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Anticuerpos contra proteinas del cristalino
en pacientes con cataratas

Javier Marrugo, Patricia Amaris, Luis Caraballo

Con el fin de establecer la prevalencia de los
anticuerpos contra los antigenos del cristalino
en diversos grupos de pacientes con y sin cata-
ratas y si existen diferencias significativas en-
tre éstos y un grupo control, estudiamos por la
técnica de doble inmunodifusién de Oucher-
lony los sueros de 37 pacientes con cataratas
seniles, dos pacientes diabéticos con cataratas,
11 diabéticos sin cataratas, seis afaquicos y
como controles 33 personas sanas, encontran-
dose la presencia de anticuerpos en 18.1 % de
individuos sanos, en 81.08% y 81.8% de pa-
cientes con cataratas seniles y diabéticos sin
cataratas respectivamente (P<0.00l). Ademas
el analisis molecular del extracto antigénico
por medio de la técnica de SDS-PAGE revelé
la presencia de nueve fracciones con pesos
moleculares comprendidos entre 80KD y 16KD
siendo el de S0KD el mas antigénico con los
sueros probados por western-blot.

INTRODUCCION

Las cataratas son la causa méas comun de
opacidad del cristalino en el humano. Aproxima-
damente 17 millones de personas presentan esta
alteracion ocular (1). En el Hospital Universitario
de Cartagena se extraen cerca de 200 cristalinos al
afio por esta enfermedad. No se dispone de me-
dios preventivos o que retarden eficazmente su
progresion. Desde 1927, Woods y Burky sugirie-
ron que la cataratogénesis era un fendémeno
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autoinmune (2). Posteriormente Hacket y Thomp-
son trataron de demostrar el papel que juegan los
anticuerpos contra el cristalino en la patogénesis
de las cataratas en animales de experimentacion
(3). Recientemente I. Angunawela en estudios
realizados en Sri Lanka demostré un incremento
significativo de los anticuepos contra el cristalino
en el suero de pacientes con cataratas y en el suero
de pacientes diabéticos. La controversia sobre la
importancia de estos anticuerpos en la patogénesis
de las cataratas radica en que aproximadamente
50% de las personas normales tiene anticuerpos
contra los antigenos del cristalino (1, 6). La idea
de que los componentes del cristalino fueran
antigénicos fue sugerida por Uhlenhuth hace mas
de 80 afios (4). Se ha propuesto que el hecho de
que las proteinas del cristalino estén "secuestradas"”
del sistema inmune en periodos iniciales del de-
sarrollo embrionario impide que induzcan tole-
rancia inmunoldgica (5). La presencia de cristali-
ninas en el humor acuoso y el desarrollo de tole-
rancia inmunoldgica a estos autoantigenos sugie-
re que el fenomeno de tolerancia activa previene
la aparicion de una reaccidon autoinmune severa
(6). Desde el punto de vista bioquimico el cristali-
no estd compuesto por 65% de agua y 35% de
proteinas, las cuales se dividen en dos grupos: las
cristalininas solubles y el albuminoide insoluble.
Las cristalininas en campo eléctrico se pueden
dividir en alfa, beta y gamma, siendo las alfa-
cristalininas el principal componente antigénico.
Las propiedades antigénicas de las proteinas del
cristalino son organoespecificas, es asi como al
inocular animales de experimentacion con protei-
nas del cristalino de una especie diferente se pro-
ducen cambios inflamatorios en el cristalino del


LEONIC
Line

Administrador
Line


384

animal inoculado, lo que sugiere que la configu-
racion de las proteinas del cristalino particular-
mente las alfa cristalininas son muy similares en
diferentes especies (7, 8). En los ultimos afios se
ha pensado en la posibilidad de que una reaccion
autoinmune pueda ser responsable de la formacion
de cataratas en el humano (1,2, 6). Esto ha podido
demostrarse parcialmente en diferentes estudios
gracias a la utilizacion de técnicas inmunolégicas
bastante sensibles y especificas que han permitido
poner en evidencia la existencia de anticuerpos
contra proteinas del cristalino de manera signifi-
cativa en la poblacién con cataratas (1,3). Estudios
recientes en ratones han establecido que los cam-
bios covalentes que ocurren en la alfa-cristalinina
durante el proceso de cataratogénesis producen
un incremento de la afinidad de los autoanticuerpos
por ésta, fendmeno similar al que ocurre en las
cataratas seniles en humanos (14). Sin embargo,
todavia quedan muchos aspectos hereditarios (9),
condiciones metabdlicas y ambientales que puedan
influir sobre su produccion.

