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Resumen

Antecedentes: Las infecciones oculares oportunistas (I00) no son poco comunes en la infeccion
por VIH. Medimos varios perfiles de citocinas y quimiocinas en HA y plasma de individuos VIH +

con 100, antes y después del tratamiento especifico.

Métodos: pacientes VIH + con la siguientes I00O: 23 con retinitis por citomegalovirus (rCMV), 16
con sifilis ocular (SO) y 7 con otras 100. Como medidas de control se analiz6 el plasma de 15
donantes sanos y HA de 16 pacientes sometidos a cirugia de catarata. Se midieron las
concentraciones de 27 citocinas en HA y plasma antes y después del tratamiento de la 100
mediante un ensayo multiplex (Luminex). Las concentraciones de citocinas en HA y plasma fueron
comparadas entre las 100 y entre los individuos VIH+ versus controles, utilizando pruebas de

Wilcoxon corregida para comparaciones multiples.

Resultados: se observaron perfiles de citocinas caracteristicos en el HA de rCMV y SO, con

mayores niveles de GM-CSF, IL-1a e IP-10 en rCMV (p <0.03).

Post-tratamiento de rCMV, se observé una reduccion significativa en la concentracion de citocinas
proinflamatorias en el HA ( IFN-2aq, IL-1a, IL-6, TNF e IFN-y, p <0.003), quimiocinas (eotaxina, IL-8,
MCP-1, MIP-1a, MIP-183, e IP-10; p <0.0005) y factores de crecimiento (G-CSF y GM-CSF; p

<0.0001).

Se observé una reduccion significativa de IL-10 plasmatico (p <0.002). Post-tratamiento de SO, se
observd una reduccion significativa en las concentraciones de citocinas proinflamatorias en el HA
(IL-1a e IL-6; p <0,014), quimiocinas (eotaxina, IL-8, IP-10, MCP-1, MIP-1a; p <0.005) y factores
de crecimiento (G-CSF y GM-CSF; p <0.001). También se encontré6 una reduccion significativa

plasmatica de IFN-2a (p <0.014).

Conclusiones: Se encontr6 que las reducciones en los niveles de varias citocinas y quimiocinas
en pacientes con rCMV y SO post-tratamiento especifico se asocian con una mejoria clinica,

controlando un respuesta proinflamatorio Th1.



Introduccion

Globalmente, un estimado de 35.3 (32.2-38.8) millones de personas vivian con el
virus de inmunodeficiencia humana (VIH) en el 2012 [1]. Este virus, infecta a varios tipos
de células del sistema inmune, principalmente a los linfocitos T CD4+, provocando una
profunda inmunosupresion con infecciones oportunistas asociadas. El curso de la
infeccién del VIH puede seguirse a través de la mediciéon de la cantidad de RNA viral
presente en el plasma (carga viral plasmatica, CVp) y la cuenta de linfocitos T CD4+. La
infeccién por VIH inicia con una fase aguda, periodo de viremia caracterizado por
sintomas inespecificos. Una vez que aparecen las respuestas inmunes adaptativas y se
controla parcialmente la replicacion viral, llegando a un punto de equilibrio en la CVp, se
inicia la etapa cronica, caracterizada por un descenso gradual de la cuenta de linfocitos T
CD4+. Esta fase puede durar varios afios, durante los cuales, el paciente permanece
asintomatico. Finalmente, cuando la caida en la cuenta de linfocitos T CD4+ llega a 200
células/ul, se inicia la etapa del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), la cual
se caracteriza por la aparicion de infecciones oportunistas definitorias de SIDA tales como
neumonia por Pneumocystis jirovecii, tuberculosis, encefalitis, meningitis, sarcoma de

Kaposi e infecciones oculares severas [2].

Infecciones oculares y VIH
A nivel ocular, existen diversas infecciones oportunistas asociadas a SIDA tales
como retinitis por citomegalovirus (r-CMV), retinopatia por VIH, sifilis ocular, tuberculosis

(TB), toxoplasmosis, criptococosis, herpes zoster oftalmico (HZO), entre otras [3] .



La retinitis por CMV (r-CMV) es la infeccion ocular oportunista mas comun,
diagnosticandose principalmente por la exploracion de fondo de ojo bajo midriasis
farmacoldgica [4]. Se presenta en un 22-37% de los pacientes con SIDA antes de iniciar
tratamiento antirretroviral (TAR) y habitualmente esta asociada a una cuenta de linfocitos
T CD4+ <50 células/ul caracterizandose por presentar zonas blanquecinas en retina
(retinitis), con microhemorragias y vasculitis, sin vitritis importante. El tratamiento de

eleccion es con valganciclovir via oral [5].

La sifilis ocular se puede desarrollar en aquellos pacientes con VIH/SIDA cuyas
cuentas de CD4+ son mayores a 200 células/ul y por tanto, puede ser la manifestacion
inicial de SIDA [5]. Se caracteriza por presentar iritis, vitritis, neuritis retrobulbar,
perineuritis, papilitis, neuroretinitis, vasculitis de retina, retinitis necrotizante vy
desprendimiento de retina seroso. Se asocia a afeccion de Sistema Nervioso Central
(SNC) en un 85-100% de los pacientes con SIDA, a diferencia de un 35-40% en las
personas VIH negativas. Se recomienda como tratamiento, emplear de 12-24 millones de

unidades intravenosas de penicilina G sédica cristalina durante 10-14 dias [6].

La principal manifestacion de la TB ocular (<2%) es la presencia de granulomas
coroideos (masas elevadas subretinianas blanco-amarillentas de tamano variable, sin
vasculitis, sin retinitis y sin inflamacion en vitreo ni en camara anterior); también existen
reportes de vasculitis, coroiditis, vitritis, etc., aunque en realidad, la TB puede dar
cualquier manifestacion. En pacientes con SIDA, habitualmente se asocia a una
radiografia de térax normal y el tratamiento es con isoniazida, etambutol, rifampicina y

pirazinamida [3], [7] .



La presencia de Herpes Zoster Oftalmico se caracteriza por la presencia de
lesiones vesiculares en piel, distribuidas en la mitad de la cara, con involucro de una o
mas ramas del nervio trigémino (principalmente rama oftalmica) y es tratado con
valaciclovir via oral; la presencia de criptococosis diseminada se realiza con cultivos
positivos y la presencia a nivel oftdlmico de focos de coroiditis, papiledema o
endoftalmitis; habitualmente es tratada con anfotericina B IV y a nivel ocular se pude

emplear voriconazol en camara anterior.

Inmunologia ocular

El globo ocular es un 6rgano considerado inmunolégicamente privilegiado por
diversas estrategias que emplea para modificar la respuesta inmune innata y adaptativa:
ignorancia inmunoldgica, tolerancia periférica a los antigenos derivados del globo ocular y

el desarrollo de un microambiente inmunosupresor ocular [8].

Un ejemplo de ignorancia inmunoldgica lo encontramos en el tejido corneal, el cual
carece de expresion de Moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilicad (MHC)
clase Il en las células presentadoras de antigenos (CPAs), lo cual favorece el retraso en

el rechazo de los transplantes corneales [9].



La tolerancia periférica o desviacion de la respuesta inmune existente en la
camara anterior del globo ocular tiene como objetivo preservar las estructuras anatéomicas
oculares internas ante una respuesta inflamatoria severa, que puede llevar a pérdida de la
visién por la destruccion de dichas estructuras. Esta respuesta se caracteriza porque los
antigenos escapan del reconocimiento y eliminaciéon en el ojo al inducir una tolerancia
sistémica. A este fendmeno, se le conoce como desviacion inmune asociada a la camara
anterior (anterior chamber-associated immune deviation/ACAID) caracterizado por la
preservacion de la respuesta inmune con anticuerpos mientras que las respuestas
celulares tales como la del tipo de hipersensibilidad retardada (DTH) y la citotoxica (CTL),

son suprimidas [9], [10]

La ACAID se refiere a la migracion de las CPAs a nivel ocular hacia el torrente
sanguineo que, a través de la malla trabecular, llegan al bazo donde entran en contacto
con los linfocitos T “asesinos naturales” (NKT), los cuales son potentes

inmunomoduladores tanto de la respuesta Ty1 como T2 [11][12] [13].

Una vez aqui, en la zona marginal del bazo, la unién de los linfocitos NKT con las
CPAs, estimula la produccion de IL-10 y TGF-B, induciendo asi una respuesta anti-
inflamatoria. De igual manera, se inhibe la produccion de IL-12, cuya funcién principal es
favorecer la diferenciacién hacia linfocitos Ty1 y la sintesis de IFN-y para aumentar la
actividad citotdxica [11]. Al mismo tiempo, se estimula la produccién de quimiocinas

(RANTES o CCL5), para favorecer la migracion local de diversos leucocitos.



En el bazo, las células B presentan el antigeno a las células T, promoviendo de
esta manera la regulacion a la baja de las células T y favoreciendo la induccién de células
T reguladoras (Treg); a su vez, estas células CD4+ ACAID Treg, inhiben la diferenciacién
hacia células Ty1 en los tejidos linfaticos secundarios (ganglios linfaticos) mientras que las
células CD8+ ACAID Treg inhiben la funcién de las células T efectoras (Tu1 y Tu2) in situ,
en el globo ocular. Ademas, los linfocitos T CD4+ efectores que penetran en la camara
anterior pueden ser transformados en células Treg que suprimen la inflamacion intraocular

y evitan el dafio de las estructuras oculares internas [9],[14].

Recientemente se ha reportado ademas que los timocitos y las células T 8
esplénicas son necesarias para la induccién de la ACAID y se puede entender que el
privilegio inmunolégico del ojo depende de la cooperacion de varias células de 6rganos
diferentes al globo ocular [15]. En el timo, se generan células reguladoras CD8+ que son
capaces de suprimir la hipersensibilidad retardada asi como las respuestas Tyl y T2

antigeno especificas.

Sabemos que la activacion de macréfagos dependiente de células T puede danar
los tejidos; a este tipo de reaccion inmunoldégica se le conoce como reaccién de
hipersensibilidad retardada (delayed type hypersensitivity/DTH), la cual se caracteriza
porque el dano al tejido y la inflamacién es causada por células Ty1 y macréfagos

activados [9]



Podemos concluir que las caracteristicas definitorias de ACAID son la generacion
de linfocitos T citotéxicos (CD8+) y de células B que producen anticuerpos que no fijan

complemento, asi como la inhibicion de la respuesta de DTH[9].

