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RESUMEN

La nueva tecnologia de secuenciacion de proxima generacion (NGS) RNA-Seq ha permitido

realizar estudios detallados de la genética del pterigion.

La presente tesis tiene como objetivo describir el perfil de expresion génica del pterigion en
la poblacién de Puno. Para esto, se trabajé con siete muestras de pterigion primario,
obtenidas de pacientes sometidos a cirugia de plastia libre en el periodo 2019-2020 en el
Hospital 111 Juliaca EsSalud. EI ARN total fue aislado de las biopsias y sometidos a

secuenciacion masiva mediante RNA-Seq, siguiendo el protocolo de Illumina.

El analisis epidemiol6gico mostrd un predomino del grupo etario de 30 a 49 afios; el 57.14 %

de los pacientes fueron hombres y el 42.86 % mujeres, con una edad promedio de 46.57 afios.

En el analisis bioinformatico de la secuenciacién masiva (RNA Seq), realizado con el
software IGV y utilizando como referencia el genoma GRCh38.p13, se identificaron 19 261
genes en cada muestra de pterigion. Los genes con mayor nivel de expresion fueron RPS29,
AHNAK, MTRNR2L12, PCBD2.

Todas las muestras expresaron el gen p53, identificandose cinco mutaciones SNV (variantes
de un solo nucleétido) segin la base de datos del ensamblaje del genoma humano
GRCh38.p13: SNV C > G del cromosoma: 17: 7676154 en el exén 4, SNV A > C del
cromosoma: 17: 7669372 en el exdn 8, SNV C > T del cromosoma: 17: 7669 124 en el ex6n
8, SNV G > T, A del cromosoma: 17: 7668836 en el exén 8, SNV C > G, T del cromosoma:
17: 7668799 en el exdn 8.

Asimismo, el andlisis bioinformatico con el software Arriba (version 1.2.0) evidencio la
presencia de 13 genes de fusion. Algunos no presentaron caracteristicas funcionales
relevantes; sin embargo, los genes de fusiébn PSMC3 - NXF1y WNK1 - ZNF79 conservaron
dominios de proteina retenidos y fusiones en el marco, indicando que sintetizaron las

proteinas potencialmente implicadas como potentes impulsores en la genesis del pterigion.

Las mutaciones identificadas en el gen p53, asi como los genes hallados y las proteinas de
fusién reportadas en nuestras muestras de pterigion, son reportados por primera vez en esta
investigacion. La relevancia de estos hallazgos radica en que podrian impulsar el desarrollo
de nuevas estrategias diagndsticas y terapias dirigidas, abriendo el camino hacia una

medicina personalizada para el tratamiento del pterigion.

Palabras clave: Pterigion, genes de fusion, p53.



ABSTRACT

The new RNA-Seq next-generation sequencing (NGS) technology has allowed us to carry

out studies of the genetics of pterygium.

The present thesis aims to describe the expression profile of pterygium in the population of
Puno. We worked with 7 samples of primary pterygium undergoing free plasty surgery in
the period 2019-2020 at the Juliaca EsSalud Hospital 111. Total RNA was isolated from the
biopsies obtained from the patients and they were subjected to massive sequencing by RNA-

Seq using the lllumina protocol.

The epidemiological analysis of the patients shows a predominance of the age group of 30-

49 years, 57.14% were men and 42.86% women, the average age was 46.57 years.

In the bioinformatics analysis of massive sequencing (RNA Seq), using the IGV software
and using the GRCh38.p13 genome, 19,261 genes were found in each pterygium sample, the
most expressed genes were RPS29, AHNAK, MTRNR2L12, PCBD2. All pterygium
samples expressed the p53 gene, 5 SNV (single nucleotide variant) mutations of p53 were
found taking as reference the human genome assembly database GRCh38.p13: SNV C > G
of chromosome: 17: 7676154 in exon 4, SNV A > C of chromosome: 17: 7669372 in exon
8, SNV C > T of chromosome: 17: 7669124 in exon 8, SNV G > T, A of chromosome: 17:
7668836 in exon 8, SNV C > G, T of chromosome: 17: 7668799 in exon 8.

The bioinformatic analysis of the sequences using the Arriba software (version 1.2.0) shows
the presence of 13 fusion genes, some of which did not show any specific characteristics.
functional, unlike the fusion genes PSMC3 - NXF1 and WNK1 - ZNF79 that have retained
protein domains and in-frame fusions, meaning that they synthesize proteins that can act as

potent drivers in pterygium genesis.

The mutations described in the p53 gene, the genes found and the fusion proteins reported
in our pterygium samples, are described for the first time in the present thesis.

The importance of the findings will promote the use of new diagnostic alternatives, targeted

therapies, opening the way towards individualized medicine in pterygium.

Keywords: Pterygium, fusion genes, p53.
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LISTA DE ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNC: Acido desoxirribonucleico complementario

ARN: Acido ribonucleico

ARNmM: Acido ribonucleico mensajero

ARNNc: Acido ribonucleico no codificante

BAM: Binary Alignment Map (mapa del alineamiento binario)
DAMP: Patrones moleculares asociados al dafio

COX-2: Enzima ciclooxigenasa-2

HSP: Proteinas de choque térmico

ICAM 1: Molécula de adhesion intercelular -1

IAP: Inhibidores de la apoptosis

IHC: Inmunohistoquimica

IL: Interleuquinas

MMP: Metaloproteinasas

NGS: Next Generation Sequencing (Secuenciamiento de Préxima Generacion)
MMC: Mitomicina C

PCNA: Antigeno nuclear de células proliferantes

PE: Paired End (final pareado)

RNA-seq: RNA sequencing

SAM: Sequence Alignment Map (Mapa del alineamiento de la secuencia)
SE: Single End (final singular)

TIMP: Inhibidores de las metaloproteinasas

TCGA: The Cancer Genome Atlas

MAPK: Mitogen-activated protein kinases
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PCBD2: Pterin-4 alfa-carbinolamina deshidratasa 2
LRMDA: Asociada a diferenciacion de melanocitos ricos en leucina.
QC: Control de calidad

RIN: Numero de integridad del RNA

RL: Radicales libres

ROS: Especies reactivas de oxigeno

STAR: Spliced Transcripts Alignment to a Reference
SNV: Single nucleotide variant

UVR: Radiacién ultravioleta

VEGF: Factor de crecimiento del endotelio vascular
VPH: virus del papiloma humano

BER: reparacion de escision de base



INTRODUCCION

El pterigion es una de las principales patologias oftalmoldgicas; sin embargo, los estudios
existentes sobre su etiologia y mecanismos moleculares son escasos. Su patogénesis
involucra diversos procesos, entre ellos mecanismos antiapoptéticos, respuestas
inmunoldgicas, accion de citocinas y factores de crecimiento, modulacion de la matriz
extracelular, alteraciones genéticas, infecciones virales y exposicion a radiacion

ultravioleta (4:2345),

Entre los factores genéticos, destaca el gen p53, un gen supresor tumoral que codifica la
proteina p53, la cual desempefia un papel crucial en la regulacién del ciclo celular, la
apoptosis y la proteccion del genoma ®). Los resultados obtenidos en la presente
investigacion evidenciaron mutaciones en este gen, lo que sugiere que el pterigién podria
originarse por una proliferacion celular incontrolada, méas que por un proceso puramente

degenerativo.

El impacto del pterigién en la salud visual lo convierte en un problema de salud publica,
ya que en estadios avanzados puede conducir a ceguera. Por esto, comprender sus
mecanismos fisiopatoldgicos es esencial para prevenir su aparicion y desarrollar

tratamientos que inhiban su crecimiento y reduzcan la recurrencia postquirurgica.

En América Latina, no se han realizado estudios que evalten la expresion génica y las
mutaciones del gen p53 en pterigion mediante la técnica de Next Generation Sequencing
(NGS). La aplicacién de esta metodologia en el presente trabajo permitié obtener datos

de alta resolucién, fundamentales para la identificacion y caracterizacion de mutaciones.

El uso de herramientas gendmicas como NGS se encuentra en constante expansion, tanto
en el ambito académico como en el asistencial, impulsado por el desarrollo de la medicina
de precision. Este paradigma propone un abordaje individualizado, orientado a optimizar

el diagndstico y el tratamiento en cada paciente.

La relevancia de esta investigacion radica en que sus hallazgos ofrecen nuevas dianas
terapéuticas, con el potencial de revolucionar las estrategias de diagnostico, estadiaje y

tratamiento de enfermedades oculares ().



HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION

La exposicion a radiacion ultravioleta y otras noxas ambientales puede inducir
mutaciones en el gen humano p53 presente en la cornea y la conjuntiva ocular. Por lo
tanto, es probable que en los pterigion primarios se detecte la presencia de este gen junto

con mutaciones asociadas.



OBJETIVOS

Objetivo general
e Andlisis molecular del gen humano p53 en pterigidn primario.
Objetivos especificos

o Identificar mutaciones del gen humano p53 en muestras de pterigion primario.

e Analizar y describir mutaciones encontradas en el gen humano p53.

o ldentificar el perfil de expresién génica en pterigion primario.

e Establecer las caracteristicas clinicas - epidemiologicas asociadas a los pterigion
primarios con presencia de mutaciones en el gen humano p53.

e Determinar la presencia de genes de fusidn en las secuencias obtenidas por RNA

Seq.



CAPITULO |
MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

1.1 Definicion de pterigion

El pterigion es una de las patologias oftalmologicas mas descritas debido a su caracter
antiestético y progresivo, reconocido desde hace mas de 3000 afios. Etimolégicamente,

proviene del vocablo griego pterygos, que significa “ala de insecto” o “pequefia ala”
(8,9,10,11)

Se localiza en la regidn interpalpebral y puede presentarse de forma unipolar o bipolar,
siendo mas frecuente en el lado nasal. También puede ser unilateral o bilateral. Su forma
es generalmente triangular, con la base en la periferia y el apex invadiendo la cérnea. Se
clasifica segln la invasion corneal: grado 1, cuando el tejido fibrovascular alcanza el
limbo; grado 2, cuando cubre aproximadamente 2 mm de la cdrnea; grado 3, cuando
alcanza el margen pupilar; y grado 4, cuando lo sobrepasa. Asimismo, se clasifica por

invasion limbar (L1-L4) y por su aspecto morfoldgico: atréfico, intermedio o carnoso
(12,13,14)

En el estudio histopatoldgico, el pterigion presenta una masa de tejido subepitelial con
degeneracion elastotica. Las fibras colagenas degeneradas se tifien de forma basofilica y
son positivas para tinciones de tejido elastico, pero no sensibles a la digestion por elastasa.
Estos haces fibrosos se disponen sobre un fondo de degeneracion hialina, lo que indica
dafo actinico, con alteraciones en el colageno, la sustancia propia y los fibrocitos, que
forman un material elastético anormal. En la coérnea, la capa de Bowman puede
observarse engrosada o destruida, y el epitelio que la recubre puede mostrar acantosis,
disqueratosis y cambios displasicos. También es frecuente la neoformacion de vasos
sanguineos junto a inflamacion. En el estroma subyacente se observan proliferacion
fibroblastica, migracion celular, infiltracion inflamatoria, neovascularizacion y

remodelacion de la matriz extracelular 1516:17:18.19,20)

La prevalencia del pterigion varia segun factores geograficos y demogréaficos. Se han
reportado cifras tan bajas como 0,07 % en Arabia Saudita y tan altas como 53 % en China
1) En un estudio realizado por Flores A. en Trujillo, Per(i (2018), la prevalencia fue del
27,8 % en poblaciones a >3000 msnm y del 11,3 % en poblaciones a nivel del mar 2,

La mayor incidencia se presenta en regiones cercanas al ecuador, con prevalencias



moderadas a altas en latitudes de hasta 35° por encima y por debajo de esta linea, lo que
sugiere que la exposicion prolongada a la radiacion ultravioleta es un factor causal
importante. No obstante, también se han implicado mecanismos inmunoldgicos, factores

de crecimiento e influencia genética (3.2425.26.27.28),

La superficie ocular y la cornea, al proteger las estructuras internas del ojo, estan
expuestas a un alto estrés oxidativo ambiental. Los mecanismos mutagénicos, tanto de
origen ambiental como enddgeno, desempefian un papel fundamental en las
enfermedades oculares degenerativas ¢, Entre los factores de riesgo para el desarrollo
del pterigion se encuentran el sexo masculino, la exposicion al polvo, el calor, la
inflamacién o infeccion ocular, la residencia en &reas rurales, un bajo nivel educativo y
la actividad al aire libre 23D, |a predisposicion hereditaria, con un patrén de herencia

multifactorial, también es determinante para su aparicion y persistencia®?.

El pterigion puede provocar astigmatismo y peérdida visual, siendo la cirugia el
tratamiento definitivo. Sin embargo, la recurrencia postquirdrgica sigue siendo un desafio.
En estadios avanzados, produce alteraciones en la refraccion corneal esférica y cilindrica,
aumenta la irregularidad corneal y, en consecuencia, genera discapacidad visual. En estos

casos, la escision quirtirgica busca mejorar la topografia corneal y la funcion visual 2.

Las opciones terapéuticas actuales incluyen el autoinjerto conjuntival, los colgajos
conjuntivales deslizantes, el tratamiento con laser excimer y el trasplante de membrana
amnidtica %33, No obstante, las complicaciones incluyen recurrencias que van del 15 %
al 75 % tras una escision simple, y alrededor del 6 % tras la cirugia con colgajo libre 323,
Como tratamiento complementario para prevenir la recurrencia postquirdrgica se han
utilizado farmacos como la mitomicina C (MMC), el bevacizumab subconjuntival, la

ciclosporina, la pirfenidona y el 5-fluorouracilo 43
1.2 Patogénesis
1.2.1 Radiacion Ultravioleta

Los tejidos oculares cuentan con defensas antioxidantes efectivas para protegerlos
frente a noxas asociadas con especies reactivas de oxigeno (ROS); sin embargo,

multiples factores pueden alterar esta homeostasis (6:373839),

El ozono, un gas compuesto por tres &tomos de oxigeno, se encuentra principalmente

en las capas superiores de la atmosfera y actiia como un potente oxidante. Su funcién
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es esencial para la vida en la Tierra, ya que absorbe gran parte de la radiacion
ultravioleta (UVR). Aproximadamente el 90 % del ozono se localiza en la estratosfera
(hasta 40 km de altura) y el resto en la troposfera. Estas capas bloquean casi todas las
longitudes de onda inferiores a 290 nm y absorben entre el 70 % y el 90 % de la
radiacion UVB. El agotamiento de la capa de ozono ha incrementado la llegada de

energia solar a la superficie terrestre.

La principal fuente natural de radiacién ultravioleta es el sol. Los rayos UV afectan
directamente la integridad del material genético celular y se clasifican en tres bandas
segun su longitud de onda: UVA (320—400 nm), UVB (290-320 nm) y UVC (<290
nm). La UVR genera efectos genotoxicos al inducir mutaciones y dafios en el ADN
mediante reacciones fotoquimicas cuya eficiencia depende de la longitud de onda y de
la absorcion directa por bases nitrogenadas, lipidos y proteinas. Asimismo, induce
estrés oxidativo en las células irradiadas por la activacion de fotosensibilizadores como
riboflavina, triptéfano y porfirina, que generan ROS capaces de activar procesos

inflamatorios (9

En el ojo, la absorcion de radiacion UV depende de la longitud de onda. La cérnea
absorbe el 92 % de los rayos UV de 300 nm, mientras que longitudes de onda mayores
pueden atravesarla y alcanzar el cristalino, donde mas del 50 % de la radiacion UVA

de 360 nm es absorbida por el lente intraocular ¢0:41:42.43),

La exposicién a radiacion UV provoca la formacion de dimeros de pirimidina —
lesiones premutagénicas compuestas por timina o citosina— que alteran la estructura
del ADN. Los dimeros de timina pueden repararse por fotorreactivacion, pero, si
permanecen sin reparar, resultan mutagénicos ?®. La radiacion UV ejerce sus efectos
tanto de forma directa, por fototoxicidad, como indirecta, a través de radicales libres
(RL). Estos ultimos producen dafio oxidativo sobre proteinas, lipidos y &cidos
nucleicos. Entre los RL mas relevantes se incluyen el anion superdxido (O2)), el
peréxido de hidrogeno (H20:) y el peroxinitrito (ONOO"), que son neutralizados por
el sistema antioxidante enziméatico compuesto por superdxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GSH-Px), manteniendo un equilibrio

homeostatico ©9.

Entre los productos del dafio fotooxidativo del ADN, la 8-hidroxideoxiguanosina (8-

OHdG) es un biomarcador sensible y estable para evaluar el grado de dafio genético



@9 En el pterigion, se han registrado niveles significativamente mas altos de 8-OHdG
en comparacion con la conjuntiva adyacente normal, lo que respalda el papel del dafio

oxidativo del ADN en su desarrollo ©7),

Otros marcadores moleculares también han sido asociados al pterigion. La
ciclooxigenasa-2, implicada en la carcinogénesis cutinea, se sobreexpresa en el
citoplasma de la capa epitelial —principalmente en la basal— del pterigion, en
contraste con la ausencia de expresion en conjuntiva normal 4, La fosfolipasa D,
involucrada en la inflamacion y diferenciacion celular, también se expresa en este
tejido ©.

En cuanto a la respuesta inmune, se ha evidenciado un incremento de mastocitos en el
pterigion frente a la conjuntiva normal. Estas células participan en la hipersensibilidad
tipo I, liberando compuestos altamente toxicos como la proteina basica mayor (PBM),
la proteina cationica eosinofilica (PCE), radicales libres de oxigeno, eicosanoides,
citocinas Th2 y factores de crecimiento, que contribuyen al desprendimiento epitelial
y al aumento de la permeabilidad vascular 7). Este mecanismo puede verse potenciado
por irritantes exdgenos como polvo o viento, que incrementan la produccién de IgE en

el pterigion.

Asimismo, la proteina enddgena SERPINA3K, con funciones antiinflamatorias,
antiangiogénicas y antioxidantes, inhibe proteasas de serina 'y suprime la proliferacién
y migracion de células epiteliales en el pterigion. Por ello, se perfila como una posible

diana terapéutica para prevenir su recurrencia postquirurgica 9.
1.2.2 Infecciones Virales

Diversos estudios han evidenciado la presencia del virus herpes simple y del virus del
papiloma humano (VPH) en muestras de pterigion. Estos virus codifican proteinas
capaces de inactivar la p53, lo que genera inestabilidad cromosémica y aumenta la

probabilidad de progresion del pterigion hacia variantes malignas.
1.2.3 Proteinas relacionadas a la apoptosis

El pterigion es un trastorno del crecimiento tisular de caracter similar a un tumor,

asociado con una apoptosis defectuosa .



* Survivina: proteina codificada por el gen BIRC5 en humanos, con funciones
citoprotectoras y perteneciente a la familia de genes inhibidores de la apoptosis (IAP).
Ademaés, cumple un papel esencial en la division celular. Su sobreexpresion inhibe la
apoptosis inducida por las vias extrinseca o intrinseca. El estrés oxidativo estimula
significativamente la expresion de survivina, generando un estado hiperproliferativo
(349 En el pterigion, su expresion podria contrarrestar la apoptosis inducida por
radiacion UV-B y, junto con la pérdida de p53, contribuir a la inhibicion aberrante de
la apoptosis, favoreciendo el desarrollo y potencial progresidn neoplésica de la lesion
(29,46).

* Bcl-2: proteina reguladora de la apoptosis, capaz de inducirla o inhibirla,
codificada por el gen Bcl-2 en humanos. Se ha observado su expresion en la capa basal
epitelial de todas las células epiteliales del pterigion, mientras que en la conjuntiva
normal no se detecta ©.

*  Complejo de rapamicina 1 (mTORC1): regulador del crecimiento celular, sintesis
de proteinas, autofagia y transcripcion. Su sefializacién se encuentra altamente
activada en el pterigion, provocando apoptosis aberrante y proliferacion celular %9,
C-Myc: oncoproteina que regula el crecimiento, la proliferacion, la diferenciacion y la
apoptosis celular mediante la modulacion de un amplio nimero de genes. Es uno de
los cuatro factores de transcripcion capaces de reprogramar células hacia un estado
pluripotente y se sobreexpresa en la mayoria de los canceres, lo que confirma su papel
en la aceleracion de la proliferacion celular. En el pterigion, la sobreexpresion de C-
Myc podria alterar el equilibrio entre apoptosis y proliferacion, favoreciendo la génesis
y progresion de la enfermedad ¢4,

K-Ras: mutaciones en este gen se detectan en aproximadamente el 22 % de los tumores,
desempefiando un papel clave en la progresién del cancer colorrectal y en el 90 % de
los adenocarcinomas pancreaticos. Las mutaciones mas frecuentes se localizan en los
codones 12 y 13, y en menor proporcion en los codones 61 o 64. En el pterigion, se ha
reportado una tasa de mutacion del 10 % en el cod6n 12 en casos recurrentes y del 28 %
en el codon 61 en casos primarios, sin mutaciones en la conjuntiva normal “7,
Piroptosis: forma de muerte celular programada de caracter proinflamatorio, inducida
por estimulos patolégicos como infecciones microbianas, enfermedades
cardiovasculares, trastornos del sistema nervioso central y tumores malignos.

