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I. INTRODUCCION

Las enfermedades alérgicas del ojo son un conjunto de alteraciones inflamatorias que, en
México, constituyen un problema de salud ya que generan una morbilidad significativa en todas
sus formas clinicas. En Estados Unidos la prevalencia de las enfermedades alérgicas ha
aumentado en los ultimos afios afectando entre el 15-25% de la poblacién, reportdndose que
existen 22 millones de casos nuevos anuales de alergia y de estos el 32% manifiestan
enfermedad ocular, especialmente nifios y adultos jovenes. En México no existen reportes
claros sobre su incidencia o prevalencia pero Lopez-Lépez J reporta una frecuencia del 4%
entre todas las enfermedades alérgicas,' mientras que Toribio E reporta que se encuentra
asociada hasta en un 80% con otras enfermedades alérgicas’. En nuestra institucion, la
conjuntivitis alérgica se encuentra dentro de las primeras 10 causas de consulta, impartiéndose
casi 8000 consultas al afio por esta entidad®. En su forma més leve, produce sintomas molestos
pero gue no amenazan a la visién, sus formas mas graves, como son la queratoconjuntivitis

vernal y atdpica, pueden complicarse y provocar ceguera si afectan la cornea.

1.- Definicion:

La conjuntiva se extiende desde el limbo al

margen palpebral del ojo y se divide

anatomicamente en tres porciones: la EPITELIO
|~

conjuntiva bulbar, que cubre la porcion

anterior de la esclerdtica; la conjuntiva

palpebral, que enmarca la superficie interna Pl i, '.“-’;:#_ ;f',?“‘i )
; io uni e NPV AL L8 %Y
de los péarpados; y el espacio unido por s “,ﬂ A
. , - ", Iq . ‘0‘!,..,‘ v r. \:_
ambos, que se denomina fornix o saco PR oA il [
oLl Capilar

Difuso

conjuntival. Histolégicamente la conjuntiva

se divide en dos 4éreas: epitelio plano
estratificado no queratinizado, constituido
por 2 a 5 capas celulares y la lamina propia,
constituida de tejido conectivo laxo.
(Figura 1)

Figura 1. Conjuntiva bulbar humana. Corte histolégico
de conjuntiva bulbar humana (100x) en el que se observa el
CALT difuso. Recuadro 1000x. Tincincon Hy E .

La conjuntivitis alérgica es una es inflamacion conjuntival bilateral, brusca e intensa,

generalmente autolimitada, provocada por el contacto del alergeno con la conjuntiva bulbar



ylo tarsal de un paciente sensibilizado, esta sensibilizaciéon se debe a una desregulacion del
sistema inmune y se manifiesta a través del CALT.* (Figura 1)

Durante el proceso alérgico se liberan citocinas pro y anti-inflamatorias provenientes de
células mononucleares que han migrado a la conjuntiva®. Lo que genera una gran cantidad de
cambios en la superficie ocular. (Figura 2)
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Figura 2. Fendomeno inflamatorio ocular. Se presentan los
mecanismos involucrados en la perpetuacion del dafio en la superficie
ocular.



2.- Manifestaciones Clinicas:

La inflamacidn de la superficie ocular genera una serie de signos y sintomas, de ellos el prurito
se considera el mas importante®, ademés, aparecen eritema conjuntival y ardor ocular, los cuales
frecuentemente se acompafian de lagrimeo y fotofobia. En un principio estos sintomas tienden a
ser ocasionales y reversibles pero a medida que se presentan cambios anatomicos en la
superficie ocular por respuestas de reparacion agresiva aparece fibrosis y vascularizacion’, con
lo que los sintomas tienden ha aumentar en frecuencia y aparicion para finalmente hacerse

irreversibles.

El eritema, el edema palpebral y/o conjuntival, el enrojecimiento y la fotofobia son mas
frecuentes en la fase aguda; mientras que en la fase tardia se observa que la hiperemia
conjuntival se torna mas aparente y aparece pseudoptosis; en algunos casos acimulos celulares
en la region limbica y en casos extremos ulceraciones corneales. En nuestra poblacién se ha
reportado que los sintomas mas caracteristicos son el prurito (97%), el lagrimeo (86.4%) y la
fotofobia (54.2%); mientras que los signos mas frecuentes son las papilas tarsales (100%) y la
hiperemia conjuntival (82%)%. En la conjuntivitis se puede afectar también la piel y el tejido

subcutaneo de los parpados pero es la conjuntiva la que se encuentra mas afectada.

3.- Clasificacion:

Las conjuntivitis alérgicas pueden ser clasificadas de acuerdo a su tiempo de evolucion en
agudas y crénicas. Son dos las formas agudas: la estacional, que se presenta durante algunas
épocas del afio y estan relacionadas a eventos como polinizacion en primavera o verano; y la
perenne, que se presenta durante todo el afio. Dentro de las formas crdnicas se describen la
queratoconjuntivitis primaveral, la queratoconjuntivitis atopica y la conjuntivitis papilar
gigante, a esta Ultima no se le considera una auténtica reaccién alérgica ocular ya que se ha
asociado a dafio mecanico, como en los usuarios de lentes de contacto, pero no se descarta que

la presentacion clinica pueda agravarse por una alergia concomitante °.



A) Conjuntivitis Alérgicas Agudas

Se clasifica dentro de éstas a la conjuntivitis alérgica
estacional (SAC, por sus siglas en inglés, Seasonal
Allergic Conjunctivitis) y la perenne (PAC, por sus
siglas en inglés, Perennial Allergic Conjunctivitis), en
ambas se identifica clinicamente una historia familiar de
atopia, asi como reacciones alérgicas desencadenadas
por pdlenes, pasto, acaros o pelo de animales; estos
pacientes pueden presentar ademas rinitis
(rinoconjuntivitis), asma o0 ambos. La SAC representa el
90 % de todos los tipos de conjuntivitis alérgicas,
mientras que la PAC representa el 5 % de los casos;
afectan a ambos sexos y a todas las edades, clinicamente
presentan hiperemia conjuntival, quemosis, prurito,

moco, edema palpebral y papilas de menor tamafio.

Figura 3. Conjuntivitis alérgica perenne.
Paciente con reaccion papilar leve. a) Vista de
frente, ligera hiperemia conjuntival; b)
Reaccion palpebral; ¢) Tincion con fluoresceina
y luz azul de cobalto que evidencia las papilas
tarsales.

Los signos y sintomas son estacionales en la SAC y durante todo el afio en la PAC. El

mecanismo de dafio inmunoldgico en la SAC se encuentra mediado exclusivamente por células

cebadas residentes, mientras que en la PAC intervienen ademés los eosindfilos sensibilizados®.



B) Conjuntivitis Alérgicas Cronicas

Clinicamente se dividen en:
a) Queratoconjuntivitis primaveral (VKC, por sus siglas en inglés, Vernal Keratoconjunctivitis).
b) Queratoconjuntivitis atopica (AKC, por sus siglas en inglés, Atopic Keratoconjunctivitis).

c) Conjuntivitis papilar gigante (GPC, por sus siglas en inglés, Giant Papillary Conjunctivitis).

