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ABSTRACT 

 Background: Vernal keratoconjunctivitis is a severe form of allergic conjunctivitis, 

 inflammatory infiltrates of conjunctiva are characterized by CD3+ and CD30+ cells, 

 until today it is unclear the functional involvement of CD30+ T cells in vernal 

 keratoconjunctivitis. Our aim was to evaluate the functional characteristics of 

 CD30+ T cells after allergen in peripheral blood mononuclear cells, obtained from 

 patients with vernal keratoconjunctivitis. 

 Methods: Seventeen consecutive patients from Institute of Ophthalmology, with 

 active forms of vernal keratoconjunctivitis, were included. 

 Results: Upon allergen-stimulation we observed and increased frequency of 

 CD30+ T cells, when were compared with non-stimulated cells (p<0.0001). CD30+ 

 T cells were able to response to a specific allergen inducing expression of 

 intracellular IL-4, IL-5, and IFN-g, when were compared with CD30- T cells 

 (p<0.0001). Increased early secretion of soluble CD30 was observed in the 

 supernatant of cultured cells from patients with keratoconjunctivitis, when 

 compared with healthy controls (p=0.03). Blockage with IL4 diminished significantly 

 CD30 frequency in allergen-stimulated cells. 

 Conclusions: Our results suggest that upon allergenic stimulation, CD4+CD30+ 

 cells are the most important source of IL-4, IL-5, and IFN-g. Interestingly, IL-4 is 

 acting as activation loop to increase CD30 expression on T cells after specific 

 stimulation. These findings suggest that CD4+CD30+ T cells are effector cells and 

 play a significant role in immune pathogenic response in patients with vernal 

 keratoconjunctivitis. 

 

 



 

RESUMEN 

La queratoconjuntivitis primaveral (QCP) es una conjuntivitis alérgica severa, que se 

caracteriza por lesión corneal e infiltrado inflamatorio en la conjuntiva con abundantes 

células CD3+ y CD30+. A la fecha se desconoce el papel que juegan los linfocitos T CD30+ 

en la queratoconjuntivitis  primaveral. El propósito de este trabajo fue evaluar las 

carateristicas funcionales de los linfocitos T CD30+ después del estímulo alérgeno-

específico en pacientes con (QCP). 

Método: Se incluyeron 17 pacientes vistos en la consulta de Inmunología de forma 

consecutiva  del Instituto de Oftalmología Conde de Valenciana con QCP activa y 

pruebas cutáneas positivas a Dermatophagoides pteronyssinus  (Der p). 

Resultados: Se observó un incremento en la frecuencia de Linfocitos T CD30+ 

(p<0.0001) posterior a la estimulación con Der p. Los linfocitos T CD30+ activados por 

el antígeno fueron capaces de expresar cantidades significativas  de IL-4, IL-5 e INF-g,  

en comparación con los Linfocitos T CD30- (p<0.0001). Adicionalmente en el 

sobrenadante de cultivo se observó un incremento significativo desde las 72 horas, en 

la concentración de CD30 soluble en los pacientes con QCP (p=0.03) inclusive, posterior 

a la estimulación por Der p. 

Conclusión: En pacientes con QCP la estimulación con Der p induce linfocitos T 

CD4+CD30+ productores de IL-4, IL-5 e INF-g. La IL-4 inducida por la activación 

específica con el alérgeno funciona como una citocina que regula positivamente la 

expresión de CD30, ya que su bloqueo inhibe la proliferación de esta subpoblación 

celular. Estos resultados son relevantes ya que otros autores han demostrado que estas 

citocina se encuentran directamente involucradas con el daño corneal en la QCP.  Es 

posible que la sensibilización local a través de alergenos  juegue un papel relevante en 

el daño ocular, dado que es conocido que existe migración de Linfocitos T CD30+ a 

conjuntiva en pacientes con QCP.  

   



Capítulo 1. Generalidades de la Alergia Ocular 

 

Los padecimientos alérgicos se han incrementado en los últimos años. El estudio 

internacional de asma y alergia pediátrico en México (ISAAC) en su fase III reporta una 

prevalencia estimada de 4.6% en el 2014.1 Este grupo de patologías lo integran el asma 

atópica, la rinitis alérgica, la conjuntivitis alérgica y la dermatitis atópica.  Todas estas 

enfermedades tienen en común el hecho de ser consideradas crónicas, es decir, que se 

desarrollan lentamente y persisten durante un largo periodo de tiempo y con frecuencia 

durante toda la vida del enfermo.  Una característica en estas enfermedades es la 

hiperproducción de IgE ante la exposición a un alergeno inhalado (polvo, ácaros, 

pólenes y hongos) o ingerido (alimentos, conservadores), lo que posteriormente 

desencadena en una respuesta específica, pero fisiológicamente anormal.2 

 

Las alergias respiratorias son enfermedades que a nivel mundial han causado mayor 

impacto, pues su prevalencia se ha incrementado considerablemente durante los 

últimos 20 años y especialmente en la población infantil.  En México según el estudio 

ISSAC, se encontró una prevalencia de asma del 6% en la población infantil de entre 13 

y 14 años de edad, y un 30% de estos casos estuvo asociado con rinitis alérgica.   

Las enfermedades alérgicas en el ojo también han ido incrementando gradualmente en 

los últimos años;  en México no existen reportes claros sobre su incidencia o 

prevalencia, pero López-López J1 reporta que la conjuntivitis alérgica tiene una 

frecuencia de 4% de entre todas las enfermedades alérgicas,1 mientras que Toribio E3 

reporta que la alergia ocular se encuentra asociada hasta en un 80% con otras 

enfermedades alérgicas.3  En nuestra institución, la conjuntivitis alérgica se encuentra 

dentro de las primeras 10 causas de consulta, impartiéndose casi 8000 consultas al año 

por esta entidad.4  En sus formas más leves, produce síntomas molestos pero que no 

amenazan a la visión; las formas más graves, como la queratoconjuntivitis primaveral 

y atópica, pueden complicarse y provocar, inclusive, ceguera si afectan la córnea.  

 



Las enfermedades alérgicas del ojo son un conjunto de alteraciones inflamatorias de la 

superficie ocular que en nuestro país constituyen un problema de salud importante, ya 

que generan una morbilidad significativa en todas sus formas clínicas. 

 

La inflamación de la superficie ocular durante la conjuntivitis alérgica genera una serie 

de signos y síntomas característicos, siendo el prurito el más importante; además, 

pueden aparecer eritema conjuntival y ardor ocular, los cuales frecuentemente se 

acompañan de lagrimeo y fotofobia.  En un principio estos síntomas tienden a ser 

ocasionales y reversibles, pero a medida que se presentan cambios anatómicos en la 

superficie ocular por respuestas de reparación agresiva aparece fibrosis y 

vascularización, con lo que los síntomas tienden a incrementarse en frecuencia e 

intensidad, para finalmente hacerse irreversibles.   

 

El eritema, el edema palpebral y/o conjuntival, el enrojecimiento y la fotofobia son más 

frecuentes en la fase aguda, mientras que en la fase tardía se observa que la hiperemia 

conjuntival se torna más aparente y aparece pseudoptosis; en algunos casos acúmulos 

celulares en la región límbica (eosinófilos) y en casos extremos ulceraciones corneales.   

 

La alergia es una reacción de hipersensibilidad iniciada por mecanismos inmunológicos 

específicos, dando como resultado una reacción inflamatoria sistémica de 

hipersensibilidad inmediata contra un antígeno (Ag) normalmente inocuo. Esta 

reacción puede producir daño y lesiones en los tejidos.5 Un requisito esencial en este 

tipo de respuesta es la producción de anticuerpos IgE que al unirse a sus receptores 

específicos sobre células cebadas inducen la activación de las mismas, con liberación y 

producción de mediadores que ocasionan las manifestaciones clínicas6. Actualmente 

está muy claro que las características que distinguen a los individuos atópicos de los 

que no son, es la capacidad de desarrollar una respuesta de IgE a los alergenos del 

medio ambiente.  

 

 

 



Mecanismos celulares y moleculares en la Alergia 

Las células dendríticas (DC) se encuentran en las áreas cercanas al sitio de entrada 

donde los agentes infecciosos pueden entrar al organismo, como son las mucosas y la 

epidermis.  El reconocimiento del antígeno por parte de las células de la respuesta 

inmune innata es el primer paso en el proceso para inducir la respuesta adaptativa. Para 

ello, es necesaria la presencia de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) 

como son los receptores tipo Toll (TLRs) y/o los receptores de lectina tipo C. Además 

de estos receptores, las DC pueden tener una función determinante en el proceso de 

desarrollo de la alergia, y de esta forma favorecer la polarización hacia una respuesta 

tipo Th2.7-9    

Recientemente se ha descrito la participación de las células epiteliales para cooperar 

con las funciones de las DC y sintetizar citocinas y quimiocinas para activar y reclutar 

otras células del sistema inmune en el proceso de desarrollo de la inflamación.10,11 

La activación de las DC induce el aumento en la expresión de moléculas co-

estimuladoras y el incremento en la síntesis de citocinas proinflamatorias; gracias a 

esto, las DC migran por la vía linfática aferente hasta los ganglios linfáticos para llevar 

a cabo la presentación del antígeno y la activación de las células T.12 Durante la 

migración las DC maduran, al hacerlo, expresan moléculas de co-estimulación (CD80, 

CD86), llevan a cabo el procesamiento de las moléculas capturadas y sus epítopos son 

presentados en moléculas de histocompatibilidad clase II y secretan citocinas 

indispensables para modular la respuesta inmune adaptativa. 