Los factores intraoculares inmunosupresores refuerzan la proteccion brindada por
el privilegio inmunolégico, a través de los diferentes componentes inmunosupresores del
humor acuoso [15] como son: TGF-g, péptido intestinal vasocactivo (VIP), factor inhibidor
de la migracion de macrofagos (MIF), péptido relacionado al gen de calcitonina (CGRP),
hormona estimulante de los melanocitos (a-MSH), somatostatina, FasL, trombospondina
y proteinas reguladoras del complemento [9]. Algunos componentes del complemento
actuan como inmunosupresores a nivel del humor acuoso lo cual da como resultado la
produccion secuencial de ciertas citocinas, tales como TGF-f2 e IL-10, ambos

esenciales en la ACAID .

Asi mismo, las células de la superficie ocular y de la barrera hemato-ocular
(endotelio corneal, epitelio pigmentado del iris, epitelio pigmentado del cuerpo ciliar y
epitelio pigmentado de la retina), contribuyen a la respuesta inmune regional
produciendo citocinas in situ, ya que se ha comprobado que las células del sistema
inmune que infiltran el globo ocular, son capaces de producir citocinas en diferentes

uveitis no infecciosas [14, 16].

Los efectos que producen los componentes del humor acuoso en la DTH son los
siguientes: suprimen la inmunidad innata asociada con la activacién de células Ty1,
inhiben la activaciéon de células Ty1 y su proliferacién asi como la produccion de IFNy,
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suprimen la activacién de los macréfagos por y-IFN y promueven la activacion de células

Treg [9].

En sintesis, el microambiente ocular suprime la DTH a través de los componentes
inmunosupresores que habitualmente se encuentran en el humor acuoso [14]. Cada uno
de estos factores, tiene funciones diferentes para las CPAs, células T efectoras y
macrofagos con la consecuente produccién de citocinas especificas. Conjuntamente
cambian la manera en la que las CPAs presentan al antigeno, suprimen la produccion de
IFN-y por las células T efectoras activadas e inhiben la actividad inflamatoria de los
macrofagos previniendo asi la induccién de una inflamacion dentro del microambiente
ocular inmunoprivilegiado. Esta actividad inmunosupresora no sélo tiene un mecanismo
de regulacion negativa, también promueve la induccion/estimulacion de células Treg, las
cuales refuerzan el privilegio inmunolégico al suprimir la respuesta inmune y producir
factores inmunosupresores adicionales dentro del microambiente ocular. Ademas, estas
células Treg, ayudan a mantener la tolerancia ocular a autoantigenos [15]. La inflamacién
ocular provoca una sobreproduccién de IL-6 que a su vez, activa a los macréfagos locales
para convertir la forma latente de TGF-$2 en su forma activa, con la finalidad de re-

establecer el microambiente inmunosupresor [17].

Citocinas y patologias oculares

Se han detectado citocinas pro-inflamatorias (IL-1p, IL-2, IFN-y y TNF-a ) dentro
de fluidos o tejidos oculares inflamados en conjunto con otras citocinas tales como IL-4,IL-

5, IL-10 y TGF-f. Con base en lo anterior, se estan estudiando los niveles y expresion de
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diversas citocinas tanto a nivel sérico como en el humor acuoso, tratando de encontrar
alguna correlacidon con los diferentes cuadros clinicos oftalmicos. Recientemente, el
estudio de citocinas a nivel oftdlmico, se ha centrado en pacientes con retinopatia
diabética y degeneracion macular relacionada con la edad, entre otras patologias

vasculares [18], [19], [20], [21], [22], [23], [24], [25].

Se conoce poco sobre los niveles de citocinas en pacientes con infecciones
intraoculares asociadas a VIH aunque ya se ha tratado de encontrar algun tipo de
correlacion entre las citocinas encontradas en otras patologias con uveitis y el fenotipo

clinico [26], [27].

Existen diversas patologias sistémicas en las que existe una asociacion en la
elevacion de citocinas a nivel sérico con el grado de patologia ocular; un ejemplo de
esto, es el estudio realizado por Hamid et al. que encontré elevacion de TNF-a e IL-12
séricos en pacientes con retinopatia diabética no proliferativa a diferencia de los
pacientes sin ella [20]; en otro estudio se encontraron niveles elevados de IL-6 y de
VEGF en el humor acuoso de pacientes con retinopatia diabética a diferencia de

pacientes diabéticos sin retinopatia diabética [24].

A su vez, Van Kooij et al, encontraron diferentes citocinas en el humor acuoso de

pacientes con uveitis infecciosas que cursaban con edema macular quistico [28].

12



Existen varios reportes que mencionan terapias basadas en los principios del
privilegio inmunologico ocular [9]. Recientemente se ha propuesto que los antigenos
introducidos en la camara anterior del ojo inducen un proceso celular y molecular que
culmina con el desarrollo de células Treg, las cuales pueden mitigar enfermedades
inmunolégicas en el ojo, pulmén y SNC (modelo de encefalomielitis autoinmune
experimental). Se han propuesto diferentes modelos experimentales de uveitis, con su
antigeno/estimulo especifico y su correlacién clinica, para tratar de entender la
fisiopatologia de la respuesta inflamatoria a nivel ocular [29]. Recientemente se sugirio
que la inhibicién intraocular en la produccién de IL-6 en los procesos inflamatorios, puede

restaurar los niveles de TGF-f y por ende, el privilegio inmunoldgico [30] .

Gracias a la introduccién de nuevas tecnologias que permiten analizar multiples
analitos simultaneamente en pequefias cantidades de muestra (50-150 ul), ha sido
posible describir simultdneamente el comportamiento de multiples componentes del
humor acuoso [31] [27] [32], con la posibilidad de analizar varias citocinas en una o varias

patologias oculares.

Justificacion

Las alteraciones en las concentraciones de citocinas en humor acuoso (HA)
asociados a diversas patologias oculares en individuos con infeccion por VIH han sido
descritas de manera incompleta. El conocimiento de patrones especificos de
concentraciones de citocinas en este compartimiento ocular y de sus variaciones después

del tratamiento especifico efectivo de la patologia, asi como su correlacién con las
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concentraciones de citocinas en plasma, contribuira al entendimiento de los mecanismos
inmunoldgicos involucrados en patologias oculares especificas que eventualmente podria
llevar a mejoras en el tratamiento, diagnéstico y prevencion de dichas infecciones. En el
presente trabajo se investigaron los patrones de expresion de 27 citocinas en humor
acuoso y plasma de individuos infectados por VIH con diversas patologias oculares, antes

y después del tratamiento, con resolucion clinica de las mismas.

Pregunta de Investigacion

¢Cual es el comportamiento de las diversas citocinas en el humor acuoso y
plasma durante los padecimientos inflamatorios oculares de origen infeccioso y posterior

a su mejoria clinica en una poblacion de pacientes con VIH?

Objetivo General

Describir el perfil de citocinas tanto en humor acuoso como en circulacion
periférica (plasma) en pacientes con VIH en el momento en el que ocurre la patologia

ocular y posterior a la mejoria clinica de la misma.

Objetivos Particulares

a) Medir simultdneamente la concentracién de un panel de 27 citocinas de interés en
muestras de humor acuoso y de plasma de individuos infectados por VIH con

patologias oculares, antes y después del tratamiento de las mismas.
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b) Describir la relacién entre los niveles de citocinas encontrados en el humor acuoso
y la sangre periférica con la infeccién oportunista ocular.

c) Comparar el comportamiento de las citocinas en el humor acuoso entre cada
grupo de enfermedad ocular infecciosa especifica en los pacientes con VIH.

d) Comparar los resultados en plasma de un grupo control sin enfermedad ocular vy
sin infeccion por VIH versus el plasma del grupo con VIH e infeccion ocular
oportunista asociada.

e) Comparar los resultados en humor acuoso con un grupo de pacientes sin infeccion
por VIH ni patologia ocular agregada, a quienes se sometié a cirugia de catarata

versus el grupo de pacientes con VIH e infeccién ocular oportunista asociada.

Hipotesis

Dado el ambiente de inflamacion crénica desregulada caracteristico de los
individuos infectados por VIH, las concentraciones de citocinas en plasma en individuos

infectados por el virus seran diferentes a las observadas en individuos sin la infeccién.

En individuos con VIH y manifestaciones infecciosas oculares, los niveles de

citocinas en humor acuoso, pre y post-tratamiento especifico, seran diferentes.

Cada patologia ocular presentara un patron caracteristico de concentraciones de
citocinas en humor acuoso, asociados a la patogénesis particular de cada patégeno que
sera diferente al grupo control de humor acuoso.
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MATERIAL Y METODOS

Diserio

Estudio prospectivo, longitudinal, observacional y comparativo.

UNIVERSO DE ESTUDIO

Definicién de caso:

Pacientes que acuden a atenderse al Centro de Investigacion en Enfermedades
Infecciosas (CIENI) del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) en la
Ciudad de México, con infeccién por VIH e infeccidn oportunista ocular (retinitis por CMV,
sifilis, tuberculosis, HZO y hongos), en el periodo comprendido de noviembre 2010 a

mayo del 2012.

Definicién de controles:

* Individuos sanos a nivel sistémico y oftalmoldgico que fueron sometidos a cirugia
de catarata.
* Individuos sanos sin enfermedad sistémica ni ocular que aceptaran donar sangre

para analisis de plasma.
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Consideraciones éticas

Este proyecto fue revisado y autorizado por el Comité de Ciencia y Bioética en
Investigacion del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias; se llevd a cabo de
conformidad con los principios de la Declaracion de Helsinki sobre investigaciéon
biomédica en seres humanos. Por cuestiones éticas, los individuos sanos sin indicacién
de cirugia de catarata, donaron exclusivamente sangre (no HA) para andlisis de
comparacion de citocinas en plasma versus los pacientes con VIH e infeccién ocular
activa. Todos los participantes dieron consentimiento escrito previo a la obtencion de las

muestras.

Criterios de Inclusion

1. Pacientes con diagnéstico de infeccién por VIH con lesiones oculares de origen
infeccioso diagnosticadas clinicamente. Se tomé una muestra basal de HA vy
plasma al momento del diagndstico y antes de iniciar tratamiento especifico para la
infeccién oportunista. Posteriormente, al momento de presentar mejoria posterior
al tratamiento, se tomdé nuevamente muestra de humor acuoso y plasma. Para la
confirmacion del diagnéstico de cada una de las patologias oculares se realizaron
las pruebas correspondientes: Venereal Disease Research Laboratory (VDRL) y
Fluorescent Treponemal Antibody Absorption (FTA-abs) séricos para sifilis,
cultivos para hongos y TB e imagen clinica para retinitis por CMV.

