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INTRODUCCION

En 1995, la Organizacion Mundial de la Salud estimé que aproximadamente 38
millones de personas eran ciegas y 110 millones tuvieron disminucion de la agudeza
visual de manera importante. Para 1997 el nimero aproximado de personas ciegas a
nivel mundial aumentd a 45 millones. Las causas de ceguera mas frecuentes son
degeneracion retiniana, alteraciones congénitas, diabetes mellitus, uveitis y accidentes
(1). Los mecanismos fisiopatolégicos que conducen a ceguera en la degeneracion
retiniana y diabetes mellitas han sido ampliamente estudiados, sin embargo aquellos
relacionados con la genética como las alteraciones congénitas y con la inmunologia
como las uveitis, apenas comienzan a ser estudiados. En este sentido y debido a que las
uveitis son una causa muy frecuente de consulta oftalmologica, en este trabajo nos
enfocamos al estudio de las mismas.

La incidencia de uveitis en paises desarrollados es aproximadamente de 15 a 17
casos por cada 100 000 habitantes, donde las uveitis intermedias representan el 13% del
total de las uveitis, sin predominio aparente de género (32). En México, en un estudio
llevado a cabo por el Servicio de Uvea del Instituto de Oftalmologia Conde de
Valenciana se encontr6 que la frecuencia de las uveitis intermedias es cercana al 20% y
que dentro de estas la pars planitis contribuye con el 14% de los casos; ademas de que
en ese estudio se encontré6 mayor frecuencia en hombres que en mujeres, siendo la
mayor parte de los pacientes menores de 20 afios de edad (2).Se determiné que la edad
de comienzo de los signos y sintomas es a los 6 afos, mientras que la edad al
diagnostico es alrededor de los 10 afios Las diferencias en la frecuencia y de predominio
de género de PP en nuestro medio pudieran explicarse por una predisposicion genética,
en este sentido en el estudio de Alaez y cols y con el fin de determinar la participacién
de los alelos DRB1, DQA1 y DQBI en la expresion de PP, encontraron que el haplotipo
HLA clase II tipico en mexicanos mestizos relacionado con PP fue DRBI1 "802, DQALI
"0401, DQB170402 confiriendo un riesgo de 2.7; reportando ademéas que HLA- DRBI
"0802 se encontraba incrementado en el sexo masculino.(13) En otros estudios
realizados en poblaciones diferentes a la mexicana se ha encontrado que el HLA-B51
también se encuentra asociado a esclerosis multiple y PP.

En general las uveitis se clasifican de acuerdo a la zona anatomica afectada: Asi
tenemos uveitis anterior (iritis, ciclitis anterior e iridociclitis); uveitis intermedia (pars
planitis, ciclitis posterior, hialitis, retinocoroiditis basal, uveitis periférica); uveitis
posterior (coroiditis focal, multifocal o difusa, coriorretinitis, retinocoroiditis o
neurouveitis) y por ultimo panuveitis (Sindrome de Vogt-Koyanagi-Harada) (2). De
estas, las uveitis intermedias como la Pars Planitis son muy severas porque afectan a
nifios.



El término se uso por vez primera en 1960 por Welch y describe un sindrome
caracterizado por una inflamacion periférica del segmento posterior, opacidades vitreas
y edema en el polo posterior (4). En 1950 Schepens describié la misma condicién
llaméndola “uveitis periférica”, siendo el dato principal la acumulacién de exudados
inflamatorios
amarillo-grisaceos originados primariamente en la region de la pars plicatta, pars plana
y la periferia de la retina (5).

A lo largo de la historia se le ha denominado como ciclitis, biciclitis periférica,
ciclitis cronica y vitritis (6-7). Para 1987, el Grupo Internacional de Estudio de la
Uveitis introdujo el término de Uveitis Intermedia (8). Actualmente, esta denominacién
se utiliza para describir a pacientes en los cuales la lesion principal es la presencia de
exudados inflamatorios o células vitreas en la pars plana; condensacion vitrea sobre la
periferia inferior de la retina, pudiendo desarrollar vasculitis retiniana periférica en
ambos ojos (3). La inflamacién se puede asociar con iridociclitis de Fuchs y otras
enfermedades sistémicas como espondilitis anquilosante, sindrome de Reiter,
enfermedad de Behcet, esclerosis multiple (EM) y colitis ulcerativa (9).