El mecanismo de dafio inmunoldgico en el caso de la VKC y la AKC es por medio de una
reaccion de hipersensibilidad tipo 1 (ver inmunofisiopatologia). En el caso de la GPC, el
mecanismo de dafio es primordialmente mecénico, favorecido por una inflamacién persistente
mantenida por una hipersensibilidad de tipo IV, mediada por linfocitos Thl, por eso algunos

autores no la consideran como una conjuntivitis alérgica clasica.'”

a) La queratoconjuntivitis primaveral (VKC) representa aproximadamente el 3% de todas las
conjuntivitis, se presenta con mayor frecuencia entre la infancia y la pubertad, afectando més a
los hombres en climas célidos y se manifiesta durante todo el afio con exacerbaciones
estacionales. Se puede clasificar de acuerdo a la localizacion de la lesion ocular en palpebral,

limbica y mixta. (Figura 4).



Figura 4. Queratoconjuntivitis primaveral. a) Pseudoptosis e hiperemia conjuntival importante;

b) Forma palpebral; c) Ulcera corneal en escudo; d) Puntos de Horner-Trantas en la forma limbal.

- La conjuntivitis palpebral se distingue por quemaosis, hiperemia conjuntival e hipertrofia papilar
difusa, predominantemente localizada en el tarso superior. Las papilas pueden tener un tamafio
mayor de 0.3 mm y considerarse papilas gigantes, son de forma poliédrica y en algunos casos se
encuentran sobreelevadas del plano conjuntival erosionando la cérnea. Ademas, puede haber un
acumulo de moco denso con fibrina entre las papilas, 1o que se conoce como signo de Maxwell-
Lyons y es comln observar un aspecto empedrado de las mismas lo que puede ocasionar
blefaroespasmo o pseudoptosis por tallado intenso. (Figura 4).

- La conjuntivitis limbica se caracteriza por afectar el limbo con lesiones nodulares, pequefias y
sobreelevadas que pueden coalescer, su aspecto es gelatinoso y brillante, rodeando los 360° del
limbo o bien, pueden ser nddulos aislados de aspecto amarillento. Histoldgicamente se observa un
infiltrado inflamatorio con predominio de eosindéfilos, en el &pice de la papila se pueden observar
unos puntos blanquecinos conocidos como puntos de “Horner-Trantas” que son resultado del

acumulo eosinofilico. (Figura 4).



- La conjuntivitis mixta es considerada una combinacién de las entidades mencionadas
previamente, por lo que se puede afectar tanto la porcion palpebral de la conjuntiva, como la

porcidn limbica y tener repercusiones visuales por dafio en la superficie corneal.

Existen dos complicaciones frecuentes en la VKC que pueden comprometer la vision al afectar
la cornea: a) las Ulceras en escudo y b) el queratocono. En el caso de las Ulceras, éstas se
presentan con mayor frecuencia en el cuadrante temporal superior, son ovales y tienen un nicho
de aspecto blanguecino por acumulo de neutréfilos y eosindfilos. El queratocono es una ectasia
corneal que se acompafa de un adelgazamiento importante de la cornea, su origen también
puede ser genético, pero se le ha relacionado con cifras de IgE elevadas en lagrima de pacientes
con conjuntivitis alérgica, el rascado es un factor importante en el desarrollo del queratocono,
detectandose entre el 66%-73% de los pacientes con conjuntivitis alérgica y en un 54% de

pacientes con antecedentes de alergia.'* (Figura 5).



—

Figura 5. Paciente con queratocono. Vista lateral que muestra la protrusién corneal.

b) Queratoconjuntivitis atopica. La AKC se presenta con mayor frecuencia en hombres entre
los 30 a los 50 afios de edad, con historia familiar de asma, urticaria y/o fiebre del heno, puede
observarse durante todo el aflo y representa casi el 2% de las conjuntivitis alérgicas.
Tipicamente los pacientes tienen dermatitis atopica o eczema desde la infancia y el desarrollo
de los sintomas oculares aparece en la cuarta década de la vida. EIl sintoma primario es
comezdn intensa y bilateral de la piel de los parpados, area periorbitaria y conjuntiva; se
pueden observar fisuras en el canto lateral debido a tallado importante, acompafiado de un
aspecto indurado de la piel; puede existir blefaritis atopica con tilosis y edema de parpados,
que conduce a disfuncion de las glandulas de Meibomio con ojo seco concomitante. En las
formas severas se observan Glceras con “derretimiento” corneal, queratitis, cataratas polares
anteriores y glaucoma. A nivel del tarso puede observarse una cicatriz severa con
vascularizacion y tejido fibroso en la lamina propia, signo conocido como “Linea de Dennie”,

en estos pacientes puede haber desarrollo queratocono. (Figura 6)



Figura 6. Queratoconjuntivitis atopica. a)
Aspecto indurado de la piel e hiperemia
conjuntival; b) Linea de Dennie en conjuntiva del
tarso superior; c) Alteraciones de la pelicula
lagrimal en el area interpalpebral por acimulo de

moco y erosion epitelial.

c¢) Conjuntivitis Papilar Gigante (GPC), esta tiene una etiologia compleja, se le relaciona con la
presencia de cuerpos extrafios como lentes de contacto, protesis o suturas, el dafio puede verse
favorecido por la friccion del parpadeo, el cual se realiza de manera normal aproximadamente
entre 16,000-19,000 veces al dia, si a esto le sumamos alguna alergia concomitante, el cuadro
se puede agravar notoriamente. Clinicamente hay sintomas variables de intolerancia al lente
con sensacion de cuerpo extrafio, se observa inyeccion conjuntival, secrecion mucoide y el
tamafio de las papilas esta aumentado y puede variar de 0.3 a 0.75 mm. (Figura 7) Este tipo de
conjuntivitis se puede desarrollar despues de 10 meses del uso de lente de contacto,
estimandose que entre el 1 y 3% de los usuarios de lentes de contacto van a desarrollar esta

patologia, la GPC representa casi el 1% de todas las conjuntivitis alérgicas.



Figura 7. Conjuntivitis papilar gigante. Se observa el aspecto de las papilas con coloracion
blanquecina

4.- Inmunofisiopatologia.

En la actualidad existe un debate abierto sobre la fisiopatologia de las conjuntivitis alérgicas, a
pesar de esto, es reconocido que las enfermedades alérgicas oculares se encuentran
caracterizadas por un patrén de inflamacién mediado por IgE, ** pero al parecer las diferentes
formas de presentacion clinica parecen depender de varios factores, entre los que intervienen: la
cantidad de Ag, la estructura antigénica, la cronicidad del estimulo, las caracteristicas
particulares de cada individuo al montar la respuesta inmunitaria (inmunogenética) y
probablemente de otras situaciones que ain no se han logrado esclarecer. No obstante, en la
inmunofisiopatologia de las conjuntivitis alérgicas se reconocen claramente dos fases:

sensibilizacion y efectora’.