2. Individuos con o sin tratamiento antirretroviral.

3. Individuos sin tratamiento con esteroides topicos.

4. Individuos que hayan firmado la carta de consentimiento escrito.

5. Individuos mayores de 18 afos.

17



6. Individuos sin infeccion por VIH y sin enfermedades oftalmolégicas, con catarata

senil, sometidos a cirugia de catarata y que acepten donar HA para ser analizado.

7. Individuos sin infeccion por VIH, sin otras infecciones aparentes, que acepten

donar plasma para analisis de citocinas.

Criterios de exclusion

1. Individuos diabéticos o hipertensos.

2. Individuos con infeccién por el virus de la hepatitis B y/o C.

3. Individuos con patologia ocular agregada: glaucoma, traumatismo, con transplante

de cérnea y degeneracién macular relacionada con la edad (DMRE).

Criterios de eliminacién

1. Individuos que no concluyan las tomas de muestra o el seguimiento clinico.

PROCEDIMIENTO.

1) Se obtuvo consentimiento informado escrito de todos los participantes.

2) Se realizé una evaluacion clinica oftalmolégica completa (lampara de hendidura,
revision de fondo de ojo bajo midriasis farmacoldgica) para cada participante. En
caso de que el paciente presentara lesiones oculares sugestivas de alguna
patologia infecciosa, se document6 fotograficamente con imagenes de fondo de

ojo.
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3)

El diagndstico de infecciones oculares fue clinico, de acuerdo a las caracteristicas
que pueden presentar cada uno de los agentes infecciosos a diferentes niveles del
globo ocular. Se solicitaron examenes de laboratorio segin cada caso para
reforzar el diagndstico clinico oftalmolégico (VDRL, FTAabs, cultivos) asi como

cuenta de linfocitos T CD4, y carga viral plasmatica de VIH.

Se tomaron dos tubos de 10 mL de sangre anticoagulada con EDTA al momento
del diagnéstico de la infeccion oportunista ocular y posteriormente al momento de
evidencia clinica de mejoria, para medicion de citocinas en plasma. Se considero
como mejoria a la desaparicion de las lesiones a nivel ocular posterior al
tratamiento especifico para cada patologia.

Se tomé una muestra de humor acuoso en aquellos pacientes con infeccion
oportunista ocular diagnosticada clinicamente, al momento del diagndstico y
posteriormente al momento de evidencia clinica de mejoria, para medicién de
citocinas. Se consider6 como mejoria a la desaparicion de las lesiones oculares
posterior a tratamiento especifico de cada patologia.

Se tomdé muestra de humor acuoso en pacientes sin VIH que se sometieron a
cirugia de catarata por causa senil, no diabéticos ni hipertensos y sin patologias
oculares de otra indole (glaucoma, traumatismo, DMRE).

Se tomo6 una muestra de sangre (dos tubos de 10 mL) en personas sanas, sin

infeccion por VIH, de 18 a 35 anos para medir niveles de citocinas en plasma.
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Analisis de citocinas en plasma

Se determiné simultaneamente la presencia de multiples citocinas en pequenos
volumenes de plasma de los individuos participantes mediante el equipo Luminex 200
(Luminex Corporation, Austin, TX), utilizando la tecnologia xXMAP (Multi-Analyte Profile).
Esta tecnologia se basa en el uso de hasta 100 grupos de microesferas con firmas
espectrales Unicas, a las cuales se les unen diferentes anticuerpos de captura que
permiten el analisis de hasta 100 analitos de manera simultanea. El panel de citocinas a
estudiar incluyé: Eotaxina, Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos (G-CSF),
Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos y Macréfagos (GM-CSF), Interferén 2 alfa
(IFN-2a), Interferon gamma (IFN-y), Interleucina (IL)-10, IL-12p40, IL-12p70, IL-13, IL-15,
IL-17, IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, Proteina-10 Inducida por Gamma
Interferon (IP-10), Proteina-1 Quimioatrayente de Monocitos (MCP-1), Proteina
Inflamatoria de Macréfagos 1 alfa (MIP-1a), Proteina Inflamatoria de Macréfagos 1 beta
(MIP-18), RANTES (regulated on activation, normal T cell expressed and secreted), Factor
de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) y TNFB. Se utilizé el estuche de reactivos Milliplex
Human Cytokine (Millipore, Billerica, MA). Brevemente, una alicuota de 200 uL de plasma
se agreg6 una mezcla de microesferas marcadas con anticuerpos para cada una de las
citocinas a analizar. Después de una incubacion de 1 h, se afiadid solucion de anticuerpos
reporteros biotinilados con una incubacion adicional de 1 h. Las mezclas fueron reveladas
utilizando un exceso de solucion de estreptavidina-ficoeritrina con una incubacion
adicional de 1 h. Las mezclas de reaccion fueron concentradas por filtrado al vacio y
analizadas en el instrumento Luminex 200. Los datos generados fueron analizados por el
software Milliplex Analyst provisto por el fabricante. En cada corrida se incluyeron curvas
patron y controles puntuales altos y bajos para cada analito, que permitieron obtener y

validar los valores de concentracidn para cada citocina analizada.

20



Toma de muestra y analisis de Humor Acuoso

Previa asepsia y antisepsia, con colocacién de campos estériles, antibidtico topico
oftalmico profilactico durante 30 minutos previos a la toma del HA y con colocacion de
anestesia tépica, se tomd una muestra HA de la camara anterior (100-150 ulL) en aquellos
pacientes con diagnéstico de infeccion ocular y al momento de la mejoria de ésta. La
muestra fue congelada inmediatamente después de su obtencion a -80°C para
posteriormente ser procesada. En los pacientes con catarata senil, sélo se tomd muestra
al momento previo del inicio de la cirugia de catarata, siendo la toma de HA parte del
procedimiento. Posteriormente se analizé la muestra de HA para el panel de citocinas
compuesto por: eotaxina, G-CSF, GM-CSF, IFNa2, IFNy, IL-10, IL-12p40, IL-12p70, IL-13,
IL-15, IL-17, IL-1a., IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IP-10, MCP-1, MIP-1ca,, MIP-
18, RANTES, TNF-a y TNF- g (Milliplex Human Cytokine, Millipore) como se describio

arriba.

Tamano de la muestra

El tamafio de la muestra estuvo restringido por el numero de pacientes que
acudieron a consulta a lo largo de la duracion del estudio. Dado que se trata de un estudio

exploratorio, no se requirid un calculo de tamafo de muestra.
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Analisis estadistico

El instrumento Luminex proporciona estimaciones de la concentracién de las
citocinas estudiadas con base en una interpolacién de una curva patrén, por lo que las
mediciones que quedan abajo o arriba de esta curva se representan como mayor que... 0
menor que... los valores de los limites de deteccién. Dado que una gran cantidad de
valores quedan en estos rangos, para cada citocina, el valor minimo se ajusto al valor
inferior mas alto de todas las curvas patron que se usaron en los analisis, y de igual modo
para los valores mas altos. Usamos para todos los analisis pruebas no paramétricas
basadas en escalas ordinales, para incluir los valores extremos sin causar un sesgo por
diferencias en sensibilidad de las curvas patrones. Para las mediciones entre grupos
independientes y antes y después del tratamiento usamos la prueba de Wilcoxon de
signo-rango, en sus versiones de muestras independientes y pareadas, respectivamente.
Dada la gran cantidad de posibles combinaciones de grupos y citocinas, se necesitd
corregir para comparaciones multiples, en la que usamos el estadigrafo q de Storey.
Consideramos una comparacion como significativa con una p<0.05 y una q <0.2. Los

analisis se realizaron en el ambiente estadistico R version 3.0.2, con el paquete gvalue.

Dividimos el analisis en dos fases. En la primera investigamos las diferencias que
existen entre pacientes con catarata y controles versus pacientes VIH+,
independientemente de la coinfeccion ocular que tuvieran. En la segunda fase
estudiamos la posibilidad de que los patrones de citocinas entre pacientes VIH+ con
coinfeccion ocular viral (citomegalovirus) fueran diferentes de los patrones de pacientes

VIH+ con coinfeccion ocular bacteriana (sifilis).
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Para el analisis multivariado asumimos que varias de las citocinas se comportarian
de una manera no independiente, por lo que buscamos estas asociaciones mediante una
analisis de componentes principales de los datos basales para plasma y acuoso por
separado. Los andlisis se realizaron usando el ambiente estadistico R con el paquete

FactoMineR , modelando valores omitidos con el paquete missMDA [33], [34].

Para el analisis de las caracteristicas inmunolégicas basales entre los diferentes
grupos (retinitis por CMV, Sifilis Ocular y Granulomas Coroideos por TB en el grupo de

pacientes con VIH/SIDA) usamos la prueba de Kruskal Wallis.

Resultados

Se reclutaron un total de 77 pacientes; 46 individuos con infeccion por VIH (HA'y
plasma) y 31 controles sin infeccién por VIH (15 plasmas y 16 HA). En el grupo con VIH
tuvimos 43 hombres (93%) y 3 mujeres (6%); en el grupo de plasmas controles tuvimos 9
hombres (60%) y 6 mujeres (40%); en el grupo de acuosos controles tuvimos 10 hombres
(62%) y 6 mujeres (37%). La mediana de edad en el grupo con VIH fue de 33 afos (RIC
27-39); la mediana de edad para el grupo de plasmas controles fue de 29 afos (RIC 27-
34); la mediana de edad para el grupo de HA controles (pacientes sometidos a cirugia de

catarata no diabéticos y sin enfermedades oculares) fue de 65 afos (RIC 62-73) (Tabla I).
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Tabla I. Caracteristicas demogréficas de los diferentes grupos.

Grupos (n=77)

46 pacientes VIH 15 controles | 16 controles (Humor
(plasma) Acuoso)
Género 3 43 6 9 6 10
mujeres | hombres | mujeres | hombres | mujeres | hombres
(6%) (40%) (37%)
(93%) (60%) (62%)
Edad 33 (RIC 27-39) 29 (RIC 27-34) 65 (RIC 62-73)
(mediana,
afios)

RIC = rango intercuartil

VIH = Virus de la Inmunodeficiencia Humana

De acuerdo a la infeccion oportunista ocular que tuvieron, los 46 pacientes con VIH
se encontraban distribuidos de la siguiente manera: 23 pacientes con retinitis por CMV (23
muestras de plasma y 23 de HA), 16 pacientes con sifilis (16 muestras de plasma y 15 de
HA), 5 pacientes con granulomas coroideos asociados a tuberculosis (solo muestras de
plasma), 1 paciente con herpes zoster oftalmico (HZO) (solo muestra de plasma) y 1
paciente con hipopion severo secundario a criptococosis diseminada (plasma y HA)

(Figura 1).
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Figura 1. Numero de pacientes incluidos en el presente estudio. Numero total=77.

