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Determinacion de anticuerpos séricos contra proteinas de

choque térmico en pacientes con glaucoma*

Dra. Celia Elizondo-Olascoaga**, Dr. Juan Carlos Cancino-Diaz***, Dr. Andres Morales-Gonzélez**

RESUMEN

Objetivo: Determinar los niveles de anticuerpos séricos contra dos proteinas de choque térmico bacterianas de 60k en
pacientes con glaucomay sujetos sanos.

Métodos: Serealizaanalisis comparativo de niveles de anticuerpos séricos contralas proteinas de chogue térmico de 60 k de
Streptococcus pyogenes y Escherichia coli en 22 pacientes con glaucoma cronico de éangulo abierto, 21 con glaucoma de
tension normal y 22 sujetos sanos, mediante método indirecto del andlisis de inmunoabsorcién ligado a enzimas.
Resultados: L os pacientes con glaucoma presentaron nivel es més altos de anticuerpos contralas proteinas de choque térmico
de 60k comparados con sujetos sanos, siendo estadisticamente significativo.

Conclusiones: En pacientes mexicanos con glaucoma existen niveles mayores de anticuerpos contra proteinas de choque
térmico bacterianas de 60k. Se requieren estudios complementarios paraeval uar su relacion en el mecanismo fisiopatol 6gico
del glaucoma.
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SUMMARY

Purpose: To determine serum antibody levels for bacterial heat shock proteins 60 kd in patients with glaucoma and healthy
subjects.

Methods: We performed comparative analysis of serum antibody levels for two different bacterial heat shock proteins 60k
in 22 patients with chronic open angle glaucoma, 21 in normal-tension glaucoma and 22 healthy subjects using an indirect
enzyme-linked immunosorbent assay.

Results: Patients with glaucoma had higher levels of antibodies against bacterial heat shock proteins compared with healthy
subjects, this being statistically significant.

Conclusions: Mexican patients with glaucoma present higher levels of bacterial heat shock proteins. We require additional

research in order to evaluate their relationship with the pathophysiol ogic mechanisms of glaucoma.
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INTRODUCCION

El glaucoma es una de las principales causas de ceguera a
nivel mundial. El mecanismo preciso delaneuropatia éptica
glaucomatosano es del todo conocido. En varias publicacio-
nes se ha sugerido que en algunos pacientes un mecanismo
autoinmune no completamente identificado puede estar

involucrado en €l desarrollo y/o progresion de estaneuropatia
Optica (1). Cartwright y cols. reportaron una asociacion
epidemiol 6gi cade enfermedadesinmunorel acionadas en 30%
de pacientes con glaucoma de tension normal en un estudio
de casos y controles (2). Se ha buscado la presencia de
autoantigenos en retina y nervio optico que desencadenen
unaalteracion en latoleranciainmunol 6gicaen los pacientes
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con glaucomay se hareunido evidenciade quelas proteinas
de choque térmico (HSP) estan dentro delosmas significati-
VOS en estos pacientes (3).

Las proteinas de choque térmico son un grupo de protei-
nas altamente conservado que se expresan en las células
bajo condicionesfisiol égicas normalesy de maneramasim-
portante en estados de estrés celular como calor, anoxia 'y
exposicidn acitocinas. Estas proteinas facilitan laregenera-
cion celular a participar enlos eventos de maduracion proteica
como plegamiento o translocacion a través de membranas
(4). Tezel y cols. han propuesto que la expresion aumentada
de HSP en ojos glaucomatosos sirve inicialmente para pro-
teccion delamuerte celular pero que seguidamente el reclu-
tamiento de la respuesta inmune ante estas proteinas alta-
mente antigénicas contribuye ala progresion de laenferme-
dad (5). Estos autores demostraron experimental mente quela
aplicacion de anticuerpos contra HSP27, proteina de bajo
peso molecular, puede inducir la muerte neuronal por
apoptosis en las células retinianas al inactivar o0 atenuar la
habilidad de laHSP27 de estabilizar €l citoesqueleto celular
asi comoinfluir enlaactivacioén de proteasas (6). Documen-
tado por otros autores, se ha observado que los anticuerpos
contra HSP60 pueden mediar unatoxicidad endotelial en la
vascul atura humana (7). En consecuencia, los titulos eleva-
dos de anticuerpos contra proteinas de choque térmico que
se han determinado en pacientes con glaucoma se han trata-
do derelacionar con una pérdidadelaproteccion delamuer-
te celular por apoptosis (3).