A) FASE DE SENSIBILIZACION

Es la fase menos comprendida y estudiada de las conjuntivitis alérgicas, el modelo actual
plantea un primer contacto del antigeno con el CALT, el cual por sus caracteristicas
estructurales, tiene la capacidad de inducir una respuesta Th2. El alergeno atraviesa el epitelio
conjuntival, donde es capturado por una célula presentadora de antigeno (CPA) residente. La
CPA puede presentar el antigeno a linfocitos T CD4+ del CALT, en el ojo o migrar a ganglios
linfaticos de relevo, en donde lo presentard a un linfocito TCD4+ el cual se diferenciara

dependiendo del tipo de células presentadoras de antigeno y de la afinidad por el receptor de T.

Las células dendriticas que no expresan CD8a preferentemente generan respuestas Th2 cuando
el paciente estd predispuesto genéticamente, si el antigeno se encuentra en bajas
concentraciones o si tiene baja afinidad para el receptor T entonces se genera la diferenciacion a
células Th2 las cuales producen IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13. El planteamiento clasico propone que
la IL-4 inhibe la respuesta Thl y junto con la IL-13 desvia la produccion de las células
plasmaticas hacia la produccion de IgE™; la IL-5 promueve la generacion de eosin6filos a partir
de médula ésea y mientras que la IL-9 induce la generacién de células cebadas o mastocitos,
ambas citocinas inducen también la activacién de estas células, observandose un incremento de
receptores para IgE en su superficie y mayor actividad celular*®. Cuando una de estas células
tiene sus receptores de IgE ocupados por estos anticuerpos se les conoce como “células
sensibilizadas”, es necesario contar con un gran nimero de células sensibilizadas cerca de la
barrera epitelial, para que un segundo encuentro con el alergeno, genere la degranulacion de
éstas y liberen su contenido; por otra parte, para el mantenimiento de la respuesta alérgica a
nivel local es necesario la infiltracion constante de linfocitos T CD4 alergeno-especificos

(Figura 8) lo que dara pie a la fase efectora™.



FASE DE SENSIBILIZACION
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Figura 8. Inmunofisiopatologia de las conjuntivitis alérgicas. Secuencia hipotética de eventos durante la

fase de sensibilizacion.



B) FASE EFECTORA

Se presenta cuando aparece un segundo contacto con al antigeno ofensor, generando una serie
de eventos que despiertan una respuesta inflamatoria. Esta a su vez la podemos dividir en una
etapa aguda y una cronica. En la primera, las células efectoras son aquellas que fueron
sensibilizadas directamente por el alergeno, es decir, células residentes como mastocitos o
células que han migrado desde la periferia, como eosinéfilos y/o basofilos, en las cuales el
reconocimiento del alergeno, dado por la IgE genera la degranulacion de éstos con la liberacién
de mediadores pro inflamatorios. Si esta condicion persiste, el microambiente conduce a la fase
cronica, en la cual se activan mas células inflamatorias y células residentes como las del
epitelio, que contribuyen con mayor produccion de quimiocinas (RANTES, EOTAXINA,
MCP, MIP-1 e IL-8), aumentando el reclutamiento leucocitario, sobre todo de eosinofilos,
fibroblastos y macrofagos conjuntivales, lo que desemboca en un dafio estructural de la

conjuntiva *° (Figura 9).

En la fase aguda se observa:

a)Reorganizacion del citoesqueleto de la célula cebada, permitiendo que las vacuolas donde se
encontraban almacenados los mediadores preformados se fusionen a la membrana plasmatica y

liberen su contenido al tejido circundante .

b) Activacion de las vias relacionadas con la generacién de mediadores lipidicos por
activacion de la lipooxigenasa con la produccion de leucotrienos y sus consecuentes efectos

bioldgicos.

c)Liberacion de citocinas, que favorecen un microambiente pro-inflamatorio. Manteniendo la

diferenciacion de linfocitos B en células plasmaticas productoras de IgE™.
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La activacion de los eosindfilos es relevante en la inmunofisiopatologia de la conjuntivitis
alérgica, ya que ademas de inducir la liberacién de muchos de los mediadores preformados y de
novo iniciales, liberan otras proteinas que resultan toxicas para el epitelio conjuntival y corneal,
como la proteina béasica mayor , la proteina cationica eosinofilica, la peroxidasa eosinofilica,
entre otras; ademas de que en sus granulos se han detectado citocinas pro-inflamatorias,
quimiocinas y TGF—f, que seran responsables de sintetizar coldgeno y activar a los fibroblastos
que seran responsables de las manifestaciones tardias de la enfermedad favoreciendo el proceso
de neo-vascularizacion (Figura 10). Todos estos factores solubles liberados explican porqué los
eosindfilos predominan en las enfermedades alérgicas conjuntivales cronicas y estan ausentes

en otros procesos inflamatorios oculares.
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Figura 10. Papel bioldgico del eosinéfilo en las conjuntivitis alérgicas y su repercusién clinica.

Secuencia hipotética de eventos durante la activacion del eosinéfilo en conjuntiva.



Asi, el reclutamiento celular mantenido por linfocitos T CD4 Th2, va amplificando el proceso
inflamatorio, de tal suerte que si continGa la persistencia del alergeno o existen exposiciones
repetidas al mismo, el fendmeno va generando mas dafio tisular y favorece procesos continuos
de reparacion y remodelacion tisular que inducen fibrosis y vascularizacion del tejido. Todos
estos factores solubles liberados explican el papel tan importante que juegan estas células en las
enfermedades alérgicas conjuntivales. En la tabla 1 se resumen las caracteristicas clinicas y los

mecanismos de dafio propuestos para los diferentes tipos de conjuntivitis alérgicas.

Sin embargo es importante sefialar que:

a) No se han determinado las caracteristicas fenotipicas y funcionales de las poblaciones de

células T involucradas en conjuntivitis alérgica.

b) No se conocen las manifestaciones clinicas asociadas a los cambios inmunolégicos en los
que participa CD30.



Tablal. Clasificacion clinica e inmunofisiopatoldgica de las conjuntivitis alérgicas
TIPO EPIDEMIOLOGIA CUADRO CLINICO DATOS MECANISMO DE DANO
HISTOLOGICOS INMUNOLOGICO
AGUDAS
Corresponde al 90 % Hiperemia, quemosis, No hay cambios Hipersensibilidad de Tipo I, mediada
Estacional de todas las comezon, descarga de celulares por IgE y células cebadas
(SAC) conjuntivitis. Afecta moco y edema sensibilizadas
hombres y mujeres de | palpebral. Hay
todas las edades y reaccion papilar <
aparece con los 0.4mm
cambios estacionales.
Se presenta durante Hiperemia, quemosis, Infiltracién de Hipersensibilidad de Tipo I, mediada
Perenne o todo el afio pero comezon y edema eosindfilos en lamina por IgE, células cebadas y eosinofilos

panestacional
(PAC)

puede tener
exacerbaciones,
representa el 5 % de
los casos con
conjuntivitis alérgica

palpebral.

