién entre escores OSDI y osmolaridad de la
lagrima(32).

Los resultados en nuestro estudio sugieren que en
pacientes con Queratocono, la osmolaridad se
encuentra disminuida en comparacion con el grupo
control y el grupo con ametropias, lo cual difiere de la
hipotesis formulada por otros autores en el
pasado(31)(32). Es posible que estos resultados se
encuentren relacionados a las caracteristicas
particulares biogeograficas de la region en la cual
nuestros pacientes habitan, asi como al hecho de que
algunos de estos pacientes se encuentran en
tratamiento con medicamentos tipicos asi como
lubricantes oculares, lo cual puede modificar los
resultados arrojados, sin embargo es necesario realizar
mas estudios con un mayor numero de pacientes y
subgrupos de pacientes en tratamiento y sin tratamiento

con el objetivo de apoyar o descartar estos resultados.

En este estudio se estudio también la tasa de cambio del
microRNA184 en cada uno de los tres grupos incluidos
para evaluar si puede existir una mayor tasa de cambio
en el grupo con Queratocono y el grupo con ametropias.
Los MicroRNAs son RNAs no codificados que regulan la

expresion de genes al emparejarlos con mRNAs e
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inhibiendo su translacion o promocionando su
degradacion. Recientemente, una mutacion ¢.57 C>U en
el miR-184 localizada en 15925.1 fue encontrada en los
miembros afectados en la familia irlandesa del norte con
un sindrome raro familiar de catarata polar anterior y
keratocono(5). La misma mutacién fue encontrada
posteriormente identificada en una familia con sindrome
de EDICT, un sindrome autosomico dominante de
disgenesia del segmento anterior que se caracteriza por
distrofia endotelial, hipoplasia Viridiana, catarata
congénita, y adelgazamiento estromal(19). Yelena
Bykhovskaya y colaboradores describieron la misma
mutacion en miembros de la misma familia por 5
generaciones originados en Galicia, Espafia con
catarata congeénita y anormalidades corneares que
incluyen adelgazamiento corneal no ectatico y
keratocono severo de inicio temprano(4).

Judith Lechner y colaboradores encontraron dos
mutaciones en MIR184 en dos pacientes con
keratocono: miR-184(+8C>A) y miR-184(+3A>G)(25).
Khaled K. Abu-Amero y colaboradores compararon la
cantidad de miR/184 versus miR/205 en corneas
normales, encontrando una expresion elevada de miR-
184 lo cual implica un posible rol de este en el desarrollo
de enfermedades de la cornea(15).

En nuestro estudio al comparar los resultados obtenidos
entre el grupo control y el grupo de Ametropias no se
observa una diferencia estadisticamente significativa
(p=0.45), lo cual podria estar ocasionado por el tamafio

de muestra en cada grupo. Sin embargo al comparar el
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grupo control con el grupo de Queratocono si se observa
una diferencia estadisticamente significativa (p=0.038) lo
cual nos sugiere que hay un aumento en la tasa de
cambio del micro RNA184 en los pacientes con
Queratocono comparado con los pacientes del grupo
control, siendo en el grupo control de 1.149 contra el
grupo de Queratocono con resultado de 2.446.
Finalmente, al realizar una comparacion entre los tres
grupos se observa una tasa de cambio mayor en el
grupo de Queratocono comparado con los otros dos
grupos, sin embargo este resultado no fue
estadisticamente significativo al resultar un p=0.12, lo
cual puede ser causado por un menor numero de
pacientes en el grupo control y de Ametropias. Estos
resultados sugieren que el microRNA 184 puede
encontrarse alterado en pacientes con Queratocono, sin
embargo es necesario realizar mas estudios con un
numero mayor de pacientes para confirmar estos

resultados.

La ventaja de nuestro estudio es que es el primer estudio
gue compara la cantidad de micro RNA 184 encontrado
en lagrima en pacientes con Queratocono, pacientes con
ametropias y pacientes con 0jos sanos. Anteriormente
se han realizado estudios en los cuales evaluan las
mutaciones en este microRNA en estos pacientes, sin
embargo hasta la fecha no se ha realizado ningun
estudio que evalue la tasa de cambio del microRNA184
encontrada en los pacientes con Queratocono

comparada con pacientes con ametropias y pacientes
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con ojos sanos. Otra ventaja es que solo existe un
estudio aparte del nuestro en el cual evalian la
osmolaridad en lagrima de los pacientes con
Queratocono comparada con los otros dos grupos, lo
cual puede ser un marcador de riesgo para el desarrollo
de la misma(32). Los resultados obtenidos pueden abrir
una puerta a mas estudios en los cuales se concentren
en este marcador, y asi pueda ser utilizado como otro
metodo diagnostico en el futuro.