Marcadores como el receptor tipo Nod pirina-3 (NLRP3), caspasa-1, IL-18 e IL-1f



son indicadores aceptados de piroptosis. Esta puede ser activada por patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMP) y a dafio celular (DAMP). La radiacion
UV vy el estrés oxidativo pueden generar DAMP y desencadenar este proceso en el
pterigion. La evidencia sugiere que la piroptosis favoreceria la transicion de
fibroblastos a miofibroblastos activados, lo que aceleraria la fibroproliferacion y la

acumulacion de matriz extracelular, contribuyendo a la progresion de la lesion .
1.2.4 Moléculas de adhesion celular

La molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) se expresa en el pterigion y esta
ausente en el epitelio de conjuntivas normales. Asimismo, se ha propuesto que la E-
cadherina y la beta-catenina estan presentes en el tejido del pterigion y podrian

participar en la proliferacion y adhesion epitelial ¢,
1.2.5 Proteinas relacionadas con la proliferacion celular

Diversas proteinas implicadas en la proliferacion, como Ki-67, ciclina D1y el antigeno
nuclear de células proliferantes (PCNA), desempefian un papel central en la regulacién
del ciclo celular. EI PCNA es esencial para la sintesis de ADN y constituye un
marcador Util de proliferacion celular. Estudios han reportado niveles
significativamente elevados de PCNA y Ki-67 en el pterigidon, en comparacion con la
conjuntiva normal, confirmando su papel en la patogenia de esta lesion . Por su
parte, la ciclina D1, gen promotor de la progresion del ciclo celular, presenta una

mayor expresion en pterigiones proliferativos que en los atréficos “®).
1.2.6 Proteinas de shock térmico

Las proteinas de choque térmico (HSP) constituyen una familia de proteinas
sintetizadas por las células en respuesta a condiciones de estrés, como la exposicion a
temperaturas extremas, radiacién ultravioleta (UV) o durante procesos de cicatrizacién
y remodelacion tisular. Entre ellas, Hsp27, Hsp70, Hsp90 vy el factor inducible por
hipoxia 1o (HIF-1a) se han detectado en el tejido pterigial. Las variaciones en los
niveles de HIF-1a y HSP se asocian con mecanismos de supervivencia celular en

entornos de estrés @,



1.2.7 Proteinas de unién estrecha

Las claudinas, componentes clave de las uniones estrechas, desempefian un papel
esencial en el mantenimiento de la barrera funcional y estructural de los tejidos.
Alteraciones en su expresion se han vinculado a diversas patologias, incluido el cancer.
En el pterigion se ha observado una disminucion significativa de claudina-1 respecto

a la conjuntiva normal, lo que sugiere su participacion en la formacién de esta lesion
9)

1.2.8 Proteinas de la matriz extracelular

La expresion aberrante de proteinas de la matriz extracelular se relaciona con el
crecimiento proliferativo del pterigion. En particular, las queratinas K8, K16, K14 y
AE3 se encuentran presentes en todo el espesor epitelial del pterigion, pero estan
ausentes en la conjuntiva ocular sana. EI colageno tipo Il se detecta exclusivamente en
el pterigion, mientras que los tipos I, Il y IV aparecen tanto en pterigion como en

conjuntiva normal &

El factor de crecimiento transformador beta 1 (TGF-B1) inhibe la sintesis de enzimas
proteoliticas de la matriz extracelular, evitando su degradacion y favoreciendo la
acumulacion de colageno y fibras de elastina, lo que conduce a proliferacion anormal
y desarrollo del pterigién. Por su parte, el factor de transcripcién Spl, implicado en
procesos como el ciclo celular, crecimiento, proliferacion, metabolismo y apoptosis,
presenta niveles significativamente mayores en pterigiones primarios que en

conjuntiva normal ©,
1.2.9 Metaloproteinasas (MMP)

Las metaloproteinasas (MMP) son endopeptidasas dependientes de zinc que forman
una familia de mas de 25 enzimas capaces de degradar componentes de la matriz
extracelular. Participan en procesos fisiologicos y patolégicos como la remodelacién
tisular, cicatrizacion, angiogénesis, invasion celular y diferenciacion. En el pterigion,
la sobreexpresion de MMP contribuye a la destruccion de la capa de Bowman y del
estroma corneal.
Se han detectado MMP-1, MMP-2, MMP-3, TIMP-1y TIMP-3 en mayores cantidades

en pterigion que en conjuntiva normal ©®. La expresion y actividad de MMP e
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inhibidores tisulares (TIMP) varia segun la etapa de la lesion: MMP-1 y MMP-3
presentan mayor concentracion en la cabeza del pterigion que en el cuerpo o en
fibroblastos subconjuntivales “®. El desequilibrio entre MMP y TIMP se considera un

factor clave en la progresion y recurrencia del pterigion ©),
1.2.10 Interleuquinas

Las interleuquinas (IL) estan estrechamente relacionadas con la respuesta inflamatoria
en el pterigion. IL-1a se encuentra altamente expresada tanto en pterigion primario
como recurrente, mientras que IL-6, IL-8, IL-10 e IL-17 muestran una fuerte expresién
en el epitelio pterigial comparado con cornea, conjuntiva y limbo normales. La
exposicién a radiacion UVB incrementa significativamente la produccion de IL-6 e
IL-8 (12,

El estrés oxidativo genera especies reactivas de oxigeno que fosforilan lipidos de
membrana, produciendo compuestos como la prostaglandina E-2 (PGE-2), detectada
en el pterigion. Estos lipidos oxidados estimulan la sintesis de ciclooxigenasa-2 (COX-
2) e 1L-8, ambas moléculas proinflamatorias 2. Tras la exposicion a UV-B, se observa

un aumento en IL-1, MMP y otros mediadores inflamatorios ©.
1.2.11 Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son moléculas capaces de estimular la proliferacion,
diferenciacion y reparacion celular 9. En la patogénesis del pterigion intervienen
multiples factores, entre ellos: factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
factor de crecimiento transformador beta (TGF-B), factor basico de crecimiento de
fibroblastos (bFGF), factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), factor de
crecimiento nervioso (NGF), factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF), factor
de crecimiento epidérmico de unién a heparina (HB-EGF) y factor de crecimiento
derivado de plaguetas (PDGF).

Se ha demostrado que bFGF, VEGF y HB-EGF se regulan al alza tras la exposicion a
UV-B. Asimismo, el aumento de expresion de factores neurotroficos como CNTF,
sustancia P, neurotrofina-4 y neurotrofina-5 también ha sido evidenciado en el tejido
pterigial. La heterogeneidad en las mutaciones asociadas al pterigion podria explicar

la variabilidad clinica de su crecimiento ©.
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En modelos murinos, la doxiciclina —antibiotico bacteriostatico de bajo costo y uso
seguro— inhibié de forma significativa la angiogénesis, efecto atribuido a su
capacidad para suprimir la actividad catalitica de diversas MMP, independientemente
de su acci6n antimicrobiana ®Y- El conocimiento de estos factores abre nuevas
posibilidades para el desarrollo de estrategias que prevengan la aparicion y progresion

del pterigion, con el potencial de reducir la necesidad de intervenciones quirdrgicas
(52).

1.2.12 Genes supresores de tumores - Gen p53

El gen p53 se localiza en el brazo corto del cromosoma 17 y cumple principalmente
la funcidn de gen supresor tumoral. Participa en la regulacion del ciclo celular, la
reparacion y sintesis de ADN, la diferenciacion celular y la apoptosis** Su accion se
basa en detener el ciclo celular cuando se detecta dafio gendmico, permitiendo su
reparacion; si el dafio es irreparable, induce apoptosis. Las mutaciones en el gen p53
inactivan o alteran estas funciones, constituyéndose en marcadores genéticos del

crecimiento neoplasico en diversos tipos de tumores (65354

La proteina p53 normalmente se expresa en niveles bajos; sin embargo, frente a
estimulos tumorigénicos como radiacion ultravioleta (UV), radiacion gamma,
exposicién a determinados compuestos quimicos o sobreexpresion de oncogenes, se
incrementa su concentracion nuclear. Esto promueve la transcripcion de genes
implicados en respuestas protectoras, como la detencion del ciclo celular, la reparacion
del ADN, la apoptosis y la disminucion de la angiogénesis. Debido a este papel, p53
ha sido denominado “el guardian del genoma” “®

En aproximadamente la mitad de los tumores humanos, el gen TP53 presenta
mutaciones sin sentido en su regién central (exones 5-8), la cual codifica el dominio
responsable de la union al ADN. Esta unién es indispensable para la funcion
transcripcional de p53. Dichas mutaciones originan una proteina aberrante con efecto
dominante negativo, capaz de inhibir la accion de la proteina de tipo salvaje.

El aumento en los niveles de p53 se debe, en gran medida, a una mayor estabilidad
proteica, regulada parcialmente por proteasas celulares y por la interaccion diferencial
con la oncoproteina MDM2 (murine double minute 2). La prevalencia de la expresion
anormal de p53 varia segun el tipo de tumor, oscilando entre 0 % y 60 % (56 % en

carcinoma de pulmon, 50 % en carcinoma de colon, 44 % en tumores cutaneos, entre
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otros) 5565758 También se ha documentado en tumores benignos, como el tumor

filoides en biopsias mamarias ©9.

La radiacién UV produce fosforilacion de la serina 15 de p53, catalizada por la quinasa
ATR (ataxia telangiectasia and Rad3-related). Una falla en este mecanismo podria
impedir su activacion en el pterigion. En particular, la radiacion UVB induce
mutaciones caracteristicas en p53 (transiciones C—T y CC—TT), las cuales no suelen
originarse por otros carcindgenos ©%. Asimismo, la radiacion UV provoca acetilacion
de p53 en multiples residuos de lisina, un proceso que regula su unién al ADN;

defectos en esta acetilacion pueden ocasionar fallos de activacion.

La expresion aberrante de p53 favorece la proliferacion celular y reduce la apoptosis,
acelerando el desarrollo del pterigion ®9. Ademas de p53, otros genes supresores de
tumores, como p63, p16 y p27, participan en la patogénesis de esta lesion. El gen p63
muestra una mayor expresion en la capa basal y parabasal del epitelio en pterigion
primario, y en todo el espesor epitelial en pterigion recidivado.

Diversos estudios han reportado entre 7,9 % y 100 % de tincion positiva para p53
mediante inmunohistoquimica en el epitelio de pterigiones primarios y recurrentes “),
Se ha propuesto que las mutaciones de p53 en células pterigiales constituyen un evento
temprano en su desarrollo, probablemente inducido por la radiacién UV, reconocida
como factor de riesgo para multiples tumores malignos, como el carcinoma de células

escamosas, debido a su impacto sobre el material genético.

El esclarecimiento del mecanismo de disfuncion de p53 en el pterigién reviste
relevancia no solo para la oftalmologia, sino también para la oncologia, ya que puede

aportar informacion valiosa sobre la inactivacion de este gen supreso (61:62.6364.65.66,67)
1.3 Técnicas de secuenciacién masiva (NGS)
1.3.1 Introduccion

Desde el descubrimiento del ADN hasta la actualidad, el estudio y conocimiento de

esta molécula, asi como de la genomica aplicada, han experimentado notables avances
(68).

La secuenciacién de los nucleétidos que componen la molécula de ADN constituye el

analisis mas detallado de su estructura y una herramienta eficaz para identificar
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variantes en el material genético. La secuenciacion Sanger, desarrollada en la década
de 1970, supuso una revolucion en la genética humana y marcé el inicio de la era

gendmica.

En los ultimos afos, se han desarrollado nuevas plataformas de secuenciacion
denominadas de alto rendimiento o de nueva generacion (Next-Generation Sequencing,
NGS), capaces de generar de manera masiva y paralela millones de fragmentos de
ADN en un Unico proceso. Este avance ha permitido aumentar significativamente el
rendimiento a un coste menor, ofreciendo ventajas sustanciales respecto a los métodos

convencionales 9,

El uso de esta tecnologia se encuentra en constante expansion en ambitos académicos
y clinicos, impulsado por el auge de la medicina de precision, un nuevo paradigma de
atencion médica que busca maximizar la eficacia diagndstica y terapéutica en funcién

de las caracteristicas genéticas de cada paciente ©.
1.3.2 Técnicas de secuenciacion

Entre las plataformas de NGS mas utilizadas se encuentran el 454 GS Flex de Roche,
Genome Analyzer o HiSeq de Illumina y SOLID de Life Technologies (70). En afios
recientes han surgido versiones con menor rendimiento y capacidad de secuenciacion,
pero con mayor facilidad de uso y dirigidas a segmentos de mercado especificos.
Algunos ejemplos son el 454 GS Junior de Roche, el MiSeq Personal Sequencer de

Ilumina y el lon Torrent de Life Technologies (Tabla 1) ©9.
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Tabla 1. Comparacion entre diferentes plataformas de secuenciacién

Plataforma Tiempo carrera®  Reads/carrera (en millones)  Bases/read®  Rendimiento (Mb/carrera)
3730xl(capilares, no NGS) 2h 0,000096 650 0.06
Ton Torrent (chip 314) 2h 0,10 100 >10
454 GS Jr. Titanium 10h 0,10 400 50
Starlight® ? ~0,01 > 1.000 ?
PacBio RS 0,5-2h 0,01 860 —1.100 5-10
454 FLX Titanium 10h 1 400 500
454 FLX +¢ 18-20h 1 700 900
Ton Torrent (chip 316) 2h 1 > 100 > 100
Helicos? N/A 800 35 28.000
Ton Torrent (chip 318) 2h 4-8 > 100 >1.000
Illumina MiSeq® 26 h 3,4 150 + 150 1.020
Illumina iScanSQ 8 dias 250 100 + 100 50.000
Illumina GAllx 14 dias 320 150 + 150 96.000
SOLID - 4 12 dias >840° 50 +35 71.400
Illumina HiSeq 1000 8 dias 500 100 + 100 100.000
Illumina HiSeq 2000 8 dias 1000 100 + 100 200.000
SOLID - 5500 (PT)¢ 8 dias >700° 75+35 77.000
SOLiD — 5500xl (4hq)® 8 dias > 1.410° 75 +35 155.100
Illumina HiSeq 2000 — v3* 10 dias <3.000 100 + 100 <600.000

h; horas; Mb: megabases

~Valor probablemente derivado de informacién no publicada indisponible en mayo de 2011.
Adaptado de Glenn, 2011%°

2Tiempo necesario en el instrumento para conseguir la longitud maxima de read.

® Longitud promedio para los reads de alta calidad.

¢ Actualizacion del instrumento FLX, verano 2011.

9 Instrumentos y reactivos no se pueden comprar ya, solo ofrecen servicios.

¢ Reads alineables (nimero crudo de reads de alta calidad).

fReactivos y software TruSeq v3 anunciados, reads y rendimiento son la mitad que el HiSeq1000.

9 Informacion basada solamente en datos de la compafifa (datos independente todavia no disponibles).

Nota. Rodriguez y Armengol 9,

1.3.3 Preparacion de bibliotecas

El objetivo de esta etapa es obtener fragmentos cortos de ADN, cuyo tamafio varia
segun la plataforma utilizada, aunque generalmente oscila entre 150 y 400 pares de
bases. Dependiendo de la estrategia, la preparacion de las bibliotecas puede realizarse

antes o despueés del proceso de enriquecimiento.

La preparacion consiste en afiadir adaptadores a ambos extremos de cada uno de los
millones de fragmentos de ADN que seran secuenciados (denominados insertos). En
esta fase también es posible incorporar etiquetas —secuencias especificas de ADN
denominadas sample barcodes— que permiten diferenciar cada muestra, posibilitando
asi la combinacion de mdltiples muestras en un mismo ensayo sin riesgo de

entrecruzamiento 9,
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Los adaptadores son especificos para cada plataforma de secuenciacion y
corresponden a fragmentos de ADN de doble cadena con secuencias consenso, en las
que se alinean los cebadores para las etapas de amplificacion del templado (ya sea por
PCR en puente o PCR en emulsién, segun la plataforma) y los cebadores para la
secuenciacion propiamente dicha ®®. La obtencion de fragmentos flanqueados por
adaptadores con secuencias especificas hace posible realizar millones de reacciones de

manera simultanea, obteniendo la secuencia de cada inserto.
1.34 Enriquecimiento del blanco (target enrichment)

En los protocolos de secuenciacion dirigida, es necesario enriquecer las regiones de
interes y separar el resto del ADN gendmico. Para ello, se emplean principalmente dos

enfoques: enriquecimiento por captura y enriquecimiento por PCR.

En el enriquecimiento por captura, el ADN se fragmenta para obtener fragmentos
cortos; posteriormente, se preparan bibliotecas con dichos fragmentos y se hibridan
con sondas de ADN o ARN complementarias a las regiones objetivo. Inicialmente,
estas sondas se inmovilizaban en micromatrices (microarrays) en fase solida; sin

embargo, actualmente se emplean con mayor frecuencia sondas en solucion liquida 2.,

En cuanto al enriquecimiento basado en PCR multiplex, se utilizan mdltiples
cebadores especificos en una misma reaccion para amplificar regiones objetivo y
generar amplicones de tamafio reducido. Adicionalmente, se han desarrollado técnicas
basadas en microfluidica asociada a PCR en emulsion, que permiten realizar millones
de reacciones independientes y en paralelo, a diferencia de la PCR multiplex

convencional ©®),

Un tercer enfoque corresponde a la captura por circularizacion, en el que destacan las
sondas moleculares invertidas. Esta técnica combina una fase de hibridacion con una

posterior amplificacion por PCR, dirigida al enriquecimiento de las regiones de interés.
1.35 Amplificacion del templado y secuenciacion masiva paralela

Tanto las plataformas Illumina como lon Torrent utilizan las bibliotecas como
templado para la secuenciacion, requiriendo su amplificacion para generar la cantidad

de sefial necesaria segun la sensibilidad del método de deteccion.
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En plataformas Illumina (Figura 1), las bibliotecas son cargadas en una celda de flujo
(68,69)
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Figura 1. Secuenciacién en plataformas Illumina.
Nota: Juk F 8

Luego de la preparacion de la biblioteca, se lleva a cabo la amplificacion de grupos
(clusters) en una celda de flujo (A a D). En este proceso, la biblioteca es diluida y cargada
en la celda de flujo, de modo que cada hebra de ADN se une a ella mediante la hibridacion
de los adaptadores (verde y violeta) con oligonucle6tidos complementarios fijados al
soporte solido. A partir de estos oligonucledtidos anclados, se genera una copia del inserto
mediante una reaccion de polimerizacion (A). Posteriormente, se inicia la PCR-puente:
el fragmento de ADN se curva, y el adaptador del extremo libre se une a un
oligonucleotido complementario igualmente anclado al soporte solido. Una segunda
reaccion de polimerizacion (B) produce una hebra complementaria a la inicial (C). Este
proceso se repite hasta formar un grupo (cluster) derivado de la hebra primaria, lo que

facilita su posterior deteccion por fluorescencia.
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La secuenciacion por sintesis (E a H) comienza con cebadores especificos para los
adaptadores (flecha verde). En cada ciclo, nucle6tidos marcados con fluorescencia —
terminadores reversibles— compiten por unirse a la cadena de ADN en elongacion (E).
Solo el nuclettido complementario a la hebra molde se incorpora (F), mientras que el
resto es eliminado. Una fuente luminica excita el fluor6foro del nucle6tido incorporado
(G) y la sefial emitida es capturada por un dispositivo CCD para su analisis. El ciclo se

repite con un nuevo flujo de nucleédtidos para continuar la sintesis (H).

En términos generales, cada inserto de la biblioteca es amplificado clonalmente mediante
PCR-puente, produciendo un cluster unido al soporte sélido que servira como molde. La
secuenciacion por sintesis con terminadores reversibles asegura que solo se afiada un
nucleotido por ciclo. Tras su incorporacién, el nucle6tido es excitado, su sefial optica
registrada y, posteriormente, el fluoréforo y el terminador son eliminados antes de iniciar
un nuevo ciclo. Las imagenes obtenidas de cada cluster son procesadas para el llamado
de bases (base calling), obteniendo asi la secuencia de cada lectura.

El procedimiento se realiza en ambos sentidos, a partir de cada adaptador, lo que permite
obtener lecturas de extremos pareados (paired-end reads). Tanto Illumina como lon
Torrent disponen de secuenciadores de distinta escala y capacidad, adaptados a diferentes
volimenes de procesamiento. Cada equipo es compatible con distintos tipos de celdas de
flujo o chips semiconductores, lo que permite seleccionar la estrategia mas adecuada

segun los objetivos del analisis ©®).

1.3.6 Procesamiento de datos

El procesamiento de datos comienza con la sefial cruda obtenida por el secuenciador y

finaliza con la interpretacion de las variantes, de acuerdo con el objetivo del ensayo.

En el analisis de variantes puntuales (SNVs), inserciones o deleciones (indels) a nivel
de ADN, este procedimiento se estructura en una serie de etapas concatenadas,
conocidas como tuberia o pipeline bioinformaético.