MATERIAL Y METODOS

Cristalinos. Los cristalinos humanos se obtu-
vieron de pacientes a los cuales se practico ex-
traccion por cataratas. Los cristalinos fueron co-
locados enPBS pH 7.4, congelados y almacenados
a -70°C hasta el momento de la preparacion del
extracto antigénico.

Sueros de los pacientes. Se recolectaron mues-
tras de sueros de cinco diferentes grupos de pa-
cientes distribuidos de la siguiente manera:

Grupo 1: 37 pacientes con cataratas seniles.

Grupo 2: dos pacientes diabéticos con cataratas.

Grupos 3:11 pacientes diabéticos sin cataratas.

Grupo 4: seis pacientes afaquicos faquecto-
mizados tres a 12 meses antes y con un periodo de
tres a 12 meses de habérseles extraido las cata-
ratas.

Grupo 5: 33 personas sanas.

Los pacientes se escogieron de la Consulta
Extema de Oftalmologia del Hospital Universita-
rio de Cartagena, de ambos sexos y cualquier
edad a cada paciente se le tomaron 10 cc de sangre
en tubo seco y el suero se conservo a -20°C hasta
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el momento de su utilizaciéon. Los controles se
obtuvieron de trabajadores sanos del Hospital
Universitario y de estudiantes de un colegio de
Cartagena.

Preparacion del antigeno. Se tomaron 10 cris-
talinos, se descongelaron y luego se colocaron en
un homogenizador de vidrio con 10 ml de PBS
tween 20 al 1%, se maceraron hasta obtener una
suspension lechosa. El homogenizado se centrifugd
a 3.000 g por 30 minutos. El sobrenadante se
dializd contra PBS pH 7.4 durante 48 horas a
temperatura ambiente y se guard6 a -70°C hasta el
momento de su uso.

Medicion de la concentracion de proteinas del
extracto antigénico. La concentracion de proteinas
se determiné por el método de BIO-RAD, y ésta
fue de 6 mg/mL.

Doble difusion en gel de agarosa. Este método
descrito por Oucherlony (1949) se utiliz6 para
detectar la presencia de anticuerpos contra el ex-
tracto de cristalino. Se prepararon placas con una
solucion de agarosa al 1.5% (Fisher Scientific) la
cual fue hecha en buffer PBS pH 7.4. A la solucién
se le agreg6 azida de sodio (0.01 g) para evitar la
contaminacion. A cada plato para la difusion (6x6
cm) se le agregaron 8ml de la solucion de agarosa
y se dejo solidificar a temperatura ambiente, lue-
go se le practico un orificio de 5 mm de didmetro
central para el antigeno y seis periféricos de 3 mm
de diametro para los sueros. En el pozo central se
colocaron 100 uL de solucidn del antigeno a una
concentracion de 6 mg/mL y los sueros se coloca-
ron en los pozos periféricos, los platos se cubrie-
ron y se incubaron durante 72 horas a 37°C, las
bandas de precipitado se observaron al cabo de
este tiempo. Las placas se colorearon con azul
brillante de coomassie (Figura 1).

Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE). Esta se llevo a cabo en un gel vertical de
poliacarilamida al 10% en condiciones desna-
turalizantes durante una hora a 300 voltios, luego
se colore6 con azul brillante de coomassie y plata,
se seco y se fotografidé para analisis posterior.