 
La actividad de las células dendríticas plasmocitoides (pDC) es de vital importancia en 

la tolerancia inmunológica y polarización de la respuesta Th2.  Las pDC son de las 

principales células productoras de IFN tipo I implicadas en la respuesta inmune viral y 

en la tolerancia. En procesos inflamatorios se observa que la activación de estas células 

es por medio del reconocimiento de antígenos a través de TLR-7 y TLR-9, lo que induce 

la síntesis de grandes concentraciones de IFN tipo I. Lo anterior se ha demostrado en 

los modelos murinos donde al inocular con un alergeno se observa cómo las DC inducen 

la activación de células T CD4+ que polarizan la respuesta hacia Th2; aunado a lo 



anterior, el efecto de las DC persiste aún después de terminada la fase de 

sensibilización, lo que se ha demostrado en asma y eccema.13 

   

Otras células importantes en la participación de la respuesta alérgica son las células 

cebadas o mastocitos, que expresan receptores de alta afinidad para el reconocimiento 

de la IgE, el factor de células madre (SCF) y el receptor c-Kit.  Los mastocitos se 

encuentran en sangre en escasas cantidades y predominantemente en los tejidos tras 

la migración endotelial.  Los mastocitos maduros son ricos en gránulos tales como 

proteasas, aminas y proteoglicanos, además de mediadores lipídicos como 

prostaglandinas y leucotrienos, así como ser capaces de sintetizar quimiocinas y 

citocinas.14 

 

Durante las reacciones alérgicas liberan mediadores que tienen efecto en los vasos 

sanguíneos, en músculo liso, tejido conectivo, en las glándulas mucosas y en las células 

inflamatorias.15 En el modelo de asma, la activación de las células cebadas se observa 

por el aumento de triptasa y PGD2 en el lavado bronquioalveolar (BAL), además por la 

cuantificación de los niveles de histaminas en los pacientes asmáticos a diferencia de 

individuos sanos.  Las células cebadas contribuyen en la respuesta inflamatoria crónica 

alérgica, en el remodelado de las vías aéreas, en la sintomatología y en la iniciación de 

la respuesta alérgica, liberando citocinas para la inducción de IgE por parte de las 

células B y la diferenciación de los linfocitos T en Th2.16  

 

Otro tipo celular implicado en la respuesta alérgica son los eosinófilos, que se originan 

en médula ósea por actividad de la IL-5, aumentan en la helmintiasis y los estados 

alérgicos y son activados tanto en la respuesta inmune innata como en la adaptativa. 

Además de producir moléculas proinflamatorias (leucotrienos, citocinas y 

quimiocinas), los eosinófilos son células citotóxicas por la actividad de la proteína 

básica principal (ECP), la peroxidasa eosinofílica (EPO) y la neurotoxina derivada de 

eosinófilos (EDN).17 

 

 



Los basófilos son otro tipo celular implicado en el proceso alérgico; estas células 

contienen gránulos como la histamina, que interviene en la contracción del músculo 

liso, la secreción ácida del estómago, el crecimiento celular, la neurotransmisión y la 

inflamación. 

 

La diferencia principal entre las células cebadas y los basófilos además de su 

morfología, es que el basófilo presenta en la membrana la proteína básica mayor y 

proteína cristalizada de Charcot-Leyden. Estudios recientes en modelos murino y en 

humanos demuestran que los basófilos contribuyen importantemente en la producción 

de citocinas Th2, favoreciendo la inflamación alérgica.  Los basófilos pueden migrar a 

los ganglios linfáticos y en algunas circunstancias cooperar con otras células.19  

 

Linfocitos T y alergia 

Como se ha mencionado anteriormente, los linfocitos T juegan un papel muy 

importante en los procesos de hipersensibilidad involucrados en la alergia. Las células 

efectoras tipo 1 (Th1) son las responsables de la defensa contra microrganismos 

intracelulares como bacterias, protozoarios y algunos virus mediante la expresión del 

factor de transcripción T-bet, que favorece la síntesis de IFN-ү, necesario para el control 

de la infección de estos patógenos. Además, las células Th1 son capaces de ayudar a la 

producción de anticuerpos por los linfocitos B dando un isotipo IgG2 en ratón y de IgM, 

IgG, en el humano.20   

 

La respuesta efectora Th1 es inducida por IL-12, producida a su vez por las células 

dendríticas en respuesta a la interacción de receptores de reconocimiento de patógenos 

con bacterias o virus de estructuras conservadas. El IFN-ү puede contribuir a la 

diferenciación de la respuesta Th1,21 junto con IL-23 e IL-27,22 tal como se observa en 

la figura 1.1.  Fenotípicamente la respuesta Th1 se caracteriza por la expresión de 

receptores de quimiocinas CXCR3 y CCR5 en linfocitos T efectores.23 En modelos de 

asma murina, el IFN-  previene el desarrollo de la eosinofilia tisular y de la 

hiperreactividad bronquial en etapas iniciales14.  En ratones deficientes del receptor de 

IFN-ү (IFN-ү R) se generan eosinofilia persistente en respuesta a la inhalación del 



alergeno.24   Sin embargo, algunos estudios han demostrado la coexistencia de  células 

Th1 durante un proceso alérgico prolongado,  que  agrava el daño generado por la 

respuesta Th2 durante una Inflamación alérgica.25,26.  Utilizando transferencia de 

células en modelos de asma bronquial se ha visto que linfocitos Th1 alergeno 

específicos pueden aumentar la respuesta Th2 cuando ésta ya está establecida en las 

vías aéreas,27,28 induciendo la producción de TNF-α, por lo que la relación del IFN-ү y 

respuesta Th2 es mucho más complicada que una simple retroalimentación negativa. 29 

 

 

Fig.1.1 Células, citocinas efectoras de la inmunidad tipo 1. Interacción de microrganismos intracelulares 
con receptores de reconocimiento de patógenos (PRR), las células dendríticas producen IL-12 e IL-18 y 
estimulan a las células   NK/ILC1 derivadas de IFNү e induce Th1 o Tc1. Tc1 y NK matan células infectadas 
por virus. (Willart M & Hammad H. 2011)  

 

La respuesta tipo Th2 la podemos observar ejemplificada en la figura 2.2, se induce 

biológicamente frente a helmintos y patológicamente frente a alergenos, es controlada 



por GATA-3, generando la producción de IL-4, IL-5 e IL-13.  La interacción entre IL-4 y 

su receptor resulta en la activación de STAT6, promoviendo la expresión de GATA-3, lo 

que induce la trans-activación del promotor de IL-4 y regula directamente a la 

expresión génica de IL-5 e IL-13.30   Las células Th2 expresan receptores de quimiocinas 

CCR3, CCR4 y CCR8;22 en el modelo de asma, el epitelio bronquial secreta los ligandos 

para CCR4 CCL17 e CCL22, interesantemente IL-4 y TNF-α regulan la producción de 

CCL17 en el epitelio, lo que favorece el reclutamiento de las células Th2.31  

 

Fig 1.2 Células, citocinas de la respuesta efectora tipo 2. Los helmintos y alérgenos inducen a que los 
epitelios produzcan IL-25, IL-33 y linfopoyetina timica estromal (TSLP), y de esta forma activar a 
mastocitos, eosinófilos y basófilos y producir IL-4, IL-5 e IL-13.  Al activarse las células dendríticas en 
presencia de IL-4 hacen que el linfocito T se convierta en Th2 y que IL-4 e IL-13 induzca a que el linfocito 
B produzca IgE, además la IL-5 promuever el reclutamiento de eosinófilos. (Willart M & Hammad H. 
2011) 
 

 



La IL-4 promueve la regulación de moléculas de adhesión en el epitelio inflamatorio, la 

producción de eotaxina por parte de las células cebadas en la reacción alérgica.  Al 

interactuar IL-4 e IL-13 potencializan la inducción de TSLP, GM-CSF y CCL20 por el 

epitelio bronquial.32  

  

En humanos, el anticuerpo neutralizante anti-IL-4 (Pascolizumab) muestra resultados 

prometedores en líneas celulares humanas y de simios33.  Este posible blanco 

terapéutico se explica porque la acción de IL-4 como de la IL-13 es más importante en 

la fase de sensibilización, ya que tiene efecto sobre las elevadas concentraciones de IgE, 

el proceso inflamatorio pulmonar y la producción de moco en etapas crónicas de la 

enfermedad alérgica pulmonar.  Es por esto que, en el modelo de asma, el bloqueo de 

IL-4 durante la fase efectora, no impacta ni en el proceso de inflamación pulmonar, ni 

en la hiperreactividad bronquial, ni en los niveles de IgE.  En contraste, el bloqueo de 

IL-13 al tiempo de la estimulación alergénica atenúa el proceso inflamatorio, la 

hiperreactividad bronquial y la producción de moco. Estos resultados son importantes 

para observar la relación estrecha de IL-4 e IL-13 en el tejido inflamatorio34.  En 

individuos alérgicos las células T CD4+ secretan menor cantidad de IL-10 e incrementan 

la producción de IL-4 en células de sangre venosa periférica, en comparación de los 

individuos sanos35. Esto sugiere que altas concentraciones de IL-10 e IL-4 pueden ser 

importantes en el mantenimiento de la homeostasis y prevención de la respuesta hacia 

alergenos; en este sentido, los macrófagos alveolares de pacientes asmáticos secretan 

menores niveles de IL-10 que individuos no asmáticos.36 De hecho varios estudios 

importantes han aludido a la existencia de una correlación inversa entre niveles de IL-

10 y la severidad del asma.37,38  

 

Por otra parte, la participación de IL-5 es fundamental para la maduración y 

diferenciación de los eosinófilos.39 En biopsias de pacientes con asma bronquial, se han 

identificado altos niveles de expresión del mRNA para IL-5 en linfocitos T CD4+.40   El 

uso de anticuerpo monoclonal (mAb) anti-IL-5 inhibe la infiltración eosinofílica 

inducida por antígeno en las vías aéreas en modelos de asma en ratones41 y suprime la 

fibrosis causada por la inhalación repetida del antígeno. 42   En humanos, el tratamiento 



con un anticuerpo anti-IL-5 disminuye el daño tisular en asma,43 y lo contrario, la 

inhalación de IL-5 en pacientes asmáticos induce hiperreactividad bronquial44 

 

Una fuente importante de IL-5 son las células linfoides innatas tipo 2 (ILC2).45 Las ILCs 

han sido descritas en la respuesta inmune asociada a mucosas. Estas son a su vez 

clasificadas en ILC1, ILC2 e ILC3, las cuales tienen una producción de citocinas y 

factores de trascripción similares a las subpoblaciones Th1, Th2 y Th17. 46 

 

También se conoce de la participación de las células Th17 en la enfermedad alérgica.   