El analisis primario consiste en convertir la sefial cruda generada por el secuenciador
en millones de secuencias cortas de ADN, denominadas lecturas (reads). Estas lecturas
se convierten en la unidad fundamental de analisis bioinformatico, correspondiendo

cada una a un inserto de la biblioteca. El resultado de esta etapa se almacena, por lo
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general, en un archivo FASTQ, el cual contiene tanto la secuencia de cada lectura
obtenida como un valor de calidad asociado a cada nucledtido (Phred score) 869,

(Figura 2).
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Figura 2. Esquema basico de trabajo en estudios de secuenciacién masiva.

SNPs y Cambios de nimero
prequefias indels de copia

Nota: Rodriguez B, Armengol L®%
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Secuenciacion y alineamiento

Las bibliotecas generadas con fragmentos de ADN o ARN se secuencian de forma
masiva y paralela. Tras la captura de imagenes y su conversion en secuencias de
nucleotidos, las lecturas (reads) resultantes se alinean contra una secuencia de
referencia. El resultado se exporta en un archivo SAM (Sequence Alignment/Map)
0 en su version comprimida BAM (Binary Alignment/Map), marcando las lecturas

duplicadas.

En el analisis del archivo BAM, se indica el estado y la calidad de alineamiento de

cada read.

e Lecturas correctamente alineadas: se utilizan para detectar SNP (single nucleotide
polymorphisms), pequefias inserciones y deleciones (indels) y para estimar el

numero de copias (copy number variants, CNV).

e Lecturas alineadas de forma aberrante: aquellas cuyo par presenta una distancia u
orientacion inesperada, son evaluadas como posibles indicadores de variantes

estructurales (VE).

e Lecturas no alineadas: se ensamblan de novo para predecir variantes estructurales

Y nNuevas inserciones.
Nota. Rodriguez y Armengol 9
Anélisis secundario

Incluye control de calidad, recorte o eliminacion de lecturas de baja calidad, mapeo
contra la referencia, alineamiento local y llamado de variantes. Los archivos
SAM/BAM pueden visualizarse en programas como IGV (Integrative Genomics

Viewer), lo que permite inspeccionar secuencias, mapeo y alineamiento ©8-

El llamado de variantes genera un archivo VCF (Variant Call Format), que incluye:
genoma de referencia, coordenadas cromosomicas de la variante, tipo de cambio de
secuencia y valores de calidad del llamado de variantes. En este archivo son
consideradas todas las variantes que muestran alguna diferencia con el genoma de

referencia, sin que esto signifique estrictamente patogenicidad ©®.
Anélisis terciario

Se realiza sobre las variantes identificadas e implica su anotacion y filtrado segun

el objetivo del estudio. La anotacion utiliza bases de datos que aportan: informacion
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gendmica (gen, exdn, variante en secuencia codificante y en la proteina, etc.),
informacion funcional, frecuencia poblacional de la variante, predicciones
bioinformaticas de patogenicidad, informacion fenotipica o clinica vinculada a la

variante (©8),
Coberturay profundidad

Cobertura (coverage breadth): proporcién del genoma representada por las lecturas

alineadas contra la referencia.

Profundidad (coverage depth): nimero de lecturas mapeadas que representan un

mismo locus, indicando cuéntas veces se secuencio esa region 869,
Procesamiento en estudios de ARN

En el procesamiento bioinformatico de las lecturas, es posible detectar la presencia
de:

Genes de fusion: también denominados genes quiméricos o hibridos, corresponden
a la yuxtaposicion de dos genes localizados en un mismo cromosoma 0 en
cromosomas distintos. Se originan como consecuencia de variantes estructurales,
definidas tipicamente como grandes alteraciones en la organizacién del genoma
humano 9. Inicialmente identificados en la patogenia de neoplasias malignas
hemato-linfoides, actualmente se reconocen como eventos impulsores clave en la
génesis de multiples neoplasias benignas y malignas, incluidos tumores de tejidos

blandos y epiteliales V).

Los genes de fusion recurrentes son relativamente infrecuentes en comparacion con
otras mutaciones somaticas, probablemente debido a la complejidad de sus
mecanismos de generacién. Los eventos de fusion patolégica suelen ser altamente
penetrantes y conllevan transformaciones celulares significativas 2. En
oftalmologia, se han descrito genes de fusion en tumores de glandulas lagrimales,

tumores primarios de tejidos blandos orbitarios y anexos oculares 9.

No todas las fusiones génicas estan asociadas a procesos oncogenicos, ya que
pueden hallarse en gran nimero incluso en muestras no tumorales. Sin embargo,
desempefian un papel central en la investigacion del desarrollo del cancer.

Determinar la probabilidad de que las transcripciones derivadas de genes de fusion
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desencadenen tumores constituye un reto cientifico ain no completamente resuelto
(73)

e Mecanismos que forman genes de fusion

Generalmente, los genes de fusion surgen por alteraciones estructurales del genoma
que implican disrupcién del ADN, seguida de reintegracion y replicacion erronea
(73). El reordenamiento gendmico puede producirse dentro de un mismo gen o entre
dos genes independientes, e involucra cuatro mecanismos principales:
translocaciones, inversiones, duplicaciones en tandem y deleciones. Mientras que
las inversiones, duplicaciones en tindem y deleciones suelen ocurrir dentro de uno
0 dos genes adyacentes, las translocaciones representan anomalias de mayor escala,
derivadas de interacciones entre regiones distantes del genoma o dentro del mismo

cromosoma, es decir, eventos inter o intracromosémicos (2,

Como consecuencia, se generan fusiones génicas que producen transcripciones
interrumpidas o fusionadas, y proteinas anémalas o quiméricas con el potencial de
activar, inhibir o eliminar funciones originales de las proteinas . Un ejemplo
emblemético es la fusion BCR-ABL1, producto de una translocacion
intercromosOmica caracteristica —conocida como cromosoma Filadelfia— que
une la porcion 5° del gen BCR (en el cromosoma 22) con la porcion 3’ del gen ABL
(en el cromosoma 9). Esta transcripcion origina una tirosina quinasa anormal que

impulsa el desarrollo de leucemia mieloide crénica (LMC).

El tratamiento dirigido con imatinib (Gleevec/Glivec) ha demostrado gran eficacia
frente a la LMC, lo que incentivo la busqueda de otros genes de fusion como
biomarcadores tumorales especificos o dianas terapéuticas. El cromosoma
Filadelfia fue el primer gen de fusion descrito (1973) en LMC; se encuentra en mas
del 95% de los pacientes y ejerce su efecto oncogénico mediante la codificacion de

una tirosina quinasa constitutivamente activa (ABL1) 4,

En tumores sdlidos, el primer gen de fusion identificado fue CTNNB1-PLAGL1 en
adenomas de glandulas salivales, generalmente benignos. Posteriormente, se
descubrieron fusiones génicas en glioblastomas, melanomas y diversos canceres
(prostata, mama, ovario, pulmon, colorrectal, cabeza y cuello) ™. Entre 1982 y
1988 se identificaron 10 genes de fusion, cifra que aumentd a 162 en la década de
1990-1999. En enero de 2021, la Base de datos Mitelman de aberraciones
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cromosOmicas y genes de fusion en cancer registr 32 618 genes de fusion, nimero
que continuard en aumento gracias a las técnicas de secuenciacion de alto

rendimiento aplicadas a mas muestras tumorales (/.
1.3.7  Plataformas de secuenciacion de nueva generacion

Cada plataforma de secuenciacion masiva se basa en principios quimicos distintos,

lo que genera diferencias tanto cuantitativas como cualitativas:

Secuenciacion por sintesis o polimerizacion: sistemas dependientes de ADN

polimerasa.

Secuenciador semiconductor: registra los cambios de pH producidos durante la
incorporacion de bases en la sintesis de ADN. Esta tecnologia es utilizada por las
plataformas de lon Torrent™ (lon PGM, lon PROTON) (https://www.

thermofisher.com/es/es/home/brands/ion-torrent.html) 4

Terminacién reversible ciclica: utiliza nucle6tidos con un grupo terminador
marcado con moléculas fluorescentes, impidiendo la incorporacion del siguiente
nucleotido hasta que el terminador es retirado tras la lectura de la sefial. Esta técnica
es empleada por plataformas como Illumina (https://www.illumina.com/) y Helicos

BioSciences (http://seqll.com/) 74,
e Secuenciacion en Illumina

La tecnologia Illumina se caracteriza por dos procesos clave:
a) La amplificacion de fragmentos de ADN para la generacion de clUsteres (colonias
clonales del mismo  fragmento) mediante PCR en  puente.

b) La deteccion de bases a través de etiquetas fluorescentes 9.
e Generacion del cluster

Este proceso se realiza mediante amplificacion en puente. Los fragmentos de ADN
se disponen sobre una superficie solida de vidrio dividida en carriles, recubiertos
con oligonucleotidos complementarios a los adaptadores de cada fragmento. Esto
permite el anclaje de los fragmentos a la celda de flujo. Una vez fijados, la
polimerasa sintetiza una hebra complementaria, eliminandose posteriormente la
hebra original. La hebra recién sintetizada se pliega y se une a un oligonucleétido

complementario formando un “puente”. La polimerasa sintetiza entonces una copia
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idéntica a la hebra original, generando dos copias clonales. Este ciclo se repite
masivamente hasta producir millones de copias idénticas de cada fragmento (7®

e Secuenciacion

Finalizada la amplificacion clonal, se eliminan las hebras reversas, quedando solo
las hebras idénticas a las originales. Se introducen nucledtidos modificados con
etiquetas fluorescentes especificas para cada base. Estos nucle6tidos presentan un
terminador reversible que impide la incorporacion de méas de una base por ciclo,
reduciendo asi los errores. Cada incorporaciéon emite una fluorescencia
caracteristica que es registrada. Antes del siguiente ciclo, la etiqueta se retira para
evitar sefiales superpuestas. Este proceso se repite en paralelo en todos los clusteres

hasta completar la secuenciacion (6

La exactitud de la secuenciacion depende de la intensidad de la sefial, y la longitud
de lectura, del nimero de ciclos realizados. Actualmente, lllumina alcanza lecturas

de hasta 300 pares de bases (7).
e Secuenciacion en tiempo real

Estas técnicas, desarrolladas por Pacific Biosciences (SMRT Technology), son
rapidas porque no interrumpen la incorporacion de nucleétidos para realizar la
lectura ni requieren ciclos de lavado. No precisan amplificacion y evitan problemas
de desfase. Un dispositivo Optico detecta la fluorescencia emitida por la

incorporacion de nucledtidos en tiempo real 4,
Otras técnicas de secuenciacion:

* Nanoporos: identifican las bases midiendo variaciones en una sefial eléctrica o
optica al atravesar el ADN un nanoporo anclado en una membrana. Desarrollada

por Oxford Nanopore Systems (https://nanoporetech.com/) 4.

* Observacion directa con microscopia: desarrollada por compafiias como ZS
Genetics (http://alllseq.com/knowledge-bank/emerging-technologies/zs-genetics/),
permite leer el ADN mediante microscopia electrénica, sin necesidad de

amplificacion 4,
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1.3.8 Utilidad de la secuenciacion de nueva generacion para detectar

variantes genéticas

—Variantes de nucleétido Unico

La deteccion de SNV es altamente precisa cuando se cuenta con una cobertura
minima de 10-15 lecturas por posicion y una tasa de error de secuenciacion
aceptable. Los algoritmos empleados suelen basarse en modelos bayesianos,
calculando la probabilidad condicional de cada nucleétido en funcion del nimero
de lecturas que lo contienen, la calidad asignada a la base y otros parametros. En
Illumina, los errores tienden a acumularse hacia el final de la lectura; en la
plataforma Roche/454, se concentran en secuencias de homopolimeros (regiones

con >6-7 bases idénticas consecutivas) ©9.
—Inserciones y deleciones (indels)

Las variantes que implican la ganancia o pérdida de una sola base suelen alinearse
incorrectamente al genoma de referencia, aumentando el riesgo de falsos positivos.
Un alineamiento de novo regional, aunque computacionalmente exigente, mejora la
deteccidn, pero su sensibilidad y especificidad aun son inferiores a las de la
deteccion de SNV €9,

—Variantes de nimero de copia e inversiones grandes

La deteccidn inicial de variantes estructurales se realizé con datos de paired-reads
y mate-pairs (pares de lecturas relacionadas, pero no adyacentes ni
complementarias). Cuando la distancia entre lecturas o su orientacion difiere
significativamente de lo esperado, puede indicar la presencia de una variante
estructural.

No obstante, un Unico mate-pair no es suficiente para confirmar estas variantes
debido a:

1. Imprecision en el tamafio real del inserto,
2. alineamientos incorrectos que simulan variantes, y
3. la existencia de pares quiméricos.

Un método alternativo consiste en analizar la profundidad de cobertura para
identificar deleciones y duplicaciones ©9).
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1.3.9  Aplicaciones de la secuenciacion de nueva generacion en la practica

clinica

—Diagnostico molecular de enfermedades hereditarias:
* Secuenciacion dirigida: es la estrategia mas utilizada y consiste en el aislamiento,
enriquecimiento y secuenciacion de regiones especificas del genoma (regiones
codificantes de interés y zonas intronicas flanqueantes). Se desarrollan paneles
genéticos de apoyo al diagndstico que permiten identificar variantes, polimorfismos,
reordenamientos y variantes somaticas de baja frecuencia en numerosas muestras
de forma simultanea. Esta técnica es especialmente util para estudiar enfermedades
con componente hereditario en las que ya se han identificado genes o mutaciones
asociadas a su etiologia. También se aplica en la deteccion de mutaciones presentes
en tumores, lo que permite evaluar si estos podrian responder a terapias con
farmacos dirigidos (.
Secuenciacion de exoma: consiste en seleccionar las secuencias codificantes del
genoma y secuenciarlas. Esta estrategia se emplea para identificar genes causantes
de una patologia cuando se desconoce la base genética de un fenotipo clinico
especifico o en enfermedades con alta heterogeneidad genética y fenotipica. No
esta indicada en casos en los que ya se conoce el gen causante de la patologia o
cuando se ha identificado la mutacion responsable en otros miembros de la familia
(74).
e Secuenciacion de genoma completo: el principal reto de esta estrategia es lograr
una interpretacion eficiente y fiable antes de su uso con fines diagnésticos en
genética humana. Actualmente, se aplica en microbiologia para obtener genomas
completos de bacterias, virus y patdgenos fangicos (4,
~ Diagnostico prenatal de aneuploidias: la secuenciacién de ADN fetal presente
en el plasma materno es un metodo no invasivo y eficaz utilizado para detectar las
principales aneuploidias (/4.
~Estudio del microtranscriptoma: permite la identificacion, cuantificaciéon y
caracterizacion de cientos de pequefias moléculas de ARN no codificante
(SmallRNAs: miRNAs, snoRNAs, piRNAs) cuya funcion puede ser clave para el

funcionamiento celular ¥,
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Identificacion de zonas de interaccion proteina-ADN (ChlP-seq): se realiza
por la técnica ChIP-Seq que combina la inmunoprecipitacion de la cromatina
con la secuenciacion masiva (%),

Identificacion de patrones de Metilacion (metiloma): utilizada para el estudio
de la regulacion de procesos clave como la diferenciacion celular, el desarrollo
o la aparicion de enfermedades (/4.

Analisis del transcriptoma (ARN-Seq - Transcriptoma completo): La
secuenciacion masiva del ADN complementario (ADNc) genera informacion
global sobre el contenido de ARN de una muestra, incluyendo ARN mensajero,
ribosomal, de transferencia 'y otros ARN no codificantes.
Proporciona una forma eficiente de medir niveles de expresion génica,
identificar eventos de splicing alternativo, fusiones génicas y SNPs de forma
simultanea (74).

La utilidad de RNA-seq se ha extendido mas alla de la gendmica y se ha
convertido en una herramienta estandar en la investigacion en ciencias de la vida.
Dentro de nuestras células, existen diversas especies de ARN con funciones
distintas:

e ARNmM: codifica proteinas.

e ARNty ARNTr: participan en la traduccion.

e ARN reguladores: incluyen ARN antisentido (asARN), microARN
(miARN), piRNA, ARN de interferencia pequefia (ARNip), ARN de
horquilla corta (ARNhc) y ARN no codificante largo (ARNInc), todos
implicados en la regulacion de la expresion génica (7,

En algunos casos, el ARNr debe eliminarse para obtener bibliotecas enriquecidas
en transcripciones de ARNm. Esto puede lograrse mediante:
e Enriquecimiento de ARNm usando seleccion de poli (A), dirigida a la
poliadenosina monofosfatos en 3'.
e Agotamiento del rRNA con sistemas como Ribo-Zero (lllumina, CA, EE.
uu.) @,

El agotamiento de ARNr se utiliza cuando la muestra no proporciona suficiente

cantidad o calidad de ARNm mediante seleccion de poli(A). En casos de material

escaso, existen Kits especificos de preparacion de bibliotecas, como SMART-seq
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(Takara Bio, CA, EE.UU.), que incluyen preamplificacién y, en algunos casos,
una segunda etapa de amplificacion.

Para preparar una biblioteca para secuenciacion, el ARN se fragmenta a un tamafio
adecuado (por métodos fisicos 0 enzimaticos), se sintetiza ADNc a partir de la
primera hebra y se afiaden adaptadores para permitir la secuenciacion. Algunas
plataformas (lllumina TruSeq, Takara Clontech SMARTer, PerkinElmer
NEXTflex, KAPA Biosystems) incorporan adaptadores tras la sintesis de ADNCc.

También se afiaden indices para identificar muestras y permitir la multiplexacion.
La profundidad de secuenciacion es critica:

. Estudios indican que aumentar el nimero de lecturas no siempre aporta

mas relevancia bioldgica.
. Detectar ARN de baja abundancia requiere incrementar las lecturas 7).

. Para expresion diferencial en humanos, entre 10 y 20 millones de lecturas

por muestra suelen ser suficientes para la mayoria de genes.

Una vez generados los datos de secuenciacién, es necesario alinearlos con el
genoma o con secuencias de referencia del transcriptoma. En los casos en que se
busca identificar transcripciones novedosas, se realiza la alineacion al genoma
seguida de un ensamblaje de transcripciones de novo. Posteriormente, se calculan
y normalizan los recuentos, para luego identificar las caracteristicas

diferencialmente expresadas /7).

La plataforma de secuenciacion de Illumina produce archivos FASTQ sin procesar,
los cuales representan la secuencia de la biblioteca analizada. El formato FASTQ
es un archivo de texto que contiene las secuencias y las puntuaciones de calidad
asociadas (Figura 3) ). El procesamiento inicial de estos archivos incluye una
evaluacion de la calidad mediante herramientas como FASTQC o FASTXToolKit,
que generan resumenes Yy representaciones graficas, permitiendo la identificacion

visual de posibles problemas.

Tras la obtencion de las lecturas limpias, se procede a su alineacion con el genoma
humano —por ejemplo, las compilaciones de Ensembl GRCh38 o NCBI hg38—,
con el transcriptoma humano asociado, o mediante pseudoalineacion con

herramientas como Salmon, Kallisto y Sailfish. EI mapeo de lecturas, que abarca
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coordenadas de uniones de empalme, requiere algoritmos capaces de distribuir las
lecturas en diferentes posiciones exdnicas. Entre los programas mas utilizados
para este fin se encuentran HISAT2, SOAPsplice, TopHat2 y STAR, los cuales
generan archivos de secuencias o binarios de mapas de alineacion (7). Estas
alineaciones pueden visualizarse con herramientas como Integrative Genomics
Viewer (IGV) o Genome Browse. Los niveles de expresion —ya sea a nivel génico
0 transcripcional— se estiman a partir de las lecturas mapeadas, generando
archivos de anotacion de caracteristicas. Para manejar la variabilidad de los datos,
se emplean modelos estadisticos basados en distribuciones binomiales negativas,
como los implementados en edgeR, BaySeq, Cufflinks2 y DESeq2. Estas
herramientas requieren matrices de recuentos por gen o transcripcion, que pueden

obtenerse con featureCounts o htseg-count.

Los recuentos sin procesar no son directamente comparables entre muestras
debido a sesgos derivados de la longitud de los genes, el tamafio de las lecturas y
la profundidad de secuenciacion. Para corregir estos factores, se utilizan métricas
de normalizacion como RPKM (reads per kilobase of exon per million reads),
FPKM (fragments per kilobase of exon per million reads) y TPM (transcripts per
million), siendo esta ultima la mas recomendable para comparar muestras con
distinto origen y composicion, ya que normaliza primero por la longitud del gen

y luego por la profundidad de secuenciacion 7.

El andlisis de RNA-seq busca evaluar cambios en la expresion génica entre
diferentes condiciones experimentales. Para este fin, se han desarrollado multiples
métodos de normalizacion y modelado a partir de recuentos sin procesar, a fin de
evitar sesgos derivados de normalizaciones previas. Entre las herramientas mas

comunes para este analisis se incluyen DESeq_2, Cufflinks2, NOISeq y edgeR 7,

El resultado del analisis diferencial de expresion suele ser una lista de genes
diferencialmente expresados (differentially expressed genes, DEG). Para explorar
la estructura de los datos, el anlisis de componentes principales (PCA) permite
reducir la dimensionalidad a dos o tres componentes, facilitando su visualizacion

e interpretacion (/7).