propia

sensibilizados

CRONICAS
Puede ocurrir durante Hiperemia conjuntival, Céls. cebadas y Hipersensibilidad de Tipo I, mediada
todo el afio con se pueden presentar eosindfilos en epitelio. por IgE, células cebadas y eosinéfilos
Primaveral exacerbaciones queratitis y Ulceras Eosindfilos y basofilos sensibilizados
(VKC) estacionales, corneales en escudo, en lamina propia de la Infiltracién de linfocitos T CD4 Th2 en
preferentemente puntos de Horner — conjuntiva, incluso lamina propia
afecta a hombres Trantas (limbal), S. de linfocitos.
previo a la pubertad. Maxwell-Lyons
Representa casi el 3% | (palpebral), papilas
de las conjuntivitis grandes > 0.4 mm,
alérgicas pseudoptosis y
blefaroespasmo.
Pueden desarrollar
queratocono.
Frecuentemente Hiperemia conjuntival, Infiltracion linfocitaria y Hipersensibilidad de Tipo I, mediada
asociada con comezon, edemay eosindfilos en lamina por IgE, células cebadas y eosinéfilos
dermatitis atépica y lagrimeo. Fisuras en el propia, cambios en las sensibilizados
Atépica eczema. Se presenta canto lateral debido a células caliciformes Infiltracién de linfocitos T CD4 Th2 en
(AKC) predominantemente tallado extremo. De lamina propia

en hombres de 30
afios. Se puede
presentar en todo el
afio. Representa casi
el 2% de las
conjuntivitis alérgicas

manera severa puede
presentar Ulceras, lisis,
queratitis y cataratas
polares anteriores.
Puede producir cicatriz
severa,
vascularizacion, Linea
de Dennie (palpebral),
queratocono, existe
hipertrofia papilar.

Conjuntivitis
Papilar
Gigante
(GPC)

Puede afectar a
pacientes con historia
0 no de atopia,
desarrollandose
después de 10 meses
del uso de lente de
contacto. Se estima
que hay entre 1-3%
de pacientes usuarios
de lentes de contacto
(blando o permeables
al gas) que son
afectados.

Presencia de moco e
intolerancia a lente de
contacto, en las formas
moderadas a severas
puede existir inyeccion
conjuntival presente
con cicatrizacién a
nivel del tarso. Las
papilas pueden ser de
0.3a0.75mm o de
mayor tamafio.

Presencia de linfocitos y
células cebadas

Hipersensibilidad de Tipo 1V, mediada
por linfocitos Thl

1gG e IgM y activacion de complemento
En casos de alergia concomitante,
dafio por IgE y activacién de células
sensibilizadas




I1. ANTECEDENTES.

En este momento el modelo fisiopatoldgico de la alergia ocular no responde totalmente a la
evolucion clinica de la misma, por lo que la bisqueda de los mecanismos que expliquen el dafio
observado clinicamente continGa, especificamente la mayoria de los estudios se han enfocado a
las vias de activacion celular y a las consecuencias bioldgicas que generan. Sin embargo en los

altimos afios ha cobrado relevancia la asociacion entre CD30 y alergia®’.

El CD30 fue originalmente descrito en las células de Reed-Sternberg de la enfermedad de
Hodgkin y fue relacionado a la actividad de la enfermedad, es conocido también como Ki-1y es
una proteina que pertenece a la familia de los receptores de TNF como CD40, Fas y CD27;
posteriormente se le identificé en linfocitos B y T activados, y por ultimo, se describid su
expresion en linfocitos NK y monocitos®®. Se le ha relacionado con la respuesta Th2, y se le
considera una molécula de activacién bimodal ya que puede generar efectos de proliferacion o
inducir apoptosis, dependiendo del microambiente celular en el que se exprese, de tal manera
que cuando CD30 se expresa en células madre embrionarias transformadas anormales o durante
la rinitis alérgica, las células CD30+ estan en proliferacion activa®'’. Por otra parte, se ha
observado que los linfocitos TCD4+ de sangre periférica de pacientes asmaticos, expresan
CD30 después de una estimulacién antigénica®. Aunque se desconocen los mecanismos
moleculares por los cuales se expresa CD30, algunos autores sugieren que la IL-4, ademas de
aumentar los niveles de IgE en pacientes alérgicos de vias respiratorias y dermatitis atdpica,
también promueve su expresion”. Este concepto se refuerza por el hecho de que la
exacerbacion del cuadro alérgico en los pacientes asmaticos que se desarrolla después de una
infeccion por virus sincicial respiratorio es producto del aumento en la produccion de IL-4
liberada por linfocitos TCD8+ CD30+*° por lo que se ha sugerido que el CD30 podria ser una

sefial coestimuladora expresada en linfocitos con funcién Th2.2* %

Garfias et.al. demuestran que las subpoblaciones CD4+ CD30+ son grandes productoras de IL-
5%, citocina involucrada en el mantenimiento del status alérgico; no obstante, en modelos
murinos de conjuntivitis alérgica, se ha demostrado que la cronicidad es mantenida por

linfocitos T productores de INF-y que han migrado al sitio de lesion?’.

En los ultimos afios, se ha sostenido que los linfocitos en migracion son células efectoras

diferenciadas que tienen la capacidad de producir citocinas, en este sentido los linfocitos T que



expresan marcadores de células NK como CD57 han sido propuestos como celulas
terminalmente diferenciadas ya que no expresan en su superficie CCR7 y se encuentran

expandidas en estados de inflamacion cronica.

El CD57 es un polisacarido sulfatado que actua como una moléucla de adhesion en algunas
poblaciones celulares, es uno de los ligandos propuestos para la P y L selectina, para IL-6 y
para proteoglicanos del sistema nervioso. Jimenez et al. Sugieren que la interaccion de CD57
como P-selectina expresada en celulas endoteliales activadas, conjuntamente con IL-6, como
resultado de la inflamacion cronica, favorece la adhesion selectiva de ciertas poblaciones
especializadas de linfocitos T, llevando la respuesta inmune al area de lesion tisular, ya que

estas células tienen la capacidad de producir IL-4 e IFN-gamma.

En relacion con lo anterior, se han reportado gran cantidad de linfocitos T CD57+, en entidades
de origen alérgico inflamatorio, como la alveolitis alérgica y se han demostrado que las celulas
CD57+disminuyen despues del tratamiento con corticoides en pacientes en actividad asmatica,
todo lo anterior nos hace pensar que las subpoblaciones CD57+ tiene una participacion en el
mantenimiento de la actividad inflamatoria. Apoyando esta propuesta , Brinkmann et al,
sugieren que la expresion de Cd57 en linfocitos T CD4+ humanos, podria asociarse a estadios
de diferenciaicion de células Th2, ya que los linfocitos CD4+CD57+ son grandes productores
de 1l-4, proponiendo que podrian ser criticas para el desarrollo de las respuestas Th2/IgE in

Vivo.



I11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

No se han determinado las caracteristicas fenotipicas y funcionales de las poblaciones de
células T involucradas en conjuntivitis alérgica, ni tampoco se conocen las manifestaciones

clinicas asociadas a los cambios inmunolégicos en los que participa CD30.