Western blot. Después de la electroforesis en
gel de poliacrilamida (SDA-PAGE) se llevo a
cabo la electrotransferencia de las proteinas a un
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Figural. Bandas de precipitado observadas después de 72

Horas de difusion entre los sueros de los pacientes y el
extracto de antigeno de cristalino.

filtro o de nitrocelulosa utilizando 100 voltios du-
rante dos horas. Seguidamente se incubaron las
tiras del filtro con los diferentes sueros positivos
previamente seleccionados por ELISA o
inmunodifusién) durante 18 horas a 4°C. Poste-
riormente se practicaron cuatro lavados con PBS
tween 20 y sé agregd el conjugado durante una
hora a temperatura ambiente. Se repitieron los
lavados y se agreg6 la solucidén reveladora que
permitié la visualizaciéon de las diversas bandas
antigénicas a las que se les pudo determinar su
peso molecular mediante estandares.

Analisis de los datos. Los resultados fueron
analizados utilizando un microcomputador y el
programa de bioestadistica Tadpole (Elsevier-Biosoft).

RESULTADOS

Doble inmunodifusidon. Se estudié por este mé
todo el suero de 37 pacientes con cataratas seniles,
dos diabéticos con cataratas, 11 diabéticos sin
cataratas, sies afaquicos con menos de un afio de
la extraccion del cristalino y 33 controles sanos.
La doble inmunodifusiéon se llevd a cabo en pre-
sencia del extracto antigénico el cual tenia una
concentracion de proteinas de 6 mg/ml, las bandas
de precipitado aparecieron al cabo de 72 horas y
fueron observadas durante varios dias; posterior-
mente las placas fueron coloreadas con azul bri-
llante de coomassie para conservarlas (Figura 1).
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Figura 2. Electroforesis en SDS-PAGE al 12%, en donde se
observan las diversas bandas del extracto antigénico de
cristalino. Coloracion con plata y azul brillante de coomassie.

Los resultados obtenidos se resumen en la Ta-
blal. Se encontré6 que 81.08% (30 de 37) de los
pacientes con cataratas seniles tenian anticuerpos
contra las proteinas del cristalino. El 81.8% (9 de

11) de pacientes diabéticos sin cataratas también
tenia una reaccidén positiva. En el grupo de los
afaquicos presentaron anticuerpos 63.63% (4 de
6) y los dos pacientes diabéticos estudiados todos
presentaron anticuerpos contra el cristalino. De
los 33 controles sanos seis (18.1%) fueron positi-
vos. Esto mostré una gran diferencia entre el grupo
de pacientes y los controles (P<0.0001).

Las edades promedio por grupos de pacientes
fueron las siguientes: los pacientes con cataratas
seniles tenian un promedio de 63.57 afos, los
diabéticos con cataratas 57 afios, los diabéticos
sin cataratas 60.37 afios, el grupo de los afaquicos

Tabla 1. Resultados de la doble inmunodifusion en gel utili-
zando los sueros de los pacientes contra el antigeno del

cristalino.
Tipo de

aciente N | Promedio No. de (%)
p edad (aflos) | Positivos | Positivos
Catarata senil 37 63.57 30 81.08*
Diabético con catarata| 2 57 2 100
Diabético sin catarata | 11 60.37 9 81.8
Afaquicos 6 63.63 4 66.66
Controles sanos 33 25.72 6 18.1*
* X2=25.16 P<0.0001.
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63.63 afos y en el grupo de controles sanos el
promedio de edad fue de 25.72 afios.

Estudio molecular del antigeno: en la
electroforesis por SDS-PAGE se observaron nueve
bandas con pesos moleculares comprendidos en-
tre 80KD y 16KD (Figura 2), los pesos moleculares
de cada banda fueron establecidos usando
estandares y calculando la movilidad relativa.

Western-blot. Utilizando siete sueros positivos
de pacientes con cataratas seniles se encontré que
cinco de estos sueros presentaron reaccion positi-
va con la fraccion de 50 KD, cuatro presentaron
reaccion solamente con esta banda y uno con las
bandas de 36, 39, 48 KD. Un suero perteneciente
al grupo de diabéticos sin cataratas no dio ninguna
reaccion.