Se analizaron los patrones de citocinas de las cinco patologias infecciosas,
encontrandose diferencias solamente en los dos grupos con mayor cantidad de pacientes
(retinitis por CMV vy sifilis ocular) al compararlos con el grupo control plasma y el grupo
control humor acuoso, por lo cual, este estudio se centra en la descripcion de citocinas de

estas dos patologias oculares.

En cuanto a las caracteristicas inmunologicas de los pacientes con VIH/SIDA
(Tabla 1), encontramos diferencias al comparar las medianas basales de cuentas de
linfocitos T CD4+ (p<0.0001) y CVp de VIH (p=0.003) entre los pacientes con retinitis por
CMV, sifilis y granulomas coroideos. Ajustando con Bonferroni encontramos que el grupo
diferente en cuanto al nivel basal de linfocitos T CD4+ fue el de sifilis, al compararlo con

CMV (p=0.00007) y con granuloma coroideo por TB (p=0.004). No hubo diferencias en
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cuanto al estado inmunoldégico basal al comparar a los pacientes con retinitis por CMV vs

granuloma coroideo por TB.

Tabla Il. Caracteristicas inmunolégicas basales en pacientes con VIH e infeccion ocular.

n=44
Retinitis  por | Sifilis Granuloma Coroideo
CMV por MTB
n=16
n=23 n=5
CD4: 49 317(217.5- 41 (24-148.5)
mediana, 479.5) .
(RIC) (23-145) .
% CD4: 9 (6.75-12.5) 17 (11.75-21) 14 (9-16)
mediana,
(RIC)
Carga Viral 10943 (109- | 21037 (39- | 992572 (111490-
VIH: 265637) 148468.50) 2027043.5)
mediana, . . .
(RIC)
Log VIH 4.04 (2.4-5.42) 3.16 (1.59-4.96) 6 (4.15-6.27)
Carga Viral:
mediana,
(RIC)

VIH = Virus de la Inmunodeficiencia Humana

CMV = citomegalovirus

MTV = Mycobacterium tuberculosis

CD4 = linfocitos T CD4+

RIC = rango intercuartil

*Kruskall Wallis p <0.0001 para CD4 y p = 0.003 para la Carga Viral.
** Bonferroni p = 0.00007
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Citocinas en plasma vs. Humor Acuoso.

Varias de las medianas de las citocinas analizadas se encontraron por debajo de
su limite de deteccidn, de acuerdo a la curva patron del ensayo o ligeramente detectables
tanto en plasma como en HA de los grupos control como el grupo de pacientes con VIH
(Tabla Ill). Se observaron diferencias importantes en las concentraciones plasmaticas y
en HA para varias citocinas tanto en los controles como en el grupo de pacientes con VIH.
Estos resultados en conjunto sugieren una compartamentalizacién con perfiles
caracteristicos de citocinas en HA vs. plasma, tanto en individuos sanos como en

pacientes con VIH.
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Tabla lll. Medianas basales de citocinas (Plasma y Humor Acuoso) en controles vy
pacientes con VIH.

‘ Controles VIH
Citocina Plasma Humor Acuoso Plasma Humor
(pg/ml) Mediana (RIC) Mediana (RIC) n=45 Acuoso
P9 n=15 n=16 n=39
60.84 (33.30- | 32.15  (27.78- | 63.35 56.07
Eotaxina ) ’ ’ ’ . (39.95-
110.45) 34.42) (49.27-79.12) AP
1155  (11.55- 298 (79.65-
G-CSF 180 (98.55-325.25) | 1532, 65.695 (25.97-160.5) A
1293 (9.39- 3661  (9.39-
GM-CSF | 1077 (1.03-31.90) | jo"g0, 3.84 (1.93-6.92) 20%)
IFN-2a 45.03 (2.97-74.88) | <809 20.94 (10.74-46.44) 132'22) (28.31-
IFN-y 21.47(3.84-78.64) | 3.29(3.29-3.59) | 4.15 (2.84-8.42) 12'2‘7‘) (4.67-
IL-10 3.87 (3.87-4.89) <8.44 15.2 (8.04-33.48) 254‘5‘6) (8.44-
IL-12p40 | <59.10 <5.05 <59.10 <5.05
IL-12p70 | 36.15(7.81-105.5) | <2.37 <7.81 <237
IL-13 25.15 (7.81-36.99) | <15.36 <7.81 <15.36
IL-15 2.86 (2.86-2.89) <2.86 <2.86 <2.86
IL17 1147 (3.11-62.05) | <3.14 <3.11 <3.14
1375  (41.05
IL-1a 2.87 (2.87-23.88) | <2.18 18.98 (9.45-52.48) 10525)
IL-18 161 (1.61-7.76) <5.03 <1.61 <5.03
IL-2 154-(154-258) | <3.94 1.54 (1.54-1.86) 3.94 (3.94-5.54)
1579 (109 9.925 (1.66-
IL-3 <1.99 290) <1.99 24220
IL-4 <13.30 <8.34 <13.30 <8.34
IL-5 <1.65 3.99 <1.65 <3.99
4922 (14.05- 1725  (55.03-
IL-6 1.33 (1.33-7.98) 51 25) 3.84 (1.52-10.92) 355.01)
IL-7 1.89 (1.89-2.63) <243 3.37 (1.89-7.25) <243
IL-8 448 (1.32-20.84) | 9.68 (3.20-22.41) | 10.72 (5.61-21.57) 136825) (34.52-
12394.76
IP-10 249 (153.5-417.75) 58835) (165- i‘ﬁg'gg) (1168.87- | (8821 75.
: : 14772.44)
1396 (1058.25- 8513 (4112.75-
MCP-1 113 (88.66-177.75) | 5100, 289.5 (217.5-467) Yo615)
2435  (18.74- 34.68  (24.07-
MIP-1a 26.39 (26.39-29.53) | 5630 <26.39 S6.47)
1274 (10.70- 4449 (2242
MIP-18 35.30 (17.23-46.87) | 070, 29.70 (18.41-47.77) t4m15)
2388 (1176.5-
RANTES | {200 o <50.69 4445 (3155.5-5757) <50.69
TNFa 9.2 (1.93-17) <2.58 26.26 (14.37-32.75) ;%Z) (3.41-
TNFB 412 (4.12-9.36) <7.91 <4.12 <7.91

< = menor al limite de deteccién
VIH = Virus de la Inmunodeficiencia Humana
RIC = Rango Intercuartil
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Diferencias entre niveles de citocinas en plasma y Humor Acuoso en controles versus
pacientes con VIH.

Se encontraron diferencias en las concentraciones de citocinas en el humor
acuoso vs. plasma al comparar entre grupo control vs. pacientes con VIH. En la tabla IV,
se muestran solo las citocinas con diferencias significativas ya sea en plasma o en

acuoso.

Tabla IV. Niveles de citocinas en plasma y acuoso. Comparacién de controles versus pacientes
con VIH e infeccion ocular.

oy Humor  Acuoso
Citocina Pl_asma Control Plasma VIH p Wx < 0.05* Acuoso VIH p Wx < 0.05*
(pg/ml) n=15 Mediana (RIC) o Control _ -
. _ qWx<0.2 _ n=39 qWx<0.2
Mediana (RIC) n=45 n=16 Mediana (RIC)
Mediana (RIC)
Eotaxina 60.84 (33.305- ?3932?7625 NS 32155 (27.78- | 56.07  (39.95- | p0.0000211
110.45) o 34.42) 76.85) §0.0000311
180 (98.55- | 65695 (25.97- | p 0.0081 1155 (11.55- p 0.00000136
G-CSF 325.25) 160.5) q0.006 18.3625) 298 (79.65-584.25) | 5000002
- 1077 (1.93- - 1293 (9.39- - p0.027
GM-CSF eyl 384 (1.936.92) | NS e 36.61(0:30-74.93) | P02l
45.03 (2.97- 20.945  (10.74- 10053 (28.31- | p 0.000000085
IFN-20. 74.88) 46.44) NS <8.09 172.25) 4 0.0000004
2147 (384 ] p0.019 16.3425  (4.67- | p0.0000099
L5 78.64) 4.15(384-842) | [ g9p SO 45.47) 4 0.00005
p 0.0000237 p 0.0019
IL-10 387 (3.87-4.89) | 152(8.04-3348) | P 00000 <8.44 8.4 (8.44-3356) | P 00012
3615 (7.81- | <7.81 p 0.0000305
IL-12p70 e P 500008 <237 <237 NS
147 (3.11- p 0.001 <3.14
IL-17 62.055) <3.11 P oo <3.14 NS
e 287  (287- | 18985  (9.45- | p0.027 <18 1375 (41.05- | p0.0000000515
23.885) 52.48) q0.016 : 1052.5) 4 0.0000004
154 (154 p 0.031
IL-2 3508) 154 (1.54-1.86) | NS <3.94 3.94(3.94654) | P O0S
] 133 (133 ) 4922 (14.05- | 1725  (65.035- | p0.0133
5 7.985) s (lamililichy) | Mo 91.255) 355.815) 4.0.009
L 4.48 (132 | 1072 (561 | \g 968  (320- | 77.87  (3452- | p 0.000000496
20.84) 21.57) 22.41) 190.25) n 4 0.000001
P10 249 (1535 | A0 p0.000000323 | 2035  (165- | (ZOHIIO p 0.0000000182
417.75) e 4 0.000001 309.75) e 4 0.0000002
- 113 (88.66- | 2895 (217.5-467) | p 0.0000222 1396 (1058.25- | 8513  (4112.75- | p 0.00000112
177.75) 4 0.00003 2122) 10615) ° 4 0.000002
2639  (26.39- | <26.39 2435 (18.74- | 3468  (24.07- | p0.003
Al 29.53) e 26.23) 56.47) q0.002
— 353  (17.23- | 20705 (1841~ | \o 1274 (10.70- | 4449 (22.42- | p0.0002152
p 46.87) 47.77) 20.70) 148.15 § 0.0002
2388 (11765 | 4445  (31555- | p0.019
RANTES D e o <50.69 <50.69 NS
9.2 (193- | 2626  (14.37- | p0.0004 p 0.000005
TNFo. 17.002) 32.75) q0.0004 <2.58 1277 (34-31.64) | 500001