IV. TIPO DE ESTUDIO

Estudio descriptivo y observacional.

V. OBJETIVO
General
Describir las caracteristicas fenotipicas y funcionales de los linfocitos T CD30; asi como las

caracteristicas clinicas de pacientes con conjuntivitis alérgica crénica.

Particulares
1. Determinar la frecuencia de los linfocitos T CD30+ en pacientes con conjuntivitis alérgica
cronica en condiciones basales, posterior al estimulo alergénico o al estimulo policlonal.

2. Determinar las caracteristicas clinicas de los pacientes con conjuntivitis alérgica.

VI. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

INCLUSION

1. Aquellos pacientes con diagndstico de conjuntivitis alérgica crénica activa, sin enfermedad
alérgica activa asociada en el momento de la toma de muestra y sin tratamiento

inmunologico u oftalmolégico convencional al inicio del estudio.

EXCLUSION
1. Pacientes con diagnostico de conjuntivitis alérgica cronica y otras enfermedades de origen

inmunologico asociadas.

ELIMINACION.
1. Pacientes que no tuvieron el expediente completo, que no acudieron a la documentacion

fotografica ni a la toma de muestra sanguinea.



VII. PACIENTES, MATERIAL Y METODOS.

a) Pacientes.

Se incluyeron en este trabajo 12 pacientes con diagndstico clinico de queratoconjuntivitis
primaveral. A todos los pacientes que participaron en este estudio se les realizaron pruebas
rutinarias para determinacion de hipersensibilidad tipo I que incluyeron, biometria hematica,
citologia de moco nasal, radiografia de senos paranasales, determinacién de IgE total,
coproparasitoscopico (CPS) en serie de tres y pruebas cutaneas positivas. Los pacientes con

CPS positivo fueron eliminados de este estudio asignandoles tratamiento correspondiente.

Este trabajo siguio los estatutos de la Declaracion de Helsinki, siendo aprobado por los Comités
de Investigacion y Etica del Instituto de Oftalmologia “Fundacién Conde de Valenciana” (CC-
011-2005). Todos los pacientes que participaron en este estudio dieron su consentimiento

informado para la realizacion de las pruebas inmunoldgicas.

- -~ 7 Con formato: Numeracion y
vifietas

b) Material. h

El medio de cultivo RPMI-1640, saponina, las sales utilizadas en la preparacion de los
amortiguadores y la Concanavalin—a (Con—a) fueron obtenidas de Sigma Chemical Co. (St.
Louis MO, USA) Los anticuerpos monoclonales contra los marcadores de superficie CD30 —
FITC, -PE, fueron obtenidos de BD Biosciences (San Diego, CA, USA). Los anticuerpos
monoclonales conjugados a FITC contra el antigeno nuclear Ki-67 fueron obtenidos de DAKO
(Copenhagen, Denmark). El Lymphoprep (Ficoll con densidad de 1.077) fue obtenido de
Nycomed Pharma As. (Nyegaard, Oslo, Norway). El suero fetal bovino fue obtenido de
HyClone Labs. (Logan, TU, USA).. Los anticuerpos anti- CD4 y CDS8 conjugados a PerCyS5
fueron obtenidos de e-biosciences (San Diego, CA, USA). El piruvato de sodio, L-glutamina,
2-mercaptoetanol fueron de Gibco BRL. (Rockville, MD, USA). Las placas para cultivo de 24

pozos fueron obtenidas de Nalgene Nunc International, (Denmark).

c) Métodos.
A todos los pacientes se les realizé una exploracion oftalmologica completa, se selecciond a
los pacientes con diagnostico clinico de conjuntivitis alérgica y se realiz6 documentacion

fotografica, iniciandose tratamiento oftalmolégico convencional.



Los signos fueron evaluados en base a una escala analoga-visual (arbitraria) de cuatro puntos, la

cual fue desarrollada para este trabajo, por lo que se encuentra en la seccion de resultados.

Separacién de Células Mononucleadas (CMN). Las CMN se separaron del paquete eritrocitario
por centrifugacion a 1,750 rpm en Ficoll-hypaque (1.077 de densidad), durante 30 minutos a
4°C. Las CMN obtenidas fueron lavadas y su viabilidad fue valorada por exclusion del

colorante azul tripano, cuantificAndose en un hemocitémetro.

Cultivos celulares. Se utilizaron CMN y se cultivaron en placas de 24 pozos, colocando por
pozo 1 x10° células en 1 ml de medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con suero fetal
bovino al 10%. Los cultivos celulares se incubaron a 37°C en atmodsfera de CO, al 5% en
presencia o ausencia de Der p a concentracion optima. Cuatro horas antes de cosechar las

células fue afiadida PMA (5 ng/ml) / Ionomicina (0.2 pg /ml ).

Andlisis estadistico. Se utilizo T de student y/o U-Mann Whitney dependiendo de la
distribucion de las muestras, considerandose una p<0.05 como estadisticamente significativa. El

analisis estadistico se realizo con el programa SigmaStat y las graficas con SigmaPlot.
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VIll. RESULTADOS

A. Hallazgos clinicos de los pacientes con conjuntivitis alérgica.

Se analizaron clinicamente un total de 12 pacientes. Los signos estudiados en lo pacientes que

ingresaron a nuestro estudio, fueron aquellos mas frecuentes y que se encuentran reportados en

la literatura: (2, 3,4, 5,6, 7,)

a) Hiperemia conjuntival

b) Papilas

c) Puntos de Trantas

d) Queratitis punteada superficial

e) Melanosis conjuntival

f) Vascularizacién del limbo esclerocorneal.

Con lo anterior, se propuso la siguiente escala analogo-visual (Tabla 2); la cual utilizé6 una

definicion arbitraria de los signos encontrados en los pacientes que participaron en nuestro

estudio.

Tabla 2. Escala analogo-visual para la conjuntivitis alérgica cronica.

ESCALA ANALOGO-VISUAL

SIGNO 0 1 2 3
Hiperemia Ausente Area menor del | Area mayor al 25% | Hiperemia en toda
conjuntival 25% de la|pero sin llegar a|la superficie

superficie afectar la totalidad | conjuntival.
conjuntival de la conjuntiva
Presencia de Ausente Papilas cubriendo | Papilas  cubriendo | Papilas afectando
papilas un 25% de la|mas del 25% de la|la totalidad de la
superficie de la|superficie de la|conjuntiva tarsal
conjuntiva  tarsal | conjuntiva tarsal | superior
superior superior, sin llegar a




afectar la totalidad
de la conjuntiva

tarsal superior.

del limbo

esclero-corneal

Presente en el
limbo esclero-

corneal.