Las células Th17 se caracterizan por la expresión del factor de transcripción RORүT y 

por la secreción de citocinas IL-17ª, IL-17F, IL-21 e IL-2247 y su diferenciación es 

dependiente de TGFβ y de IL-6.  Asimismo, se ha demostrado que IL-23 es la citocina que 

participa en la estabilización de esta respuesta celular y en las diferentes funciones 

efectoras patogénicas en las cuales se presenta una gran producción de IL-17 e IFNү.48  

 

En padecimientos alérgicos como el asma el papel que juega IL-17 es el reclutamiento 

y activación de neutrófilos favoreciendo la secreción de IL-849,  (CXCL8) y el Factor 

Estimulante de Colonias . En un estudio en el cual se les administró IL-17 a ratones se 

observó el incremento en el  infiltrado de neutrófilos y la hiperreactividad bronquial en 

el modelo animal50 En otro estudio, en el que se polarizó la respuesta inmunológica  

hacia Th2 o Th17 utilizando OVA como Ag, se observó que las células Th2 favorecieron 

la inflamación aérea y el infiltrado de eosinófilos en el pulmón, lo cual disminuía con 

tratamiento esteroideo; interesantemente,  las células Th17 Ag inducidas, favorecieron 

el infiltrado de neutrófilos, pero no de eosinófilos, sin mejoría con tratamiento 

esteroideo.   De manera similar en pacientes asmáticos alérgicos resistentes a 

esteroides se asocian a una elevación de los niveles de IL-17 con un predominio de 

infiltrado de neutrófilos.51 

 

Por otra parte, las células T reguladoras (Tregs) son un subtipo celular responsable de 

la regulación de la respuesta inmune.  Las Tregs corresponden del 5-10% de los 

linfocitos T CD4+, y se caracterizan por ser CD4+CD25+ y expresar el factor de 



transcripción Foxp3.52 Las Tregs pueden ser naturales o inducidas, las Tregs naturales 

se desarrollan en el timo, su TCR puede reconocer antígenos propios, por lo que su 

función se asocia con la prevención de la autoinmunidad.   Las Tregs inducidas se 

generan en la periferia, debido al microambiente inducido por TGFβ y favorecen la 

tolerancia de aloantígenos.53   Las Tregs producen citocinas supresoras como IL-10 y 

TGF-β, la interacción de Tregs con células DC maduras reduce la expresión de 

CD80/CD86 en las DC, además de prevenir la diferenciación de los linfocitos T naïve.54 

 

Mecanismos inmunológicos de daño en alergia ocular 

 

A) FASE DE SENSIBILIZACIÓN 

Plantea un primer contacto del antígeno con el Tejido Linfoide Asociado a Conjuntiva 

(CALT), el cual, por sus características estructurales, tiene la capacidad de inducir una 

respuesta inmunológica. A nivel ocular, el alergeno atraviesa el epitelio conjuntival, 

donde es capturado por una célula presentadora de antígeno (CPA) residente.  La CPA 

puede presentar el antígeno a linfocitos T CD4+ del CALT, o migrar a ganglios linfáticos 

de relevo, en donde lo presentará a un linfocito TCD4+, dirigiendo su diferenciación 

efectora. 

 

En diversos modelos de alergia, la diferenciación hacia una respuesta Th2, está 

determinada por diversos factores como el tipo de antígeno (alergeno) y la 

participación genética (atopia), entre otros.  Las células dendríticas que no expresan 

CD8α preferentemente generan respuestas Th2 cuando el paciente está predispuesto 

genéticamente; si el antígeno se encuentra en bajas concentraciones o si tiene baja 

afinidad para el receptor T entonces se genera la diferenciación a células Th2.  Las 

clonas Th2 producen IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 y la IL-4 inhibe la respuesta Th1 y junto con 

la IL-13 se desvía la producción de anticuerpos hacia IgE, por las células plasmáticas55; 

la IL-5 promueve la generación de eosinófilos en médula ósea y la IL-9 induce la 

generación y activación de células cebadas o mastocitos, observándose un incremento 

de receptores para IgE en su superficie y mayor actividad celular. Cuando los mastocitos 

tienen sus receptores de IgE ocupados por IgE las “células están sensibilizadas”. Es 



necesario contar con un gran número de células sensibilizadas cerca de la barrera 

epitelial, para que un segundo encuentro con el alergeno, genere la degranulación de 

éstas y liberen mediadores de la inflamación. Esta fase se representa en la figura 1.3 

 

Por otra parte, para el mantenimiento de la respuesta alérgica a nivel local es necesaria 

la infiltración constante de linfocitos T CD4+ alergeno-específicos lo que dará pie a la 

fase efectora, en el caso de la superficie ocular. Allansmith y colaboradores56 reportaron 

la presencia de IgE en las lágrimas humanas y las células B se localizan en los folículos 

linfoides conjuntivales y se caracterizan por ser CD23+CD21+CD40+, sugiriendo que 

estos son precursores de los linfocitos B productores de la IgE.57,58  

 

 

Figura 1.3 Sensibilización y memoria. Un contacto inicial con pequeñas cantidades del alergeno en la 
superficie del CALT puede inducir la toma del antígeno por CPA (por ejemplo, células dendríticas) y/o 
linfocitos B. Si participan células Th2 se producirán IL-4 e IL-13 las cuales favorecen el cambio de isotipo 
de inmunoglobulinas a IgE completando la fase de sensibilización. Esta nos lleva a el establecimiento de 
células B y T de memoria específicas para el alergeno. Contactos repetidos con el alergeno disparan a las 
células B IgE+ los cuales recibirán cooperación por los linfocitos T. La cooperación incrementará los 
niveles de producción de anticuerpos IgE, que se fijarán a las células cebadas por medio de receptores de 
alta afinidad como Fc RI, y de baja afinidad como el Fc RII62 (Nature Rev Immunol. 2: 446-453) 
 
 

 

 

 

 

 



B) FASE EFECTORA 

Se presenta cuando aparece un segundo contacto con al alergeno, generando una serie 

de eventos que despiertan una respuesta inflamatoria. Ésta a su vez la podemos dividir 

en una etapa aguda y una crónica.   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 eosinófilos y/o basófilos, 

en las que el reconocimiento del alergeno, dado por la IgE genera la degranulación de 

éstos con la liberación de mediadores proinflamatorios. En la figura 1.4 se describe la 

acción de los mediadores de los mastocitos en la fase efectora.  Si esta condición 

persiste, el microambiente conduce a la fase crónica, en la cual se activan más células 

inflamatorias y células residentes como las del epitelio, que contribuyen con 

producción de quimiocinas (RANTES, EOTAXINA, MCP, MIP-1 e IL-8), aumentando el 

reclutamiento leucocitario, sobre todo de eosinófilos, fibroblastos y macrófagos 

conjuntivales, lo que desemboca en un daño estructural de la conjuntiva. 

 

La activación de los mastocitos favorece la liberación de varias citocinas como IL-4, IL-

6, IL-13 y TNFα contribuyendo de forma importante a la inflamación local y a la 

respuesta Th2.59   Además también son capaces de incrementar la expresión de FcεRI 

en la queratoconjuntivitis crónica.  

 

En la fase aguda se observa: 

a) Reorganización del citoesqueleto de la célula cebada, permitiendo que las vacuolas 

donde se encontraban almacenados los mediadores preformados se fusionen a la 

membrana plasmática y liberen su contenido al tejido circundante. 

b) Activación de las vías relacionadas con la generación de mediadores lipídicos por 

activación de la lipooxigenasa con la producción de leucotrienos y sus consecuentes 

efectos biológicos. 

c) Liberación de citocinas, que favorecen un microambiente pro-inflamatorio, 

manteniendo la diferenciación de linfocitos B en células plasmáticas productoras de 

IgE.60 

 



 
 

 
Figura 1.4 Acción de los mediadores de los mastocitos en la fase efectora. Degranulación de mastocitos y 
basófilos; secreción de potentes mediadores los cuales se dividen en tres categorías: mediadores 
preformados de acción inmediata (ej. histamina), mediadores que se sintetizan en minutos (ej. 
leucotrienos) y factores que requieren genes de transcripción que se presentan en la fase tardia (ej. 
citocinas). La figura resume algunas acciones de los mediadores que tienen connotación clínica en la 
sintomatología del proceso de hipersensibilidad inmediata. (Immunological Reviews 2011Vol. 242: 128–
143) 

 

La activación de los eosinófilos es relevante en la inmunofisiopatología de la alergia 

ocular, ya que además de inducir la liberación de muchos de los mediadores 

preformados y de novo iniciales, liberan otras proteínas que resultan tóxicas para el 

epitelio conjuntival y corneal, como la proteína básica principal, la proteína catiónica 

eosinofílica, la peroxidasa eosinofílica, entre otras; además de que en sus gránulos se 

han detectado citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas y TGF−β, que activarán la  

síntesis de colágeno por los fibroblastos, responsables de las manifestaciones tardías 

de la enfermedad y favoreciendo el proceso de neo-vascularización.  

 

 

 

 



 

TIPOS DE CONJUNTIVITIS 

 

En el caso de los pacientes con conjuntivitis alérgicas perenes, se ha reportado que a 

nivel periférico una disminución en la frecuencia de linfocitos Treg CD4+CD25+, con 

incremento en el número de células CD4+CCR4+CCR9+ productoras de IL-5, lo que 

pudiera favorecer la cronicidad de la inflamación ocular.62  

 

Por otra parte, la queratoconjuntivitis alérgica es una de las manifestaciones clínicas 

más severa, en ella se distingue quemosis, hiperemia conjuntival e hipertrofia papilar 

difusa, predominantemente localizada en el tarso superior. Las papilas pueden tener un 

tamaño 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 

córnea. Además, puede haber un acumulo de moco denso con fibrina entre las papilas, 

lo que se conoce como signo de Maxwell-Lyons y es común observar un aspecto 

empedrado de las mismas lo que puede ocasionar blefaroespasmo o pseudoptosis por 

tallado intenso (Figura 1.5).   Las características inmunológicas sistémicas de éste tipo 

de conjuntivitis no han sido exploradas lo suficientemente. 
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Fig. 1.5 Queratoconjuntivitis primaveral. a) Pseudoptosis e hiperemia conjuntival importante; b) Forma 
palpebral c) Úlcera corneal en escudo; d) Punto de Horner-Trantas en la forma limbal. Aguliar- Velazquez 
2010.61 
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Capítulo 2. Papel del Dermatophagoides ptenonyssinus en la Alergia 

Se le denomina alergeno a un antígeno que induce la producción de IgE1. Los 

aeroalergenos son partículas transportadas por el aire que suelen ser proteínas o 

sustancias unidas a proteínas, que tienen un peso molecular entre 10-40 kDa.1  

Los aeroalergenos más frecuentes son pólenes, esporas de hongos, ácaros del polvo 

casero (HDM, siglas en inglés de House Dust Mite) y epitelio de animales.   Los HDM son 

los mayormente implicados en las enfermedades alérgicas además de ser la causa más 

frecuente en lugares cerrados.2 

 Se conoce que el 1 al 2 % de la población mundial es afectada por HDM, lo que 

representa aproximadamente entre 65 a 130 millones de personas;3 esta población se 

encuentra distribuida predominantemente en países occidentales, siendo en Europa la 

prevalencia de 21% y en E.U y América Latina de 37% debida a Dermatophagoides 

pteronyssinus   y 34% a Dermatophagoides farinae. 