VIH= Virus de la Inmunodeficiencia Humana
RIC = Rango Intercuartil

NS = no significativo

< = menor al limite de deteccion

*p Wilcoxon

**q de Storey para multiples comparaciones
*n=36
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Se puede observar que hay citocinas que estan elevadas en el HA de los
pacientes con VIH y no en el plasma como son: eotaxina, GM-CSF, IFN-2a, IL-2, IL-6, IL-
8, MIP-1a y MIP-18. También hubo citocinas que se encontraban elevadas solo en el
plasma de los pacientes con VIH y no en el HA a diferencia del grupo control como es el
caso de RANTES. Hubo citocinas que se encontraban elevadas tanto en plasma como en
HA en los pacientes con VIH a diferencia de los controles: G-CSF, IFN-y, IL-10, IL-1a, IP-
10, MCP-1 y TNF-a.. También se encontraron citocinas disminuidas en el plasma de los
pacientes con VIH a diferencia del grupo control: IL-12p70 e IL-17; asi como citocinas mas
elevadas en el HA de los pacientes con VIH a diferencia del control (Tabla IV, Figura 2 y

Figura 3).
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Figura 2. Concentracion de citocinas medidas en plasma y en humor acuoso en la condicion basal
(pre tratamiento). Los controles para plasma (C) son sujetos voluntarios sanos y para humor
acuoso son pacientes con indicacion de cirugia de catarata, sin datos de infeccion por VIH u otras.
Los pacientes con infeccion por VIH se subdividieron de acuerdo a su coinfeccién ocular:
citomegalovirus (Cv), sifilis (S) u otros (O). Todas las citocinas mostradas tienen diferencias
significativas entre controles y pacientes VIH positivos (prueba signo-rango de Wilcoxon p<0.05,
Storey g<0.2) las citocinas en donde no hubo diferencias significativas no son mostradas en esta
figura. Los numeros arriba y dentro de las figuras muestran valores extremos fuera de la escala y
de la gréafica. Los asteriscos muestran diferencias entre los pacientes VIH+ con CMV versus
pacientes VIH+ con sifilis ocular (p<0.05, q<0.2).
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Figura 3. Concentracion de citocinas medidas en plasma y en humor acuoso en la condicion basal
(pre tratamiento). Los controles para plasma (C) son sujetos voluntarios sanos y para humor
acuoso son pacientes con indicacion de cirugia de catarata, sin datos de infeccion por VIH u otras.
Los pacientes con infeccién por VIH se subdividieron de acuerdo a su coinfeccién ocular:
citomegalovirus (Cv), sifilis (S) u otros (O). Todas las citocinas mostradas tienen diferencias
significativas entre controles y pacientes VIH positivos (prueba signo-rango de Wilcoxon p<0.05,
Storey g<0.2), tanto en humor acuoso como en plasma; las citocinas en donde no hubo diferencias
significativas no son mostradas en esta figura. Se muestran las citocinas que fueron significativas
tanto en humor acuoso como en plasma. Los asteriscos muestran diferencias entre los pacientes
VIH+ con CMV versus pacientes VIH+ con sifilis ocular (p<0.05, q<0.2). Los numeros arriba y
dentro de las figuras muestran valores extremos fuera de la escala y de la grafica.
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Estos resultados en conjunto sugieren diferencias importantes en los perfiles de
citocinas de controles y pacientes con VIH e infeccién ocular, tanto en el compartimento
del HA como en el plasma y que estas diferencias son especificas del compartimento del
que se trate. En general, es notable un aumento de citocinas proinflamatorias como IL-1a,
IL-6 y TNF-a..; citocinas antiinflamatorias como IL-10; quimiocinas como IL-8, MCP-1, MIP-
1a, MIP-18 y eotaxina; factores de crecimiento como G-CSF, GM-CSF, IL-2 e interferones
en el HA de pacientes con VIH e infeccidon ocular, lo cual refleja una alteracién evidente de

la homeostasis ocular.

Diferencias entre los niveles de citocinas en plasma y Humor Acuoso en pacientes con
retinitis por CMV y sifilis ocular antes del tratamiento especifico versus controles y entre
Si.

Se compararon las muestras basales de humor acuoso en los pacientes con
retinitis por CMV y pacientes con sifilis ocular versus el grupo control (catarata) y pudimos
observar que MCP-1, IP-10, IFN-2qa, IL-1a, TNF-a, IFN-y y G-CSF estaban mas elevadas
en los pacientes con retinitis por CMV que en el grupo con sifilis ocular en comparacién
con el grupo control. Observamos que IL-10 en el HA de los pacientes con sifilis ocular se
encontraba ligeramente mas elevada que en los pacientes con retinitis por CMV a

diferencia del grupo control (Tabla V).

Al comparar las muestras basales de plasma en los pacientes con retinitis por
CMV y pacientes con sifilis ocular versus el grupo control pudimos observar que IP-10, IL-
10 y MCP-1 estaban mas elevadas en los pacientes con retinitis por CMV que en el grupo
con sifilis ocular en comparacion con el grupo control. Observamos que IL-12p70, IFN-y

IL-17, e IL-13 se encontraban mas elevadas en el plasma del grupo control (Tabla V).
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El G-CSF estaba elevado en el plasma control a diferencia del grupo de pacientes

con sifilis ocular y TNF-a,, RANTES, IL-1a, IL-6, e IL-7 sélo se encontraban elevadas en el

plasma de los pacientes con retinitis por CMV en comparacion con el grupo de sifilis

ocular (Tabla V).

Tabla V. Comparacién de muestras de Humor Acuoso y Plasma basales en pacientes con retinitis
por CMV vy Sifilis Ocular versus Controles.

Citocina cMV ::n°"f'°' sifilis LTI
A ediana ) Mediana
(pg/ml) Mediana n=16 Mediana n=16
n=21 n=11
Ll ) 1396 0.0000002 0.0000002 3740.5 1396 0.003 e
P10 14772.44 0.00001
203.5 0.0000001 0.0000002 4622.5 203.5 0.00004
0.0000006 0.000003
Il iz 8.09 0.0000007 37.13 8.09 0.000005
Eotaxina 0.004
65.81 32.15 0.00001 0.000005 4376 32.15 0.04
» 0.000005
“ 991 2.18 0.0000001 0.0000002 88.92 2.18 0.00001
GM-CSF 59.98 12.93 0.007 0.001
TNFo 0.00009
18.52 2.58 0.000006 0.000003 5.96 2.58 0.0003
0.001
MIP-18 53.96 12.74 0.0004 0.0001 42.05 12.74 0.01
— 0.0005
@ 30.33 24.35 0.02 0.003 41.1 24.35 0.003
0.000003
IFN-y 24.51 3.29 0.000008 4.47 3.29 0.03 0.003
IL-8 0.001
87.94 9.68 0.00000001 0.00000007 54.95 9.68 0.009
IL-10 0.0002
8.44 8.44 0.003 0.0005 13.58 8.44 0.001
IL-6 254 49.22 0.001 0.0002
0.0001
G-CSF 344.04 0.0000009 0.0000006

Plasma
Citocina CMV ~ Control | Sifilis Control’i
(pg/ml) Mediana Mediana Mediana Mediana

n=22 n=15 n=11 n=16
IP-10 2718 249 0.00000004 Sy 972.75 249 0.0001 0.00003
TNF-o. 26.67 9.2 0.0003 0.00009
G-CSF 4517 180 0.001 0.0002
IL-12p70 7.81 36.15 0.0004 0.0001 7.81 36.15 0.0009 0.0001
IFN-y 3.84 21.47 0.004 0.0007
IL-17 3.11 11.47 0.008 0.001 3.11 11.47 0.005 0.0008
IL-10 18.08 3.87 0.000008 0:000003 8.4 3.87 0.007 0.0011
IL-1a 20.65 2.87 0.01 0.001
MCP-1 316.5 113 0.00002 0:000009 253 113 0.001 0.0003
RANTES 4841 2388 0.01 0.001
IL-13 7.81 25.15 0.0001 0:00004 7.81 25.15 0.0006 0.0001
IL-6 6.57 1.33 0.02 0.002
IL-7 6.3975 1.89 0.01 0.001

CMV = citomegalovirus * p Wilcoxon

**q de Storey para multiples comparaciones
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Se compararon las muestras basales de HA y plasma de pacientes con retinitis por
CMV versus los pacientes con Sifilis ocular, encontrandose diferencias entre ambos
grupos en el HA en GM-CSF, IL-1a e IP-10. Hubo diferencias en los plasmas entre ambas
patologias en: G-CSF, IFN-2a, IFN-y, IL-10, IL-1a, IL-7, IL-8 e IP-10 (Tabla VI; Figura 2 y
Figura 3). S6lo se compararon los grupos de CMV y Sifilis por ser los que contaban con

un numero mayor de pacientes (n=22 y n=15, respectivamente).

Tabla VI. Comparacion de muestras de Humor Acuoso y Plasma basales en pacientes con retinitis
por CMV vs Sifilis Ocular.

Citocina Compartiment cwmv Sifilis
(pg/ml) o P Mediana Mediana

n=22 n=15
GM-CSF  HA 59.98 15.47 0.0262 0.1571
IL10; HA 991 88.92 0.033 0.15
IP-10 HA 14772.44 46225  0.002 0.046
GCSF Plasma 107.475 451725 4032 0.157
IFN2a. Plasma L3R 12505 022 0.151
IFNy Plasma 6.22 3.84 0.003 0.047
IL-10 Plasma 18.085 = 0.034 0.157
IL-1c Plasma 20.655 12475 (043 0.157
IL-7 Sleeme 6.3975 = 0.007 0.067
IL-8 Plasma 14.2175 5.61 0.003 0.047
IP-10 Plasma 2 97275 001 0.046

HA = Humor Acuoso
* p Wilcoxon
**q de Storey para multiples comparaciones
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Estos resultados en conjunto evidencian perfiles de citocinas caracteristicos de la
retinitis por CMV versus sifilis ocular, diferentes ambos a los controles sanos lo cual
podria reflejar mecanismos inmunoldgicos distintos en respuesta a las dos infecciones.
Es importante resaltar el fuerte perfil inflamatorio observado en la retinitis por CMV en
comparacion con la sifilis ocular, asi como la alteracion sistémica mayor observada en los

pacientes con CMV en comparacién con los pacientes de sifilis ocular.
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Cambios en los peffiles de citocinas antes y después de los tratamientos especificos para

las infecciones oculares.