Puntos de Ausente Presentes en el
limbo esclero-
Trantas
corneal
Superficie
corneal Integra Queratitis punteada | Queratitis punteada Ulcera corneal
superficial difusa . ;
superficial que (Area de
coalesce formando | desepitelizacion
areas de que involucra al
desepitelizacion estroma)
Melanosis
Ausente
L Presente en la
conjuntival
conjuntiva bulbar
Vascularizacion
Ausente

Con la escala analogo-visual propuesta presentamos en la tabla 3, los resultados encontrados en

nuestros pacientes:




Tabla 3. Comparacion de los hallazgos clinicos observados en ambos grupos de pacientes

PACIENTES CON PACIENTES CON
PRUEBAS PRUEBAS CUTANEAS
CUTANEAS POSITIVAS NEGATIVAS.
oD ol oD Ol
NUMERO DE | Puntuacion |(Puntuacion | (Puntuacion | (Puntuacion
PACIENTE por escala) | por escala) | por escala) por escala)
1 14 14 15 15
2 16 16 15 15
3 15 15 9 9
4 8 8 13 13
5 12 12 7 7
6 15 15 12 12

Promedio +|13.33£28 13.33 £2.8 11.83+£3.2 11.83 £3.2
DE

Valor de p 0.113

ambos 0jos

Interesantemente, se encontraron dos pacientes dentro del grupo de pruebas cutaneas negativas

con queratocono en ambos ojos. Figura 13.



Figura 11. Paciente con pruebas
cutaneas positivas.

Figura 12. paciente con pruebas

cutaneas negativas.

"

7 (A " Figura 13. Pacientes con leucoma

central secundario a hydrops.



B. Hallazgos clinicos inmunoldgicos de los pacientes con conjuntivitis alérgica.

Como parte del proceso de reclutamiento de los pacientes a este estudio se realizaron una serie
de pruebas para determinar la presencia o ausencia de reactividad cutdnea a Dermatophagoides
pteronyssinus, (alergeno elegido para la estimulacion in vitro por ser el de mayor frecuencia en
inducir reactividad alérgica). Se observd que habia pacientes con IgE elevada y eosinofilia en
moco nasal y que habia otros pacientes con IgE en valores normales, sin eosinofilia, en ambos
casos estas observaciones se correspondieron con la reactividad a las pruebas cutaneas hechas
para los alergenos mas comunes de nuestra poblacion. Con estos hallazgos se decidid dividir a

los pacientes en dos grupos:

- Grupo A.- Pacientes con pruebas cutaneas positivas (PCP) al menos para Dermatophagoides
pteronyssinus (n=6). Figura 11
- Grupo B.- Pacientes con pruebas cutaneas negativas (PCN) para cualquier alergeno (n=6).

Figura 12

En la tabla 4 se resumen los hallazgos de inmunolégicos del laboratorio clinico entre ambos
grupos de pacientes. No existieron diferencias estadisticamente significativas en el nimero de
leucocitos totales, en el porcentaje de eosinofilos en sangre, en el porcentaje de linfocitos T
CD4, ni en el porcentaje de linfocitos T CDS8 entre ambos grupos. Sin embargo los eosinofilos
en moco nasal fueron 4.3 veces més frecuentes en el grupo A que en el grupo B (p=0.01); asi
como la IgE total, que se encontraba incrementada 9.3 veces mas en el grupo A que en el grupo

B (p=0.04). (Figura 14).



PACIENTES CON | PACIENTESCON | Valordep |
Tabla 4. Caracteristicas de los pacientes con conjuntivitis alérgica incluidos en este estudio.

POSITIVAS NEGATIVAS
Leucocitos 7615+ 374 7269 + 361 0.513
totales
Eosinodfilos en 6.9 +1.67 3.6+0.7 0.09
sangre
Eosindfilos en 26.18 +5.85 6+442 0.01
moco nasal
IgE total 668.5 +£255.8 71.7 +14.9 0.04
Linfocitos T
CD4+ 38.8+2.3 322+23 0.06
Linfocitos T
CD8+ 292+2.6 26.7+2.3 041
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Figura 14. Caracteristicas de los pacientes con conjuntivitis alérgica. En (A) se observa el porcentaje de
eosindfilos en moco nasal; en (B) Unidades internacionales de IgE total. En ambos casos se trata de pacientes con
pruebas cutaneas positivas (Grupo A) y pacientes con pruebas cutdneas negativas (Grupo B).

B. Titulacién de la concentracion de Ag (Dermatophagoides pteronyssinus) 6ptima para la

estimulacion in vitro.

Se realizaron estudios “dosis-respuesta” para conocer la concentraciéon optima de alergeno
necesaria en la estimulacion in vitro. Células mononucleadas de pacientes positivos a pruebas
cutaneas (n=3) fueron estimuladas a diferentes concentraciones de Ag durante 7 dias, como ha

1'” (en la figura 15, se observa un incremento

sido reportado previamente por Garfias Y, et a
significativo en el nimero de células Ki-67+ desde la concentracion de 5Sug, alcanzando una
proliferacion de 3.6 veces superior con 10 ug (p<0.00001). Sin embargo al incrementar la
concentracion de antigeno se observo una disminucion en el nimero de células KI-67+, esto
puede ser explicado debido a que el Der p, tiene actividad proteolitica. En su genoma se han
identificado secuencias similares a cistein-proteasas, tripsinas y proteasas colagenoliticas,

siendo todas ellas funcionalmente activas®®>®.
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Figura 15. Células mononucleadas estimuladas con alergeno. Las células fueron estimuladas
con distintas concentraciones de alergeno durante 7 dias, concluido el tiempo de cultivo las
células fueron recuperadas, fijadas, permeabilizadas y marcadas con un anticuerpo anti-Ki67.
Los resultados se analizaron por citometria de flujo.



C. Cambios en la expresion de CD30 y CD57 en linfocitos T CD4+ y CD8+ de los

diferentes grupos de estudio

Una vez identificadas las condiciones Optimas de estimulacion con Der p se evaluo
exclusivamente la expresion tanto de CD30 como de CD57 en linfocitos CD4 y CD8 antes y

después del estimulo con Der p o con PMA/Ionomicina.

Frecuencia de linfocitos T CD30+. El porcentaje de linfocitos T CD4+CD30+ en células no
estimuladas fue similar en ambos grupos, siendo de de 2 + 0.8 en el grupo Ay 1 + 0.3 en el
grupo B. En células estimuladas con PMA/ionomicina el porcentaje de linfocitos T CD4+
CD30+ se incrementd 4.3 veces con respecto a las células no estimuladas en el grupo A
(p<0.0001), mientras que en el grupo B se incrementaron 8.4 con respecto a su basal (p<0.0001)
(Tabla 5, Figuras 16A y 17). Al estimular las células con el alergeno el porcentaje de linfocitos
T CD4+ CD30+ se incrementd 16.2 veces con respecto a las células no estimuladas en el grupo
A (p<0.0001), mientras que en el grupo B se incrementaron 41.1 veces con respecto a su basal
(p<0.0001). Por otra parte, el porcentaje de linfocitos T CD8+ CD30+ en células no estimuladas
fue similar en ambos grupos, siendo de de 1 + 0.2 en el grupo A y 1 = 0.3 en el grupo B. En
células estimuladas con PMA/ionomicina el porcentaje de linfocitos T CD8+ CD30+ se
incrementd 4.9 veces con respecto a las células no estimuladas en el grupo A (p=0.002),
mientras que en el grupo B se incrementaron 8.4 con respecto a su basal (p= 0.01) (Tabla 5
Figuras 16B y 17). Al estimular las células con el alergeno el porcentaje de linfocitos T CD8+
CD30+ se incrementd 16.2 veces con respecto a las células no estimuladas en el grupo A
(p<0.0001), mientras que en el grupo B se incrementaron 41.1 veces con respecto a su basal

(p=0.0003). (Tabla 6, Figuras 16B y 17).
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Figura 16. Cambios en la frecuencia de linfocitos T CD30+ con diferentes estimulos. Linfocitos T
CD4+CD30+ (A), linfocitos T CD8+CD30+ (B).