Los ácaros pertenecen al phylum Arthropoda, clase Aracnida y orden Acarina. Se 

alimentan de escamas dérmicas y se encuentran fundamentalmente en el polvo, 

acumulados en camas, colchones, ropa, muebles tapizados y alfombras.   Hay diversos 

factores que contribuyen a la presencia de los ácaros tanto en el interior como el 

exterior de las casas, el más importante es la humedad.3 La humedad se encuentra 

incrementada en el momento en que las personas se acuestan en la cama, por la cual es 

el sitio preferido para habitar; otros lugares importantes son las alfombras y 

calentadores.4,5 

Las dos especies de ácaros más estudiados son: Dermatophagoides pteronyssinus (Dp) 

y Dermatophagoides farinae (Df) de los cuales se ha estudiado su ciclo de vida. Estos 

tardan en llegar a la edad adulta entre 3 y 4 semanas y su expectativa de vida adulta es 

entre 4 a 6 semanas; durante este tiempo las hembras son capaces de arrojar entre 40 

a 80 huevecillos.  Dp es el ácaro más frecuente en causar cuadros clínicos de rinitis, 

rinoconjuntivitis, asma y dermatitis atópica.6 Su nombre deriva del griego dermatos 

(piel) y phagos (comer), “comedores de piel”.   Der p pertenece a una familia de 



proteínas con diferentes funciones biológicas que contribuyen a su alergenicidad, a la 

fecha se han identificado diferentes alérgenos del ácaro, siendo Der p1 el más 

inmunogénico de todos.7 

 

En la figura 2.1 podemos observar las características estructurales del HDM en relación 

a su inmunogenicidad.  Como por ejemplo la actividad proteasa del grupo 1 Der p 1   y   

la interacción con el sistema inmune innato. Se ha observado los efectos de los ácaros 

tanto en la respuesta inmune innata como en la adquirida. Los componentes que activan 

la respuesta inmune no solo son las proteasas y los epitopes inmunogénicos sino 

también los componentes polisacáridicos del esqueleto, los componentes estructurales 

del microorganismo y los ligandos asociados a los componentes de los ácaros. 8,9 

 

Fig 2.1 Características estructurales de HDM relacionadas con su inmunogenicidad. 
Propiedades alergénicas de Dp.  
 

 

 

 

 



Consecuencias funcionales en la respuesta inmunológica de los alérgenos del 

ácaro del polvo. 

 

Dp puede activar la respuesta inmunológica de diversas maneras, independientemente 

del reconocimiento Ag-específico y por TCR o BCR, lo que contribuye a su rol patogénico 

en la enfermedad.   A continuación, se describen las diferentes consecuencias 

funcionales en la respuesta inmunológica, dependiendo de la proteína inmunogénica   

involucrada, 10 ver también tabla 2.1 

 

a) Der p1 es una cisteína proteasa que puede ser reconocida específicamente por IgE en 

basófilos y mastocitos, posee una potente actividad proteolítica en el epitelio, 

resultando en una serie de respuestas específicas y no específicas.  Además, es capaz de 

regular la permeabilidad de las células epiteliales in vivo. La interacción con células 

epiteliales induce la secreción de IL-6, IL-8 y mucinas de las glándulas en la 

submucosa.10 Este mecanismo de respuesta depende de receptores de actividad 

proteasa (PARs).   

 

b) Der p 2 es capaz de inducir altas concentraciones de IgE específica sérica y esto se 

correlaciona en 79.2% de los pacientes con asma, dermatitis atópica y rinitis alérgica9. 

Además, activa a las células B mediante TLR4 y de esta forma favorece la síntesis de 

citocinas como IL-1β, CXCL10, IL-8, y TNF-α en células B11.  De hecho Carpenter y cols 

demuestran que Der p 2 facilita la agregación de TLR-4 la cual es necesaria para 

promover la señalización. 

 

c) Der p 3 es una serin-proteasa que interactúa con PAR 2 expresada en las células del 

epitelio pulmonar.12   Der p 3 induce la producción de citocinas proinflamatorias factor 

estimulador de colonias monociticas y granulociticas (GM-CSF) y eotaxina. Ambas 

citocinas están incrementadas en las células epiteliales bronquiales en pacientes 

asmáticos, además de que juegan un papel importante en el proceso de inflamación y 

en las alteraciones estructurales de la arquitectura pulmonar en el asma; además, estas 



citocinas promueven la acumulación local y la activación de eosinófilos en la mucosa 

bronquial de los pacientes con asma.13  

 

d) Der p 7 y Der p 14.  Ambos alérgenos provocan una fuerte producción de IgE en 

pacientes alérgicos. Der p 7 es una proteína específica para polipéptido polixim B.14 se 

produce en el momento en que las células dendríticas inducen una respuesta Th2 con 

la producción de citocinas como GM-CSF, TSLP, IL-25 e IL-33. 15 Las células dendríticas 

son necesarias para la iniciación de la inmunidad Th2, las cuales se reclutan en los 

nódulos linfáticos mediastinales.16 Los basófilos también juegan una función 

importante en la presentación antigénica.  La inhalación del alérgeno permite el 

reclutamiento de eosinófilos en el pulmón. Las proteasas del alérgeno pueden producir 

contracción del músculo liso y son capaces de activar basófilos en ausencia de antígeno 

IgE específico.17 Debido a que Der p 7 se caracteriza en ser altamente polimórfico y por 

consiguiente producir una alta reactividad de la IgE.  

 

Der p 14 es un miembro del grupo tipo apoliforina, el cual está unido a proteínas 

lipídicas 18 Estas partículas han sido asociadas con la habilidad de inducir respuestas 

Th1, el antígeno envuelto en partículas lipídicas también actúa como adyuvantes Th2.  

Al igual que Der p 2; Der p 14 puede promover a la producción de IL-13 e IL-4 en células 

mononucleares de pacientes alérgicos.14 

 

En la tabla 2.1 se describen las características moleculares y funcionales de los 

diferentes alérgenos derivados del Dermatophagoides pteronysinnus, descritos a la 

fecha. 

 

 

 

 

 

 



Tabla 2.1 Caracterización molecular y funcional de las distintas proteínas 

alérgenicas de Dp  

Proteina   

alergénica 
Acción biológica 

Peso molecular 

en kDa 

Consecuencias 

Funcionales 

Der p 1 

Cistein-proteasa 24 

Eliminación de 
enlaces, 

disminución en la 
síntesis de 
citocinas, 

quimiocinas y 
factores de 

crecimiento. 
Desgranulación de 

eosinófilos y 
mastocitos. 

Maduración de 
fibroblastos y 

síntesis de 
colágena. 

Der p 2 MD-2 relacionado 

con el dominio de 

reconocimiento 

lipídico 

15 
Mimetización 

molecular de MD-2 

Der p 3 

Tripsina (serin-

proteasa) 
31 

Eliminación de 
enlaces, 

disminución en la 
síntesis de 
citocinas, 

quimiocinas y 
factores de 

crecimiento. 
Desgranulación de 

eosinófilos y 
mastocitos. 

Maduración de 
fibroblastos y 

síntesis de 
colágena. 

Der p 4 α-amilasa 60  



Der p 5 Proteina α-

helicoidal de 

función 

desconocida que se 

encuentra 

exclusivamente en 

ácaros con 

reactividad 

cruzada moderada 

con Der p21 

14 

A través de 
ligandos 

hidrfóbicos 
estimula la 

respuesta inmune 
innata 

Der p 6 

Quimiotripsina 

(serin-protesas) 
25 

Eliminación de 
enlaces, 

disminución en la 
síntesis de 
citocinas, 

quimiocinas y 
factores de 

crecimiento. 
Desgranulación de 

eosinófilos y 
mastocitos. 

Maduración de 
fibroblastos y 

síntesis de 
colágena. 

Der p 7 Uniones de 

Polimyxin 

Lipopéptido B. 

Homólogo 

estructural de 

proteínas de unión 

a lípidos 

26-30 

Se une de forma no 
específica a LPS, Su 

estructura es 
similar a la 

proteína de unión a 
LPS e interactúa 

con el sistema 
inmune innato. 

Der p 8 Glutatión S 

transferasa 
27  



Der p 9 

Serín- proteasa 

colagenolítica 
29 

Eliminación de 
enlaces, 

disminución en la 
síntesis de 
citocinas, 

quimiocinas y 
factores de 

crecimiento. 
Desgranulación de 

eosinófilos y 
mastocitos. 

Maduración de 
fibroblastos y 

síntesis de 
colágena. 

Der p 10 Tropomiosina 36  

Der p 11 Paramiosina 103  

Der p 12 Quitinasa (pérdida 

de un dominio 

catalítico) 

 

 

Der p 13 Lipocalina y 

transportador 

lipídico 

 

 

Der p 14 Apolipoforina y 

alérgeno de alto 

peso molecular que 

se encuentra en 

cuerpos lipídicos y 

partículas 

transportadoras 

177 

Favorece la síntesis 

de IL-4 e IL-13 en 

CMN de pacientes 

alérgicos 

Der p 15 Quitinasa   

Der p 18 Quitinasa   

Der p 20 Cinasa de Arginina   

Der p 21 Proteina α-

helicoidal de 
 

 



función 

desconocida que se 

encuentra 

exclusivamente en 

ácaros con 

reactividad 

cruzada moderada 

con Der p 5 

Der p 23 Función 

desconocida, 

contiene un 

dominio homólogo 

a peritrofin- A 

14 

 

 

 

Activación de la Respuesta Inmunitaria 

Las moléculas de los componentes de los ácaros varían de diferentes tamaños 

aproximadamente entre (1.1 a 4.7 µm), las cuales activan la respuesta inmune al ser 

reconocidas por receptores de actividad proteasa y por TLRs causando que  las células 

epiteliales bronquiales; formen un revestimiento en  la pared aérea y se active la 

respuesta tipo Th2  y la producción de citocinas GM-CSF, TSLP, IL-25 e IL-33,19como se 

muestra en la figura 2.2  la inhalación del alérgeno permite que los eosinófilos y 

basófilos sean reclutados a pulmón y junto con las células dendríticas circulan por los 

ganglios  mediastínicos.20  Interesantemente los basófilos que se reclutan en el drenaje 

linfático de los pulmones dependen de la activación de MyD88, vía TLR-4 y  a través del 

receptor ST2 de IL-3321 

Las citocinas IL-23, IL-33 y la linfopoyetina tímica estromal (TSLP) producen 

eosinofilia, citocinas Th2 e hiperreactividad bronquial22-24  

 



 

Fig 2.2 Activación del epitelio pulmonar por Dp.. El esquema muestra los PRRs que pueden expresar las 
células epiteliales y como el HDM se asocia con estos u otros ligandos que se pueden unir, incluyendo -
glicanos, ATP, proteasas (Der p 1, 3, 6 y 9 y endotoxina). La unión de los ligandos con los PRR induce la 
síntesis de TSLP, IL-25 e IL-33 que actúan en los fibroblastos sub-epiteliales y las células del músculo liso.  