En este estudio se realiza la determinacion de los niveles
de anticuerpos séricos contra proteinas de choque térmico
de 60 kd de origen bacteriano en pacientes mexicanos con
dos tipos de glaucoma (glaucoma crénico de angulo abierto
y glaucomadetensién normal) y se comparan conlosniveles
séricos en un grupo control de sujetos sanos. Ademas, se
correlacionan estos niveles de anticuerpos con la presencia
delaenfermedad de acuerdo al dafio en lacampimetriaauto-
mati zada que presentan |os pacientes.

MATERIAL Y METODOS

Seincluyeron 22 pacientes con diagndstico de glaucomapri-
mario de angulo abierto (44 ojos) y 21 de glaucoma de ten-
sién normal (42 ojos) del departamento de glaucomadel Ins-
tituto de Oftalmologia Fundacion Conde de Valenciana, de
nviembre de 2003 aenero de 2004; asi como un grupo control
de 22 pacientes sanos. El criterio diagndstico paraglaucoma
de tension normal (GTN) fue la presencia de un angulo
iridocorneal abierto, sin evidenciade presion intraocular ma-
yor de 23 mmHg en las diversas mediciones, cambios
glaucomatosos en los campos visuales y nervio optico con
excavacion glaucomatosa; y parael diagndstico de glaucoma
crénico de angulo abierto (GCAA) fueron similares criterios
que parael GTN excepto que la presion intraocular se haya
detectado mayor de 23 mmHg por |0 menos en una ocasion.
Se excluyeron aguellos pacientes con glaucoma de angulo
estrecho, evidencia de glaucoma secundario, trauma ocular,
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cualquier cirugia ocular previa y/o falta de consentimiento
por escrito.

El dafio campimétrico por glaucoma se clasifico en leve,
moderado y severo de acuerdo con |os siguientes criterios:

A. Dafio leve: no extenso ni cercano alafijacion; ladesvia-

¢ion media (DM) menor a—6dB; en grafica de desviacion

del modelo, menos de 25% de |os puntos deprimidos por

debajo de 5% y menos de 10 puntos por debajo de 1%; y

en gréfica de valores crudos ningun punto de los 5° cen-

trales con sensibilidad menor a15dB.

B. Dafio moderado: DM menor a—12 dB; menosde 50% de

puntos deprimidos debajo de 5% y menos de 20 puntos

debajo de 1%; ningun punto de 0 dB en los 5° centrales,
solamente un punto en un hemicampo con sensibilidad
menor de 15dB enlos5° defijacion.

C. Dafio severo: DM mayor a—12 dB; més de 50% de pun-

tos deprimidos debajo de 5% y més de 20 puntos debajo de

1%; uno 0 més puntos de 0 dB enlos5° centralesy puntos

con sensibilidad menor de 15 dB en los 5° centrales en

ambos hemicampos.

Serealiz6 tomade muestrasanguineaen venaperiféricaen
todos los pacientes, previo consentimiento informado por
escrito, colectando el suero y almacenandolo a—70°C hasta
su utilizacion. Los genes que codifican paralas proteinas de
choquetérmico de 60 Kdade Escherichia coli (Rhsp60Ec) y
Streptococcus pyogenes (Rhsp60Sp) fueron clonados por
reaccion en cadenadelapolimerasa, usando el DNA de cada
bacteria. Se efectud radioinmunoensayo enzimético (ELISA)
indirecto a cada muestra para determinar los niveles de
anticuerpos séricos contra cada proteina de chogue térmico.
Los pozos fueron cubiertos con 0.5 ug de proteinas
recombinantes e incubados toda la noche a 4°C. Posterior a
lavado de los mismos, se agregaron las muestras problema
(dilucion 1:100) en cada pozo e incubados unahoraa 37°C.
Posterior alavado, se efectud incubacién con 100uL de anti-
cuerpo IgG por una hora seguido de la adicion del sustrato
ortofenildiamina (OPD) y deteniéndose lareaccion con acido
sulfarico. Laabsorbanciase midié a492 nm.

Serealiz6 andlisis estadistico paralacomparacion entrelos
grupos de nivel sérico de anticuerpos se utilizd la prueba t
Student y para observar la asociacién de los niveles de
anticuerposy lapresenciadelaenfermedad seutilizo larela-
cién demomios.

RESULTADOS

L os niveles séricos de anticuerpos detectados contra protei-
nas de choque térmico bacterianas Streptococcus pyogenes
y Escherichia coli de 60 kda en los grupos estudiados se
muestran en lagréfica 1, se expresan las medias delas | ectu-
ras Opticas del andlisis de radioinmunoensayo en cadagrupo
con su desviacion estandar. Se encontré que para ambas
HSP60 los valores en |os grupos de pacientes con glaucoma
fueron mayores en comparacion con el grupo control de su-
jetos sanos con diferencia estadisticamente significativa (en
HSP60Sp GCAA vssanoscon p=0.002, GTN vssanos p=0.007;
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Grafica 1. Niveles de anticuerpos séricos contra
HSP60Sp y HSP60OECc en pacientes sanos y con
glaucoma
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en HSP60Ec GCAA vs sanos con p=0.016, GTN vs sanos
p=0.031). Sin embargo, la comparacién de los niveles de
anticuerpos entre |os dos grupos de pacientes con glaucoma
no mostré unadiferenciasignificativaen ambas proteinas de
choquetérmico (HSP60Sp GCAA vsGTN p=0.746 y HSP60EC
GCAA vsGTN p=0.874).