La pars planitis es una uveitis intermedia caracterizada por una inflamacion
idiopatica, insidiosa y cronica, la disminucion de la agudeza visual puede ser severa si
se retrasa el diagnostico y el manejo terapéutico (1). Por lo general es bilateral, aunque
de gravedad asimétrica. El curso clinico es variable, algunos pacientes sufren un tinico
episodio leve, pero la mayoria tiene una evolucion térpida, con exacerbaciones y
remisiones incompletas (3).

El cuadro clinico generalmente es un nifio o adulto joven, que manifiesta
disminucion lentamente progresiva de la agudeza visual, visualizacion de puntos, lineas
u objetos (miodesopsias), o0jo rojo y dolor leve en uno o ambos ojos. Las células
vitreas se acumulan para formar copos o bancos de nieve dependiendo la cantidad de
exudado inflamatorio acumulado que se presente principalmente en la porcion inferior
del fundus (2-3). Dentro de las complicaciones estan las cataratas subcapsulares
posteriores y el edema macular cistoide. En casos extremos, puede haber
neovascularizacion retiniana (10).

En cuanto a la base inmunologica se han encontrado linfocitos T cooperadores
(T CD4+) en los infiltrados periféricos de los vasos retinianos y en los bancos de nieve,
dirigiendo la especificidad de su respuesta contra antigenos oculares localizados en la
interfase vitreorretiniana (vasos sanguineos retinianos, cuerpo ciliar o pars plana);
dichos antigenos pueden ser enddgenos como las proteinas asociadas a la melanina
uveal, la proteina retinoide interfotorreceptora (IRBP) y el antigeno soluble retiniano (S-
Ag); y exdgenos, como virus, hongos, entre otros (15).



Los linfocitos que han migrado al ojo liberan mediadores quimicos como
citocinas y quimiocinas, que contribuyen al dafio visual. Barton et al (16) observaron
cambios en la cinética de los transcritos de mRNA para IL-2, IFN-y e IL-4 las cuales se
expresaron tempranamente, mientras que el mRNA para IL-10 se expreso tardiamente
durante una uveorretinits autoinmune. Estas observaciones sugieren que los infiltrados
de linfocitos T, son predominantemente Thl y promueven la respuesta celular en ojo,
mientras que la supresion Thl trae consigo la reduccion de la inflamacion (17).

La activacion de la respuesta inmunitaria a nivel local genera exudados
inflamatorios en los cuales se encuentra una gran cantidad de colageno, laminina y
elementos gliales que son percibidos por el paciente en forma de puntos, lineas u
objetos en su campo visual (18-19). La activacién de la respuesta inmunitaria no se
restringe a nivel local ya que Murphy CC et al. (20). reportaron que la expresion de
CD69+ esta incrementado linfocitos T CD4+. CD69+ es un marcador de activacion
celular temprana pues aparece aproximadamente a las 4 h posterior a la activacion con
un pico de expresion a las 48 h. (21) Existen otros marcadores asociados a estimulacion
cronica de la respuesta inmunitaria como CD57+ (22).

CD57+ es un polisacarido sulfatado SO4-3GIcAB1, 3Galf1,4GlcNAc (también
conocido como HNK-1 o Leu-7), que estd presente en diferentes superficies celulares
como glicoproteinas o glicolipidos (23) y en linfocitos T no convencionales (24). Se ha
reportado que los glicolipidos que expresan CD57+ funcionan como ligandos para L-
selectina, P-selectina (25), IL-6 (26), y proteoglicanos del sistema nervioso (27). Las
subpoblaciones celulares que coexpresan CD57+ en su superficie, se han relacionado
con estimulacion cronica de la respuesta inmunitaria, sugiriéndose que la expresion de
CD57+ puede ser un marcador de memoria tardia en linfocitos T (22-28). Sin embargo
el verdadero significado funcional de esta subpoblacion celular atn es incierto. En los
ultimos afios se ha descrito que el incremento en la expresion de CD57+ en linfocitos T
correlaciona con enfermedades En particular la expresion de CD57+ en linfocitos T, en
VIH y AR se ha asociado con el estado de actividad de la enfermedad (30-31).

Debido a que durante las respuestas inmunoldgica cronicas existen diferencias en
las subpoblaciones celulares, caracterizadas por un incremento en la expresion de CD57
+y que esta molécula se encuentra expresada en enfermedades cronicas, este trabajo
pretende estudiar si durante la Pars Planitis que es una uveitis intermedia que tiene una
evolucion clinica cronica, existe un aumento de las subpoblaciones que expresan
CD57+.