 

En resumen, la constante exposición a Der p se traduce en la repetida activación tanto 

de la respuesta inmune innata como de la adquirida con una elevada producción de 

citocinas conduciendo al desarrollo de la hiperactividad bronquial debido a una 

respuesta inflamatoria que induce el reclutamiento de eosinófilos los cuales producen 

un remodelado constante y la progresión del asma, como se observa en la figura 2.3 

 

 

 

 



 

Fig 2.3 Los HDM inducen producción de citocinas en el epitelio. Las citocinas derivadas del epitelio innato 
TSLP, IL-33, IL-25 y CCL20 son producidas por la inmunidad innata y adaptativa induciendo la activación 
y la respuesta de hiperreactividad. 

 
En las patologías alérgicas oculares se han considerado varios factores predisponentes 

como el clima y los alergenos  principalmente a:  pólenes, ácaros y epitelio de animales; 

en varios estudios se ha observado a Dp como uno de los agentes causales de la alergia 

ocular.25  Mimura y colaboradores en Japón reportan que Dp  es el alergeno más 

frecuente presentándose en un  52.5% de los pacientes con alergia ocular,26 mientras 

que en un estudio similar por  Gomes Fernández Pulido y colaboradores en Brasil el 

93.2%  son Dp positivos25  En el Instituto de Oftalmología Conde de Valenciana  al 

realizar el mismo estudio se observó que el 44% de los pacientes con alergia ocular son 

Der p positivos.27Con estos antecedentes podemos concluir como Der p representa la 

principal causa de alergia en los pacientes con alergias oculares y por esto elegimos a 

estos pacientes como grupo de estudio.    
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Capítulo 3. CD30 y la Alergia 

Los primeros datos de CD30 aparecen en los años ochenta reportando que el antígeno 

Ki-1, como una proteína de membrana expresada en las células de Reed-Sternberg en 

el linfoma de Hodgkin. En 1992, CD30 es reconocido como un miembro de la 

superfamilia de los receptores de TNF (TNFRSF8) y su ligando, CD30L (CD153), de la 

superfamilia de los TNF (TNFSF8).1 En la figura 3.1 se puede observar la estructura 

molecular y organización del CD30 y CD30L. 

 

 

 

Fig. 3.1 Estructura y organización de la molécula CD30 murino y humana, cada una de ellas con dominios 
en común y diferencias en su tamaño. (Horie & Watanabe 1998). 

 

CD30 es una glicoproteína transmembranal de 120 kDa con un precursor soluble de 88 

KDa.2 El dominio extracelular e intracelular contienen 362 residuos de aminoácidos 

(aa) y 188 residuos de aminoácidos respectivamente;3 en su región citoplasmática tiene 

dominios de muerte (DD) que son sitios de unión para proteínas adaptadoras como 

TRADD.   Las proteínas TRADD sirven para el acoplamiento de otras proteínas como 



TRAF-2 o FADD3. Cuando la señal es mediada a través de TRAF-2, la vía de activación 

induce la translocación de c-JUN y NFκB al núcleo, produciendo una respuesta de 

proliferación celular y producción de citocinas proinflamatorias.4,5 Sin embargo, 

cuando la señal es mediada a través de la depleción de TRAF-2 se activan las caspasas 

induciendo apoptosis. 

 

La activación de las células T necesita de la presencia de moléculas coestimuladoras 

como CD28, CD27, CD30, CD134, CD137 y CD154.  CD30 es expresado en células B y en 

linfocitos T activados, lo que sucede de 4 a 5 días después de la estimulación in vitro.6  

Se conoce que para llevar acabo la expresión de CD30 se necesita de la participación de 

CD28 o de IL-4R.7 

 

Además, las señales de CD30 controlan la supervivencia de los linfocitos T, 

disminuyendo su capacidad citolítica.8,9 Por otra parte, CD30 ligando (CD30L, CD153, 

TNFSF8) es una glicoproteína de membrana de 40 KDa. CD153 se expresa en 

macrófagos, células dendríticas, células B y linfocitos T activados. CD153 induce señales 

de activación y diferenciación en linfocitos B.10   

 
Al unirse CD30 con su ligando se inducen señales que pueden inhibir la actividad de las 

células por cambios en la expresión génica y de esta forma se altera la actividad 

citotóxica tanto de las NK, como de los Linfocitos T. Las señales inducidas por CD30 en 

células de linfoma, regulan a la baja la función y proliferación de los linfocitos efectores, 

mientras que incrementa la susceptibilidad de señales apoptóticas en las células de los 

ganglios linfáticos.11  

   

En el modelo murino el RNAm de CD30 es expresado en altas concentraciones en el 

timo y en bazo, pero no en otros tejidos.12 Al activar células obtenidas de bazo con anti-

CD3, se incrementa la expresión de CD30L, tanto en Linfocitos T CD4+, como linfocitos 

T CD8+. Interesantemente, los linfocitos T CD8+CD30+ producen IL-5 pero no IFN-ү, lo 

que demuestra la participación de CD30 en la inducción de respuestas Th2/Tc2.13    En 



el caso de los linfocitos T CD4+, la expresión de CD30 aparentemente es regulada por la 

presencia de CD28, ya que al bloquear CD28 o al inhibir a IL-4, no se expresa CD30.7 

 

En un modelo de asma inducido con OVA los ratones “knock out” para CD30, presentan 

menor inflamación pulmonar, además de disminución en el reclutamiento de 

eosinófilos en las vías aéreas después del reto antigénico, en comparación con los 

ratones WT.14 En el mismo modelo knock out, se observó una disminución significativa 

de IL-13, IL-5 e IgE en líquido de lavado bronquialveolar, tejido pulmonar y suero. Estos 

resultados indican que CD30 es un regulador positivo de la respuesta Th2 y un 

regulador de la producción de IL-13 en las células de memoria del pulmón.14 

 
 
sCD30 se puede detectar in vivo, en suero, e in vitro en sobrenadantes de cultivo. Hay 

evidencias de que sCD30 se produce en el momento en que se une CD30/CD30L y la 

producción de sCD30 refleja la señalización dada por el CD30/CD30L.15 Los niveles de 

sCD30 son clínicamente relevantes cuando son biológicamente activos. sCD30 reduce 

la expresión transmembranal de CD30 por un efecto competitivo antagónico actuando 

como retroalimentación negativa para la señalización de CD30 y reduciendo por lo 

tanto al CD30L.16   Los niveles elevados de sCD30 se han encontrado en varias patologías 

como en el Linfoma, enfermedades infecciosas como VIH, mientras en individuos 

normales los niveles se mantienen muy bajos. Se le ha dado a sCD30 un papel 

importante como marcador de actividad de enfermedad y como factor pronóstico de 

estas.17,-19 Aunque el ligando de sCD30 (sCD30L) se puede detectar en suero, su origen 

y efectos biológicos no han sido investigados.20   

 

Estudios de la población de linfocitos T CD4+ en sangre venosa periférica de individuos 

alérgicos al estimular con Dp  se observó la expresión de CD30.21 Algunos autores han 

descrito a CD30 como marcador Th2 debido a que al medir la producción de citocinas 

de en la población CD4+CD30++ de los individuos asmáticos se encuentra una 

disminución significativa en la producción de IFN-; además que al bloquear CD30 con 

su ligando se induce una respuesta Th1.22  Un estudio reciente sobre el papel de CD30 



en el asma, utilizando un modelo de ratón “knock out” se ha observado disminución en 

la respuesta inflamatoria, en la producción de citocinas Th2 e IgE sérica; además de su 

participación disminuyendo la proliferación celular de esplenocitos estimulados con el 

alérgeno, dejando en claro su participación en la alergia.23  En un trabajo previo 

reportamos en células mononucleadas de individuos alérgicos  que los linfocitos T 

CD4+CD30+ en  proliferación, son altamente productores de IL-5 y al bloquear la IL-4 o 

su receptor se observa disminución en la proliferación celular,24 por lo que se hace 

interesante ver el papel que tiene la proliferación celular, continuar con el estudio de 

esta población para tratar de conocer  los mecanismos que pueden estar involucrados 

en la causalidad de la enfermedad y estudiar las consecuencias del estímulo constante 

con Der p y en particular en la alergia ocular. 
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Capítulo 4. 

 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Se ha demostrado que las células T CD30+ favorecen la cronicidad de la 

respuesta Th2 en rinitis, asma y dermatitis atópica; sin embargo, se desconoce su 

participación en la alergia ocular (QCP). 

 

 

JUSTIFICACIÓN 

La alergia ocular es uno de los padecimientos ma s frecuentes en la pra ctica clí nica; sin 

embargo, a pesar de su frecuencia, se desconoce la participacio n de varias poblaciones 

celulares.  

 Los linfocitos T CD4+ CD30+ pudieran estar involucradas con la cronicidad de la 

afeccio n ocular, como se ha demostrado para asma, rinitis y dermatitis ato pica. Conocer 

estos mecanismos permitira  identificar a mayor profundidad la inmunofisiopatologí a 

de la conjuntivitis ale rgica y en un futuro proponer nuevas intervenciones terape uticas. 

 

HIPÓTESIS 

La proliferación de linfocitos T CD4+ CD30+ obtenidos de pacientes con QCP dependerá 

de las citocinas Th2, IL-4 e IL-5. 

 
 
OBJETIVO GENERAL 
Determinar la frecuencia y función de las células T CD30+ en pacientes con QCP 

 
 
Objetivos particulares. 

1. Determinar la expresio n de CD30 en ce lulas T CD4+ y linfocitos T CD8+ 
obtenidos de pacientes con QCP. 

2. Determinar la proliferacio n de las poblaciones CD4+CD30+ y CD4+CD30- en 
presencia de estimulacio n con Der p. 



3. Evaluar la produccio n de citocinas (IL-4, IL-5 e IFNү) y su asociacio n con la 
expresio n de CD30 en ce lulas T CD4+ estimulados por ale rgeno en pacientes con 
QCP. 

 

4. Determinar la participacio n de las citocinas IL-4 e IL-5 en la expresio n de CD30 
en ce lulas T CD4+ estimulados por ale rgeno. 