A nivel transcripcional, el analisis diferencial puede detectar cambios en

isoformas. El ensamblaje de transcripciones, mediante programas como Cuffdiff2
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0 StringTie, combina conocimiento previo con la identificacion de nuevas
isoformas, permitiendo su comparacion posterior. EI empalme alternativo,
presente en el 90-95 % de los genes de mamiferos, puede analizarse a través de
herramientas que evaltan el uso diferencial de exones o sitios de empalme,
diferenciando entre enfoques centrados en caracteristicas especificas y aquellos
que consideran la expresion global del gen 7).

La visualizacion de datos de RNA-seq se realiza mediante navegadores gendmicos
como IGV, UCSC Genome Browser y Genome Browse, que permiten observar
alineaciones, cobertura y eventos de empalme alternativo. Asimismo,
herramientas como MultiQC, QualiMap y RNA-SeQC proporcionan resimenes
estadisticos y métricas de alineacion, facilitando la evaluacion de la calidad de los

datos 7,

Mantener flujos de trabajo reproducibles y documentados es esencial para
garantizar resultados precisos y trazables, asi como para detallar cbmo se han
manipulado, filtrado y evaluado los datos. En el caso de las enfermedades oculares,
el estudio del transcriptoma ofrece informacion valiosa sobre como las
alteraciones génicas afectan el desarrollo y la funcion ocular, y tiene el potencial
de identificar nuevos blancos terapéuticos.

30



Pipeline Alignment based Pseudo-alignment based

Quality
Control

Raw Sequence Reads

+ adapter removal l FastQC
+ low quality scoring trimgalore
base removal trimmomatic

HISAT2

o me
specific qu

nome t:fn] and gtil.gff) available

RNA-5eQC, R3eQC
Qualimap, MultiQC

Feature htseq- summarize
Counts counts Overlaps

Quantification StringTie Cufflinks m

DESeq2/
edgeR
Differential
Analysis Ballgown CuffDiff
Biological Functional Ontology
Insight Annotation Pathway Analysis Visualisation

Figura 3. Representacion esquematica del procesamiento bioinformatico tipico de datos

alignment statistics / QC

Kallisto

Kallisto

EBSeq
limma

de secuencias de alto rendimiento para experimentos de RNA-seq (/7
Nota. Owen y Moosajee (®

Las lecturas sin procesar generadas por la plataforma de secuenciacién (FASTQ)
estan sujetas a control de calidad y evaluacion. Cuando se dispone de un genoma de
referencia y una anotacién de alta calidad, estas lecturas pueden emplearse en

procesos basados en alineacion o pseudoalineacion.

En el enfoque basado en alineacion, las lecturas se asignan al genoma y al
transcriptoma de manera consciente del empalme. Las alineaciones resultantes
(SAM/BAM/CRAM) se evallan para determinar la calidad del mapeo y realizar el
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1.4

recuento de caracteristicas (genes, transcritos o exones). Estos conteos se modelan
para la cuantificacion y el andlisis diferencial mediante diversos métodos, obteniendo

como resultado listas de caracteristicas diferenciales.

En los métodos basados en pseudoalineacion, las lecturas limpias se asignan
directamente al transcriptoma, lo que permite la cuantificacion inmediata de las
caracteristicas, adecuada para el andlisis diferencial. Los resultados de ambos
enfoques pueden enriquecerse mediante andlisis de ontologia génica (GSEA/GO
ORA), analisis de rutas (Panther, KEGG, DAVID) y herramientas de visualizacién
(IGV, GenomeBrowse, Bioconductor), con el fin de generar informes integrales.

DAVID: Base de Datos para Anotacion, Visualizacion y Descubrimiento Integrado;
GO: Ontologia Génica; GSEA: Analisis de Enriquecimiento del Conjunto de Genes;
IGV: Visor de Gendmica Integrativa; KEGG: Enciclopedia de Genes y Genomas de
Kioto; ORA: Andlisis de Sobrerrepresentacion; Panther: Andlisis de Proteinas a
través de Relaciones Evolutivas; SAM/BAM: Mapa de Alineamiento de

Secuencia/Binario.
Analisis de antecedentes investigativos
141 Expresion del gen supresor de tumores p53 en el pterigion

En el afio 1997, Tan, D. et al., estudiaron la expresion del gen p53 en la conjuntiva
de pacientes con pterigion para determinar si esta lesion corresponde a un trastorno
de crecimiento anormal. Utilizando inmunotincion con el anticuerpo monoclonal de
ratbn pAb 240, analizaron seis casos de pterigion primario y dos de pterigion
recurrente. En tres de las ocho muestras se detect0 expresion anormal de p53 tanto
en el epitelio del pterigion como en la conjuntiva bulbar superior. Los autores
concluyeron que la expresion anormal de p53 en el pterigion primario y recurrente

sugiere un crecimiento desordenado, mas que un proceso degenerativo (7%

En 2006, se evalud si la acumulacion de proteina p53 en el pterigion se debia a
mutaciones sin sentido en los exones 5-8 del gen p53, como ocurre en tumores
malignos con altos niveles de p53 anormal. En 11 tejidos epiteliales de pterigion, la
cantidad de proteina p53 detectada por western blot fue mayor que en conjuntiva
normal y epitelio limbico corneal. No se identificaron mutaciones en el gen p53, lo

que indica que el aumento de la proteina se debe a un mecanismo distinto al
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observado en tumores malignos. Ademas, esta acumulacion no indujo apoptosis ni
bloqued la proliferacién celular, lo que sugiere una inactivacion de las funciones

normales de p53 en las células pterigiales @,

En 1998, se analizo la expresion inmunohistoquimica de p53 en tejidos de pterigion.
De 38 muestras estudiadas, 35 (92,1 %) no presentaron tincion nuclear especifica, y
solo tres (7,9 %) mostraron positividad parcial. Los autores concluyeron que la
disfuncion del gen p53 probablemente no desempefia un papel relevante en la

patogénesis del pterigion @,

En 2002, se estudié la sobreexpresion del p53 mediante inmunohistoquimica con el
anticuerpo monoclonal DO-7 en 13 casos de pterigion (4 primarios, 11 recurrentes) y
dos controles de conjuntiva normal. Se hallé expresion anormal en el 50 % de los
pterigiones primarios y en el 55,5 % de los recurrentes, mientras que los controles
fueron negativos. Se concluy6 que el pterigion podria resultar de una proliferacion
celular incontrolada méas que de un proceso degenerativo, sin relacion aparente entre

la expresion anormal de p53 y la recurrencia ©9.

En 2005, se examino el espectro de mutacion del gen p53 y su relacion con los niveles
de proteina en el pterigion. Se analizaron 51 muestras de pterigion y 10 de conjuntiva
normal, secuenciando los exones 4-8 del gen. Se detectaron mutaciones puntuales en
8 casos (15,7 %): 6 sustituciones y 2 deleciones, localizadas principalmente en los
exones 6y 7. La inmunohistoquimica mostro positividad en el 39,2 % de las muestras;
las deleciones fueron negativas para p53, mientras que las sustituciones fueron
positivas. No se observo correlacion entre la presencia de mutaciones y los niveles de

proteina detectados ©2).

En 2020, se evalud la expresion de p53, Bcl-2 y Ki-67 en 35 casos de pterigion
primario, 32 recurrentes y 30 controles de conjuntiva normal. Los tres marcadores
presentaron niveles significativamente mas altos en pterigion que en el grupo control
(p < 0,001 paratodos). No se hallaron diferencias significativas en la expresion de p53

y Ki-67 entre pterigion primario y recurrente (p = 0,321y p = 0,215, respectivamente)
(83).

Expresion de las proteinas p53 y Ki-67 en pacientes con pterigion de mayor severidad
y duracion (2021). Se analizaron 43 muestras de pacientes indios pertenecientes a

diferentes grupos etarios. Las muestras se clasificaron segun la gravedad del pterigion
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(leve, moderado y grave) y segun su tiempo de evolucion (<4 afios y >4 afios). El
andlisis se realiz0 mediante inmunohistoquimica, utilizando anticuerpos dirigidos
contra las proteinas p53 y Ki-67, considerando significativa una expresion superior al
5 %.

En total, la expresion de p53 y Ki-67 fue positiva en 33 casos. La positividad de p53
se registro en el 33,3 % de los casos leves, el 78,4 % de los moderados y el 100 % de
los graves. Asimismo, se observé un incremento en la expresion de p53 segun la
duracion de la enfermedad: 79,3 % de positividad en casos con menos de 4 afios y

92,9 % en aquellos con mas de cuatro afios de evolucion.

Este estudio evidencié que el aumento tanto en la duracion como en la gravedad del
pterigion se asocia con una mayor expresion de p53. En el caso de Ki-67, su expresion
se incrementd con la duracion de la enfermedad, aunque no mostré relacion con la

gravedad @4,
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CAPITULO I
METODOLOGIA

2.1 Tipoy nivel de investigacion
Esta investigacion es de tipo observacional, transversal. Respecto al nivel de
investigacion, el presente es un estudio explicativo.

Es de tipo observacional porque se recopilaron datos, por medio de la revision de los
archivos que contienen la informacion basica de los pacientes (diagnostico clinico,
examenes auxiliares), y el genotipado (diagnostico molecular) mediante técnicas de

biologia molecular (NGS).

Es transversal porque los datos de los pacientes y las muestras recolectadas fueron
obtenidas en un solo espacio de tiempo. Las pruebas moleculares se llevaron a cabo con

las muestras obtenidas en la cirugia.

Este estudio es explicativo porque comenzo con una idea general y utiliz6 la investigacion

como una herramienta para encontrar nuevos conocimientos que no se estudiaron antes.

El presente trabajo corresponde al &rea de ciencias médicas y de salud y la linea de
investigacién corresponde a biologia molecular oftalmoldgica

Su objetivo es proporcionar detalles donde existe una pequefia cantidad de informacion

sobre biologia molecular del pterigion.
2.2 Técnicas e instrumentos
2.2.1 Técnica

e Extraccion de RNA de muestra biologica
e Secuenciacion por NGS

e  Observacion documental
2.2.1 Instrumento

e Ficha de recoleccion de datos y bitacora de laboratorio
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2.2.2 Cuadro de coherencia
Variable Indicadores . .SUb Técnicas
indicadores
18-39 afos
Edad ~
40-59 arios
. >60 anos
Exposicion a '
o . Masculino
radiacion ultravioleta | Sexo .
Femenino .
y otras noxas Ficha de
. . Ama de casa »
ambientales en | Trabajo X recoleccion  de
, ) Agricultor . &
pacientes con | habitual ) . datos e historia
N A N Trabajo en oficina N -
pterigion primario clinica
. Derecho
Ojo afectado i
Izquierdo
Grado de Primer grado
- Segundo grado
pterigion

Tercer grado
Cuarto grado

Presencia de
mutaciones del gen
humano p53 en
pacientes con

pterigion primario

Secuenciacion
del gen
humano P53

Fichero BAM

Extraccion de
ARN
Secuenciacion por
NGS

2.3 Campo de verificacion

23.1

e Servicio de oftalmologia del Hospital 111 Juliaca EsSalud

Ubicacién espacial

e Laboratorio de biologia molecular de la Universidad Catdlica de Santa Maria

2.3.2

Ubicacién temporal

e Meses: agosto 2019 a diciembre 2020.
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2.4 Unidades de estudio

El universo estuvo constituido por todos los pacientes atendidos en el servicio de

oftalmologia del Hospital 111 Juliaca EsSalud.

La poblacion de estudio la conformaron siete muestras de pterigion de siete pacientes
atendidos en el servicio de oftalmologia del Hospital I11 Juliaca EsSalud, que cumplieron

con los criterios de inclusion y exclusion.
e Criterios de inclusion

Pacientes operados de escisién de pterigion con autoinjerto conjuntival en el
servicio de oftalmologia del Hospital 111 Juliaca durante el periodo agosto 2019-
febrero 2020.

o Pacientes cuyo diagndstico preoperatorio sea claro y determinante para realizar la
cirugia.

o Pacientes con seguimiento en el posoperatorio no menor de 6 meses que tengan
los datos en la ficha clinica correctamente anotados.

o Pacientes cuyos antecedentes y ficha clinica se encuentren en los archivos de la
institucion y cumplan con el completo llenado de la informacion requerida,
cualquier falta de informacidn serd observada para su inclusion.

o Pacientes que voluntariamente firmen el consentimiento informado.

e Criterios de exclusion

o Pacientes con cirugias oculares previas.

o Antecedentes de enfermedades oculares: glaucoma, uveitis, 0jo seco moderado o
severo

o Pacientes con enfermedades sistémicas. diabetes o artritis reumatoide.

o Pterigion de tipo atrofico.

o Pacientes que voluntariamente decidieron no participar en el estudio.
2.5 Materiales, equipos y reactivos
25.1 Materiales

e Frascos de cultivo celular de 15y 75 ml
e Tubos Falcon de 15y 50 ml
e Tubos Eppendorf
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Pipeta automatica de 0.5 pl a 10 pl, 20 pl a 200 pl, 100 pul a 1000 pl
Tips estériles para micropipetas de 1000, 200 y 20 pl

Vaso precipitado

Tijera quirurgica Vannas

Mango de bisturi

Hoja de bisturi nmero 15

2.5.2 Equipos

Camara de Bioseguridad

Campana de flujo laminar

Centrifuga para tubos Falcon de 15mL
Centrifuga refrigerada

Termociclador para PCR en tiempo real
Equipo para Electroforesis

Vortex

Congelador - 20 oC, - 80 °C

Software IGV

25.3 Reactivos

SBF — Gibco tv suero fetal de bovino
Medio DMEM - GibcoTm

PBS (buffer fosfato salino) - Merck
Etanol 96°y 70°

Agarosa - Tracklttm

Buffer tris-acetato-EDTA 50x (TAE)
Buffer Loading

Tripsina - Gibcotm

Trizol — TRI Reagent — Merck - 100mL
F12 suplemento

Cloroformo

Colagenasa tipo | — SIGMA
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2.6  Estrategia de recoleccion de datos
2.6.1 Toma de muestra

Se obtuvo la muestra en sala de operaciones del Hospital 111 Juliaca, mediante técnica
de exéresis y plastia libre, realizados por una sola cirujana utilizando la misma técnica
en todos los pacientes, se aplico asepsia y antisepsia de la zona operatoria, anestesia
topicay 1 ml de lidocaina al 2% con epinefrina en concentracion 1:10,000 en el tejido
subconjuntival circundante al pterigion, la cirugia se realizé con el microscépio Zeiss
opmi Lumera 300, se procedio con la diseccion del apex del pterigion desde la cornea
al limbo con bisturi nimero 15, el cuerpo del pterigidn se cortd con tijera de Wescott,
los tejidos subconjuntivales fueron removidos prolijamente, teniendo precaucién de
no dafar los musculos adyacentes, luego se colocé mitomicina C al 0,2% durante 3
minutos en torundas de algoddn en el tejido subconjuntival y posterior lavado ocular
con 50 cc de cloruro de sodio al 0,9%, la esclera se cubrié mediante autoinjerto de
conjuntiva de la region temporal superior y se suturé con puntos separado de nylon
10/00.

Los especimenes frescos de pterigidn fueron lavados con 50 cc de agua destilada y se
dividieron en dos realizando una incision longitudinal a lo largo del cuerpo y la cabeza
del pterigion, se procedié a colocarlos en 500 ul de medio de cultivo DMEM
(Dulbecco Modified Eagle Medium) a 4 °C y en otro tubo eppendorf con 500 ul de

Trizol Reagent a -20°C, y fueron transportados al laboratorio.
2.6.2 Anélisis Molecular

Las muestras fueron procesadas en el laboratorio de Biologia Molecular de la
Universidad Cat6lica de Santa Maria de la ciudad de Arequipa- Per(, se utilizé técnica

estéril para manejo de los tejidos, que fueron procesados en la cabina de flujo laminar.
2.6.2.1 Extraccion de ARN

a) La muestra, se lavd dos veces con PBS estéril y se realizo el trozado de las
muestras con tijera Vannas de capsulotomia Rumex y forceps recto Katena,
obteniendo cubos de aproximadamente 1 x 1 mm.
b) La muestra se coloc6 en tubo eppendorfy se incopord 500 ul de cloroformo
C) Se centrifugd a 12000 rpm por 10 minutos
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d) Se transfirio la fase acuosa a un nuevo eppendorf (aproximadamente 300 -
400uL de muestra) sin tocar la interfase.

e) Se repitid el mismo paso 2 veces mas.

f) Agregamos 500 ul de isopropanol

)] Se centrifugd a 12000 rpm por 10 minutos.

h) Eliminamos el isopropanol por inversion en un papel de toalla una sola vez
y aislamos el pellet.

)} Suspendimos el pellet de DNA con 500uL de etanol al 70-75%.

)} Centrifugamos a 12000 rpm por 10 minutos.

k) Eliminamos el sobrenadante por inversion en papel toalla una sola vez y
aislamos el pellet.

)} Dejamos secar 30 segundos aproximadamente, luego cerramos la tapa del
eppendorf.

m) Resuspendimos el pellet con 50 pulL de agua para inyeccion.

n) Analizamos la integridad y la cantidad de RNA por electroforesis y
espectrofotometria respectivamente.

0) Preservamos el RNA a -20°C.

9)] Los 7 pellet preparados suspendidos en 1 cc de agua libre de RNasa,
usando como conservante hielo seco, fueron remitidos al laboratorio de
NOVOGEN y Admera Health Biofarma Services en Estados Unidos de
Norteamérca (USA)

2.6.2.2 Extraccion de ARN Total

Las muestras de ARN enviadas al laboratorio Admera en el estado de New Jersey,
Estados Unidos, para el secuenciamiento por la tecnologia NGS, fueron sometidas
a controles de calidad utilizando el Kit de inicio de cuantificacién invitrogen
fluorometro Qubit 4, que permite medir con precision la cantidad, calidad e
integridad de ARN.

Se verifico la extraccion efectiva del ARN, para ello se corrid lo extraido en gel
de agarosa tefiido con el reactivo fluorescente no mutagénico (CSL-RUNSAFE),
leido al transiluminador LED de luz azul (290). También, se determing la cantidad

de ARN en la plataforma Picogreen usando el método fluométrico, mientras que
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el nimero de integridad del RNA (RIN) fue obtenido mediante el Bioanalizador
Agilent Technologies 2100 ©.

Para efectos de obtener un ARN sin contaminantes, el ADN es digerido por las
DNasas que contiene el reactivo utilizado en el protocolo y, ademas, previa
elaboracion de la libreria, si existe algin remanente, es removido durante la

purificacion del ARN mensajero €.

Los valores de RIN encontrados en las muestras tuvieron cifras por debajo de 7,
por lo que, segun los estandares de calidad, se optd por el método de la depleccion

de RNA ribosomal de Illumina, el cual necesita RIN: =2, para la construccion de

la libreria de RNAseq.

2.6.2.3 Secuenciamiento del Transcriptoma (Protocolo Illumina)

Los ARNs que fueron extraidos cumplieron con los requisitos necesarios (Namero
de integridad de ARN y concentracion de ARN) fueron sometidas a la preparacion
de la libreria (RNA-seq).

Para poder realizar este procedimiento, el ARN total tuvo que ser convertido a
ADN complementario, pasando por el protocolo indicado por la guia de
preparacion de la muestra: “TruSeq Stranded Total RNA” para la preparacion de

la libreria ©9),

La plataforma Next Generation Sequencing utilizada para el secuenciamiento fue
la “NovaSeq 6000™.

El sistema NovaSeq 6000 representa la plataforma de secuenciacion de la
tecnologia de Illumina de alto rendimiento, el instrumento, se basa en la
secuenciacion por sintesis (sequencing by synthesis), en la que los fragmentos de
ARN segmentados se copian en el ADNc de la primera cadena mediante
cebadores aleatorios y transcriptasa inversa y seguidamente, se produce la sintesis
de ADNCc de la segunda cadena mediante ADN polimerasa | y ARNasa H (se
incorpora dUTP en lugar de dTTP para generar ADNc bicatenario, obteniendo

ADNC con extremos romos) 9.

Seguidamente, se aflade una base unica “A” en estos fragmentos de ADNc y se

produce la posterior ligadura del adaptador ©°.
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b)

d)

Los productos se purifican y se enriquecen con PCR para crear la biblioteca
definitiva de ADNc ©:

El método Truseq stranded de ARN total con el kit Ribo-Zero fue empleado para

la preparacion de la libreria tipo Paired-end (PE) ©°.

Se uso el kit Ribo-Zero, porque mejora los resultados de RNA-seq al eliminar el
mtrRNA (RNA mitocondrial) y el rRNA (RNA ribosomal) citoplasmico, e incluso
de muestras de ARN degradadas o archivadas, lo que permite un mejor mapeo de
las lecturas exdmicas, maximizando la cantidad de lecturas Gtiles de ARN-seq del

ARN total derivado de células de mamiferos (€.

El procedimiento para el secuenciamiento por la tecnologia NGS de Illumina

incluye 4 pasos:

Preparacion de la muestra: el ARN fue extraido de la muestra; después de
aplicar el control de calidad (QC), las muestras que calificaron fueron incluidas
para la construccion de la libreria

Construccion de la libreria: la libreria fue preparada a partir de la fragmentacion
aleatoria de la muestra de ADN complementario, seguido por la ligacion 5’ y 3°.
Alternativamente, la “tagmentacion” combino las reacciones de fragmentacion y
ligacién en un solo paso que incrementd enormemente la eficiencia del proceso
de la preparacion de la libreria. Los fragmentos ligados al adaptador se
amplificaron por PCR vy se purificaron en gel.