DISCUSION

Lapresencia de anticuerpos contra los antigenos
del cristalino se demostré en pacientes con catara-
tas seniles, diabéticos con y sin cataratas, afaquicos
y controles sanos, por la técnica de doble
inmunodifusién de Oucherlony. Encontramos que
81.08% de los pacientes con cataratas seniles y
con promedio de edad de 63.57 afios presentaban
anticuerpos contra los antigenos, dato muy similar
al revelado por otros estudios (1,3). En el grupo
de pacientes diabéticos con edad promedio de
60.37 afos la incidencia de anticuerpos fue de
81,8%; lo que sugiere, que la diabetes mellitus
podria ser un factor importante en la aparicion de
anticuerpos contra el cristalino, probablemente
debido a un aumento de la permeabilidad de la
membrana basal (10). Es importante tener en
cuenta lo anterior por la alta frecuencia de cataratas
en diabéticos, conocida desde hace muchos afios
(11,12). La diferencia entre el grupo de pacientes
con cataratas seniles y controles sanos fue alta-
mente significativa (P<0.0001), con relaciéon al
grupo de pacientes diabéticos se encontrd una
diferencia similar, pero el pequefio nimero de
pacientes no permite obtener ninguna conclusion.

La presencia de anticuerpos contra el cristalino
en 18.1% de controles sanos, con promedio de
edad de 25,72 afios sugiere la posibilidad de que
estos pacientes podrian desarrollar cataratas, en el
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futuro, lo anterior hace pensar que el envejeci-
miento, los traumas, las enfermedades como la
diabetes mellitus serian factores que harian perder
el estado de tolerancia y permitirian la produccion
de anticuerpos que podrian acelerar el proceso de
cataratogénesis.

El hecho de que en los sueros analizados por
Western-blot se haya encontrado la fraccion de
50KD como la mas antigénica, sugiere que éste
podria tratarse de uno de los antigenos secuestra-
dos que al ponerse en contacto con la circulacion
general podria inducir una respuesta inmune. Este
contacto podria estar desencadenado por trauma,
radiacion o un simple aumento de la permeabilidd
de la membrana del cristalino.

La otra pregunta que habria que responder es la
de por qué algunos individuos responden a otras
moléculas del cristalino? Esto se podria deber a
diferencias genéticas, teniendo en cuenta que la
respuesta inmune es un fendmeno controlado
genéticamente por el sistema HLA. Un estudio
realizado por un grupo de investigadores encontrd
una asociacion negativa entre el alelo HLA Aw26
y la cataratogénesis, hallazgo sugestivo de que
este alelo podria estar en desequilibrio de
ligamiento negativo con el gen de susceptibilidad
para esta enfermedad (13), pero fue un estudio en
donde la tipificacion se hizo por serologia y no se
detecto la respuesta inmune a los antigenos espe-
cificos del cristalino. Para futuros estudios en que
se pretenda establecer una asociacioén entre HLA
y la respuesta autoinmune contra los antigenos del
cristalino seria necesario estudiar el HLA a nivel
del DNA y la respuesta autoinmune contra
antigenos especificos del cristalino mediante la
técnica de western-blot.

Concluyendo, los autoanticuerpos contra los
antigenos del cristalino detectados tanto en pa-
cientes con cataratas como en diabéticos abren la
posibilidad de que algin mecanismo inmunologico
(deposito de complejos inmunes) sea el responsa-
ble de la cataratogénesis. si en un futuro se pudie-
ra establecer si realmente la respuesta inmune
contra el cristalino se encuentra controlada
genéticamente, se podrian hacer planes preventi-
vos detectando precozmente a las personas sus-
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ceptibles de padecer cataratas y poder evitar la
morbilidad producida por esta enfermedad.

SUMMARY

In order to establish the presence of serum
antibodies against lens proteins and the possible
role of autoimmune phenomena in the pathogen-
esis of cataract, 37 patients with senile cataract, 2
patients with diabetes mellitus with cataract, 11
diabetic patients without cataract, and 33 healthy
controls were studied. Antibodies were detected
by using double diffusion in agarose as described
by Ouchteriony. It was found that 18.1 % ofhealthy
individuals had antilens antibodies; in contrast,
the prevalence of such antibodies among patients
with senile cataracts and diabetics without cataracts
was 81.08% respectively (p< 0.001). In addition,
SDS-PAGE performed to the lens extract revealed
nine reproducible bands with molecular weights
between 16 KD and 80 KD. Immunoblotting pro-
cedures allow us to demonstrate that the 50 KD
band was the most frequently detected by positive
sera from patients and controls.
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