RESUMEN

ANTECEDENTES: Pars planitis es un tipo de uveitis intermedia y su
presentacioén clinica es cronica e insidiosa. Las causas de PP aun son
desconocidas, sin embargo se ha sugerido la participacién de linfocitos T
con un rol importante en el desarrollo de la enfermedad.

En afios pasados se han reportado algunas condiciones patoldgicas
caracterizadas por la persistencia del antigeno o cronicidad y que estan
asociadas con la expresion una molécula denominada CDS57+ en
linfocitos T.

MATERIAL Y METODOS:Se llevo a cabo un estudio de tipo
observacional, transversal, comparativo y abierto en pacientes de ambos
sexos con diagndstico de Pars Planitis entre los 10 y 40 afios de edad del
servicio de Uvea del Instituto de Oftalmologia Fundacién Conde de
Valenciana. Veinte pacientes (10 pacientes por grupo) fueron incluidos
en este estudio. Bajo consentimiento informado, se tomd una muestra
sanguinea, a partir de la cual se aislaron las células mononucleares,
posteriormente estas fueron incubadas con anticuerpos monoclonales
conjugados a un fluorocromo y dirigidos contra CD4+, CD8+ y CD57+.
Se eliminaron 3 pacientes puesto que no se consiguieron muestras de
controles similares a edad y sexo.

Los resultados fueron analizados por citometria de flujo y el anélisis
estadistico fue realizado con la t Student y expresado en media y error
estandar.

RESULTADOS: El porcentaje de células T CD4+ en pacientes con PP fue de 47%=+5
contra 41% + 5 en grupo control; las células T CD8+ en pacientes con PP fue de 35%+4
contra 30% +4 en grupo controlo; las células T CD57+( HNK-1) en PP fue de 31% +6
contra 10%=3 en sujetos control (p=0.007); CD4+CD57+ en PP fue de 6% =+1 contra
2+0.1 en controles (p=0.02); las células T CD8+CDS57+ en PP fue de 12%=2 contra
5%=0.6 en grupo control (p=0.0007).



SUMMARY

BACKGROUND. Pars planitis (PP) is a type of intermediate uveitis. The clinical
presentation of PP is chronic and insidious. Despite the cause of PP remains unknown,
it has been suggested that participation of T cells could play an important role in the
development of the disease. In the last years it has been reported that some pathological
conditions characterized by the antigen persistence or chronicity are associated with the
expansion of unconventional T cells bearing the sulphated polysaccharide HNK-1. The
aim of this work was to evaluate the expression of CD57+ HNK-1 on T cells from
patients with PP.

MATERIALS AND METHODS. We determined on peripheral blood mononuclear
cells from 10 patients with PP and 10 age-matched healthy controls (HC) the expression
of CD4+, CD8+, and CD57+ using monoclonal antibodies conjugated to fluorochrome.
Results were analyzed by flow-cytometry and t Studen test was used for statistical

analysis, expressed en mean and error deviation of mean.

RESULTS: CD4+ T cells in PP patients was 47% + 5 vs 41% + 5 in HC; CD8+ T cells
in PP patients was 35% + 4 vs 30% * 4 in HC; HNK-1+ T cells in PP patients was 31%
+ 6 vs 10% = 3 in HC (p=0.007); CD4+HNK-1+ T cells in PP patients was 6% £ 1 vs 2
+ 0.1 in HC (p=0.02); CD8+HNK-1+ T cells in PP was 12% =+ 2 vs 5% * 0.6 (p=0.007).

CONCLUSIONS: The function of HNK-1+ T cells remains unknown, some authors
have suggested that expression of HNK-1 on T cells is a differentiation event in late
immune responses, others authors have suggested that T cells bearing HNK-1 are
effectors cells in process of migration to areas of inflammation. Our findings showed
that HNK-1+ T cells are increased in PP patients, suggesting that HNK-1+ T cells could

play a role in the pathogenesis of immune injury in PP.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Determinacion de subpoblaciones de linfocitos T en pacientes con Pars Planitis



OBJETIVOS:

e Determinar linfocitos T CD57 en pacientes con Pars planitis



MATERIAL Y METODOS:

De la clinica de Uvea del Instituto de Oftalmologia Fundaciéon Conde de
Valenciana se seleccionaron a pacientes con diagnéstico de Pars Planitis y sujetos
sanos, descartandose que éstos ultimos no presentaran algin tipo de padecimiento
oftalmoldgico, fueron en total 20 pacientes (10 por grupo).