Secuenciamiento: para la generacion de agrupamientos, la biblioteca se cargd en
una celda de flujo donde los fragmentos se capturaron en un campo de oligos
unidos a la superficie y que son complementarios a los adaptadores de la libreria.
Luego, cada fragmento se amplificd por grupos, cuando se completd la generacion
del cluster, las plantillas estuvieron listas para la secuenciacion propiamente dicha
en el equipo. El nimero de lecturas fue de 40 a 60 millones por muestra durante
el secuenciamiento.

Datos sin procesar (raw data): la data resultado del secuenciamiento fue

procesada por el software y generd un archivo de tipo FastQ.
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2.6.3 Andlisis Bioinformatico

La raw data fue recibida en formato FastQ, por cada muestra se generaron dos archivos
ya que el tipo de corrida utilizado para la libreria fue paired — end, en la que se obtuvo
lecturas de las dos terminaciones, tanto en el sentido ‘forward’ como en el sentido

‘reverse’.

El primer tipo de secuencias que surgié de la plataforma NGS, es el diagrama de flujo

o cromatograma ©9),

Estas secuencias estan representadas por una serie de picos a lo largo del tiempo donde
cada pico es la intensidad de la sefial y el tiempo es el orden de las bases dentro de la
secuencia de ADN. Para transformar estos picos se usé un “algoritmo de llamada de

base” para designar un nucledtido a cada pico presente en el archivo sin procesar.®

La raw data generada en formato FastQ, fue analizada por programas bioestadisticos

considerando las siguientes etapas:
2.6.3.1 Control de Calidad de las lecturas secuenciadas

Los parametros de calidad de los transcritos se evaluaron con el programa

FASTQC, los resultados son expresados en los siguientes figuras:

a) Estadistica Basica: el programa permitié una composicion estadistica de
los archivos analizados. En este figura se encuentra informacion como la longitud
de las secuencias, el total de las secuencias procesadas, codificacion ASCII, entre
otros®:

b) Calidad de la Secuencia por Base: para cada posicion de lectura se dibujo
un figura de tipo cajas. La linea central roja en cada caja es el valor de la mediana,
la caja amarilla representa el rango de los inter-cuartiles (25-75%), los bigotes
arriba y debajo de la caja amarilla simbolizan el 10% y 90% de puntos, y
finalmente la linea azul simboliza la calidad ©9.

C) Contenido por base de la secuencia: este figura sefiala la proporcion
porcentual

de cada base en cuanto a su posicion en el archivo para lo cual cada una de las
cuatro bases de ADN esté expresada por colores ©,

d) Duplicado de secuencias: este modulo cuenta el grado de duplicacion de

cada
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secuencia y cred un figura que muestra el nimero relativo de secuencias con

diferentes grados de duplicacion ©9),
2.6.3.2 Alineamiento de las lecturas: STAR

Las lecturas secuenciadas son cominmente mapeadas teniendo de base un genoma
0 un transcriptoma. Este paso del andlisis se llevo a cabo con el software de
alineacion de transcripciones empalmadas a una referencia (STAR).

STAR es un alineador RNA-seq universal ultrarrapido, que se disefio para abordar
especificamente muchos de los desafios del mapeo de datos de RNA-seq, y utiliza

una estrategia novedosa para alineaciones empalmadas.
2.6.3.3 Ensamblaje de las lecturas: Cufflinks

Para poder efectuar el ensamblaje se utilizo el software libre Cufflinks. Este se
encargd de ensamblar los transcritos individuales a partir de las lecturas de RNA-

seq que han sido alineadas en relacion con el genoma de referencia ©®.
2.6.3.4 Andlisis de la expresion genica diferencial: Cuffdiff

Cuffdiff, calculo los niveles de expresion en dos o mas muestras y probo la
relevancia estadistica de los cambios detectados en la expresion entre dichas
muestras, identificO genes que estan regulados diferencialmente a nivel

transcripcional o postranscripcional ©

Tomd las lecturas alineadas de dos o mas condiciones e informd genes y

transcripciones que se expresan diferencialmente mediante un riguroso analisis.

Este software reportd el anlisis diferencial de las muestras en cuestion y se
obtuvieron los archivos de los transcritos ensamblados (BAM), que se generaron

a partir del software Cufflinks.

Para la visualizacién de los resultados de RNA-seq de p53, se utiliz6 IGV_2.9.4
(Integrative Genomic Viewer), los archivos BAM fueron leidos por la plataforma
IGV, donde se reportaron las mutaciones en el gen p53, la ventaja de usar esta
plataforma es que nos permitid obtener la posicion exacta de la localizacion de la

mutacion, la que debe ser evaluada en la plataforma de SNP (polimorfismos de un
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solo nucled6tido), para verificar las variantes genéticas en p53 y correlacionar con

las mutaciones encontradas en el presente estudio.

2.6.3.5 Andlisis de rutas las metabdlicas y funciones fisioldgicas de los genes
diferencialmente expresados (upregulated y downregulated): KEGG-
DAVID

El archivo Excel generado por Cuffdiff contiene el nombre o denominacion de los

genes mapeados, este archivo tiene la métrica TPM (transcripts per million),

Luego de obtener esta informacion se realizd la basqueda en la Enciclopedia
Kyoto de Genes y Genomas (KEGG segun siglas en inglés) y la busqueda de las
rutas metabolicas en la plataforma DAVID. Esta busqueda se realiz6 a partir de

los genes expresados diferencialmente (sub-regulados o sobre-regulados).
2.6.3.6 Deteccidon de genes de fusion

La informacion obtenida de RNA-seq, fue analizada por Arriba (version 1.2.0)
una novedosa herramienta computacional, con alta sensibilidad y corto tiempo de
ejecucidn para detectar y visualizar fusiones de genes a partir de datos de RNA-

Seq con parametros predeterminados €9,

El rendimiento de Arriba, proporciond la secuencia de transcripcion que flanquea
el sitio de unioén, que ayuda con el disefio de cebadores para la validacién mediante
secuenciacion Sanger. También calculé la secuencia de péptidos resultante de la
transcripcion quimérica, que puede servir como base para la prediccion de
neoepitopos derivados de la fusion, ofrece una serie de funciones tiles que van

mas alla de la mera prediccion de puntos de ruptura de fusion ©9),

Las lecturas de apoyo son minimas, el flujo de trabajo de Arriba requirié de un

solo paso de alineacién seguido de un proceso de filtrado.

La fraccion de errores de coincidencia en las lecturas de apoyo fue inferior a 0,8,
los genes con més del 30% de identidad de secuencia se consideraron homologos

y se eliminaron mediante el filtro de "homologos™ €9

Una vez que se recopilaron todas las alineaciones candidatas, se aplicé un
conjunto de filtros para eliminar artefactos y enriquecer los resultados con un nivel

elevado de confianza (€9,
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2.7 Organizacion

e Autorizacion del jefe de servicio de cirugia especialidades del Hospital 111
Juliaca

e Aspectos éticos: ElI comité de ética del Hospital Il Juliaca (codigo de
protocolo:1299-2020-494) aprobd el desarrollo del estudio.

e La investigacion se realizd cumpliendo los principios basicos y
operacionales de las normas éticas internacionalmente exigidas, como el
respeto al individuo, su derecho a autodeterminacion, consentimiento
informado, poniendo en primer plano la salud e integridad psicofisica del

paciente

2.8 Recursos

2.9

a) Recursos humanos
e Investigadora: Mgter. Berioska Manzaneda Murguia

e Asesora: Dra. Pacheco Aranibar Jani
b) Recursos econdmicos
e Universidad Catolica de Santa Maria
e Investigadora
c) Recursos institucionales
e Hospital 111 Juliaca EsSalud

e Universidad Catélica de Santa Maria
Analisis estadistico

El analisis y procesamiento de datos, se realizo utilizando el paquete SPSS
(20.0 para Windows, SPSS Inc., Chicago, IL, EE. UU.). Se aplico estadistica
descritpiva, utilizando tablas de distribucion de frecuencias en la que los datos

categoricos se presentaron como frecuencia y porcentaje.
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CAPITULO III
RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 2. Caracteristicas epidemioldgicas de pacientes con pterigion primario

Muestra | Edad Sexo Ojo operado Grado PTG Trabajo
1 47 F Izquierdo 3 Agricultor
2 36 M Izquierdo 1 Docente
3 33 F Derecho 3 Su casa
4 49 M Izquierdo 3 Docente
5 56 F Derecho 3 Su casa
6 66 M Izquierdo 3 Agricultor
7 39 M Izquierdo 3 Docente

Nota. Elaboracion propia.

La edad promedio de los pacientes fue de 46.57 afios, el 57.14 % de sexo masculino. La
presentacion mas frecuente fue pterigion en ojo izquierdo; al momento de la cirugia, el
85.71 % presentaban tercer grado de pterigion, y el 42.86 % labora como docente.

Tabla 3. Identificacién de muestras y resultados de control de calidad

Admera Health

Nr; uestra Tipo vel l(JS:)en Coniigt/[ﬁ;ién cfnctiirgzgatcﬂgfl(tr?g) RIN D?g/i;)o
1 RNA 50 34.0 1700.0 3.2 74.87
2 RNA 50 44.0 2200.0 2.1 49.05
3 RNA 50 432.0 21600.0 3.4 62.84
4 RNA 50 21.20 1060.0 35 99.62
5 RNA 50 0.20 10.2 2.8 73.26
6 RNA 50 60.40 3020.0 2.8 59.75
/ RNA 50 17.80 890.0 2.2 49.47

Nota. Elaboracion propia.

Las muestras fueron procesadas en el laboratorio Admera, el volumen requerido por el
laboratorio para realizar RNAseq es > 20 ul, y todas las muestras tuvieron 50 ul, sin
embargo, el laboratorio permite muestras mayores de 1 ug, y, en este caso, las siete
muestras tuvieron cantidades totales superiores a las solicitadas. En cuanto a la
concentracion de ARN, esta fue de entre 200 ng — 1 ug ; el nimero de integridad del ARN
(RIN) de las siete muestras estuvo en un rango entre 3 y 4 que funciona para realizar
amplificacion de pequefias regiones génicas, el porcentaje de fragmentos de ARN > 200
nucleotidos (DV 200) en la mayoria de muestras presenta cifras superiores a 66.1 %.
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Tabla 4. Estadisticas generales MultiQC

N° Muestra | % Asignado | M Asignado | % Alineado | M Alineado | % Recortado | % GC Largo M Secuencias
1 30.6% 13.4 77.3% 27.1 8.1% 46% 142 bp 35.0
2 34.2% 13.9 83.7% 29.3 6.1% 44% 145 bp 35.0
3 26.3% 16.2 69.1% 32.4 11.8% 49% 136 bp 46.8
4 28.8% 15.3 63.3% 22.6 11.9% 51% 135 bp 35.7
5 27.6% 16.4 64.8% 23.1 10.1% 53% 104 bp 36.1
6 17.7% 9.0 52.8% 17.1 14.0% 53% 131 bp 32.4
7 32.9% 18.4 82.3% 39.2 6.8% 44% 144 bp 47.6

Nota. Elaboracion propia.

La media de las lecturas asignadas es de 28.3 %, y la media de las lecturas mapeadas de

forma Unica es de 70.5 %.

Assigned
Unassigned_NoFeatures

featureCounts Assignments

@ unassigned_Unmapped

1OM S0N

HOM

Unassigned_MultiMapping

Figura 4. Funciones de conteo asignadas en porcentaje

Nota. Admera health.

@ unassigned_Ambiguity

/OM

En la figura se observa que la media de las lecturas asignadas es de 28.3 %, las no

mapeadas son de 15.04 %, las multimapeadas marcan un 34.26 %, las lecturas no

asignadas sin caracteristicas son de 22.63 %, y de las ambiguas no asignadas 1.75 %.
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STAR Alignment Scores
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@ uniquely mapped O Mapped to multuple lock 0 Mapped to too many loci
® Unmapped too many miusmatches ® unmapped too short @ uUnmapped other

Figura 5. STAR — Puntuaciones de alineacion
Nota. Admera health.

STAR brinda informacion relacionada con la media de las lecturas mapeadas en multiples
loci, la cual marca un 13.29 %. En cuanto a las lecturas mapeadas en demasiados loci

sefiala un 1.53 %, y las lecturas no mapeadas por demasiados desajustes un 17.33 %.

Lengths of Trimmed Sequences
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Figura 6. Cutadapt: Longitudes de secuencias recortadas
Nota. Admera health.

Esta figura evidencia el nimero de lecturas con longitudes de adaptador recortadas.
Observed/Expected muestra los recuentos sin procesar, divididos por el nimero esperado

debido a errores de secuenciacion.

49



Mean Quality Scores

Figura 7. FastQC. Histogramas de calidad de secuencia
Nota. Admera health.

El histograma expone una descripcién general del rango de valores de calidad en todas
las bases en cada posicion en el archivo FastQC. El eje Y representa la calidad de
secuencia media (phred score) y el eje X las bases de las lecturas (bp). En lo relacionado
con la calidad de secuencia de las siete muestras, es preciso sefialar que es muy buena

debido a su posicidn en la zona verde y no presenta dispersion.

Per Sequence Quality Scores

Figura 8. FastQC. Puntuaciones de calidad por secuencia
Nota. Admera health.

La figura muestra el niamero de lecturas con puntajes de calidad promedio. El eje X
representa la calidad de secuencia media (phred score) y el eje Y el conteo de las lecturas.
Todas las muestras presentan puntuaciones de alta calidad y se ubican en el rango de
calidad entre 30 y 40.
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20115R-01-01_S64_L001

—_—%1
— 0

% A
— 0% G

Figura 9. FastQC. Por contenido de secuencia base-Muestra 1

Nota. Admera health.

Esta figura sefiala la proporcion de la posicion de cada base segun cada una de las cuatro
bases que forman el ADN en la muestra 1. Las lineas de las bases timina (T), citosina (C),

adenina (A), guanina (G), corren paralelas entre si.

201 15R-01-02_S70_L0OO0O1

—_— %1

%A
— % G

Figura 10. FastQC. Por contenido de secuencia base-Muestra 2

Nota. Admera health.

En la muestra 2, las lineas de las cuatro bases que forman el ADN en la muestra 2, timina

(T), citosina (C), adenina (A), guanina (G), se encuentran paralelas entre si.
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20115R-01-03_572_L0OO1

et B
— % C
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— % G

Figura 11. FastQC. Por contenido de secuencia base-Muestra 3

Nota. Admera health.

En esta se sefiala la proporcion de la posicion de cada base segun cada una de las cuatro

que forman el ADN, las cuales se encuentran paralelas entre si en la muestra 3.

201 15R-01-04_S73_L0OO1

— 6 T
—-6 €
- %N A
—_— % G

Figura 12. FastQC. Por contenido de secuencia base-Muestra 4

Nota. Admera health.

En la muestra 4, se puede observar la existencia de diferencias entre unas bases y otras

cuando la cantidad de A deberia ser similar que la de T, asi como con Gy C.
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20115R-01-05_5S63_LOO01

e i |
—
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Figura 13. FastQC. Por contenido de secuencia base-Muestra 5
Nota. Admera health

En la muestra 5, las cuatro bases que forman el ADN no corren paralelas entre si, puesto

que existen desviaciones que predominan al principio debido al uso de primers.

20115R-01-06_S0O_LOOI1

—_— %1
— % C
- % A
—_—%0

Figura 14. FastQC. Por contenido de secuencia base-Muestra 6
Nota. Admera health

En la muestra 6, la diferencia entre las bases no va mas alla del 10 % en cualquier posicion.
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201 15R-01-07_567_L0OOI
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Figura 15. FastQC. Contenido de ATCG por base secuenciada - Muestra 7
Nota. Admera health

En la muestra 7, las lineas de cada base corren paralelas entre si.

Per Sequence GC Content

Figura 16. FastQC. Contenido de GC por secuencia
Nota. Admera health

Es posible observar el contenido de GC en toda la longitud de cada secuencia en las siete
muestras. En el eje X se muestra el porcentaje medio del contenidode Gy C,yenel Y
se evidencia el nimero de lecturas. Cabe mencionar que la mayoria de las muestras

presenta una curva de Gauss con distribucion normal.
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Per Base N Content

Figura 17. FastQC. Por contenido base N
Nota. Admera health

Este figura indica el contenido de bases que tienen una N (base no asignada), en las

muestras se observo que el contenido de N es menor al 5 %.

Sequence Length Distribution

Figura 18. FastQC. Distribucion de longitud de secuencia
Nota. Admera health

La figura muestra la distribucion de longitud uniforme de los fragmentos de las siete
muestras analizadas. A raiz de esto se observd que las secuencias son homogéneas las

25000 y presentan aproximadamente 150 pares de bases.
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Sequence Duplication Levels

Figura 19. FastQC. Nivel de duplicacion de secuencias
Nota. Admera health

La figura evidencia el numero relativo de secuencias con distintos grados de duplicacion.
En el caso de la secuencia completa de las siete muestras se puede observar 3 picos:

>10: en este caso entre un 5-22 % de secuencias tienen el mismo fragmento desde el
principio hasta el final 10 veces.

>100: un 5 % de ellas tienen el mismo fragmento desde el principio hasta el final 100
Veces.

>1K: un 7.5 % de secuencias repetidas, es decir, tienen el mismo fragmento desde el
principio hasta el final 1 000 veces.

Overrepresented sequences
|
' I
| T—
|
Top over represented sequence ® Sum of remaming over-represented sequences

Figura 20. FastQC. Secuencias sobrerrepresentadas
Nota. Admera health

Este figura manifiesta la valoracion de la cantidad de secuencias sobrerrepresentadas que
se encontraron al mapear. En las muestras 4, 5 y 6 se observan que las secuencias

sobrerrepresentadas exceden el 1 % del porcentaje del total de secuencias.
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Tabla 5. RNAseq: Conteo normalizado de los 50 genes més expresados en muestras 1,2,3

de pterigion (Parte 1 de 2)

MUESTRA 1 MUESTRA 2 MUESTRA 3

CONTEO GEN CONTEO GEN CONTEO GEN
1 |54140.5968 RPS29 22583.45504 PCBD2 42602.62998 RPS29
2 | 34422.24981 EPHB1 19416.44463 RPS29 34517.00716 EPHB1
3 | 28731.30356 AHNAK 19322.70647 RBFOX1 30830.22883 KRT13
4 |22359.1409 MTRNR2L12 18306.46588 KAZN 22833.37479 PCBD2
5 |21064.27974 NFYB 17878.69256 DLG2 21974.42505 KAZN
6 |20186.63415 KAZN 17861.58163 MACROD2 20286.54091 AHNAK
7 |17293.62516 RBFOX1 16208.51677 PTPRD 20003.63032 KRT4
8 |17150.62472 PDE4D 16140.81699 PDE4D 18682.95518 MTRNR2L12
9 |15735.54889 MACROD?2 16137.84117 CNTNAP2 16590.82183 RBFOX1
10| 15651.4772 PTPRD 15630.46483 CSMD1 16563.36098 KRTS5
11| 15044.11817 DLG2 14308.45931 NRXN3 12897.65725 DLG2
12 | 14520.04512 CNTNAP2 13978.14392 MTRNR2L12 | 12416.13449 MACROD?2
13| 13879.68598 CSMD1 13418.69082 FHIT 11988.89481 PTPRD
141 13368.97011 NRXN3 13356.94267 KRT12 11797.94613 PDE4D
15| 13225.96967 MTRNR2L8 13320.48895 AHNAK 11584.6456 CSMD1
16 | 12982.39748 PCBD2 13104.74241 LRP1B 11548.88264 CNTNAP2
17| 12663.39649 KRT13 13055.64147 WWOX 11446.70274 MUC16
18| 12471.68161 WDR74 12666.55375 KRT5 11439.67787 DMD
19| 12156.6092 DMD 12646.467 EYS 10976.67522 NRXN3
20 | 12010.46589 FHIT 12601.08583 DAB1 10928.7784 RORA
21111850.17968 MUC16 12508.09163 ROBO2 10756.34982 FAM234B
22| 11734.67932 LRP1B 11825.14224 CTNNA2 10171.36993 WWOX
231 11662.39338 ROBO2 11659.98454 CDH13 10004.68897 DAB1
24| 11637.25044 DAB1 11593.02872 AGBL4 9892.291087 CROCC
25111183.89189 EYS 11401.0887 RORA 9661.747699 PLEC

Nota. elaboracion propia.