 

5. Determinar la produccio n de CD30 soluble en sobrenadante de pacientes con 
QCP. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Capítulo 5. Material y Métodos  

Figura 5.2 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 
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Selección de pacientes 

En este trabajo se incluyeron pacientes con diagnóstico clínico de QCP, obtenidos de la 

consulta de inmunología del Instituto de Oftalmología “Fundación Conde de Valenciana, 

I. A. P.” Se consideraron los siguientes criterios:  

 

5.1 Criterios de inclusión 

1. Cuadro clínico de QCP activa. 

2. Pacientes entre 8 y 25 años de edad. 

3. Pruebas cutáneas por método de Prick positivas a Dermatophagoides 

pteronyssinus 

4. Firma de consentimiento y asentimiento informado de acuerdo a los principios 

éticos de la declaración de Helsinski, el E11 de la Declaración Internacional de la 

Conference of Harmonisation. 

 

5.2 Criterios de exclusión 

1. Pacientes en tratamiento con inmunoterapia, corticoesteroides y/o 

inmunosupresores sistémicos. 

2. Pacientes con diagnóstico de conjuntivitis papilar gigante, o 

dermatoconjuntivitis de contacto. 

3. Coexistencia de otra enfermedad oftalmológica inflamatoria. 

4. Enfermedades sistémicas coexistentes de carácter endocrino, autoinmune, 

neoplásicas, infecciosas y crónico degenerativas. 

5. Embarazo o lactancia. 



5.3 Criterios de eliminación 

1. Retiro del Consentimiento Informado. 

2. Muestra biológica insuficiente. 

5.4   Procedimientos generales 
 

A) Pruebas cutáneas por el método de Prick  

Con el paciente sentado y sin haber recibido medicación oral (antihistamínicos 

o antiinflamatorios) por al menos dos semanas se procedió a limpiar con alcohol 

la piel de la cara anterior del antebrazo. A continuación, se realizaron marcas 

para identificar los sitios de colocación de cada alérgeno y se aplicó una gota del 

antígeno sobre la piel. Una vez aplicados los alérgenos, se efectuó una 

escarificación en cada sitio de aplicación. Al concluir, se dejó en observación a 

los pacientes por 20 min y transcurrido este tiempo, se observó la presencia de 

ronchas en los sitios de aplicación de cada antígeno, comparándose esta en 

intensidad con la generada por la histamina, considerándose positiva una 

roncha del tamaño igual o mayor que el testigo; como se observa en la figura 5.1 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

Figura 5.1 Pruebas cutáneas. Se observa la roncha con eritema en el número 39 que es el que corresponde 
a Dp.  
 

5.5 Valoración Inmunológica 

A) Cultivos celulares  

Mediante punción en la vena cefálica o basílica se obtuvieron 4 ml sangre 

periférica (en tubo con EDTA). En campana de flujo laminar se vertió la sangre 

en tubo cónico de 15 ml y diluyó Vol. 1:1 con medio RPMI-1640. En otro tubo 

cónico de 15 ml se colocó 4 ml de Ficoll-Hypaque (polímero de carbohidrato y 

metrizamida, con densidad definida de 1.077) y con ayuda de una micropipeta 

se adicionó lenta y cuidadosamente, la sangre-RPMI previamente mezclados. Se 

centrifugó a 1500 rpm durante 30 min a 20°C, observándose las diferentes fases 

de gradiente de densidad (arriba el plasma, debajo la banda de mononucleares, 

debajo el Ficoll-Hypaque- debajo las células polimorfonucleares (CMN) y 

eritrocitos. Se obtuvo el anillo de células mononucleares y se colocaron en un 



tubo cónico (al cual previamente se le agregaron 4 ml de RPMI-1640); 

nuevamente se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 minutos a 4°C, se decantó 

el sobrenadante y se re-suspendieron las células. Se completó el volumen con 

medio RPMI-1640 hasta obtener 1 ml. Posteriormente se realizó el conteo 

celular por medio de un contador automático (Scepter™ 2.0 Cell Counter) y se 

colocaron 200,000 células en placas para cultivo celular de 96 pozos con fondo 

plano (Costar, Corning, NY®) en 200 µl de RPMI-1640 y se incubaron en una 

atmósfera con 5% CO2 a 36ºC durante 24 horas. Después de transcurrido este 

tiempo, se cambió el medio por RPMI suplementado con 1 mM de piruvato de 

sodio, 2 mM de L-Glutamina y 10% suero bovino fetal. Para la estimulación 

celular se utilizó Lectina de Concanavalin A ConA (Jack bean) (Sigma Aldrich, 

MO®) a 10µg/ml o el extracto de Dp (7.5µg/ml). Los cultivos se dejaron durante 

24, 72 y 96 horas; 5 horas antes del término de cada estímulo se adicionó 

Brefeldina A (5 µg/ml) (BD GolgiPlugTM protein transport inhibitor (Brefeldin A) 

y al finalizar la incubación se determinó el inmunofenotipo asociado y función 

de las células T. 

 

B) Ensayos de proliferación celular 

Después de haber obtenido las CMN se procedió a la determinación de la 

proliferación celular en cultivo celular en ausencia/presencia de Con A o Dp.  

Para ello se obtuvieron 107 CMN en 1 ml de medio de cultivo RPMI-1640, se 

incubaron con 15μl de carboxifluorescein-succimidil-ester (CFSE) a 0.5mM 

(preparado en dimetil sulfóxido) por 10 min en oscuridad. Posterior a la 

incubación, se lavaron con 8 ml de medio suplementado con 10% de suero fetal 

bovino inactivado, 2mM L-glutamina, 0.1 M β-mercaptoetanol 0.1 M de piruvato 

de sodio, 100IU/ml de penicilina y 100μl/ml de estreptomicina; transcurrido 

este tiempo se re-suspendieron en 1 ml de medio suplementado y la viabilidad 

fue determinada por método de exclusión con azul tripano. Las células se 

cultivaron en placas de 96 pozos en una densidad de 2 x 105 células por pozo en 

200μl de RPMI-1640 suplementado, a 37°C en ambiente húmedo, con 5% de CO2. 

Se adicionó la concentración óptima del Dp (7.5µg/ml) al momento del cultivo. 



Al finalizar el cultivo las células se analizaron por citometría de flujo donde los 

linfocitos en proliferación se regionalizaron de acuerdo con las características 

morfológicas (tamaño contra granularidad) de las células. Para observar la 

intensidad de fluorescencia de las células incubadas con CFSE se utilizó un 

histograma tomado de la región previamente establecida. La proliferación se 

observó por la pérdida de la intensidad de fluorescencia de las células.1  

La proliferación celular se evaluó por el índice de división (ID), el cual se calcula 

de la siguiente manera: (100-Y) / Y, donde Y (%) = X0 + X1/ 2 + X2 / 4 + X3 / 8 +X4 

/16 + X5 / 32 + X6 / 64 + X7/128 y X0 representa el número de linfocitos que no 

se han dividido, en tanto que de X1 a X7 se representa el número de divisiones 

CFSE de acuerdo con lo descrito por Angulo y Fulcher.2  

 

 

C) Preparación de alérgeno 

El extracto de Dp fue obtenido por Allerstand Co. (México) el cual se encuentra 

libre de fenol, albúmina y glicerol.  Se obtiene de un liofilizado que contiene 100 

000 U de extracto alergénico. Una vez reconstituido en 5 ml de solución diluente, 

cada mililitro contiene: extracto alergénico 20 000 U; fenol 4 mg; seroalbúmina 

humana 0,3 mg; cloruro de sodio 8 mg; cloruro de potasio 0,2 mg; fosfato de 

sodio dibásico 1,2 mg; fosfato de potasio monobásico 0,2 mg; agua inyectable 

c.s.p. 1 ml. 

La concentración de endotoxina del Dp fue medida por QCL-1000 de acuerdo 

con las instrucciones de manufactura. El contenido de la endotoxina encontrado 

en las muestras fue menor a 0.01EU/ml. 

 

La concentración de la proteína de Dp fue determinada por método de Bradford 

y analizado en Gel electroforesis de poliacrilamida al 10% (PAGE) acorde con el 

método de Laemmli.  

La concentración de endotoxina del extracto fue medido por QCL-1000 de 

acuerdo con las instrucciones de manufactura. El contenido de la endotoxina 



encontrada en las muestras fue menor a 0.1 EU/ml, de esta manera fueron 

utilizados para cultivos celulares. 

 

D) Estimulación ex vivo con alérgeno y bloqueo de IL-4 e IL-5 

Las células obtenidas y tratadas con CFSE fueron estimuladas con óptimas de Dp 

al inicio del cultivo y posteriormente a los 3 y 5 días en presencia de anticuerpos 

anti-IL-4 (10µg/ml) en placas de cultivo y se mantuvieron en una incubadora a 

37oC, 5% de CO2 en ambiente húmedo hasta el día 7 para ser analizados por 

citometría de flujo. 

  

E) Marcaje de moléculas de membrana y marcaje intracelular de citocinas 

Para el marcaje de proteínas de membrana después del estímulo, se realizó 

inmunofluorescencia directa con anticuerpos monoclonales conjugados a 

fluorocromos dirigidos hacia CD4-QR, CD8-PE, CD30-PE o CD30 FITC, se 

adicionó cada uno y se incubaron a temperatura ambiente en oscuridad durante 

30 minutos. A continuación, las células fueron lavadas con 500µl de PBA (PBS 1X 

Albúmina 0.1%-Azida de Sodio), se centrifugaron a 1.5 x 1000 rpm por 5 

minutos y se retiró el sobrenadante (éste se almacenará en tubos eppendorf de 

0.2ml a -20ºC). Posteriormente se fijararon y permeabilizaron las células por 

medio de BD Cytofix/Cytoperm™ según las especificaciones del fabricante. Se 

procedió al marcaje intracelular de IL-4, -5 e IFN-γ con anticuerpos 

monoclonales acoplados a fluorocromo, se adicionó e incubó por 30min a 

temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron las células con PBA, se 

centrifugaron a 1.5 x 1000 rpm por 5 minutos, se retiró el sobrenadante, se 

resuspendió y adicionaron 500µl de FACS Flow. El análisis de la expresión de las 

proteínas de membrana e intracelulares se determinó mediante citometría de 

flujo.   

 

 

 

 



F) Análisis de resultados por citometría de flujo  

Las muestras se analizaron en un citómetro FACS Calibur Cell Sorter BD 

BiosciencesTM equipado con la aplicación BD CellQuest software® Versión 6.0.1. 

Inicialmente se estableció una ventana para determinar sus características 

morfológicas (tamaño/granularidad). Posteriormente, se realizó una segunda 

ventana para determinar las características inmunofenotípicas de las células 

cosechadas, determinando el porcentaje de células CD4+CD30+ y CD8+CD30+. Los 

datos se presentan en gráficas de puntos e/o histogramas a 10000 eventos 

capturados. 