Se excluyeron a tres pacientes puesto que no se encontraron muestras sanguineas
de controles similares a edad y sexo.

Bajo consentimiento informado se procedid6 a toma demuestra sanguinea
consistiendo en 10 ml con anticoagulante EDTA mediante puncion venosa,
procediendo a la separacion de células mononucleares.

OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES.

Una vez obtenida la muestra sanguinea se procedié a la separacion de células
mononucleares con Ficoll-Hypaque 1077, se centrifugd durante 30 min a 1500 rpm y
19 °C obteniéndose un botdn celular para ser lavado con PBS al 1%, centrifugandose
por segunda ocasion durante 5 min a 1500 rpm y 4 °C, procediendo al marcaje celular.

CITOMETRIA DE FLUJO.

Las células mononucleares fueron marcadas de la siguiente manera; con
fluorocromos CD4 unido a PercyS o CD8 PerCy5 y CD57+ Isotiocianato de
Fluoresceina, para ser leido en citometro de fluyjo FACScalibur con el software Cell
Quest y expresado en % celular positivo a cada fluorocromo.



RESULTADOS

En el presente estudio evaluamos una poblacion de 7 sujetos con diagnostico
de Pars Planitis activa y 7 sujetos sanos en edades comprendidas entre los 10 y 40 afios,
en el periodo de tiempo de marzo a agostos 2005, en el grupo testigo se incluyeron 5
sujetos del género masculino y 2 del género femenino.

Tabla 1. Datos demograficos de los sujetos que participaron en el estudio

Pacientes con PP Edad Sujetos sanos Edad
masculino 10 afios Masculino 11afos
masculino 40 afios Masculino 40 afios
masculino 13 anos Masculino 12 anos
femenino 11 afios Femenino 10afos
femenino 15anos Femenino 15anos
masculino 21anos Masculino 21anos
masculino 21afnos Masculino 21afnos

Los resultados de los datos demograficos indicaron que los pacientes con Pars
Planitis que participaron en este estudio fueron pareados por edad, sexo, lugar de origen
y residencia, con individuos con las mismas caracteristicas mencionadas y que a la
exploracion oftalmologica no tuvieron datos de ningln tipo de uveitis o de alguna otra
enfermedad ocular.

Una vez establecido que los individuos de ambos grupos tuvieron caracteristicas
demogréficas similares, entonces se procedio a realizar el analisis de las poblaciones
celulares de linfocitos T CD4 +y CD8+ en los grupos de estudio mediante citometria de
flujo.




FRECUENCIA DE SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T

La frecuencia de linfocitos T fue analizada por citometria de flujo, en células
mononucleares obtenidas a partir de sangre periférica tal como fue descrito en material
y métodos. Los resultados obtenidos mostraron que el porcentaje de linfocitos T CD4+
en pacientes con PP fue del 47% + 5 contra 41% + 5 en sujetos control .Al analizar el
porcentaje de linfocitos T CD8+, encontramos que en pacientes con PP, el porcentaje
fue de 35% + 4 contra 30% + 4 en sujetos sanos. Porcentaje expresado en media. (
Figura 2).

PORCENTAJE DE CELULAS T

60

PORCENTAJE

PPTCD4+ GCTCD4+ PPTCD8+ GCTCD 8+
LINFOCITOS CD 4+ YCD 8 +

Figura. 2.- Porcentaje de subpoblaciones de linfocitos T en pacientes con Pars planitis (PP) grupo control .



EXPRESION DE CD57 EN SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T

La expresion de CD57+ fue medida en los linfocitos T de pacientes con pars
planitis y sujetos sanos por citometria de flujo encontrando que el porcentaje de
linfocitos T que expresan CD57+ fue de 31% + 6 en el grupo de pacientes, contra 10%
+ 3 en sujetos sanos siendo esta diferencia estadisticamente significativa con una
p=0.0007, por lo que el siguiente paso fue analizar la co-expresion de este marcador en
las diferentes subpoblaciones de linfocitos T para determinar el porcentaje con el que
contribuyen cada una.
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Figura 3. En la presente figura se muestra una citometria de flujo, en la que la expresion de CD57+ en linfocitos T CD4+ se
encontr6 en los pacientes con PP una media en la expresion de 6% =+ 1 contra 2 + 0.1 en sujetos sanos, representado en el cuadrante
superior derecho, en la misma regién muestra el porcentaje expresado en media siendo estadisticamente significativo con una p=

0.002.
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Al analizar la expresion de CD57+ en los linfocitos T CD8+ en ambos grupos
encontramos que en los pacientes con pars planitis un porcentaje de 12% =+ 2 contra 5%
+ 0.6 del grupo control, el porcentaje expresado en media, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa con una p=0.007.