A continuacion se compararon los perfiles de citocinas antes y después del
tratamiento especifico en pacientes con retinitis por CMV y con sifilis ocular. En los
pacientes con Retinits por CMV encontramos una disminucion (deltas=A)
estadisticamente significativa entre los niveles pre y post tratamiento en 15 citocinas:
eotaxina, G-CSF, GM-CSF, IFN-2a., IFN-y, IL-10, IL-1«, IL2, IL-6, IL-8, IP-10, MCP-1, MIP-
1a, MIP-18 y TNF-a en el Humor Acuoso y solamente una citocina en plasma (IL-10). En
los pacientes con sifilis ocular hubo una disminucion (deltas=A) estadisticamente
significativa entre los niveles pre y post tratamiento en 9 citocinas: eotaxina, G-CSF, GM-
CSF, IL-1a, IL-6, IL-8, IP-10, MCP-1 y MIP-1a en el Humor Acuoso y solamente una

citocina en plasma (IFN-2a) (Tabla VII, Figura 4) mostro elevacion posterior al tratamiento.
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Tabla VII. Niveles de citocinas (pre y post tratamiento= deltas A) en el Humor Acuoso y
Plasma de pacientes con retinitis por CMV y Sifilis ocular.

| Retinitis CMV (Basal vs Final). Deltas=A

Citocina . Delta de las
(pg/ml) Compartimento | n medianas
Eotaxina HA 17 -15.25 0.00001 0.001
G-CSF HA 17 -359 0.0001 0.003
GM-CSF HA 17 -32.71 0.00001 0.001
IFN-2a HA 17 -114.3 0.0008 0.01
IFN-y HA 17 -27.22 0.0007 0.01
IL-10 HA 17 0 0.01 0.11
IL-1a HA 17 -234.83 0.00005 0.001
IL-6 HA 17 -206.09 0.0005 0.011
IL-8 HA 17 -135.8 0.0000007 0.002
IP-10 HA 17 -7772.44 0.0005 0.011
MCP-1 HA 17 -5291.18 0.00003 0.001
MIP-1a HA 17 -19.94 0.00004 0.001
MIP-18 HA 17 -36.81 0.00007 0.002
TNF-o HA 17 -12.15 0.003 0.02
IL-10 Plasma 19 -6.365 0.002 0.03

\ Sifilis (Basal vs Final). Deltas=A
Citocina . Delta de las
(pg/ml) Compartimento | n medianas
Eotaxina | HA 10 -17.13 0.001 0.02
G-CSF HA 10 -107.69 0.009 0.08
GM-CSF HA 10 -4.59 0.001 0.02
IL-1a HA 10 -54.26 0.001 0.02
IL-6 HA 10 -45.93 0.014 0.11
IL-8 HA 10 -39.22 0.003 0.03
IP-10 HA 10 -2920.75 0.001 0.02
MCP-1 HA 10 -2007.75 0.001 0.02
MIP-1a HA 10 -19.34 0.005 0.05
IFN-2a Plasma 12 14.66 0.014 0.11

HA = Humor Acuoso

CMV = citomegalovirus

*p Wilcoxon

**q de Storey para multiples comparaciones
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Figura 4. Concentraciones de citocinas medidas en humor acuoso y plasma (corchete inferior) de pacientes
VIH positivos antes y después de tratamiento. CMV: pacientes con coinfeccion ocular por citomegalovirus; Sif:
pacientes con coinfeccion ocular por sifilis. Las flechas son cada paciente individual, y la direccion de la flecha
indica si aumentd o disminuyé la citocina correspondiente. Sélo se muestran las citocinas para las cuales
hubo diferencias significativas (prueba de Wilcoxon pareada p<0.05, Storey g<0.2) entre los valores antes de
tratamiento versus después de tratamiento. Los asteriscos muestran diferencias entre la magnitud del cambio

(delta) en esa citocina entre el grupo CMV y el grupo Sif (prueba signo-rango de Wilcoxon p<0.05, Storey
q<0.2).
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Al comparar las medianas de las deltas (A) entre retinitis por CMV versus sifilis
ocular, solo hubo diferencia entre estos dos grupos en 4 citocinas: A de IFN-2a. e IL-10 en
plasma y A de INF-2a. e INF-y en acuoso. Observamos que los pacientes con sifilis
ocular tuvieron elevacion de esas citocinas en plasma a diferencia de los pacientes con
retinitis por CMV que mostraron una reduccién. En el HA las dos citocinas tuvieron una
disminucién en ambas enfermedades, con mayor decremento en los pacientes con

retinitis por CMV. (Tabla VIII, Figura 4).

Tabla VIIl. Comparacion de las medianas de las deltas A entre los pacientes con retinitis
por CMV vs los pacientes con Sifilis Ocular.

CMV vs Sifilis

Citocina ST sifilis Z"edia"a Z"edia"a

(pg/mi) ° f sifilis

Delta IFN-20. Plasma 19 12 -3.53 14.66 0.013 0.17
Delta IL-10 Plasma 19 12 -6.365 2.075 0.007 0.109
Delta INF-2o. HA 17 10 -114.3 -11.01 0.034 0.157
Delta INF-y HA 17 10 -27.22 -1.155 0.032 0.157

HA = Humor Acuoso

CMV = citomegalovirus

*p Wilcoxon

**q de Storey para multiples comparaciones

Estos resultados muestran un cambio notable debido al tratamiento especifico en
ambas infecciones oculares, con disminucion de multiples citocinas elevadas en el estado
basal de la infecciéon ocular. En particular es evidente la disminucién del ambiente
inflamatorio en ambas infecciones oculares, siendo especialmente evidente la disminucion
en interferones de tipo | y Il después del tratamiento de la retinitis por CMV.
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Analisis de componentes principales.

Se hizo un andlisis de componentes principales (ACP) con el fin de buscar
patrones globales de expresion de citocinas caracteristicos de cada infeccién ocular y de
controles versus pacientes con VIH e infeccién ocular. En cuanto al ACP de los datos
basales para plasma y acuoso por separado, seleccionamos solo las dimensiones que
explicaban mas del 5% de la varianza. Las dimensiones se conformaron por variables de
diversa naturaleza, incluyendo quimiocinas, citocinas Ty1, citocinas Ty2, factores de
estimulacion y antivirales (Figura 5). Como se puede ver en el mapa de calor (Heat Map),

no parecen agruparse en una sola funcion.
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Figura 5. Mapa de calor (heat map) de las aportaciones a la varianza de cada citocina a
las cuatro principales dimensiones de cada compartimiento (humor acuoso y plasma)
obtenidas por analisis de componentes principales. Rojo son aportaciones altas, verde
son aportaciones bajas. La escala se ajusté para cada columna.
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Analizamos las correlaciones entre las dimensiones dentro del HA y plasma y
tampoco encontramos que hubiese una correlacion entre las dimensiones dentro del
acuoso y el plasma, sugiriendo que los patrones de citocinas en ambos casos son
independientes; posteriormente analizamos las dimensiones principales del HA y plasma
de los pacientes con VIH vs. los controles y los pacientes con retinitis por CMV vs. sifilis

ocular (Figura 6).
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Figura 6. Graficas de cada medicion (sujeto) en las dos principales dimensiones del analisis
de componentes principales. Las graficas de la izquierda muestran las dimensiones del
humor acuoso, y las de la derecha las de plasma. Arriba se agruparon los sujetos por
estatus de infeccidn por VIH (con o sin infeccion) y abajo se tomaron sélo los pacientes VIH
positivos, agrupandose en los que tenian coinfeccidon por citomegalovirus (CMV) o sifilis.
Para cada grupo se dibujé una elipse de confiabilidad al 95%, calculada por 100 repeticiones
con reemplazo (bootstrapping).

43



Sélo las dimensiones principales del acuoso parecieron tener un comportamiento
diferente entre los pacientes VIH y los controles, o entre la infeccion por citomegalovirus y
sifilis; los centros de las elipses de confianza del 95% no traslapan con los bordes de la
otra, lo que muestra que el patrén de citocinas de los pacientes VIH e infeccion ocular
(respuesta principalmente Ty1) es significativamente diferente del patron de los controles.
De igual modo, dentro de los pacientes infectados, los que tuvieron CMV presentaron un
patrén diferente de los que tuvieron sifilis ocular. Estos resultados en conjunto, confirman
los diferentes patrones de expresion de citocinas en los pacientes con VIH con distintas
infecciones oculares lo cual sugiere que existen mecanismos inmunolégicos complejos y

diferentes que caracterizan a la respuesta hacia cada infeccién particular.
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Discusioén

Este es el primer estudio prospectivo y longitudinal realizado en pacientes con
VIH y retinitis por CMV o sifilis ocular en el que se muestra la disminucion en la
concentracion de citocinas proinflamatorias y de quimiocinas en el HA posterior al
tratamiento sistémico especifico, acompanado de mejoria clinica oftalmoldgica.
Asimismo, analizamos el comportamiento de las citocinas de manera simultanea en dos
compartimentos: HA y plasma, en dos tiempos diferentes (pre y post-tratamiento
especifico), en pacientes con retinitis por CMV vy sifilis ocular ambas asociadas a VIH,

en comparacién con grupos controles sanos en plasma y HA.

Las caracteristicas demograficas e inmunolégicas de nuestra cohorte son
similares a lo reportado previamente por otros estudios en pacientes con VIH [3]: una
poblacion predominantemente masculina, joven (mediana = 33 afos, RIC 27-39) y con
mayor inmunosupresion en aquellos pacientes con retinitis por CMV en comparacién con
los pacientes con sifilis ocular [6]. Como era de esperarse, encontramos una mayor edad
(mediana = 65 afos, RIC 62-73) en el grupo de pacientes sometidos a cirugia de
catarata sin patologia ocular ni sistémica agregada, ya que la presencia de opacidad en
el cristalino esta asociada al envejecimiento [35]. Por las implicaciones éticas, éste fue
nuestro grupo control para poder realizar las comparaciones en el HA, ya que se puede
tomar una muestra de éste antes de realizar el procedimiento quirdrgico para extraccion

de catarata sin que esto implique un mayor riesgo.

En el plasma de los pacientes con retinitis por CMV, encontramos que las citocinas
(G-CSF, IFN-20, IFN-y, IL-10, IL-1a, IL-7, IL-8 e IP-10) estaban mas elevadas en
comparacion con los pacientes con sifilis ocular. Algunas de las citocinas elevadas, son
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responsables del desarrollo de diferentes grupos celulares (G-CSF e IL-7), otras son
quimiocinas principalmente pro-inflamatorias (IL-1a, IL-8 e IP-10) y algunas anti-

inflamatorias (IL-10).

La presencia de esta ultima citocina (IL-10), podria ser reflejo de un intento por
controlar la inflamacién causada por la retinitis por CMV asociada a la desviaciéon inmune

de la camara anterior (anterior chamber immune deviation/ACAID) [15].

A diferencia del plasma, en el HA de los pacientes con retinitis por CMV,
encontramos que las citocinas GM-CSF, IL-1a e IP-10, se encontraban mas elevadas
que en los pacientes con sifilis ocular. Esto sugiere que la respuesta, dependiente de
monocitos y macréfagos, es mas potente en pacientes con retinitis por CMV que en

aquellos con sifilis al momento de la infeccion ocular.