En la parte 1 de la Tabla 5 se observan las frecuencias de transcripcion de los genes del
puesto 1 al puesto 25 expresados en las muestras 1, 2 y 3. Se puede ver que el gen RPS29

es el mas expresado en las muestras 1y 3. Nota: elaboracion propia.
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Tabla 6. RNAseq: Conteo normalizado de los 50 genes més expresados en muestras 1,2,3

de pterigion (Parte 2 de 2)

MUESTRA 1 MUESTRA 2 MUESTRA 3

CONTEO GEN CONTEO GEN CONTEO GEN
26| 11133.60602 RORA 11125.08192 PCDH15 9622.791614 CDH13
27 10964.67693 CTNNA2 11108.71494 LRMDA 9600.439762 RUNX1
28| 10952.10546 ZBTB20 11049.19865 PRKN 9586.390027 FHIT
29| 10831.10508 KRT5 11028.36795 CTNNA3 9456.11066 RCC1
30| 10708.53327 LRMDA 10858.74653 MAGI2 9346.905898 KIAA1217
31| 10690.46179 WWOX 10457.0116 GRID2 9240.894257 ROBO2
32| 10240.2461 AGBL4 10386.33601 LSAMP 9015.459863 AGBL4
33| 9872.530676 CDH13 10276.23088 GPC5 8935.63182 FOXN3
34| 9848.173457 PCDH15 10202.57947 ZBTB20 8896.675735 LRP1B
35| 9825.387672 SERHL2 10073.8755 TBC1D5 8869.214888 LRMDA
36 | 9810.459054 RUNX1 10067.92387 RUNX1 8855.803777 AUTS2
37| 9798.673304 PRKN 10038.90968 ANKS1B 8779.80748 EYS
38| 9742.101699 DST 10015.84712 DST 8743.405893 CTNNA2
39| 9742.101699 MAGI2 9960.050601 AUTS2 8581.195309 PRKN
40| 9702.030146 KIAA1217 9845.481749 KIAA1217 8514.139753 DSP
41| 9559.029702 ANK3 9820.931281 NAALADL2 |8286.150862 ZBTB20
42 9538.601067 TBC1D5 9811.259884 DPP10 8219.095306 ASIC2
43 | 9496.95808 LSAMP 9657.261492 GPC6 8014.735516 PARD3
4419478.100879 PARD3B 9654.285678 PARD3B 7875.515409 EXT1
45 9453.74366 EEF1A1 9579.146366 DSP 7804.628107 PARD3B
46 | 9441.957909 CTNNA3 9572.450783 CNTN4 7798.241864 SLIT3
471 9390.886322 ERBB4 9535.997058 CCSER1 7784.192128 MAGI2
48 | 9390.886322 ADARB?2 9535.997058 KCNIP4 7740.127048 TBC1D5
49 9390.100605 NAALADL2 9518.886125 ASIC2 7699.893715 ZFHX3
50 | 9300.528899 GRID2 9518.886125 LRRC4C 7521.078898 OPCML

Nota. elaboracion propia.

En la parte 2 se evidencia las frecuencias de transcripcion de los genes del puesto 26 al

puesto 50 en las muestras 1, 2 y 3. Se puede observar que la expresion de genes es muy

similar en las tres muestras.
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FRECUENCIA DE TRANSCRIPCION DE GENES MUESTRA 1

PTPRD
MACROD2
PDE4D
RBFOX1
KAZN

NFYB
MTRNR2L12
AHNAK
EPHB1
RPS29

o

10000 20000 30000 40000 50000 60000

Figura 21. 10 Genes con mayor frecuencia de expresion en la muestra 1 de pterigion
Nota. Elaboracion propia.

En la figura se observa que el gen que se expresa con mayor frecuencia es el RPS29.

FRECUENCIA DE TRANSCRIPCION DE GENES MUESTRA 2

CSM D1 |
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o
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Figura 22. 10 Genes con mayor frecuencia de expresion en la muestra 2 de pterigion
Nota. Elaboracion propia.

Se evidencia que el gen gque se expresa con mayor frecuencia es el gen PCBD2
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FRECUENCIA DE TRANSCRIPCION DE GENES MUESTRA 3
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Figura 23. 10 Genes con mayor frecuencia de expresion en la muestra 3 de pterigion

Nota. Elaboracion propia.

Se observa que el gen que se expresa mas frecuentemente en la muestra 3 es el gen RPS29
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Tabla 7. RNAseq: Conteo normalizado de los 50 genes méas expresados en muestras
4,5,6,7 de pterigion (Parte 1 de 2)

MUESTRA 4 MUESTRA5 MUESTRA 6 MUESTRA 7

CONTEO GEN CONTEO GEN CONTEO GEN CONTEO GEN
1 |225932.735 RPS29 660016.7799 RPS29 985607.0949 | RPS29 34665.6478 | RPS29
2 | 176097.724 EPHB1 616581.283 EPHB1 375320.2599 | MTRNR2L12 | 20999.5682 | RBFOX1
3 | 143276.406 MTRNR2L12 | 219475.039 NFYB 320258.2038 | EPHB1 18477.2423 | MTRNR2L12
4 | 124596.54 PCBD2 169149.6045 MTRNR2L12 | 213984.0771 | PCBD2 17040.9624 | PCBD2
5 | 80347.2049 AHNAK 115913.3893 CROCC 116102.3313 | CROCC 14858.1598 | MACROD?2
6 | 56758.948 IGHG1 80831.39663 WDR74 106031.4741 | ANKRD28 14853.8756 | KAZN
7 | 41232.0224 DHFR 76233.56245 PCBD2 104447.277 MTRNR2L8 | 14817.9953 | DLG2
8 | 40833.72 CHD8 64503.22557 RCC1 75492.78982 | DHFR 14589.3259 | CSMD1
9 | 37524.5482 SERHL2 61401.66345 MTRNR2L8 | 73010.62337 | PTPRD 14564.1562 | PTPRD
10 | 36886.7494 MUC16 57166.31412 DHFR 66292.8191 SNX6 14458.1221 | CNTNAP2
11 | 33990.473 MTRNR2L8 | 55912.60712 AHNAK 58436.00963 | RCC1 13702.4954 | PDE4D
12 | 30712.204 ARMH4 55552.84771 SERHL2 51494.9078 AHNAK 13494.1759 | AHNAK
13 | 29855.5105 IGKC 54525.35306 ARMH4 50252.27901 | WDR74 13278.359 NRXN3
14 | 27597.8914 ANKRD28 53576.89645 SRP54 41243.22032 NEMF 11943.2935 | DAB1
15 | 27297.4478 ZBTB20 37943.71515 EIF4A2 34850.79164 | EEF1A1 11124.4748 | CROCC
16 | 25025.2357 DST 35670.68983 KRT12 26974.6271 NBPF1 11008.2657 | FHIT
17 | 24033.7718 EEF1A1 34842.15303 PTPRD 26163.20905 IGHAL 10916.6908 | LRP1B
18 | 23094.6709 KAZN 32133.05571 RPS3 25645.44706 | EIF4A2 10896.3408 | ROBO2
19 | 22890.3693 WDR74 30525.0402 KRT5 24688.74654 | TPT1 10826.7225 | AGBL4
20 | 22282.6148 RCC1 30473.25665 MED12L 24571.28411 | EGLN3 10791.3778 | CTNNA2
21| 22109.2159 EIF4A2 27832.29558 KRT13 21524.98892 RPL13A 10682.1306 | EYS
22 | 20886.8396 RPLPO 27535.22153 SHF 21415.25429 | KRT13 10550.9268 | CDH13
23| 20121.996 TCP1 26984.68063 EGLN3 21144.78161 | RPS3 10524.1505 | ASIC2
24 | 18448.0959 CD74 26540.43227 IGHAL 19979.43073 | KRT5 10305.1205 | WWOX
25 | 18094.4309 B2M 26077.10577 MUC16 18905.26779 | KIF5C 10252.639 PRKN

Nota. Elaboracion propia.

En la parte 1 de la Tabla 6, se exponen las frecuencias de transcripcion de los primeros

25 genes expresados en las muestras 4, 5, 6 y 7 de pterigion. El gen RPS29 es el de mayor

cantidad de transcripciones en dichas muestras. Nota: elaboracion propia.
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Tabla 8. RNAseq: Conteo normalizado de los 50 genes méas expresados en muestras
4,5,6,7 de pterigion (Parte 2 de 2)

MUESTRA 4 MUESTRA 5 MUESTRA 6 MUESTRA 7

CONTEO GEN CONTEO GEN CONTEO GEN CONTEO GEN
26 17898.7133 SPAGS8 25368.48877 DSP 18211.31216 EAPP 10210.3325 LRMDA
27 17811.1555 ERCC1 25215.86357 NBPF1 18166.49097 SRP54 10036.8221 KRT13
28 17797.4209 CCIN 25085.04196 ANKRD28 17947.02171 SERHL2 10002.013 RUNX1
29 17222.286 KIF5C 24877.90776 TPT1 17939.29392 | MTRNR2L1 | 9827.96713 AUTS2
30 16525.2569 KRT4 24847.92781 DST 17368.98295 KRT4 9509.32935 OPCML
31 16429.9733 ACTB 24128.40901 CLU 16715.21183 KRT14 9400.61764 PCDH15
32 16267.7338 CFH 23294.4213 KIF5C 16600.84053 RPS2 9372.23478 CTNNA3
33 15370.695 RORA 23250.8141 PARP16 15702.87122 KIAA0825 9321.89537 MAGI2
34 15333.7833 IGFBP5 23239.9123 CDH1 14471.06134 IGKC 9291.90593 NTM
35 15281.4203 RPL13A 23231.73595 EEF1Al1 14015.12167 HBB 9127.49955 LSAMP
36 15224.7652 PDE4D 23019.15085 ERCC1 13889.93146 IGFBP5 9111.96931 PTPRT
37 15012.7379 CLU 22986.44545 FAM234B 13452.53849 CLU 9056.81016 ANKS1B
38 14107.115 UTRN 22239.67215 IGKC 13291.80044 PXN 8939.53004 ZFHX3
39 13854.7424 KRT13 21806.32559 IGHG1 13237.7059 VIM 8921.85769 KCNIP4
40 13782.6359 MACF1 20773.38004 RPL13A 13100.15122 ACTB 8768.16182 GPC5
41 13399.7849 SPTBN1 18911.89767 ACTB 12438.65232 RPL3 8716.21583 RORA
42 13369.7406 DSP 18279.59327 PXN 12127.99512 SPTBN1 8686.2264 TBC1D5
43 13324.2448 ANK3 18143.32077 IPO7 12010.5327 DSP 8630.53173 GRID2
44 13252.9968 MAML2 18058.83182 FOXN3 12004.35047 RPL19 8553.95156 DPP10
45 12814.3491 RPL23A 17987.97012 TCP1 11653.50876 CDH1 8407.21752 | NAALADL?2
46 12680.4371 RPS3 17824.44312 TGFBI 11599.41422 RPS6 8342.95444 PARD3B
47 12524.2064 MED12L 17491.93821 KAZN 11580.86752 CHD8 8338.67024 ROBO1
48 12475.277 ASPH 16723.36131 RPS2 11333.57821 KAZN 8328.49525 ASTN2
49 12100.1517 CROCC 16622.51966 KRT14 11290.30258 PARP16 8299.57686 KIAA1217
50 12082.9835 NFIA 16461.71811 BAZ1A 11239.29916 KRT19 8232.63615 ZBTB20

Nota. Elaboracion propia.

En la parte 2 de la Tabla 6, se observan las frecuencias de transcripcion de los primeros

25 genes expresados en las muestras 4, 5, 6 y 7 de pterigion. Esto manifiesta que en las

cuatro muestras es muy similar la expresion de genes.
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FRECUENCIA DE TRANSCRIPCION DE GENES MUESTRA 4
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Figura 24. 10 Genes con mayor frecuencia de expresion en la muestra 4 de pterigion
Nota. Elaboracion propia.

En la figura se observa que el gen que se expresa con mayor frecuencia es el RPS29.

FRECUENCIA DE TRANSCRIPCION DE GENES MUESTRA 5
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Figura 25. 10 Genes con mayor frecuencia de expresion en la muestra 5 de pterigion
Nota. Elaboracién propia.

En la figura se muestra que el gen que tiene mayor frecuencia de expresion en el RPS 29.



FRECUENCIA DE TRANSCRIPCION DE GENES MUESTRA 6
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Figura 26. 10 Genes con mayor frecuencia de expresion en la muestra 6 de pterigion
Nota. Elaboracion propia.

El gen RPS29 es el que mas se expresa en la muestra 6 de pacientes con pterigion.

FRECUENCIA DE TRANSCRIPCION DE GENES MUESTRA 7
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Figura 27. 10 Genes con mayor frecuencia de expresion en la muestra 7 de pterigion
Nota. Elaboracién propia.

Se observa en la figura que el gen con mas frecuencia se expresa en la muestra 7 de
pterigion es el gen RPS 29.



Tabla 9. Analisis funcional de los genes mapeados

Término Conteo %
Variante de empalme 18 62,1
Constituyente estructural del citoesqueleto 3 10,3
Unién al ADN 3 10,3
Union de iones de zinc 3 10,3
Unidn de iones metalicos 3 10,3
Guia del axon 3 10,3
Desarrollo cerebral 3 10,3
Angiogénesis 3 10,3
Regién de composicién sesgada: rica en gly 3 10,3
Proteina de union al factor de crecimiento similar 3 10,3

a la insulina, N-terminal

Regulacion positiva de la transcripcion, plantilla 3 10,3
de ADN

Adhesion celular 4 13,8
Enlace proteico 19 65,5
Organizacién del citoesqueleto 4 13,8
Sitio de mutagénesis 6 20,7
Transcripcion, plantilla de ADN 4 13,8
Regulacion de la transcripcion, plantilla de ADN 4 13,8

Nota. Elaboracion propia.

Las funciones de los genes mapeados y evaluados en la base de datos DAVID son diversas
como se puede observar en la tabla. Estos roles van desde variantes de empalme hasta

regulacion en la transcripcion.

65


https://david.ncifcrf.gov/termReport2.jsp?d-16544-p=1&ease=1.0&rowids=&d-16544-o=2&heading=Terms+Not+Clustered&d-16544-s=2&finalSeed=3&linkage=0.50&annot=59%2C12%2C87%2C88%2C30%2C38%2C46%2C3%2C5%2C55%2C53%2C70%2C79&overlap=3&stringency=medium&initialSeed=3&visited=yes&cbBenjamini=true&kappa=50
https://david.ncifcrf.gov/termReport2.jsp?d-16544-p=1&ease=1.0&rowids=&d-16544-o=1&heading=Terms+Not+Clustered&d-16544-s=5&finalSeed=3&linkage=0.50&annot=59%2C12%2C87%2C88%2C30%2C38%2C46%2C3%2C5%2C55%2C53%2C70%2C79&overlap=3&stringency=medium&initialSeed=3&visited=yes&cbBenjamini=true&kappa=50
https://david.ncifcrf.gov/termReport2.jsp?d-16544-p=1&ease=1.0&rowids=&d-16544-o=1&heading=Terms+Not+Clustered&d-16544-s=9&finalSeed=3&linkage=0.50&annot=59%2C12%2C87%2C88%2C30%2C38%2C46%2C3%2C5%2C55%2C53%2C70%2C79&overlap=3&stringency=medium&initialSeed=3&visited=yes&cbBenjamini=true&kappa=50
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005200
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0003677
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0008270
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0046872
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0007411
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0007420
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0001525
http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=IPR009030
http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=IPR009030
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0045893
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0045893
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0007155
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005515
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0007010
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006351
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006355

Tabla 10. Nuevos genes asociados a pterigion

Simbolo N° Especie Nombre

. eukaryotic translation initiation factor
EIF4A2 1974 Homo sapiens AA2(EIFAA)
ROBO2 6092 Homo sapiens |roundabout guidance receptor 2(ROB0O2)
MTRNR2L12 100463498 |Homo sapiens [MT-RNR2-like 12(MTRNR2L12)
PCDH15 65217 Homo sapiens |protocadherin related 15(PCDH15)
MTRNR2L8 [100463486 |Homo sapiens [MT-RNR2-like 3(MTRNR2LS8)
MTRNR2L1 [100462977 |Homo sapiens [MT-RNR2-like 1(MTRNR2L1)

. neuroblastoma breakpoint family member
NBPF1 55672 Homo sapiens 1(NBPF1)

. mediator complex subunit 12
MED12L 116931 Homo sapiens like(MED12L)
RUNX1 861 Homo sapiens |runt related transcription factor 1(RUNX1)
KIAA1217  [56243 Homo sapiens |KIAA1217(KIAA1217)

. Src  homology 2 domain containing
SHF 90525 Homo sapiens F(SHE)
AGBL4 84871 Homo sapiens |ATP/GTP binding protein like 4(AGBL4)
IGHG1 3500 Homo saniens immunoglobulin heavy constant gamma 1

P (G1m marker)(IGHG1)

TCP1 6950 Homo sapiens |t-complex 1(TCP1)

. pterin-4 alpha-carbinolamine dehydratase
PCBD?2 84105 Homo sapiens 2(PCBD2)

. immunoglobulin heavy constant alpha
IGHA1 3493 Homo sapiens 1(IGHA1)

: CUB and Sushi multiple domains
CSMD1 64478 Homo sapiens 1(CSMD1)

. tumor protein, translationally-controlled
TPT1 7178 Homo sapiens 1(TPT1)
EYS 346007 Homo sapiens |eyes shut homolog (Drosophila)(EYS)

Nota. Elaboracion propia.

Los 19 genes de la tabla se reportan por primera vez relacionados con pterigion, no existen

precedentes en la literatura al respecto.



http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=1974
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=6092
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=100463498
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=65217
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=100463486
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=100462977
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=55672
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=116931
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=861
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=56243
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=90525
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=84871
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=3500
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=6950
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=84105
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=3493
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=64478
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=7178
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=346007

Tabla 11. Ubicacion de las mutaciones puntuales del gen P 53, comunes en los 7 casos

de pterigion
Mutacion Referencia Bibliogréafica
Tipo de variante: SNV Mutacion de novo
Alelos: C> G

Cromosoma: 17: 7676154 (GRCh38)
Exén 4

Tipo de variante: SNV

Alelos: A>C

Cromosoma: 17: 7669372 (GRCh38)
Exon 8

Mutacion de novo

Tipo de variante: SNV

Alelos: C>T

Cromosoma: 17: 7669 124 (GRCh38)
Exon 8

Mutacion de novo

Tipo de variante: SNV

Alelos: G>T, A

Cromosoma: 17: 7668836 (GRCh38)
Exon 8

Mutacion de novo

Tipo de variante: SNV

Alelos:C>G, T

Cromosoma: 17: 7668799 bp (GRCh38)
Exo6n 8

Mutacion de novo

Nota. Elaboracion propia.
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Figura 28. Mutaciones en gen TP 53-1G: Se observa el gen P53 ubicado en el brazo corto

del cromosoma 17, regién 13.

Nota. Elaboracion propia.
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Figura 29. Mutacién en exdn 4, ubicacion 7 676 154 bp, brazo corto del cromosoma 17,
region 13 (Gen P53)

Nota. Elaboracion propia.

Se evidencia la pista de cobertura predeterminada para un archivo de alineacion BAM,
empleando el software IGV (Integrative Genomics Viewer) de la combinacion de los 7
pacientes de la investigacion. Si un nucledtido no esta vinculado con la secuencia de
referencia en mas del 20 % de las lecturas ponderadas de calidad, el IGV colorea la barra
en proporcion al recuento de lecturas de cada base (A, C, G, T). Se encontr6 el
polimorfismo de nucle6tido tnico (SNP) Chr 17: 7 676 154, SNV (variacion en la

secuencia de ADN que ocurre cuando se altera un solo nucleétido) C > G.
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Figura 30. Mutacion en exdn 8, ubicacion 7 669 372 bp, brazo corto del cromosoma 17,
region 13 (Gen P53)

Nota. Elaboracion propia.

Se evidencia la pista de cobertura preestablecida para un archivo de alineacion BAM,
empleando el software IGV de la combinacion de los 7 pacientes del estudio. Si un
nucleotido no esta sujeto a la secuencia de referencia en mas del 20 % de las lecturas
ponderadas de calidad, el IGV colorea la barra en proporcion al recuento de lecturas de
cada base (A, C, G, T). A raiz de esto, se encontr6 el polimorfismo de nucleétido Gnico
(SNP) Chr 17:7 669 372, SNV (variacion en la secuencia de ADN que ocurre cuando se

altera un solo nucleétido) A > C.
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Figura 31. Mutacién en exén 8, ubicacion 7 669 124 bp, brazo corto del cromosoma 17,
region 13 (Gen P53)

Nota. Elaboracion propia.

Se observa la pista de cobertura predeterminada para un archivo de alineacion BAM,
utilizando el software IGV de la combinacion de los 7 pacientes de la investigacion. Si
un nucleotido difiere de la secuencia de referencia en méas del 20 % de las lecturas
ponderadas de calidad, el IGV colorea la barra en proporcion al recuento de lecturas de
cada base (A, C, G, T). Por lo tanto, se encontré el polimorfismo de nucle6tido Unico
(SNP) Chr 17: 7 669 124, SNV (variacion en la secuencia de ADN que ocurre cuando se
altera un solo nucleétido) C > T.
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Figura 32. Mutacion en exdn 8, ubicacion 7 668 836 bp, brazo corto del cromosoma 17,
region 13 (Gen P53)

Nota. Elaboracion propia.

Se observa la pista de cobertura predeterminada para un archivo de alineacion BAM, a
partir del uso del software IGV de la combinacién de los 11 pacientes de la investigacion.
Si un nucledtido difiere de la secuencia de referencia en mas del 20 % de las lecturas
ponderadas de calidad, el IGV colorea la barra en proporcion al recuento de lecturas de
cada base (A, C, G, T). De esta manera, se encontr6 el polimorfismo de nucle6tido Unico
(SNP) BRAF 7: 7 668 836, SNV (variacion en la secuencia de ADN que ocurre cuando

se altera un solo nucle6tido) G > T, A.
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Figura 33. Mutacion en exén 8, ubicacion 7 668 799 bp, brazo corto del cromosoma 17,
region 13 (Gen P53)

Nota. Elaboracion propia.