Por tltimo, atin cuando el porcentaje de incremento en la frecuencia de células CD30+ fue
significativo para ambas poblaciones celulares, siempre predominaron los linfocitos T
cooperadores CD30+ sobre los citotoxicos CD30+, tanto para el grupo A (p=0.03), como para

el grupo B (p=0.0003). (Tabla 5, Figura 15).
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Figura 17. Expresion de CD30 en linfocitos T. Imagen de citometria de flujo (dot plot)
que muestra en el eje de las “y” tamafio vs la marca con un anticuerpo anti-CD30
conjugado a un fluorocromo en el eje de las “x”. En ambos grupos de estudio, posterior
al cultivo, en la ventana para linfocitos T CD4 o linfocitos T CD8.
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Figura 18. Cambios en la frecuencia de linfocitos T CD4+CD30+ vs cambios en la frecuencia de linfocitos T

CD8+CD30+. Se muestra el porcentaje de células CD30+, en ambos grupos de estudio a siete dias de cultivo con
Der p.



Tabla 5. Expresion de CD30 y CD57 en linfocitos T CD4+ y CD8+ en ambos grupos de estudio y con diferentes

estimulos.
BASAL PMA / IONOMICINA DER P
Valor Valor de Valor d
Grupo A | Grupo B de p: Grupo A | Grupo B p: Grupo A | Grupo B p:
Avs B Avs Avs
CD4+CD30+ |2.2+0.8 1.03+0.3 0.407 |95+13 8.7+0.9 —‘ 0.637 35.9 + 5.3—| 423+54 — | 0.405
* E
N J :

CD8+CD30+ | 1.08+0.3 1.76 + 0.7 0211 |53+12 42404 0.407 228+3.1 16.8+3.5 0.218
CD4+CD57+ |52+2.4 —| 6.7+1.3 —| 0.637 |17.8+21 158+ 1.5 0.670 23.9+2 292+23 | 0.017

S pY4

p=J

CD8+CD57+ |23.4+45 J 26.9+ 4.7 J 0613 [183+1.9 19.6+2.1 0.425 227+2 213+2 ¥|| 0905

§ p=0.008, ¥ p=0.007, * p=0.03; £ p=0.0002; f p=0.0003.



D. Determinacién de citocinas proinflamatorias en ambos grupos de estudio.

Se sabe que las citocinas proinflamatorias perpetiian la agresion inmunolodgica prolongando el
estado inflamatorio del microambiente. De tal forma que se determind la produccion de
citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-a) en el SN de cultivo de CMN estimuladas y no
estimuladas con Der p, observando que la concentracion de IL-1 en SN del Grupo A se
increment6 2.1 veces en las células estimuladas con el alergeno (p= 0.002); mientras que la
concentracion de IL-18 en SN del grupo B se incrementd 1.6 veces en las células estimuladas
con Der p (p=0.0008). No habiendo diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos de estudio, en la concentracion de IL-1b en el SN de células no estimuladas o

estimuladas. (Figura 19A y Tabla 6)

Con respecto a la concentracion de IL-6 en SN, en el grupo A se incrementd 1.5 veces
(p=0.005) en las células estimuladas con el alergeno; mientras que en el grupo B la
concentracion de IL-6 en SN se incrementé 1.3 veces mas (p <0.0001) en las células
estimuladas. (Figura 19B y Tabla 6) No habiendo diferencias estadisticamente significativas

entre ambos grupos de estudio, en la concentracion de IL-6 en el SN de células no estimuladas o

estimuladas.
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Figura 19. Citocinas proinflamatorias en sobrenadante de cultivo. Graficas de barras que muestran las

concentraciones de citocinas en sobrenadante de células estimuladas y no estimuladas con Der p durante 7 d en ambos
grupos de pacientes. (A) IL-1b, (B) IL-6.




Por ultimo, al determinar la concentracion de TNF-a en el SN, se observo que en el grupo A
aumento tres veces mas (p = 0.0009) la concentracidon de esta citocina en células estimuladas
con Der p; en comparacion en el grupo B la concentracion de TNF—a 1.8 veces mas (p<0.0001)
en las células estimuladas, que en las no estimuladas. Result6 interesante que al comparar la
produccioén basal, es decir, la concentracion de TNF- a en células no estimuladas entre el grupo
A y el grupo B, se haya observado una diferencia estadisticamente significativa (p = 0.0001)

(Tabla 6 y Figura 20)
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Figura 20. TNF—a en sobrenadante de cultivo. Grafica de barras que muestra la
concentracion de TNF—a en SN de células estimuladas y no estimuladas con Der p
durante 7 d de cultivo entre ambos grupos de pacientes.



Tabla 6. Citocinas proinflamatorias en SN de cultivo de CMN entre ambos grupos de pacientes.

GRUPO A GRUPO B
No Estimuladas No estimuladas | Estimuladas
estimuladas con Der p p con Der p p
IL-1b 22 £13 47 + 21 0.002 23+18 37116 0.0008
IL-6 697 + 115 1065 * 145 0.005 850 + 181 1108 + 192 | <0.0001
TNF—o | 210 % 82* 635 £ 252 0.0009 300 + 68* 550 + 86 <0.0001

+ Desviacién estandar

*p=0.0001




IX. DISCUSION

La caracterizacion de los componentes celulares que participan en un proceso inflamatorio
proporciona claves para determinar los procesos moleculares involucrados en la enfermedad
estudiada. Las interacciones de las moléculas de adhesion con otras células o con proteinas de la
matriz extracelular, culminan en tres importantes funciones celulares: el llamado “homming”
(que consiste en la migracion de linfocitos a sitios linfaticos especializados o a sitios de
inflamacién cronica), la apoptosis y la activacion celular > *°. En el caso de las conjuntivitis
alérgicas cronicas, es conocido, por modelos animales, que el proceso inflamatorio local se

39, 41

mantiene por linfocitos Th2 que han hecho homming en la conjuntiva . Se sabe que el