Estos hallazgos son similares a lo reportado por Lahmar, | et al, que observaron

niveles elevados de GM-CSF e IL-1 en el HA de pacientes con uveitis virales. [36].

Scholz et al, ha propuesto que los niveles elevados de TNF-a e IFN-y podrian
contribuir a la persistencia de la retinitis por CMV, con la consecuente destruccion de la
retina ya que se ha visto que el CMV permanece latente en las células del epitelio
pigmentado de la retina (EPR) y que tanto TNF-a e IFN-y, sensibilizan a estas células

para desarrollar apoptosis mediada por FasL [37]. Nosotros no encontramos diferencias
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en el HA en las concentraciones basales de estas dos citocinas al momento de la
infeccién ocular entre los pacientes con sifilis ocular y retinitis por CMV, sin embargo, la
disminucion en la concentracion de ambas citocinas posterior al tratamiento fue
significativamente mayor en el grupo de pacientes con retinitis por CMV. Llama la
atencion, que IFN-y se encontré con mayor elevacion en el plasma de los pacientes con
retinitis por CMV a diferencia del grupo con sifilis ocular antes del tratamiento (mediana =

6.22 versus 3.84, p = 0.003).

Algunos autores sugieren que los niveles elevados de IFN-y en el HA o vitreo,
podrian contribuir con el curso clinico de los pacientes con necrosis retiniana asociada a
virus herpes zoster [38]. Nosotros no encontramos niveles elevados de IFN-y en el HA
basal de los pacientes (pero si en plasma) con retinitis por CMV a diferencia de los
pacientes con sifilis ocular, sin embargo, si encontramos diferencias significativas en la
concentracién de IP-10. El IP-10 en el humor acuoso es producido localmente por
linfocitos T que migran de la sangre al ojo y se ha mencionado que los niveles de IP-10 en
el HA, estan relacionados con el estadio clinico de la enfermedad. Esto sugiere un rol
patogénico de IP-10 en el reclutamiento de células T activadas hacia el ojo en pacientes
con uveitis asi como el papel critico que juegan las células en la patogénesis de las
uveitis, migrando estas células hacia sitios inflamados con alta produccion de IFN-y [39].
Con lo anterior, es entendible que en nuestro grupo de pacientes con retinitis por CMV

encontraramos una mayor concentracion de IP-10 a diferencia del grupo de sifilis ocular.

lyer et al, en un estudio transversal en pacientes con retinitis por CMV asociada a

VIH, también observaron una respuesta mediada por linfocitos y monocitos/macréfagos,
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con elevacion de IP-10, fractalkina, factor de crecimiento derivado de plaquetas (platelet-
derived growth factor/PDGF-AA), G-CSF, FIt-3L y MCP-1 en el HA [40]. Nosotros
encontramos resultados similares en cuanto al comportamiento de IP-10 y MCP-1
encontrando también niveles més elevados de IFN-2a, IL-1a, TNF-a, IFN-y y G-CSF en el
HA de los pacientes con retinitis por CMV a diferencia del grupo de sifilis ocular al
momento de compararlas con el grupo control (catarata); por otro lado, solamente IL-10
se encontraba mas elevada en el HA del grupo con sifilis ocular al compararla con el

grupo control.

Al comparar las concentraciones basales plasmaticas de los pacientes con sifilis
ocular, encontramos niveles menores de G-CSF, IFN-2a, IFN-y, IL-10, IL-1qa, IL-7, IL-8 e
IP-10 a diferencia de los pacientes con retinitis por CMV. En el HA basal, observamos
niveles menores de GM-CSF, IL-1a e IP-10 en el grupo de sifilis ocular en comparacion
con el grupo de pacientes con retinitis por CMV. La mayor concentracion de citocinas en
el grupo de retinitis por CMV nos hace suponer que estas son en parte responsables de

una mayor destruccion de la retina .

La mayor elevacion de ciertas citocinas (IP-10, IL-10 y MCP-1) en el plasma basal
de los pacientes con retinitis por CMV a diferencia del grupo con sifilis ocular y el control,

nos muestra una mayor respuesta pro y anti inflamatoria a nivel periférico.

En cuanto al comportamiento de las citocinas posterior al tratamiento especifico,
en plasma, los pacientes con retinitis por CMV tuvieron una reduccién significativa de IL-
10, la cual tiene funciéon anti-inflamatoria. En el HA, disminuyeron varias

citocinas/quimiocinas proinflamatorias: eotaxina, G-CSF, GM-CSF, IFN-2a, IFN-y, IL-10 ,
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IL-1q, IL-2, IL-6, IL-8, IP-10, MCP-1, MIP-1a, MIP-18 y TNF-a. En el HA de los pacientes
con sifilis ocular, varias citocinas y quimiocinas (eotaxina, G-CSF, GM-CSF, IL-1q, IL-6,

IL-8, IP -10, MCP-1 y MIP-1a), tuvieron una reduccion significativa post-tratamiento.

Cuando comparamos la mediana del cambio (pre tratamiento — post tratamiento =
delta) en el HA de los pacientes con retinitis por CMV en comparacion con los pacientes
con sifilis ocular, encontramos que el IFN-2a e IFN- y estaban mas elevadas en los
pacientes con retinitis por CMV al momento del diagnostico de la infeccidn ocular, con una
mayor disminucion post-tratamiento que en los pacientes con sifilis ocular; en contraste,
IL-10 e IFN-2a en plasma de los pacientes con retinitis por CMV, mostraron una
disminucion, en comparacién con el aumento en los pacientes con sifilis ocular post-
tratamiento; esto contrasta con lo reportado por Knudsen et al, quien menciona que existe
una disminucién de IL-10 plasmatica posterior al tratamiento especifico en pacientes con

sifilis. [41]

Estas variaciones en las concentraciones de citocinas podrian deberse a lo que ya
ha sido sugerido por otros autores quienes han observado cambios en los niveles de
citocinas durante las primeras horas posteriores a una infeccion, sugiriendo que existe un
balance dinamico entre las diferentes citocinas dependiente del tiempo de evolucion y la

severidad de la enfermedad [42].

Todos nuestros hallazgos sugieren que al dar un tratamiento sistémico especifico

para el control de una infeccion ocular, provoca también un descenso en los niveles de
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diversos grupos de citocinas anti-inflamatorias, inmunomoduladoras vy citocinas pro-
inflamatorias, quimiocinas y factores estimulantes, principalmente en el HA de los

pacientes con VIH e infeccion ocular.

Al momento de comparar el HA de los pacientes con VIH e infeccién ocular con el
grupo control (pacientes sometidos a cirugia de catarata), varias citocinas se encontraban
por debajo de su limite de deteccién, tales como: IL-12p70, IL-17 y RANTES; las unicas
citocinas por debajo de sus limites de deteccion en el HA del grupo control fueron: IFN-
2a, IFN-y, IL-10, IL-1a, IL-2, y TNFa, a diferencia del grupo de pacientes con VIH e
infeccion ocular. Las bajas concentraciones de IL-10 pueden explicarse debido a que en
el grupo control no hay una infeccién ocular activa y que por ello no se necesita del efecto

regulador anti-inflamatorio de esta citocina.

En el HA, citocinas (GM-CSF, G-CSF, IFN-y, IFN-2a, IL-10, IL-1qa, IL-2, IL-6 ¥y
TNFa) y quimiocinas (eotaxina, IP-10, MCP-1, IL-8, TNF-a, MIP-1a y MIP-1B) se
encontraban elevadas en los pacientes con VIH al momento del diagndstico de la
infeccién ocular a diferencia del grupo control. El perfil que predomina en el HA es pro-
inflamatorio con varias quimiocinas lo cual sugiere que la produccién de éstas es llevado a
cabo a nivel intraocular reforzado ademas por la presencia de diversos factores

estimulantes hematopoyéticos (GM-CSF and G-CSF).
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Encontramos una respuesta Ty2 reducida en los pacientes con VIH e infeccion
ocular (HA y pasma) y en ambos grupos control (HA y plasma) basados en que IL-12p40,

IL-4 e IL-5 se encontraban por debajo de sus limites de deteccion.

En el plasma de pacientes con VIH e infeccidon ocular encontramos elevadas IL-
10, IL-1qa, IP-10, MCP-1, RANTES y TNF-a en comparacion con el grupo control. Una
diferencia similar fue encontrada entre los niveles de quimiocinas en el HA en
comparacion con la sangre periférica en pacientes con uveitis no Infecciosas [16].
Interesantemente, RANTES se encontraba mas elevada solamente en el plasma de los
pacientes con VIH e infeccién ocular, a diferencia de lo observado en el plasma del grupo
control y en los humores acuosos, en quienes se encontraba por debajo del limite de
deteccion. Es importante mencionar que TNF-a, RANTES, IL-1a, IL-6, e IL-7 solo se
encontraban elevadas en el plasma de los pacientes con retinitis por CMV en
comparacion con el grupo de sifilis ocular. Estos resultados podrian explicarse como por
un intento de inmunomodulacién a través de RANTES e IL-10 en los pacientes con VIH e
infeccién ocular, principalmente viral, de acuerdo con lo descrito en la desviaciéon inmune

asociada a la cdmara anterior (ACAID) [15].

Un estudio llevado a cabo en ratones en quienes se provocaba experimentalmente
uveitis autoinmune, reportd que los macrofagos oculares eran los principales productores
de RANTES asi como los encargados de la regulacion de la inflamacion, siendo ademas
esta citocina probablemente la responsable del reclutamiento de los linfocitos T CCR5+

CD8+ hacia el sitio de inflamacion [43].
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Esto puede explicar en parte la severidad de la inflamacion que nosotros
encontramos a nivel intraocular en nuestros pacientes con VIH e infeccién ocular, ya que
la ausencia de RANTES en el HA podria facilitar la presencia de una respuesta pro-
inflamatoria dada la falta de accion inmunomoduladora de ésta citocina. La ausencia de
RANTES en el HA de nuestros pacientes con VIH e infeccion ocular contrasta con lo

encontrado en pacientes con uveitis anterior aguda [42].

Mas investigaciones deben realizarse para analizar si RANTES se comporta de la
misma manera en el HA en otras infecciones oculares en pacientes sin VIH o nuestros
hallazgos estan relacionados a la patologia sistémica inmunosupresora (VIH) o se debe a
que la respuesta en el HA depende de un estimulo antigénico especifico como ya ha sido

mencionado por otros autores [10], [44].