Se observa la pista de cobertura preestablecida para un archivo de alineacion BAM,
empleando el software IGV de la combinacion de los 11 pacientes del estudio. Si un
nucleodtido no guarda relacion con la secuencia de referencia en mas del 20 % de las
lecturas ponderadas de calidad, el IGV colorea la barra en proporcion al recuento de
lecturas de cada base (A, C, G, T). Asi, se encontré el polimorfismo de nucle6tido Gnico
(SNP) BRAF 7: 7 668 799, SNV (variacion en la secuencia de ADN que ocurre cuando

se altera un solo nucle6tido) C > G, T.
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Tabla 12. Genes componentes de las traslocaciones tipo fusion encontradas en 4 casos

de las 7 muestras de pacientes con pterigion (Parte 1 de 2)

Gen

Funcion y patologias asociadas

Referencia

CLDND1

Proteina transmembrana que se expresa en el sistema
nervioso central de manera predominante, se asocia a
leucodistrofia similar a la de Pelizaeus-Merzbacher.

(90)

KIAA2026

Se expresa en el citoplasma en la mayoria de los tejidos,
como la retina y testiculos.

(90)

RNU1-2

Es un gen snRNA. Entre sus vias relacionadas se halla
el ciclo de empalme espliceosémico.

Se expresa en el cuerpo calloso, el tejido suprarrenal, el
nervio sural y otros 95 tipos de células o tejidos.

(90)

ATP13A2

Participa en el transporte de cationes de metales de
transicion divalentes. La deficiencia se vincula con
paraplejia espastica y sindrome de Kufor-Rakeb.

(90)

SDHB

Es succinato deshidrogenasa [ubiquinona] subunidad de
hierro y azufre, se relaciona con la Feocromocitoma-
paraganglioma hereditario,

Sindrome de Cowden, Sindrome de Carney-Stratakis.

(90)

WIiZ

Participa en la regulacidn positiva de la replicacién del
ADN del ciclo celular nuclear y la estabilizaciéon de
proteinas. Se relaciona con el Sindrome de
microduplicacion, tumor del estroma de los cordones
sexuales ovaricos.

(90)

WHRN

Participa en la organizacion y estabilizacion de la
elongacion de los esterocilios y el ensamblaje
citoesquelético de actina. Las mutaciones se han
relacionado con la sordera autosomica recesiva no
sindrémica y el sindrome de Usher.

(90)

19:40114634

Gen de novo.

(90)

SNORD3A

Es un ARN nucleolar pequefio y abundante (SnoORNA),
desarrolla un rol en el procesamiento de los precursores
del ARN ribosomico.

(90)

6:164999470

Gen de novo.

RNAS5SP226

Pseudogén. Se expresa en el nervio sural, la sangre, el
tendon calcaneo y otros 65 tipos de celulas o tejidos.

(90)

PSMC3

Es un gen codificador de proteinas. Entre las
enfermedades relacionadas se encuentran la sordera,
cataratas, deterioro del desarrollo intelectual y
polineuropatia y displasia del desarrollo de la cadera.

(90)

Nota. Elaboracion propia.

Se muestra la funcion de 12 genes componentes de las traslocaciones tipo fusion

encontradas en 4 casos de los 7 pacientes investigados con pterigion.
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Tabla 13. Genes componentes de las traslocaciones tipo fusion encontradas en 4 casos

de las 7 muestras de pacientes con pterigion (Parte 2 de 2)

Gen

Funcion y patologias asociadas

Referencia

NXF1

Las anotaciones de ontologia génica (GO)
relacionadas con este gen incluyen la union de ARN
y la unién de nucleétidos.

Las enfermedades asociadas con NXF1 incluyen el
sindrome de Torch y la tuberculosis hepatica.

(90)

WNK1

Interviene en la homeostasis ionica y modifica la
presion arterial, transportando iones dentro y fuera de
la célula. Se ha relacionado con la hipertension
hiperkalémica familiar.

(90)

ZNF79

Es un gen codificador de proteinas. Entre las
enfermedades relacionadas se encuentran la distrofia
macular con patrén 2 y la anosognosia.

(90)

DOCKS3

Es una proteina adaptadora en la sefializacion del
receptor tipo Toll 9 (TLR9) y en la via de sefializacion
del receptor de linfocitos T y en la reorganizacién del
citoesqueleto.

Las personas con deficiencia de DOCKS tienen una
cantidad de células inmunitarias inferior a la normal.

(90)

RF00100

Es un snRNA, no se relaciona con enfermedades.

(90)

19:40114634

Gen de novo.

(90)

SNORD3A

Desempefia un papel en el procesamiento de los
precursores del ARN ribosdmico. Las enfermedades
asociadas son el sindrome tricohepatoentérico 1 y el
sindrome tricohepatoentérico 2.

(90)

AC093752.1

Gen de novo.

(90)

RUFY3

Codifica una proteina necesaria para mantener la
polaridad neuronal, se la ha implicado en la mediacion
de la migracion e invasion de células de cancer
gastrico por medio de la interaccion con la quinasa-1
activada por P21, que fomenta su expresion.

(90)

AC104151.1

Gen de novo.

(90)

CNTNAP4

Pertenece a la familia de las neurexinas, que tiene
miembros que funcionan en el sistema nervioso de los
vertebrados como moléculas de adhesion celular y
receptores. Las mutaciones en este gen pueden estar
relacionadas con ciertas enfermedades psiquiatricas.

(90)

Nota. Elaboracion propia.

Se muestra la funcion de 11 genes componentes de las traslocaciones tipo fusion

encontradas en 4 casos de los 7 pacientes.
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Figura 34. Gen de fusion CLDND1 — KIAA2026, en la muestra 1 de pterigion

Nota. Admera health.
Se puede ver un punto de ruptura a nivel del exon 5 del gen CLDND1 que se encuentra
en el cromosoma 3y ruptura en el exén 2 del gen KIAA2026 que se halla en el cromosoma

9, el cual resulta en el gen de fusion que no retiene dominios proteicos.
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Figura 35. Gen de Fusion RNU1-2 — ATP13A2

Nota. Admera health.
En la muestra 3 de pterigion, el gen de fusion se forma en el cromosoma 1. Cabe

mencionar que existe un punto de ruptura en parte del exdn 29 de la proteina ATP13A2

que se une con el exon 1 del gen RNU1-2, formando el gen de fusion RNU1-2 -

ATP13A2, que no presenta regiones codificantes debido a la transcripcién anti sentido.
75



e 13 p8
teesicavy tow agmed
LRl ail) 1 AN
S
]
.
m—r o p——y oo fo——y P . N ey
()| (] AP0t T 24 e0tt § 4ttt ttt § Paatddid 4 Hpecededr ) Pateseed 1 petrreed [
) (] [ e — N —
RNLH -2 SOMR
PETRNE T PTTIRA0T T
G —_— — —_— e — —
i w v} . ) § 4 ¢ ] 2 1
e [ [ Aemnd [ | | -
ATAATT S TAOCA ‘ A
.—u—‘-' Y e

o s B,
. Xy

SUPPORTING READ COUNT
Bt reads In INUT-2 = 4
Bpiit reads In SOHD - 0
Discoraant mates = 0

- - " = X
U2 MO coding regrons due 10 aNUENse transoripton
N Bty

T
Wl

Figura 36. Gen de Fusion RNU1-2 — SDHB, en la muestra 3 de pterigion
Nota. Admera health.

El gen de fusion se forma en el cromosoma 1, por la ruptura en el exén 7 de la proteina
SDHB que se une con el ex6n 1 del gen RNU1-2 y se forma el gen de fusion RNU1-2 —

SDHB, el cual no presenta regiones codificantes debido a la transcripcion anti sentido.

" -, » SETAMED PROTOM DOMAME
S e Anan

P -
;
- f S [ S —
wewff - : e et WEZ = D
L : v e Ve 3
‘Q\\ 4 Destrt s = 8
£, & o o
* S PO e (s . S5 o G}

et e =3 e e 3
arl
- oo
T & e
r
]
2 mE TN TR TR TN B R, F A T ™
3 i o -1 e e L S L
= L8 B B A A B S B8 0 20 B BB
z -
termm o ——
PR -
>4 1 >edres =3
- N
- 4 B T -

Figura 37. Gen de Fusion WIZ — WHRN, en la muestra 3 de pterigion

Nota. Admera health.

A nivel de la sub sub banda 2, sub banda 1, de la banda 3, y de la regién 1 en el brazo
corto del cromosoma 19, se presenta ruptura en el exon 2 del gen WIZ, el cual se une al
fragmento producido como resultado de la ruptura en el exén 8 del gen WHRN a nivel de
la banda 2, region 3 del brazo largo del cromosoma 9, obteniendo un gen de fusion con

dominios de proteina retenidos y fusion fuera del marco.
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Figura 38. Gen de fusién 19:40114634 - SNORD3A, en la muestra 6 de pterigién

Nota. Admera health.
El gen de fusion se forma por la union del exoma 1 del gen SNORD3A ubicado en el
cromosoma 17, con la proteina derivada de la ruptura a nivel de la sub banda 2, banda 3,

region 1 del brazo largo del cromosoma 19. Este gen no codifica proteinas.
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Figura 39. Gen de fusién 6:164999470 - RNA5SP226, en la muestra 6 de pterigion

Nota. Admera health.

El gen de fusion se construye en el cromosoma 6, por la union del exon 1 del gen

RNABSSP226, a partir de las proteinas localizadas en la banda 7, regién 2 del brazo largo

del cromosoma 6 y no codifican proteinas.
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Figura 40. Gen de fusiébn PSMC3 - NXF1, en la muestra 6 de pterigion

Nota. Admera health.

El gen de fusion PSMC3 - NXF1 se forma en el cromosoma 11, y existe un punto de
ruptura en el exon 7 del gen NXF1, el cual se une al segmento que surge a raiz de la
ruptura en el exén 1 del gen PSMC3. Este presenta dominios de proteina retenidos y

fusion en el marco.
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Figura 41. Gen de fusion WNK1 - ZNF79, en la muestra 6 de pterigién

Nota. Admera health.

En el cromosoma 12, el gen presenta una ruptura en el exon 1. Este fragmento se une al
que se origind a raiz de un punto de ruptura a nivel del exén 3 del gen ZNF79 en el
cromosoma 9. El gen de fusion que se forma presenta dominios de proteina retenidos y
fusion en el marco.
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Figura 42. Gen de fusién DOCKS - RF00100, en la muestra 6 de pterigién
Nota. Admera health.
El gen de fusion DOCK8 - RF00100 se genera a raiz de la union del exén 1 del gen

RF00100 y el segmento formado por una ruptura en el exén 4 de la proteina DOCKS.

Esta union expone dominios de proteina retenidos y fusion fuera del marco.
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Figura 43. Gen de fusion 19:40114634 - SNORD3A, en la muestra 7 de pterigion

Nota. Admera health.

El gen de fusion se genera a raiz de la union del exén 1 de SNORD3A, el cual se sitla en

el cromosoma 17 y las proteinas ubicadas en la sub banda 2, banda 3, region 1 del brazo

largo del cromosoma 19. Este gen no codifica proteinas.
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Figura 44. Gen de fusién AC093752.1 - RUFY3, en la muestra 7 de pterigion

Nota. Admera health.
El gen de fusion se formé en el cromosoma 4. En el gen AC093752.1 se presentd un punto

de ruptura en el exon 5. Este fragmento se une al formado por la ruptura en el exén 2 del
gen RUFY3. Dicha variacion estructural presenta dominios de proteina retenidos y en lo

relacionado con el marco de lectura, es preciso sefialar que es poco claro.
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Figura 45. Gen de fusién AC104151.1 - CNTNAP4, en la muestra 7 de pterigion

Nota. Admera health.

El gen de fusion se forma en el cromosoma 16. En el exdn 3 del gen AC104151.1 existe
un punto de ruptura que permite unirse al fragmento que se genera a raiz de la ruptura en
el exon 18 del gen CNTNAP4. Este gen de fusion presenta dominios de proteina retenidos
y el marco de lectura es poco claro.
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Figura 46. Gen de fusién AC104151.1 - CNTNAP4, en la muestra 7 de pterigion
Nota. Admera health.

El gen de fusion se forma en el cromosoma 16. En el gen AC104151.1 existe un punto de
ruptura a nivel del exén 2 y se une al fragmento originado por la ruptura en el exon 18
del gen CNTNAPA4. Este gen de fusion evidencia dominios de proteina retenidos y el

marco de lectura es poco claro.
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DISCUSION

El presente estudio se llevo a cabo con el propdsito de identificar cambios del gen humano
p53 y hallar genes de fusién en muestras de pterigion primario por la técnica RNA-Seq
en pacientes del Hospital I11 Juliaca EsSalud, 2019-2020.

Esta investigacion se desarrollé por la alta prevalencia de pterigion en el sur del PerQ, y
debido a que, en los ultimos afos, la incidencia de nuevos casos en pacientes cada vez
mas jovenes es preocupante debido a lo invalidante de la enfermedad. Una de las hipotesis

es la mutacion del gen P 53.

Por esta razon, una de las estrategias para contrarrestar esta enfermedad es la
caracterizacion molecular tanto para el diagnéstico como para las terapias
individualizadas de los pacientes portadores de esta enfermedad. Esta informacion se
puede adquirir a raiz de la técnica RNA-Seq; lo cual justifica la realizacion de este
proyecto en pro de la basqueda de un perfil de mutaciones autéctonas de pacientes con

pterigion que se atienden en el Hospital 111 Juliaca EsSalud Juliaca.

Para llevarlo a cabo, se obtuvo la aprobacion del comité de ética del Hospital 111 Juliaca
EsSalud. Ademas, se revisaron las historias clinicas de 7 pacientes operados de pterigion
en el periodo 2019-2020, donde las muestras se obtuvieron mediante cirugia de exéresis
de pterigion, las cuales se colocaron de forma inmediata en un tubo estéril eppendorf con
hielo seco, transportadas y almacenadas en cadena de frio en el laboratorio de biologia
molecular de la Universidad Catdlica de Santa Maria Arequipa, donde fueron procesadas
para aislamiento de ADN, y enviadas al laboratorio NOVOGEN y Admera Health
Biopharma Servicesen de USA para secuenciamiento mediante técnica RNA-Seq. A su
vez, se contd con una segunda opinidn de la lectura bioinformatica en el laboratorio del
Instituto Pasteur de Paris, Francia. Con esta informacion se pudo recolectar la
informacion en formato BAM, sobre el perfil de expresion génicay mutacional con ayuda
del software IGV.

En la Tabla 2 se observaron las caracteristicas epidemiologicas de los pacientes con el
diagnodstico de pterigion. ElI 57.14% fueron varones y 42.86% mujeres, con edad
predominante entre los 30 y 49 afios. La edad promedio fue de 46.57 afios, y el 42.86 %

laboraba como docente.
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Los resultados de este estudio difieren de los encontrados por Moran DJ, Hollows FC*,
quienes analizaron pacientes aborigenes de Australia. Este ultimo no encontro diferencias

en la presentacidn en varones versus mujeres.

Por otro lado, en el estudio realizado por Saw et al. !9 en Singapore, el 80.3 % fueron
varones, lo cual es equiparable con el presente estudio. La edad promedio fue de 54.2
afios, difiriendo de los resultados y la mayoria de pacientes que presentaban pterigion,
tuvieron antecedentes de exposicion prolongada a la radiacion ultravioleta, lo cual

coincide con este estudio.

En la Tabla 3 se identificaron las muestras, y los hallazgos de control de calidad
cumplieron con los requerimientos del laboratorio Admera.®* El volumen para realizar
RNAseq es > 20 ul, todas las muestras presentadas tuvieron 50 ul. En lo relacionado con
la cantidad requerida, el laboratorio permite muestras mayores de 1 ug y, en este caso, las
siete muestras tuvieron cantidades totales superiores a las solicitadas en una

concentracion de ARN entre 200 ng — 1 ug.

Por otra parte, los valores de RIN se encontraron por debajo de 7 en todas las muestras,
por lo que, segun los estandares de calidad, se optd por el método de la deplecion de RNA
ribosomal de Illumina, el cual necesita RIN: >2. Para la construccion de la libreria de
RNAseq. el nimero de integridad del ARN (RIN) de las siete muestras estuvo en un rango
entre 3y 4, lo cual funciond para realizar amplificacion de pequefias regiones génicas, el
porcentaje de fragmentos de ARN > 200 nucleotidos (DV 200); en la mayoria de las

muestras presenta cifras superiores a 66.1%.

EnlaTablay Figura 4 se mostraron las Estadisticas generales MultiQC. En los diferentes
parametros cumple con lo requerido por el laboratorio Admera®, el contenido promedio
de GC de las lecturas estudiadas se encontr6 en 49 % (los rangos de normalidad en el

genoma humano varian entre el 35-60 %).

Los porcentajes de alineaciones se encontraron mayores al 70.5 % (considerandose
optimos mayores a 70 %). La distribucion del porcentaje de bases primarias que se alinean
con regiones en el genoma de referencia, evidencian mayores porcentajes de alineaciones
de lectura con las areas intronicas e intergénicas, lo cual se espera como resultado del

estudio con la metodologia de la deplecion de RNA ribosomal €7
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La Figura 5 brind6 los datos sobre STAR (Spliced Transcripts Alignment to a Reference)
que es un mapeador rapido de lecturas de secuenciacion de ARN, con soporte para

deteccion de lecturas de fusién y empalme.

Asimismo, alinea las lecturas al encontrar los puntos de coincidencia del Prefijo Maximo
Mapeable (MMP) entre las lecturas (o pares de lecturas) y el genoma, empleando un

indice de matriz de sufijos 2,

En el presente trabajo se encontrd 13.29 %, de las lecturas mapeadas en multiples loci,
lecturas mapeadas en demasiados loci 1.53 %, y lecturas no mapeadas por demasiados

desajustes 17.33 %, de acuerdo con lo requerido por el laboratorio Admera.

La Figura 6 evidenci6 las longitudes de secuencias recortadas, utilizando Cutadapt, la
dual es una herramienta que puede eliminar secuencias adaptadoras de los datos de
secuenciacion de ADN. Esta permite la eliminacion de multiples adaptadores tanto de los

extremos 3' como 5'.

El algoritmo Unicamente elimina bases de baja calidad. En la figura, las longitudes

recortadas en las siete muestras son variables, garantizando muestras de buena calidad.

En las Figuras 7 y 8 se expusieron los resultados obtenidos por FastQC, que es una
herramienta que realiza controles de calidad de datos de secuencias sin procesar, en el
Histograma de calidad de secuenciay en las Puntuaciones de calidad por secuencia. Estas
puntuaciones son superiores a 30, lo que se considera generalmente muy buena y se la

conoce cominmente como Q30, asegurando la calidad de muestra €.

Las Figuras 9-15, mostraron los resultados del Contenido de ATCG por base secuenciada
de las muestras 1 — 7. A raiz de esto, se encontrd que las cuatro lineas que representan las
proporciones de las bases en cada posicion son paralelas y estan juntas en la mayoria de

las muestras @9,

Ademas, la proporcién de bases A/T o G/C no difiere en mas del 10 % en cualquier

posicion, lo que garantiza muestras de secuenciacion de buena calidad.

En la Figura 16, Contenido de GC por secuencia, la mayoria de las muestras presenta
una curva de Gauss con distribucion normal del contenido de GC y se emplea a menudo
como distribucion de referencia para examinar la calidad de las bibliotecas de

secuenciacion.
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En la Figura 17, FastQC, por contenido base N, se pudo observar que el contenido de N
es menor al 5 %. La proporcién N representa el porcentaje de posiciones en las lecturas
de secuenciacion en las que no se puede determinar la base con seguridad, y suele ser
menor al 5 %, lo cual coincide con las muestras del presente proyecto, garantizando

precision de las lecturas de secuenciacion.

En la Figura 18 se observd la distribucion de longitud de secuencia, ademas, muestra la
distribucion de longitud uniforme de los fragmentos de las siete muestras analizadas. Esto
se observa debido a que la biblioteca se genero a partir de la plataforma Illumina, la cual

permitié un correcto alineamiento y el ensamblaje.

La Figura 19 mostré el nivel de duplicacién de secuencias. La mayoria de las muestras
no supera el 20 %, sin embargo, esto se esperaba debido a que, cuando la profundidad de
secuenciacion es alta pero cuenta con demasiada duplicacion, puede indicar problemas

técnicos o contaminacion de la muestra.

En la Figura 20 se evidenciaron las secuencias sobrerrepresentadas. La mayoria de las
muestras esta sobre representadas en menos del 0,1 %. Es importante tener en cuenta que
el analisis se lleva a cabo en las primeras 200 000 lecturas para facilitar el calculo. Por lo
tanto, las secuencias sobrerrepresentadas que se produzcan después de este punto, pueden

no incluirse en el analisis (©9)

En la Tabla 5, 6 (parte 1-2) y 8, se mostraron los 50 genes con mayor frecuencia de
expresion en cada una de las siete muestras y, en las Figuras 21-26, se grafican, por

criterio jerarquico, los 10 primeros de estos genes anteriormente mencionados.