 

G) Determinación de CD30 Soluble 

La determinación de CD30 en sobrenadante se realizó mediante la técnica de 

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) con el kit Human sCD30, (Kamiya 

Biomedical Company, Seatlle WA). Para ello se obtuvieron los sobrenadantes de 

las células cultivadas de los pacientes de acuerdo a las especificaciones del 

fabricante y la placa se leyó a 620nm en un espectrofotómetro (ThermoLab 

Systems, Multiskan Ascent, Finland). Los resultados serán expresados en pg/ml.  

 

H) Extracción de RNA 

Se realizó mediante el kit RNeasy de QIAGEN. Un millón de células 

mononucleares fueron empleadas para la extracción de RNA. La determinación 

de células se realizó mediante conteo por cámara de Neubauer. Por 

centrifugación a 3500 rpm se obtuvo el pellet celular y se re-suspendió en 100 

µl de buffer PBS1X. Para lisar las células, 350µl de buffer RLT fueron agregados. 

El lisado celular fue colocado en el interior de una columna QIAshredder 

(QIAGEN) y mediante centrifugación a 12,000 rpm durante 2 minutos para 

obtener el homogenizado celular. El RNA adherido a la membrana del interior 

de la columna fue lavado con diferentes buffers seguidos de centrifugación por 

1 minuto a 10000 rpm. Inicialmente se agregaron 700µl de buffer RW1. 

Posteriormente se realizaron dos lavados con buffer 500 µl de buffer RPE. 

Finalmente, la columna conteniendo el RNA lavado se colocó en un tubo de 1.5 



ml y el ácido nucleico fue eluído con 50µl de agua libre de RNAsas por 

centrifugación a 12,000 rpm durante 1 minuto. El RNA obtenido fue cuantificado 

por lectura de densidad óptica a 260 y 280 nm, para medir ácidos nucleicos y 

proteínas, respectivamente. La integridad del RNA se analizó mediante 

electroforesis horizontal en gel de agarosa al 2 % con bromuro de etidio como 

marcador de fluorescencia. La razón de pureza varió entre 1,111 y 2,091. No se 

observó degradación total de ninguna de las muestras.  

  

I) RT-PCR 

Para la generación de cDNA  2 µg de RNA se mezclaron con 10 µl de 5x RT-PCR 

buffer, 0.5 µl de oligo (dT), 1 µl retrotranscriptasa (RT) y agua libre de RNAsas. 

El volumen final de reacción fue de 50 µl.  Las condiciones para el RT-PCR fueron: 

desnaturalización a 95°C por 1 minutos, alineamiento a 50°C por 1 minuto, 

extensión a 72°C durante 1 minuto. Se realizaron 25 ciclos.  A partir de los cDNAs 

obtenidos, se amplificaron las regiones de interés de PGK1 Y CD30 por PCR 

punto final. El cDNA fue cuantificado por nanodrop y 2 µl fueron mezclados con 

10 µl de 5x buffer Taq polimerasa, 2 µl de una mezcla de dNTPs (conteniendo 10 

mM de cada dNTP), 0.5 µl de primer forward y reverso (PGK1F5’-

ATTAGCCGAGCCAGCCAAAATAG-3’, PGK1R 5’-ATTAGCCGAGC CAGCCAAAATAG-

3’ ó CD30F 5’-ACTCTGGCTCTGTGCCTTGT-3’ y CD30R  5’-

AATGGAGCCCTTTTCAGGA-3’) y 1 µl de enzima Taq Polimerasa. El volumen final 

de reacción fue de 50 µl. Las condiciones de reacción fueron: desnaturalización 

a 95°C por 1.30 minutos, alineamiento 60°C para PGK y 45°C para CD30, 

extensión a 72°C por 1 minuto. Se realizaron 38 ciclos de temperatura. Los 

productos de PCR (200 pb para PGK y 468 pb para CD30) fueron separados por 

electroforesis empleando un gel de agarosa al 1.5% en buffer TAE 1X, teñido con 

bromuro de etidio y visualizados mediante transiluminador. 

 

 

 

 



J) Análisis estadístico 

Para realizar el análisis estadístico se utilizó la t de student o U-Mann Whitney 

dependiendo de la distribución de las muestras, considerándose una p<0.05 

como estadísticamente significativa. El análisis estadístico se realizó con el 

programa Graphpad Prism software v.6.0. 
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Capítulo 6.- RESULTADOS 

Características demográficas de los pacientes incluidos. 

Se incluyeron en el estudio 17 pacientes de los cuales, 8 hombres y 9 mujeres entre los 

8 a los 25 años de edad.  Las características clínicas consideradas fueron posición del 

párpado y aspecto de la piel, margen del párpado y línea de Marx, hiperemia 

conjuntival, descarga conjuntival, respuesta inflamatoria en conjuntiva tarsal, 

involucro limbal, involucro corneal.  Las características clínicas se encuentran en la 

siguiente tabla 6.1.  

   

Tabla 6.1.  Características del cuadro clínico de los pacientes incluidos en este 

estudio 

Númer
o de 

pacien
te 

1 2 3 4 5 6 7 8 

 
9 

 

Sexo F M M F M F M F F 

Posici
ón del 
párpa
do y 

aspect
o de la 

piel 

Edema 
del 

párpad
o 

superio
r y leve 
pseudo
ptosis 

Sin 
edema 

en 
párpad

o 
 

Sin 
edema 

en 
párpad

o 
 

Edema 
en 

parpad
o 

superio
r con 
ligera 

pseudo
pstosis 

Sin 
edema 

en 
párpad

o 
 

Edema 
en 
párpad
o 
superio
r con 
ligera 
pseudo
ptosis 

Edema 
de 
párpad
o sin 
líneas 
de 
Dennie 

Edema 
en 

párpad
o 

superio
r con 
ligera 

pseudo
ptosis 

Edema 
en 
párpad
o 
superio
r con 
ligera 
pseudo
ptosis 

Marge
n del 

párpa
do y 
línea 

de 
Marx 

(Eyelid 
margi

n 
Marx’s 
line)(
MGD) 

Sin 
desplaz
amient

o de 
MCJ  

Sin 
desplaz
amient

o de 
MCJ  

Sin 
desplaz
amient

o de 
MCJ  

Sin 
desplaz
amient

o de 
MCJ  

Sin 
desplaz
amient

o de 
MCJ  

Sin 
desplaz
amient

o de 
MCJ  

Sin 
desplaz
amient

o de 
MCJ  

Sin 
desplaz
amient

o de 
MCJ  

 
 
 
 
 

Sin 
desplaz
amient

o de 
MCJ  



Hipere
mia 

Conju
ntival 

e 
hincha

zón 
(ronch

a) 

Hipere
mia 1+ 
con 
1/3 
edema 
de 
aspect
o 
rosado 
sin 
plica 
formac
ión en 
fondo 
de saco  

Hipere
mia 1+ 

con 
1/3 

edema 
de 

aspect
o 

rosado 
sin 

plica 
formac
ión en 
fondo 

de saco  

Hipere
mia 1+ 
con 
1/3 
edema 
de 
aspect
o 
rosado 
sin 
plica 
formac
ión en 
fondo 
de saco  

Hipere
mia 
>3+ 

Con 
más de 
2/3 
edema 
conjunt
ival 
localiza
do 
conges
tión de 
vesícul
as 
ciliares
. 
Moder
ada 
plica 
formac
ión en 
fondo 
de saco  

Sin 
hipere
mia o 

edema 
 

Hipere
mia 
>3+ 
Con 

más de 
2/3 

edema 
conjunt

ival 
localiza

do 
conges
tión de 
vesícul

as 
ciliares

. 
Moder

ada 
plica 

formac
ión en 
fondo 

de saco  

Hipere
mia 1+ 
con 
1/3 
edema 
de 
aspect
o 
rosado 
sin 
plica 
formac
ión en 
fondo 
de saco  

Hipere
mia 1+ 
con 
1/3 
edema 
de 
aspect
o 
rosado 
sin 
plica 
formac
ión en 
fondo 
de saco  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sin 
hipere
mia o 

edema 
 

Descar
ga 

Conju
ntival 

Descar
ga 

acuosa 
clara y 

con 
leves 

detritu
s   

Descar
ga 

acuosa 
clara y 

con 
leves 

detritu
s   

Descar
ga 

acuosa 
clara  

Descar
ga 

acuosa 
clara  

Descar
ga 

acuosa 
clara y 

con 
leves 

detritu
s   

Descar
ga 

acuosa 
clara  

Descar
ga 

acuosa 
clara  

Descar
ga 

acuosa 
clara 

 
 

Descar
ga 

acuosa 
clara  

Respu
esta 

inflam
atoria 

en 
conjun

tiva 
tarsal 

Menos 
que 
1/3 
papilas 
tarsale
s de  
0.3 
tamaño 
con 
vesícul
as 
unifor
mes en 
conjunt
iva 
tarsal  

Menos 
que 
1/3 
papilas 
tarsale
s de  
0.3 
tamaño 
con 
vesícul
as 
unifor
mes en 
conjunt
iva 
tarsal  

 1/3  a 
2/3tar
sal 
moder
adas 
papilas 
tarsale
s de 0.3 
-0.5 de 
tamaño 
con  
vesícul
as 
unifor
mes en 
conjunt
iva 
tarsal  

Mas de 
2/4 
papilas 
tarsale
s con 
tamaño 
de 0.75 
con 
fibrosis 
y 
vesicul
as 
tarsale
s 
irregul
ares. 

Menos 
que 
1/3 
papilas 
tarsale
s de  
0.3 
tamaño 
con 
vesícul
as 
unifor
mes en 
conjunt
iva 
tarsal  

Alguna
s 
papilas 
tarsale
s con 
fibrosis 
y sin 
presen
cia de 
vesicul
as 
tarsale
s 
visibles 

Alguna
s 
papilas 
tarsale
s con 
fibrosis 
y sin 
presen
cia de 
vesicul
as 
tarsale
s 
visibles 

1/3  a 
2/3tar
sal 
moder
adas 
papilas 
tarsale
s de 0.3 
-0.5 de 
tamaño 
con  
vesícul
as 
unifor
mes en 
conjunt
iva 
tarsal  

 
 
Alguna
s 
papilas 
tarsale
s con 
fibrosis 
y sin 
presen
cia de 
vesicul
as 
tarsale
s 
visibles 

Involuc
ro 
limbal 
 

Limbo 
no 
visible, 
nódulo
s o 
puntos.  