Para determinar el grado de asociacion entre la respuesta
inmune humoral alasHSP60Spy HSPE0ECy lapresenciade
glaucomaen los pacientes, se calculd larelacion de momios
considerando arbitrariamente A492nm mayor de 0.75 (A492
media + 1 DS del grupo control) en el grupo de HSPSp y
A492nm mayor de 0.32 en el grupo de HSPEc como positivos
paralaenfermedad y valores menores a éstos como resulta-
dos negativos. Se observé en ambos grupos de glaucoma
una mayor proporcién de pacientes con relacion positiva
entrelapresenciadelosanticuerposy laenfermedad en com-
paracion con el grupo control pero sélo parala HSP60 de
Streptococcus pyogenes.

En los pacientes que presentaron unarelacion positiva de
laenfermedad y los anticuerpos séricos contraambas HSP60
se busco una asociacion entre €l nivel de esos anticuerposy
€l dafio campimétrico por glaucoma que presentaban (grafi-

Gréfica 2. Niveles de anticuerpos séricos contra
HSP60Sp relacionados con el dafio campimétrico en
pacientes con GCAA
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Grafica 3. Niveles de anticuerpos séricos contra
HSP60Ec relacionados con el dafio campimétrico por
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Grafica 4. Niveles séricos contra HSP60Sp relaciona-
dos con el dafio campimétrico en pacientes con GTN
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Grafica 5. Niveles de anticuerpos séricos contra
HSPG60Ec relacionados con el dafio campimétrico en
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cas2-5). Enel grupo de GCAA y anticuerpos contraHSP60Sp
se encontré que los niveles séricos mayores se presentaban
en los pacientes con un dafio campimétrico moderado tanto
en 0jo derecho como en ojo izquierdo seguido por los de
dafio leve y severo (gréfica 2). En este mismo grupo de pa-
cientes, los niveles de anticuerpos contra HSPE0EC fueron
mayores en |os paci entes con dafio campimétrico severo para
el ojo derechoy con dafio moderado en el ojoizquierdo (gré-
fica 3). Los anticuerpos séricos contra ambas HSP60 fueron
mayores en los pacientes con GTN que presentaban dafio
moderado en lacampimetriaautomatizadaen €l ojo derechoy
con dafio severo en el ojoizquierdo (gréficas4, 5). Seasume,
con base en estos resultados, que el grado de dafio
campimétrico que muestran los pacientes en ambos tipos de
glaucomano se correlacionade maneralineal en este estudio
con los niveles de anticuerpos séricos encontrados.

DISCUSION

Larespuesta humoral con anticuerpos tipo 1gG alas protei-
nas de chogue térmico de 60kd de origen bacteriano se de-
tecté aumentada en los grupos de pacientes con glaucoma
aqui estudiados. Las proteinas de choque térmico (HSP por
sus siglas en inglés), descritas desde 1974, son un grupo de
proteinas fil ogenéticamente conservado que se expresan en
todas las especies y que por varios afios se pensd eran sblo
moléculas intracelulares con funciones citoprotectoras que
sblo se liberaban durante la necrosis celular (4, 8). Actual-
mente se reconoce que estas mol écul astienen maltiples acti-
vidadesinmunoreguladorasanivel extracelular y quelares-
puesta del organismo ante su expresion es una respuesta
fisioldgicaqueregulael desarrolloy progresion delainmuni-
dad proinflamatoria.

Las HSP se clasifican en familias de acuerdo con su peso
molecular, como de 90kd, 70kd, 60kd y las pequefias de 25 a
30kd. Estas proteinastienen un alto grado de homogenei dad
en su secuenciaentre las proteinas de origen bacterianoy las
de los mamiferos (residuos idénticos hasta en un 60% en la
familiadelasHSP60). Se haestimado que lareactividad ante
estas proteinas puede sucederse por € reconocimiento de
los epitopos conservados o a través de un mecanismo de
mimetismo molecular (4). Asi, las HSP se identifican como
moléculas altamente antigénicas y la respuestainmune ante
ellas puede tener un potencial protector y patogénico (9).