Algunos autores han encontrado concentraciones elevadas de MCP-1, IL-8 y
RANTES en muestras de pacientes con uveitis. Este hallazgo es consistente con nuestros
resultados ya que tuvimos concentraciones elevadas de IL-8 and MCP-1 (ambas con un
papel quimiotactico y pro inflamatorio) [45]. En nuestro estudio, los niveles de IL-8 en
plasma no mostraron diferencia entre el grupo de pacientes con VIH e infeccion ocular al
compararlos con el grupo control pero si encontramos niveles elevados de IL-8 en el HA
de nuestros pacientes con VIH e infeccion ocular al compararlos con el grupo control.
Estos resultados concuerdan con lo observado por otros autores y podrian explicarse
debido a que esta citocina es producida a nivel intraocular por los procesos ciliares [46].
Recientemente se reportd que posterior a multiples inyecciones de ganciclovir intravitreo,

existe un descenso continuo de IL-8 en el HA de pacientes con retinitis por CMV [47].
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Varios estudios muestran diferentes resultados en cuanto a los niveles de IFN-y,
IL-10 e 1L-6 en el HA de uveitis infecciosas y no infecciosas [27, 28, 31, 48-50]. En cuanto
a esto, nosotros encontramos altas concentraciones de IL-10 en el HA y plasma de los
pacientes con VIH e infeccidon ocular en comparacién con los controles. También, IFN-y
e IFN-2a estuvieron presentes en menores concentraciones en el plasma de nuestros
pacientes con VIH e infeccion ocular en contraste con el grupo control pero con mayores
concentraciones en el HA de los pacientes con VIH e infeccion ocular y a su vez, ambos
interferones, mostraron una mayor concentracién en el plasma de los pacientes con
retinitis por CMV con una mayor reduccion post tratamiento a diferencia del grupo con

sifilis ocular (Tabla VIl y VIII).

Las medianas de las citocinas que estaban por debajo de su limite de deteccién en
el plasma de los pacientes con VIH al momento del diagnéstico de la infeccion ocular
fueron: IL-12p40, IL-12p70, IL-13, IL-15, IL-17, IL-18, IL-3, IL-4, IL-5, MIP-1a y TNFB. Una
posible explicacién de éstos resultados podria ser el estado inmunosupresor asociado al

VIH.

Mas estudios que incluyan a un grupo de pacientes con VIH sin infeccion
oportunista ocular podrian ayudar a determinar si lo encontrado en el plasma esta

asociado a la infeccién ocular o a la infeccién por VIH.

Las lipoproteinas del treponema aumentan la expresion de CCRS5 y disminuyen la
de CXCR4 (ambos receptores de quimiocinas, para RANTES y SDF-1 respectivamente).

Esta diferencia, presente en los macrofagos de las ulceras genitales y en los linfocitos T
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CD4, favorece la transmision del VIH y a su vez, podria explicar porque los pacientes con

sifilis adquieren facilmente el VIH [51] [52].

El chancro presente en la sifilis es una respuesta de hipersensibilidad retardada
(DTH), la cual es muy efectiva para la eliminacion de los treponemas en el sitio de la
lesion. La DTH depende del infiltrado de linfocitos T, los cuales, se encuentran deficientes
en los pacientes con VIH, aunque también puede haber una deficiencia en la produccion
de citocinas proinflamatorias o en el numero y/o funcién de los macréfagos [53]. En
pacientes VIH+ los resultados para VDRL y FTAabs pueden salir alterados por el deterioro

en el estado inmunoldgico [6].

El reconocimiento de una infeccion por Mycobacterium tuberculosis (MTB) es
iniciada por los macréfagos y las células dendriticas (DC) a través de los receptores Toll-
like, los cuales estimulan la produccion de citocinas tales como IL-12 y TNFa.
Posteriormente, IL-12 activa la respuesta Ty1 de la inmunidad adaptativa con secrecién
de IFN-y. Altas concentraciones de IL-12, TNFa e IFN-y son la caracteristica de una
infeccion activa por tuberculosis [54]. En pacientes con uveitis asociada a tuberculosis,
han sido reportados niveles elevados en el HA de IL-6, IL-8, monocina inducida por
interferon-gamma (MIG, quimio atrayente de linfocitos T) y de IP-10 a diferencia de lo
encontrado en pacientes con uveitis idiopatica. Esto sugiere que los pacientes con uveitis
y tuberculosis que responden al tratamiento contra Mycobacterium tuberculosis no es
porque tengan una infeccion activa a nivel intraocular sino que se trata de una respuesta
autoinmune con reaccion inflamatoria a nivel ocular, disparada por la tuberculosis [55]. En

nuestro estudio, incluimos cinco pacientes con granulomas coroideos asociados a
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infeccion diseminada por tuberculosis, sin inflamacion en la camara anterior ni en el vitreo
por lo cual, solo medimos citocinas en el plasma y no en el HA; nosotros no encontramos
diferencias en los niveles de citocinas o algun patrén especifico de citocinas en el plasma

de éste grupo, lo cual, puede deberse a la poca cantidad de pacientes.

Nuestros resultados sugieren que el perfil de citocinas en el plasma esta
compuesto por quimiocinas, citocinas Ty1, citocinas Ty2, factores de estimulaciéon y
antivirales, y no parece que estén agrupadas en una sola funcién en nuestros pacientes
con VIH e infeccion ocular, siendo similar a lo encontrado en el grupo control (Figura 5).
Nosotros sélo encontramos una tendencia hacia un perfil Ty1 en el HA de nuestros
pacientes con VIH e infeccion ocular diferente a lo encontrado en el HA de grupo control y
a su vez, con diferencias en las concentraciones de algunas citocinas en el grupo de
pacientes con retinitis por CMV vy sifilis ocular. No encontramos evidencia de una

respuesta del tipo Ty17 en nuestros pacientes.

Existen varias teorias que proponen que, conforme progresa la infeccion por VIH,
se da un remplazo en la respuesta Ty1 por Ty2, con la consecuente reduccion en la
inmunidad celular anti-VIH [2]. Nosotros encontramos una débil respuesta de tipo Ty2
(dada principalmente por la presencia de IL-10) en nuestros pacientes con VIH e infeccion
oportunista ocular, a pesar de que los pacientes con retinitis por CMV, se encontraban en
un estadio avanzado de la enfermedad con severa inmunosupresion. Es conocido que en
pacientes con VIH hay una disminucién en los linfocitos T CD4+ productores de IL-2 e
IFN-y, asi como un incremento en los productores de IL-4 e IL-10; por otro lado, el TNF-a

e IL-2 inducen y mantienen la replicacion del VIH. Recientemente, se observé una
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asociacion entre la infeccion por VIH y el aumento de la carga viral con la elevacién de IL-

10, disminuyendo ésta ultima con la administracion de farmacos antiretrovirales [56].

En nuestro estudio no pudimos obtener un suficiente nimero de pacientes con las
otras 3 patologias oculares asociadas a VIH (sélo cinco pacientes con MTB diseminada y
granulomas coroideos, un paciente con HZO y un paciente con hipopion asociada a
criptococosis diseminada). Por esta razén, nos enfocamos a la descripcion y
comparacion de las concentraciones de citocinas en las dos principales patologias
oculares con el mayor numero de pacientes (retinitis por CMV vy sifilis ocular) con infeccién

por VIH.

Otra limitante de nuestro estudio fue la falta de un grupo control para el HA de
pacientes que tuvieran VIH pero sin infeccion ocular; debido a las implicaciones éticas,
nuestro estudio control para el HA fueron pacientes que iban a ser sometidos a cirugia
de catarata senil, sin ninguna otra patologia ocular o sistémica y nuestro grupo control
para el plasma fueron pacientes con edad similar a nuestros pacientes con VIH.
Estamos conscientes sin embargo, que la diferencia en la mediana de edad entre los
grupos de HA (VIH=33 afios y catarata senil=65 afios), puede afectar la concentracion
de diferentes citocinas. Nosotros no tuvimos ningun efecto adverso (catarata,

endoftalmitis, hiphema) asociado a la toma de muestras de HA [57].

Con todo lo anterior, podemos hipotetizar porqué aunque una pequefia area de

retina esta infectada por CMV (retinitis) y a pesar de la ausencia de inflamacion clinica en
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comparacion con los pacientes con sifilis ocular, el dafio es tan severo en los pacientes
con retinitis por CMV, causando la destruccion de todas las capas retinianas y agujeros
que pueden promover no solo la presencia de desprendimiento de retina sino también la
liberacion y migracion de auto antigenos asi como de citocinas (que favorecen aun mas
una respuesta pro-inflamatoria), multiples quimiocinas y factores inmunes que perpetian

el dano inflamatorio intraocular.

Ante la necesidad de controlar la respuesta inflamatoria localizada y con la
finalidad de preservar la vision, se ha propuesto la inyeccion intravitrea de varios
medicamentos anti- TNF-a para uveitis no infecciosas crénicas con buenos resultados
[58], [59]. También en la actualidad contamos con diversos tratamientos enfocados en

diversas citocinas [60, 61], [62], [63], [64], [65], [66], [67], [68], [69], [70], [71], [72].

El conocer las diferentes y multiples citocinas que estan involucradas en la
patogénesis de las infecciones intraoculares en los pacientes con VIH, tiene importantes
implicaciones para el desarrollo futuro de nuevas drogas dirigidas contra éstas citocinas.
Mas investigaciones sobre este tema deben realizarse. Nosotros demostramos la
reduccion significativa de varias citocinas y quimiocinas de manera simultanea en
pacientes con retinitis por CMV vy sifilis ocular posterior al tratamiento sistémico especifico
para cada patologia ocular asociado a mejoria clinica. Futuros tratamientos deben
enfocarse en encontrar alguna droga para uso intravitreo que pueda reducir de manera
simultanea multiples citocinas que estan involucradas en la destruccion de las estructuras

oculares en este grupo de pacientes.
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Conclusiones

El entendimiento de la fisiopatologia y del papel que juegan las citocinas en
pacientes con VIH e infecciones oportunistas oculares asociadas severas, es
fundamental para proponer nuevos tratamientos enfocados hacia las citocinas
involucradas. En el presente estudio, se corrobora la disminucion simultanea de varias
quimiocinas y citocinas pro inflamatorias (principalmente respuesta Ty1) posterior al
tratamiento especifico en el humor acuoso de pacientes con VIH e infeccion oportunista
ocular asociada. Hasta nuestro conocimiento, esta disminucion simultanea en pacientes
con retinitis por CMV vy sifilis ocular, no habia sido demostrada. Con lo anterior, los
futuros tratamientos, deben enfocarse a tener efecto en varias citocinas a nivel

intraocular de manera simultanea.
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