En el presente estudio el método de secuenciacion de RNA Seq NGS, permitid identificar
los genes con mayor frecuencia de transcripcion, comunes y repetitivos en los 7 casos de
estudio. Ante esto, los 5 primeros genes con mayor frecuencia de expresion en la muestra
1 los siguientes: RPS29, EPHB1, AHNAK, MTRNR2L12, NFYB.

Es importante mencionar que ninguno de estos genes se ha descrito en la literatura
relacionados con pterigion, los genes RPS29, EPHB1, AHNAK, se han relacionado con
neoplasias colorrectales, gliomas, y neuroblastomas respectivamente. Y el gen
MTRNR2L12 regula de manera negativa la apoptosis, la cual respalda la teoria de que el

pterigion es una neoplasia benigna.
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En la muestra 2, se expresan mas los 5 genes: PCBD2, RPS29, RBFOX1, KAZN, DLG2.
Estos genes no se han reportado vinculados con pterigion y se relacionan con alteraciones

en el desarrollo y neurodesarrollo.

En la muestra 3, los 5 genes expresados en orden jerarquico son los siguientes: RPS29,
EPHB1, KRT13, PCBD2, KAZN. Estos se relacionan con cancer de pulmén, mama,
cerebro, hueso, colorectal. Adicionalmente, varios de estos genes estan involucrados en
el desarrollo del cito esqueleto, al expresarse en las muestras de pterigion se evidencia

que presentan genes muy importantes vinculados con neoplasias en su estructura.

En la muestra 4, se expresan mas los genes: RPS29, EPHB1, MTRNR2L12, PCBD2,
AHNAK, y estos se relacionan con cancer colorrectal, canceres hematoldgicos, gliomas,
participan en la regulacion negativa de la fase de ejecucion de la apoptosis, en el
metabolismo de proteinas, formacion de la barrera hematoencefalica, en la migracion
celular, la regulacion del canal de calcio cardiaco y la metéstasis tumoral, respectivamente.

No se han reportado asociados a pterigion.

La muestra 5 expresa con mas frecuencia los genes: RPS29, EPHB1, NFYB,
MTRNR2L12, CROCC, los cuales se manifiestan en el cancer colorrectal, canceres
hematoldgicos, gliomas, y el metabolismo de esteroides. Estos hacen parte de la
regulacion negativa de la fase de ejecucién de la apoptosis, y se vinculan con moléculas

estructurales y la unién, respectivamente.

Los 5 genes mas expresados en la muestra 6 fueron los siguientes: RPS29, MTRNR2L12,
EPHB1, PCBD2, CROCC, los cuales se asocian a cancer colorrectal, canceres
hematoldgicos, gliomas, y participan en la regulacion negativa de la fase de ejecucion de
la apoptosis. Ademas, forman parte del metabolismo de proteinas, y se relacionan con

moléculas estructurales y de unién, respectivamente.

En la muestra 7, los 5 més frecuentes son los que se mencionan aqui: RPS29, RBFOX1,
MTRNR2L12, PCBD2, MACROD2. Estos se relacionan con cancer colorrectal,
enfermedades neurodegenerativas familiares, y participan en la regulacion negativa de la

fase de ejecucion de la apoptosis, codifican proteinas, respectivamente.

En las siete muestras estudiadas, ninguno de los genes mencionados se reportan en la
literatura asociados a pterigion. El gen que se expresd con mas frecuencia es el gen RPS29,
el cual se encuentra en el cromosoma 14. Este codifica proteinas ribosémicas y participa

en la actividad supresora de tumores. Al respecto, se ha observado una expresion variable
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de este gen en canceres colorrectales si se comparan con tejidos normales adyacentes. Los
hallazgos adquiridos suman desde la nueva informacion cientifica y permite un mayor
conocimiento de la genética del pterigion, demostrando que en la estructura de pterigion
estan involucrados diversos genes relacionados con neoplasias y con la apoptosis. A raiz

de esto, es preciso aseverar que el pterigion es una neoplasia benigna.
En el presente estudio, el 100 % de las muestras de pterigion, expresaron el gen p53.

En la Tabla 9 y Figuras 28-33 se muestro esquematicamente la ubicacién cromosémica
de las mutaciones puntuales del gen p53 comunes encontradas en los 7 pacientes de la

poblacion de pacientes del estudio, portadores de pterigion.

Asimismo, se hallaron 5 mutaciones SNV (variante de un solo nucleétido) de p53,
tomando como referencia la base de datos del ensamblaje del genoma humano
GRCh38.p13 (version 13 del Consorcio de investigacion del genoma humano 38), que se

menciona a continuacion:

SNV C > G del cromosoma: 17: 7676154 en el exdn 4, SNV A > C del cromosoma: 17:
7669372 en el exon 8, SNV C > T del cromosoma: 17: 7669 124 en el exon 8, SNV G >
T, A del cromosoma: 17: 7668836 en el exdn 8, SNV C > G, T del cromosoma: 17:
7668799 en el exdn 8.

Cabe mencionar que la expresion de p53 en pterigion se ha estudiado en pocos trabajos
de investigacion. La mayoria de estos estudios utilizaron IHC para examinar los niveles
de proteina p53, solo dos estudios emplearon el analisis de transferencia Western y
ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas. Otro estudio utiliz6 muestras de ADN
para analizar la mutacién de p53 de células epiteliales y se sometieron a secuenciacién de

ADN para estudiar mutaciones en los exones 4, 5, 6, 7'y 8 del gen p53.

En los estudios de IHC, la tasa positiva de p53 informada, o la prevalencia del gen p53

vario de 7,9 a 100 %, 58:59.63.66.82

La IHC refleja, simplemente, los niveles de proteina disponibles para la
inmunorreactividad en las células, por lo tanto, las mutaciones en un gen pueden no tener

ningun efecto negativo en la inmunorreactividad de la proteina.

En el estudio de secuenciacion de ADN realizado por Tsai et al.l se detectaron mutaciones
en el gen p53 en 8 muestras pterigiales (15,7 %), y solo se encontré una mutacién en cada

muestra. Todas las mutaciones observadas fueron puntuales, entre las cuales 6 fueron
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sustituciones y 2 deleciones. Se identificaron tres mutaciones en el exon 6, dos en el exén

7 y una Gnica mutacion en cada uno de los exones 4, 5y 8 2

Ademas, Reisman et al. ©®® encontraron que p53 habia sufrido una delecion monoalélica
y el alelo restante permanecio en estado salvaje en 9 pacientes estadounidenses.
Asimismo, en un estudio de Spandidos et al. ®V) el 60 % de los pterigion exhibieron varias
mutaciones de ADN, incluyendo pérdida de heterocigosidad e inestabilidad de
microsatélites, que terminan siendo alteraciones de las vias de reparacion del ADN.
Shimmura et al. (92) informaron que no se encontrd ninguna mutacion en los exones 5 a

8 en 6 japoneses; estas incongruencias podrian deberse a factores étnicos.

A diferencia de los resultados mencionados, en este estudio se empleé la técnica RNA
seq NGS. Al respecto, cabe mencionar que en la literatura no se reportan estudios
utilizando dicho protocolo, lo que permite contribuir al presente trabajo con nuevos

conocimientos en el campo de la genética oftalmoldgica.

Las mutaciones halladas en los casos expuestos fueron mutaciones puntuales; cuatro en
el exdn 8 y una mutacion en el exdn 4. Las células con mutaciones fuera de los exones 5
a 8 son raras. Se ha informado que el exon 4 abarca los codones 32-125 y contienen
dominios involucrados en la induccién de apoptosis, que puede estar relacionado con el

comportamiento del tumor ©%:

En humanos, los dafios en el ADN son subsanados por diferentes Sistemas de reparacion
de ADN. Los cambios de base tnica que son los que se observan en los resultados del
presente proyecto, son normalmente revertidos por el sistema de reparacion de escision
de base (BER). Por lo tanto, la presencia de un cambio de base Unica de la transicion de
C a T que se evidencia en el cromosoma: 17: 7669 124 (GRCh38) exdn 8, se reporta que
debe estar vinculado con perturbaciones en las diferentes reparaciones del ADN. Esto

sugiere que los pacientes con pterigion tienen sistemas BER defectuosos.

Antes, el pterigion se clasificaba como una enfermedad degenerativa crénica. Sin
embargo, a partir de los resultados obtenidos es posible considerar que el pterigion es una
proliferacion celular descontrolada secundaria a una expresion anormal de la proteina p53

dentro del epitelio conjuntival %

En la Tabla 9 (parte 1y 2) y las Figuras 34 a 46 se mostraron las traslocaciones de
genes tipo fusion, que se presentan por cambios estructurales gendmicos resultantes de la

disrupcion del ADN, seguida de reincorporacion y reproducciones erroneas 293
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En la Figura 34, se observo el gen de fusion CLDND1 — KIAA2026 que se expresé en
la muestra 1 de pterigion. El gen CLDND1 es una proteina transmembrana que predomina
en el sistema nervioso central, y se relaciona con leucodistrofia similar a la de Pelizaeus-
Merzbacher. KIAA2026 se expresa en el citoplasma en la mayoria de los tejidos, como
la retina y testiculos, este gen de fusion que se encuentra en el cromosoma 9, y no retiene

dominios proteicos.

En la Figura 35, se reportd el gen de fusion RNU1-2 — ATP13A2, en la muestra 3 de
pterigion, RNU1-2 es un gen snRNA. Entre sus vias relacionadas se encuentra el ciclo de
empalme espliceosomico y ATP13A2 participa en el transporte de cationes de metales de
transicion divalentes. La deficiencia se relaciona con paraplejia espéastica y sindrome de
Kufor-Rakeb. Asimismo, el gen de fusion RNU1-2 - ATP13A2, no presenta regiones

codificantes debido a la transcripcion anti sentido.

En la Figura 36 se graficd el gen de fusion RNU1-2 — SDHB. En la muestra 3 de
pterigion, RNU1-2 es un gen snRNA, se relaciona con el ciclo de empalme
espliceosdmico, SDHB es un gen supresor de tumores que ayuda con la proteccion contra
tumores benignos y malignos. Ademas, el gen de fusion RNU1-2 — SDHB, no presenta

regiones codificantes debido a la transcripcion anti sentido.

En la Figura 37 se expresa el gen de fusion WIZ — WHRN, el gen WIZ participa en la
regulacién positiva de la replicacion del ADN del ciclo celular nuclear y la estabilizacion
de proteinas. Por otra parte, el gen WHRN esta involucrado en la organizacion,
estabilizacion de la elongacion de los esterocilios y el ensamblaje citoesquelético de
actina, WIZ — WHRN es un gen de fusion con dominios de proteina retenidos y fusion

fuera del marco.

En la Figura 38, el gen de fusion 19:40114634 - SNORD3A, involucra el gegn SNORD3A
gue es un ARN nucleolar pequefio. Este desempefia un rol en el procesamiento de los
precursores del ARN ribosémico. Y por ultimo, el gen 19:40114634 que es uno nuevo

ubicado en el cromosoma 19; este nuevo gen de fusion no codifica proteinas.

En la Figura 39 se evidencié el gen de fusién 6:164999470 - RNA5SP226, el gen
RNAS5SP226 es un pseudogén, se expresa multiples tejidos. Y el gen 6:164999470
ubicado en el cromosoma 6, es un nuevo gen, el gen de fusién 6:164999470 -
RNASSP226 no codifica proteinas.
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En la Figura 40 el gen de fusion PSMC3 - NXF1 incluye al gen PSMC3, el cual es
codificador de proteinas. Las enfermedades relacionadas con este son la sordera, cataratas,
deterioro del desarrollo intelectual y polineuropatia y displasia del desarrollo de la cadera.
En lo concerniente al gen NXF1, es preciso sefialar que esta relacionado con la union de
ARN y la union de nucleétidos. El gen de fusion PSMC3 - NXF1, presenta dominios de

proteina retenidos y fusion en el marco.

La Figura 41 grafico el gen de fusion WNKL1 - ZNF79. En este caso, el gen WNK1
interviene en la homeostasis idnica y modula la presion arterial, transportando iones
dentroy fuera de la célula. ZNF79 es un gen codificador de proteinas, y presenta dominios

de proteina retenidos y fusién en el marco.

La Figura 42 present6 el gen de fusion DOCKS8 - RF00100. El primero es una proteina
adaptadora en la sefializacion del receptor tipo Toll 9 (TLR9), involucrada en la via de
sefializacion del receptor de linfocitos T y en la reorganizacion del citoesqueleto,
RF00100 es un snRNA. Actualmente no se ha reportado su asociacion a enfermedades.
El gen de fusion DOCKS8 - RF00100 presenta dominios de proteina retenidos y fusion

fuera del marco.

La Figura 43 indic6 el gen de fusion 19:40114634 - SNORD3A. El gen SNORD3A
desempefia un papel en el procesamiento de los precursores del ARN ribosémico. Asi,
19:40114634 es un nuevo gen que se reporta en este estudio, el gen de fusion
19:40114634 - SNORD3A no codifica proteinas.

En la Figura 44 se puede observar el gen de fusion AC093752.1 - RUFY3. El
AC093752.1 es un nuevo gen que se reporta en este estudio de investigacion,. Por otra
parte, el gen RUFY3 codifica proteinas necesarias para la conservacion de la polaridad
neuronal. Por lo tanto, el gen de fusion AC093752.1 - RUFY3 presenta dominios de

proteina retenidos y el marco de lectura es poco claro.

La Figura 45 presento el gen de fusion AC104151.1 - CNTNAP4. AC104151.1 es un
nuevo gen que se reporta en el presente trabajo de investigacion. Por otro lado,
CNTNAP4 esta involucrado en con la adhesion celular, este gen de fusion presenta

dominios de proteina retenidos y el marco de lectura es poco claro.

En la Figura 46 se evidencio el gen de fusion AC104151.1 - CNTNAPA4. Por un lado, el
AC104151.1 es un nuevo gen que se reporta en la literaturay CNTNAP4 esté involucrado

con la adhesidn celular. Por lo tanto, este gen de fusidn se forma en el cromosoma 16. En
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el gen AC104151.1 existe un punto de ruptura a nivel del exén 2 y se une al fragmento
formado por la ruptura en el exon 18 del gen CNTNAP4. Cabe mencionar que este gen

de fusion presenta dominios de proteina retenidos y el marco de lectura es poco claro.

Los genes de fusion PSMC3 - NXF1 y WNK1 - ZNF79. Estos tienen dominios de
proteina retenidos y fusiones en el marco, sintetizan proteinas que pueden actuar como
potentes impulsores en la génesis del pterigion. Los otros genes de fusién mencionados

no codifican proteinas, lo cual sefiala que estos no son funcionales ¢4,

Los genes de fusion que se reportan en el presente estudio no se hallan en la base de datos
Mitelman de aberraciones cromosdmicas y genes de fusion en cancer. Esto significa que

se han encontrado nuevos genes de fusion.

El descubrimiento de nuevos genes, mutaciones y genes de fusion en pterigion va a
brindar una mayor comprensién de las transformaciones moleculares en el tejido
proliferativo y permitird mejorar el enfoque para el diagnostico, pronostico y terapia en
pacientes con pterigion.

La importancia funcional de los hallazgos del trabajo de investigacion, promovera el uso

de terapias dirigidas, allanando el camino hacia la medicina individualizada.
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CONCLUSIONES

Primera. Se identificaron mutaciones del gen humano p53 en las muestras de pterigion

primario.

Segunda. La expresion génica de las biopsias analizadas muestra un perfil nunca antes

reportado en esta patologia.

Tercera. Se han encontrado 5 nuevas mutaciones en el gen p53: SNV C > G del
cromosoma: 17: 7676154 en el exon 4, SNV A > C del cromosoma: 17: 7669372 en el
exon 8, SNV C > T del cromosoma: 17: 7669 124 en el exén 8, SNV G > T, A del
cromosoma: 17: 7668836 en el exdn 8, SNV C > G, T del cromosoma: 17: 7668799 en el

exon 8.

Cuarta. Se encontraron 19 261 genes en cada muestra de pterigion, los genes mas
expresados fueron RPS29, AHNAK, MTRNR2L12, PCBD2

Quinta. Se hallaron 13 proteinas de fusién utilizando el software “Arriba (version1.2.0)”:
CLDND1 - KIAA2026, RNV1-2 — ATP13A2, RNU1-2 — SDHB, WIZ — WHRN,
19:40114634 - SNORD3A, 6:164999470 - RNA5SP226, PSMC3 - NXF1, WNK1 -
ZNF79, DOCK8 - RF00100, 19:40114634 - SNORD3A, AC093752.1 - RUFYS3,
AC104151.1 - CNTNAP4, AC104151.1 - CNTNAP4, que por primera vez son descritas

en esta tesis.

Sexta. Este estudio confirma que el pterigion esta relacionado con factores oncogénicos,
angiogeénicos, fibrogénicos e inflamatorios y, ademas, brinda evidencia sobre nuevos

genes, los cuales pueden contribuir a la patogenia.
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RECOMENDACIONES

1) Los resultados obtenidos, brindan informacion que permitira mejorar el enfoque
diagndstico, terapéutico del pterigion y también evidencia lo importante de realizar

investigacion genética de patologias oftalmoldgicas.

Por lo mencionado, se recomienda llevar a cabo estudios de enfermedades muy
prevalentes en el sur de PerG como pterigion, queratocono, degeneracion macular
relacionada con la edad, glaucoma. Todo esto, a través de la aplicacion de técnicas de
RNA-Seq para la pesquisa de blancos terapéuticos y pronosticos a partir de los hallazgos
de perfil de expresion génica autdctono de cada poblacion, que nos va a permitir

tratamientos individualizados.

2) El acceso a técnicas de diagnostico genético es muy limitada en el sistema sanitario de
nuestro pais. Por esta razon, se deberia permitir el acceso al uso de técnicas de RNA-Seq
en los diferentes hospitales y clinicas del Perd. Estos avances van a brindar un diagnéstico

mMAs preciso y, por consiguiente, tratamientos oportunos y eficientes.

3) Las nuevas mutaciones reportadas y las proteinas de fusién deben ser estudiadas en
mayor cantidad de muestras, con el fin de desarrollar alternativas diagndsticas y

terapéuticas innovadoras.
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PROPUESTA

1) La Universidad Catolica de Santa Maria, tiene el potencial humano y logistico que
permitiria desarrollar convenios prestacionales entre la Universidad Catdlica de Santa
Maria y Ministerio de Salud, EsSalud, Fuerzas armadas e instituciones privadas del sur
del Pert para la ejecucion de investigacion cientifica, aplicando técnicas de RNA-Seq por
el laboratorio de biologia molecular de la Universidad, para conocer el perfil gendmico
de las enfermedades mas prevalentes del sur del Per(, que va a permitir optimizar la

calidad de atencion en salud, mejorar los diagnosticos e incluir tratamientos innovadores.
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ANEXOS

ANEXO 1

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Mediante la presente se le invita a usted participar en un estudio de investigacion, que
tiene como propdsito conocer: Anélisis molecular del gen humano p53 en pterigion
primario.

El estudio esta a cargo de la investigadora Berioska Manzaneda Murguia de la
Universidad Catolica de Santa Maria del doctorado en salud. El proyecto es financiado
por la Universidad Catdlica de Santa Maria.

Participacion voluntaria

Luego de terminar de revisar este consentimiento, usted es el Unico que decide si desea
participar en el estudio. Su participacion es completamente voluntaria.

Procedimientos
1. Se tomara una encuesta con preguntas sobre datos socio demofiguras
2. Se utilizara el tejido extraido en su cirugia de plastia libre por pterigion primario
3. Se evaluaran resultados obtenidos en la encuesta y en las muestras de pterigion
4. Colocar y explicar cada procedimiento en palabras sencillas

Riesgos y procedimientos para minimizar los riesgos
No existen riesgos en esta investigacion.

Costos

Usted no debera asumir ningun costo econdmico para la participacion en este estudio, el
costo de las pruebas de secuenciacion por NGS de pterigion seran asumidos por la
investigadora.

Beneficios

Puede ser que no haya un beneficio inmediato para usted por participar de este estudio.
Sin embargo, usted estard contribuyendo decisivamente a ampliar los conocimientos
fisiopatoldgicos del pterigion primario.

Confidencialidad
Como hemos referido todos sus resultados que se generen seran tratados con la mas
estricta confidencialidad.

Contacto

Si usted tiene alguna pregunta acerca de este estudio el personal asignado a coordinar este
estudio puede responder preguntas adicionales sobre la encuesta, o cualquier
procedimiento.

Cualquier duda comunicarse a: berioska999@gmail.com

Celular 959541189, MO. Berioska Manzaneda Murguia (Investigadora)
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DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO/AUTORIZACION

Yo he tenido oportunidad de hacer preguntas, y siento que todas mis preguntas han sido
contestadas.

He comprendido que mi participacion es voluntaria y que puedo retirarme del estudio en
cualquier momento. Ademas, entiendo que estando de acuerdo de participar en este
estudio estoy dando permiso para se procese la informacion que he respondido en los
cuestionarios.

En base a la informacion que me han dado, estoy de acuerdo en participar en este estudio.

Nombre de participante
que da su autorizacion

DNI:

Firma y/o huella digital del
participante que da su autorizacion

Nombre del Investigador principal

Documento de identidad

Fecha:
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