CONTROLES PACIENTES CON
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Figura 4. La presente figura muestra la Citometria de flujo de células T CD8+ CD57+, en donde en el subcuadrante superior derecho

en el grupo de PP encontramos una media de 12% ==2 contra de 5 & 0.6 en el grupo control , con una p=0.007,siendo
estadisticamente significativo.



DISCUSION.

Pars planitis es una uveitis intermedia caracterizada por una evolucién insidiosa,
cronica, que suele afectar a nifios y adultos jovenes, en particular en nifos, la
disminucién de la agudeza visual puede ser severa si se retrasa el diagnostico(1). Por lo
general es bilateral, aunque de gravedad asimétrica(3).

El cuadro clinico generalmente es un nifo o adulto joven, sin datos de
enfermedad simétrica previa a la aparicion de los signos y sintomas los que serian
disminucion lentamente progresiva de la agudeza visual, visualizacién de punto, lineas
u objetos (miodesopsias), 0jo rojo y dolor leve en uno o en ambos ojos (2,3).

Dentro de las complicaciones estdn las cataratas subcapsulares posteriores y el
edema macular cistoide. En casos extremos, puede haber neovascularizacion retiniana
(10).

Se sabe que la incidencia de las wuveitis intermedias es igual en ambos sexos,
representan entre el 10-20% del total de las uveitis en adulto, siendo el rango de edad de
15 a 45 afios.

Las causas mas comunes de uveitis intermedia son la sarcoidosis, esclerosis
multiple y enfermedad de Lyme, en la mayoria de los casos se desconoce su naturaleza

(11).

La fisiopatologia de la PP incluye una predisposiciéon genética y una base
inmunolégica en la que los linfocitos T se encuentran expresando marcadores de
activacion en circulacion periférica por lo que se propone que estarian participando en
la respuesta inmunoldgica alterada en estos pacientes. (14). Existen marcadores
asociados a estimulacion crénica de la respuesta inmunitaria como CD57+ (HNK-1 o
Leu7) que esta presente en diferentes superficies celulares como glicoproteinas y en
linfocitos T no convencionales (24). Se ha sugerido la expresion de CD57 + como un
marcador de memoria tardia en linfocitos T, sin embargo el verdadero significado
funcional de ésta subpoblacion celular atin es incierto (22,28).

En el presente estudio, no encontramos una diferencia significativa entre PPy
sujetos sanos relacionada con el género, destaco que la edad de presentacion era entre
los 11 y 40 afios, como se describe en la literatura.

En el grupo de sujetos con PP se encontrd que la cronicidad y actividad de la
enfermedad se relacionaba con la presencia del marcador de superficie CD57+,
sugiriéndose como marcador de memoria tardia en linfocitos T.



CONCLUSIONES

Después de analizar la informacion de nuestro estudio podemos concluir que:

1.- No se encontraron diferencias en el porcentaje de Linfocitos T CD4+ y CD8+ entre
el grupo de pacientes de pars planitis y el grupo control.

2.- Los linfocitos T CD4+, CD8+, presentan incrementada la expresion de el marcador
de superficie CD57+ en pacientes con pars planitis.

3.- Todos éstos resultados sugieren que los Linfocitos T que co-expresan CD57 + en su
membrana pueden estar involucrados en la patogénesis ya que pudieran estar
relacionadas con la activacion del padecimiento o su cronicidad. Posiblemente, podria
estarse produciendo citocinas que alteran el equilibrio en la respuesta inmunologica de
individuos con pars planitis en actividad o cronicidad. Quedando como perspectiva el
interés de este estudio para continuar realizando mediciones del marcador en actividad y
no actividad y asi mismo las citocinas intracelulares que se producen, para aportar un
mayor conocimiento a la inmunopatologia de la Pars Planitis.
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