1840 tanto de linfocitos

CD30 es una molécula coestimulatoria que favorece la activacion celular
Th1 como de linfocitos Th2; sin embargo, los linfocitos T CD4+ Th2 de sujetos alérgicos y que
expresan CD30 en su superficie, son células que responden a la proliferacion in Vitro con el
alergeno'’. Recientemente, se ha propuesto que los linfocitos Thl pueden favorecer las
actividades efectoras de los linfocitos Th2, lo que se ha corroborado en modelos experimentales
murinos de alergia respiratoria*’. No obstante, el compromiso de estas poblaciones celulares
CD30+ y aquellas asociadas a estimulos cronicos como las que expresan CD57, no han sido
estudiadas en procesos alérgicos oculares, es por eso que en este trabajo se evaluaron las
citocinas relacionadas a Thl y Th2 en los linfocitos CD30+, CD30-, CD57+ y CD57-, asi como
la produccion de citocinas proinflamatorias en individuos con queratoconjuntivitis primaveral.
La clasificacion de los pacientes en este estudio se realizo con la finalidad de tener un grupo
problema y un grupo control, por lo que se incluyeron pacientes con diagndstico clinico de
conjuntivitis alérgica cronica (en su variante primaveral) a los que se les realizé un estudio
alergoldgico completo que incluyd: pruebas cutaneas por técnica de Prick; determinacion de
IgE total, cuantificacion de eosinofilos en sangre periférica asi como en moco nasal, estudio
radiologico de senos paranasales y coproparasitoscopico en serie de tres muestras . Se ided una
escala andloga-visual con puntaje arbitrario tomando en cuenta las caracteristicas clinicas mas
frecuentemente encontradas en los pacientes con esta patologia y se le dio un puntaje total a
cada uno de los pacientes estudiados.

Es importante resaltar que para realizar el diagnostico de conjuntivitis alérgica, el oftalmoélogo
nunca recurre a este tipo de valoracion alergolédgica, por lo que fue una sorpresa encontrar
diferencias significativas entre los niveles de IgE total y el porcentaje de eosinofilos en moco

nasal entre ambos grupos de pacientes, este hallazgo clinico representd para este trabajo una



aportacion importante al area oftalmologica, ya que desde un principio el encontrar diferencias
biologicas entre los dos grupos aparentemente “iguales” hablaba de mecanismos de regulacion

inmunolégica diferentes en los que seguramente estarian involucrados la IL-4 y la IL-5.

Al analizar la frecuencia de las poblaciones CD30+, notamos que la expresion de CD30 en las
poblaciones de linfocitos T CD4 y CDS8 se increment6 en ambos grupos de pacientes después de
ser estimuladas in vitro con un alergeno, como ya ha sido ampliamente demostrado en rinitis,

asma y atopia cutanea ***

Esto indica que la expresion de CD30 en los linfocitos T CD4 y
CDS8 es un mecanismo universal presente en las enfermedades atdpicas incluyendo a las alergias
oculares. Por otra parte, previo a este estudio, solo se habia asociado a las subpoblaciones
CD8+ CD30+ con asma e infeccion viral, los autores de ese estudio sugieren que las células
CDS8 que expresan CD30 contribuyen importantemente con el dafio bronquial a través de un

microambiente Th2*

Por otro lado hay un aumento significativo en las subpoblaciones CD4+ CD57+ después de un
estimulo alergeno-especifico, lo que resulta interesante, ya que la expresion de CD57 en
linfocitos T cooperadores se ha asociado a estimulacién antigénica cronica y activacion de

. 47,48,32
clonas de memoria, ~ "™

por lo que es probable que el incremento observado en la frecuencia
de linfocitos T CD4+ CDS57+ post-cultivo de nuestros pacientes alérgicos haya sido
consecuencia de la activacion y expansion de clonas constantemente estimuladas y que

probablemente tengan un fenotipo de memoria.

Desde un punto de vista clinico, tanto el incremento en la frecuencia en los linfocitos T CD30+,
como en los linfocitos T CD4+CD57+ resulto interesante, ya que lo esperado era que el grupo
negativo a pruebas cutaneas no se activara in vitro en presencia del antigeno, o lo hiciera en
menor proporcion Estos datos apoyaron ain mas la propuesta de que en ambos grupos hay
condiciones en el microambiente distintas entre ellos, y que la diferencia no radica
fundamentalmente en que si unas reconocian al antigeno o no; en este sentido el incremento en
la frecuencia de linfocitos T CD4+CD57+ en ambos grupos de estudio, con predominio en el

32,48

grupo B, nos sugieres la activacion de células con fenotipo de memoria o que fueron

inducidas in vitro hacia su diferenciacion terminal®.

Datos no incluidos en este estudio y provenientes de la linea de investigacion desarrollada en la

Unidad de Investigacion de este Instituto, demostraron que las células CD30+ y CD57+ son la



principal fuente de citocinas Thl (IFN-g) y Th2 (IL-4 e IL-5) (Tesis de Maestria. Gustavo
Aguilar Velasquez. 2007). El INF-y induce ademas la produccion de citocinas proinflamatorias
como IL-1, IL-6 y TNF-a.*' a partir de macréfagos activados, y se sabe que estas citocinas
perpettan el estado inflamatorio en las conjuntivitis alérgicas cronicas’, por esta razon en este
trabajo también se evalud la produccion de IL-1, IL-6 y TNF-.¢ en el SN de cultivo,
observando tal como esperabamos un incremento posterior al estimulo alergénico, llamando la
atencion sin embargo, que a nivel basal la produccion de TNF-q se encontraba incrementada
unicamente en el grupo B. Este dato asemeja un estado inflamatorio de bajo grado como ocurre
en otras enfermedades inmunologicamente mediadas en donde existe un proceso de migracion
celular selectiva, tal como ocurre en la dermatitis atopica. *> o en aterosclerosis relacionada a
obesidad y diabetes mellitus™, lo que podria explicar la negatividad a las pruebas cutaneas, pues
es posible que los linfocitos T alergeno-especificos (CD57+) se encuentren siendo reclutados
con mayor frecuencia a ojo que a otros sitios, sin embargo se necesitaran estudios posteriores

sobre migracion celular para poder resolver esta cuestion.

En conclusion, los datos obtenidos en este estudio sugieren que los linfocitos CD30+ y los
linfocitos T CD57+ participan en los fendémenos alérgicos oculares crénicos a través de la
produccion de citocinas Thl y Th2, en particular las funciones efectoras inducidas por las
citocinas Thl favorecen un estado proinflamatorio mediante el incremento en la produccion de

citocinas IL-1, IL-6 y TNF-a..



X. CONCLUSIONES

1. Con este trabajo se propuso una escala analogo-visual para distinguir el grado de actividad
de la conjuntivitis alérgica cronica, y comparar clinicamente los pacientes que tenian
pruebas cutaneas positivas de los que tenian pruebas cutaneas negativas.

2. No se encontro diferencia estadisticamente significativa entre los hallazgos clinicos de los
pacientes con pruebas cutaneas positivas y los pacientes con pruebas cutaneas negativas.

3. Lafrecuencia de linfocitos T CD30+ (CD4+, CD8+) se incrementa posterior al estimulo
alergénico.

4. Las células mononucleares producen significativamente mayor TNF—a en condiciones
basales en el grupo B lo que pudiera explicar mayor migracién ocular, negatividad a las
pruebas cutaneas y las consecuencias de la inflamacién crénica ocular como el

queratocono, hallazgo clinico oftalmoldgico en los pacientes de este grupo.
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