Laexpresion de las HSP en pacientesy model os animales
con glaucoma se ha documentado en varios estudios (5, 10-
14). Tezel y cols. determinaron, através deinmunotincién de
cortes histolégicos en ojos postmortem de pacientes con
glaucomaque las HSP60 se expresan en mayor proporcion en
las célulasganglionares, fotorreceptoresy célulasastrogliales
de lalamina cribosa del nervio Gptico en comparacién con
0jos postmortem de pacientes sin glaucoma. Al igual encon-
traron que existe mayor expresion de HSP27 en lacabezadel
nervio Optico y de los vasos retinianos (5).

El interés de algunos autores en determinar una relacion
entrelarespuestainmuney laneuropatia Opticaglaucomatosa
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sefundamentainicialmente en encontrar diferentes mecanis-
mos de dafio neuronal en pacientes con glaucomade tension
normal enlos cual es se estimaque lateoriamecanicadescrita
en esta neuropatia no constituye el principal factor de dafio,
ademés de su asociacion con otros estados de
autoinmunidad; sin embargo, en los diversos estudios se
observd que la respuesta ante la expresiéon de las HSP se
produce también en los pacientes con GCAA determinando
gue los titulos mayores de anticuerpos contra HSP no son
dependientes del nivel de presion intraocular exclusivamen-
te (15, 16).

Wax y cols. han acumulado evidencia de que las HSP se
encuentran entre |os autoantigenos mas significativos en los
pacientes con glaucoma (1). Larelacién entre el glaucomay
las HSP se encuentra fundamentada por la conocida expre-
sién de estas proteinas en situaciones deisquemia, lacual ya
sea de manera global o focal esta presente en |os pacientes
con glaucoma por unaperfusion vascular disminuida (7), ex-
presion através delacual se contribuye alaproteccion para
lasupervivenciacelular. Pero ¢en qué momento laexpresion
de las HSP puede continuar ahora la progresion de esta
neuropatia? Tezel y cols. suponen una pérdidade latoleran-
ciainmunol égica en los pacientes con glaucoma al ser esti-
muladas las células gliales —que se sabe son células presen-
tadoras de antigenos- en retinay nervio optico convirtiendo
a estas mol écul as en antigenos que desencadenen laproduc-
cién de autoanticuerpos que, asu vez, inactivan lafuncién ini-
cia delasHSP en laproteccion contralaapoptosis (5).

En model os experimental es de glaucoma se hadocumenta-
do que la muerte neuronal es por apoptosis (17), tanto en
glaucoma crénico de angulo abierto como en €l de tension
normal; sin embargo, |0 que es hipotético es como se produ-
cen los autoanti cuerpos contra antigenos retinianos que pro-
voguen apoptosis (3). Es reconocido en otras series que los
pacientes con glaucoma presentan titulos elevados de
anticuerpos contra HSP comparados con sujetos sanos (15),
asimismo que los autoanti cuerpos pueden entrar a las célu-
las vivas y alterar su funcion (provocar apoptosis) (18) vy,
segun estudios de inmunotincion (3), se hasugerido launion
externa de los anticuerpos, su internalizacién mediante
endocitosisy lasiguiente union intracelular. Se hadetectado
especificamente con anticuerpos contraHSP27 lainactivacion
deestaproteinaparaestabilizar el citoesqueleto delacélulay
laactivacién también de proteasas celulares (6).

Por lo anterior, la deteccion de niveles elevados de
anticuerpos contra proteinas de choque térmico en pacien-
tes con glaucoma y que en experimentos ex vivo estos
anticuerpos faciliten la apoptosis celular hace suponer una
relacion entre estas mol éculasy laenfermedad. En este estu-
dio, como en otros, no se logré documentar una relacion
entre el nivel de anticuerpos séricos y la estadificacion del
dafio campimétrico en |os pacientes estudiados, |o cual apo-
yalo descrito por Wax y cols. en poblacién estadounidense
y japonesa, donde no se encontrd relacion con los parametros
morfométricos del nervio Optico, considerandose no setrata
de un fendbmeno inicia sino una variable que perpetda la
lesion glaucomatosa (15).
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En conclusion, os grupos de paci entes mexicanos con glau-
comacronico de angulo abiertoy detensién normal estudia-
dos presentan niveles mayores de anticuerpos séricos con-
tra proteinas bacterianas de choque térmico en comparacién
con el grupo control de sujetos sanos sin evidencia de una
relacion delos niveles de anticuerpos con laprogresion dela
enfermedad. Lo anterior sugiere que en nuestra poblacion
también habra que considerar la expresion de estas mol écu-
las en el mecanismo fisiopatol 6gico del glaucoma, necesitan-
dose mayor evidenciaparaaclarar su preciso papel y ampliar
|laperspectivaen las estrategias de tratamiento del glaucoma.
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