Sin embargo nuestro estudio tiene limitaciones. Una de
ellas es que el numero de muestra es pequefio en cada
grupo lo cual puede ocasionar que la significancia
estadistica sea menor. Otra limitacion es que no
realizamos subgrupos de pacientes con conjuntivitis
atopica, subgrupos de pacientes bajo tratamiento, y
pacientes que utilizan lubricantes oculares, asi como el
tipo de lubricante, lo cual podria modificar los resultados

obtenidos.

CAPITULO XIll.- CONCLUSIONES

Nuestro estudio arrojo resultados similares a lo descrito
por otros autores, pero también resultados que difieren
a lo sefalado anteriormente en otros estudios. se
observd un aumento en la frecuencia de conjuntivitis
alérgica en los pacientes con ametropias y Queratocono
comparado con los pacientes del grupo control, lo cual
ya ha sido estudiado y se piensa que los errores de
refraccion y el Queratocono pueden ser secundarios ala

conjuntivitis alergica.
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La ametropia mas prevalente ha sido la miopia, sin
embargo lo esperado en este tipo de pacientes es que el
astigmatismo fuera mas prevalente al estar relacionado
a padecimientos como el Queratocono.

La Osmolaridad en lagrima fue menor en pacientes con
Queratocono, lo cual se esperaba fuera mas alta al ser
una enfermedad que causa inflamacion y dafio en la
superficie ocular, sin embargo puede haber otros
factores modificando este resultado, como la zona
geogréfica, la cantidad de gotas o medicamentos tipicos
gue los pacientes usan. Todo esto deberia ser estudiado
a mayor profundidad en futuros estudios.

En cuanto al microRNA184, se encontro una mayor tasa
de cambio en los pacientes con Queratocono
comparado con el grupo control y de Ametropias, lo cual
sugiere que dicho micro RNA puede encontrarse
alterado en estos pacientes. Sin embargo este es el
primer estudio en evaluar esto, y otros estudios con
mayor numero de pacientes son necesarios para poder

confirmar o descartar estos resultados.

CAPITULO XIV.- GRAFICAS
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DIAGNOSTICO

-GISTRO

001

002

003

004

005

006

007

008

009

010

011

012

013

014

015

Emetropia
Emetropia
Emetropia
Emetropia
Emetropia
Emetropia
Emetropia
Emetropia
Emetropia
Emetropia
Emetropia
Emetropia
Emetropia
Emetropia

Emetropia

SEXO

Femenino
Masculino
Masculino
Femenino
Femenino
Femenino
Femenino
Femenino
Masculino
Femenino
Masculino
Masculino
Masculino
Femenino

Masculino

OSM(mOSM)

280
267
270
292
300
296
302
293
288
294
310
307
283
277

271
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GISTRO

viI001

vi002

vi003

vI004

vI005

vI006

vI007

vi008

vi009

vi010

vi11

vI012

vI013

vi014

vI015

DIAGNOSTICO

Ametropia
Ametropia
Ametropia
Ametropia
Ametropia
Ametropia
Ametropia
Ametropia
Ametropia
Ametropia
Ametropia
Ametropia
Ametropia
Ametropia

Ametropia

SEXO

Femenino
Femenino
Femenino
Femenino
Femenino
Masculino
Masculino
Femenino
Femenino
Femenino
Masculino
Femenino
Masculino
Femenino

Femenino

OSM(mOSM)

270

273

286

276

280

279

301

297

323

283

299

307

271

285

306
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GISTRO

NOO1

N002

NOO3

N004

NOO5

NOO6

NOO7

NOO8

NOO9

NO010

NO11

NO12

NO13

NO14

NO15

NO16

DIAGNOSTICO

Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono
Queratocono

Queratocono

SEXO

Masculino
Masculino
Femenino
Masculino
Femenino
Masculino
Masculino
Femenino
Femenino
Masculino
Femenino
Femenino
Masculino
Femenino
Masculino

Masculino

OSM(mOSM)

258

260

251

257

262

254

264

255

271

259

262

253

256

274

261

269
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NO17

NO18

NO19

N020

Queratocono Femenino 270

Queratocono Femenino 258
Queratocono Masculino 272
Queratocono Masculino 266
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