Limbo 
no 
visible, 
nódulo
s o 
puntos.  

Limbo 
no 
visible, 
nódulo
s o 
puntos.  

Manch
as 
general
izadas 
en el 
limbo 
con con 
presen
cia de 
fibrosis 
y 
pigmen
tación 
en mas 
de la 
mitad 
de 
LSCD 

Limbo 
no 
visible, 
nódulo
s o 
puntos.  

Moder
ado 
pigmen
to en 
más de 
la 
mitad 
de 
LSCD 

Moder
ado 
pigmen
to en 
más de 
la 
mitad 
de 
LSCD 

Mas de 
la 
mitad 
con 
presen
cia de 
manch
as en el 
limbo y 
ligera 
pigmen
tación 
en la 
mitad 
de 
LSCD 

 
 
 
 
No hay 
presen
cia 
visible 
de 
nódulo
s o 
manch
as 



Involuc
ro 
corneal 
 

¼ de 
SPK sin 
compr
omiso 
del eje 
visual 

 

No SPK 
 

Querat
ocono 

con 
leucom

a 
central 

SPK 
general
izado 
con 
compr
omiso 
del eje 
visual 

Querat
ocono 

con 
leucom

a 
central 

¼ de 
SPK sin 
compr
omiso 
del eje 
visual 

Uno ¼ 
de SPK 

sin 
compr
omiso 
del eje 
visual 

Leve 
SPK sin 
involuc

ro 
central 

 
 

Leve 
SPK sin 
involuc

ro 
central 

Prome
dio 
total y 
severid
ad 
 

5 
(leve) 

3(leve) 5(leve) 3(leve) 6(leve) 7(leve) 
10(leve

) 
6(leve) 

 
 

6(leve) 

 

 

 

Númer
o de 

pacient
e 

10 11 12 13 14 15 16 17 

Sexo F M M F M F M F 

Posición 
del 

párpado y 
aspecto de 

la piel 

Edema del 
párpado 

superior y leve 
pseudoptosis(

2) 

Sin 
edema 

en 
párpado 

(0) 

Sin 
edema 

en 
párpado 

(0) 

Sin 
edema 

en 
párpado 

(0) 

Sin 
edema 

en 
párpado 

(0) 

Sin 
edema 

en 
párpado 

(0) 

Edema 
de 

párpado 
sin 

líneas de 
Dennie 

(1) 

Sin edema en 
párpado 

(0) 

Margen 
del 

párpado y 
línea de 

Marx 
(Eyelid 
margin 
Marx’s 

line)(MGD) 

Sin 
desplazamient

o de MCJ (0) 

Sin 
desplaza
miento 
de MCJ 

(0) 

Sin 
desplaza
miento 
de MCJ 

(0) 

Sin 
desplaza
miento 
de MCJ 

(0) 

Sin 
desplaza
miento 
de MCJ 

(0) 

Sin 
desplaza
miento 
de MCJ 

(0) 

Sin 
desplaza
miento 
de MCJ 

(0) 

Sin 
desplazamient

o de MCJ (0) 

Hiperemia 
Conjuntival 

e 
hinchazón 
(roncha) 

Hiperemia 1+ 
con 1/3 edema 
de aspecto 
rosado sin 
plica 
formación en 
fondo de saco 
(1) 

Hiperem
ia 1+ con 

1/3 
edema 

de 
aspecto 
rosado 

sin plica 
formació

n en 
fondo de 
saco (1) 

Hiperem
ia 1+ con 
1/3 
edema 
de 
aspecto 
rosado 
sin plica 
formació
n en 
fondo de 
saco (1)) 

Hiperem
ia 1+ con 
1/3 
edema 
de 
aspecto 
rosado 
sin plica 
formació
n en 
fondo de 
saco (1) 

Sin 
hiperemi

a o 
edema 

(0) 

Hiperem
ia >3+ 

Con más 
de 2/3 
edema 

conjunti
val 

localizad
o 

congesti
ón de 

vesículas 
ciliares. 

Moderad
a plica 

formació
n en 

fondo de 
saco (3) 

Hiperem
ia >3+ 
Con más 
de 2/3 
edema 
conjunti
val 
localizad
o 
congesti
ón de 
vesículas 
ciliares. 
Moderad
a plica 
formació
n en 
fondo de 
saco (3) 

Hiperemia 1+ 
con 1/3 edema 
de aspecto 
rosado sin plica 
formación en 
fondo de saco 
(1) 



Descarga 
Conjuntival 

Descarga 
acuosa clara y 

con leves 
detritus  (1) 

Descarg
a acuosa 
clara y 

con 
leves 

detritus  
(1) 

Descarg
a acuosa 
clara (1) 

Descarg
a acuosa 
clara (1) 

Descarg
a acuosa 
clara y 

con 
leves 

detritus  
(1) 

Descarg
a acuosa 
clara (1) 

Descarg
a acuosa 
clara (1) 

Descarga 
acuosa clara 

(1) 

Respuesta 
inflamatori

a en 
conjuntiva 

tarsal 

Menos que 1/3 
papilas 
tarsales de  0.3 
tamaño con 
vesículas 
uniformes en 
conjuntiva 
tarsal (1) 

Menos 
que 1/3 
papilas 
tarsales 
de  0.3 
tamaño 
con 
vesículas 
uniform
es en 
conjunti
va tarsal 
(1) 

 1/3  a 
2/3tarsa
l 
moderad
as 
papilas 
tarsales 
de 0.3 -
0.5 de 
tamaño 
con  
vesículas 
uniform
es en 
conjunti
va tarsal 
(2) 

Menos 
que 1/3 
papilas 
tarsales 
de  0.3 
tamaño 
con 
vesículas 
uniform
es en 
conjunti
va tarsal 
(1) 

Menos 
que 1/3 
papilas 
tarsales 
de  0.3 
tamaño 
con 
vesículas 
uniform
es en 
conjunti
va tarsal 
(1) 

1/3  a 
2/3tarsa
l 
moderad
as 
papilas 
tarsales 
de 0.3 -
0.5 de 
tamaño 
con  
vesículas 
uniform
es en 
conjunti
va tarsal 
(2) 

Cobblest
one 
presenta
ción de 
papilas. 
Más que 
2/3 
papilas 
tarsales 
de  0.75 
tamaño. 
(3) 

Cobblestone 
presentación 
de papilas. Más 
que 2/3 papilas 
tarsales de  
0.75 tamaño. 
(3) 

Involuc
ro 
limbal 
 

Limbo no 
visible, 
nódulos o 
puntos. (0) 

Limbo 
no 
visible, 
nódulos 
o puntos. 
(0) 

Limbo 
no 
visible, 
nódulos 
o puntos. 
(0) 

Limbo 
no 
visible, 
nódulos 
o puntos. 
(0) 

Limbo 
no 
visible, 
nódulos 
o puntos. 
(0) 

Limbo 
no 
visible, 
nódulos 
o puntos. 
(0) 

Limbo 
no 
visible, 
nódulos 
o puntos. 
(0) 

Limbo no 
visible, nódulos 
o puntos. (0) 

Involucro 
corneal 
 

No SPK 
(0) 

No SPK 
(0) 

Leve 
SPK sin 
involucr
o central 

(1) 

No SPK 
(0) 

Querato
cono sin 
leucoma 
central  

(4) 

Leve 
SPK sin 
involucr
o central 

(1) 

Uno ¼ 
de SPK 

sin 
compro
miso del 

eje 
visual  

(2) 

Leve SPK sin 
involucro 

central (1) 

Promedio 
total y 
severidad 
 

5 (leve) 3(leve) 5(leve) 3(leve) 6(leve) 7(leve) 10(leve) 6(leve) 

 

Dermatophagoides pteronyssinus 

Con la finalidad de conocer la presencia de proteínas del Dp, se realizó un estudio 

electroforético del alérgeno Dp (Allerstand, MEX) utilizado durante la estimulación de 

los cultivos de CMN. 

Como primer paso se determinó la concentración de proteína por el método de 

Bradford1.  Posteriormente se realizó una electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% 

de acuerdo con el método de Laemmli2, se colocaron 30 µg del extracto de alérgeno y 

se realizó una tinción de plata tal como se observa en la Figura 6.1. El carril A 

corresponde a los marcadores de peso molecular; en el carril B se observan las 



diferentes proteínas contenidas en el extracto alergénico podemos identificar varias 

bandas de las cuales por peso molecular podrían estar representando diferentes 

proteínas de Der p tal como se presentó en la tabla 2.1 sobre características moleculares 

del Dp.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.1 Perfil electroforético en SDS-PAGE 10%. Línea A: Marcadores de peso molecular. Sigma 
MarkerTM de alto rangoSigma (St. Louis, MO, USA).   Línea B: proteínas del alérgeno Der p (20g) al 10%.  
Las flechas señalan las proteínas antigénicas conocidas de Dp. 
 

 

Determinación de la concentración óptima de Dermatophagoides pteronyssinus 

para inducir proliferación celular. 

 

Para establecer la concentración óptima de estímulo con Dp y el tiempo adecuado de 

cultivo para obtener la capacidad máxima de proliferación celular, se realizaron 

cultivos celulares de CMN obtenidas de individuos sanos y de pacientes alérgicos Dp 

positivos seleccionados de la consulta de Inmunología del Instituto de Oftalmología 

Conde de Valenciana estimulados con Der p durante 3, 5, 7, 10 y 15 días, a diferentes 

concentraciones. Para llevar a cabo este análisis como se presenta en la figura 6.2 

primero se realizaron gráficas de puntos en las cuales se regionalizó por tamaño contra 

granularidad el sitio correspondiente a la población de los linfoblastos, la gráfica de 

puntos derecha representa el control sin estímulo y la gráfica de puntos izquierda como 

Der p 1, 3 ,6, 7, 8, 9, 10 

Der p 4 

Der p 5 
Der p 2 

Der p 14 
Derp 11 



proliferan los linfoblastos, a los 7 días de estímulo. Posteriormente se ejemplifica la 

proliferación celular con un histograma donde se puede observar las divisiones 

celulares. El análisis de la proliferación celular se realizó mediante dos técnicas como 

se representan en las gráficas. En la gráfica de la derecha por medio del método de 

incorporación de timidina tritiada donde se observó a diferentes días de cultivo 3, 5 y 

7 días, observando la mayor cantidad de cuentas por minuto a los 7 días de cultivo con 

el estímulo de Dp. En la gráfica de la izquierda se representó una cinética donde se 

determinó la concentración óptima del alérgeno para inducir la proliferación celular, 

por lo cual se utilizó diferentes concentraciones y se probó tanto en individuos sanos, 

como en pacientes alérgicos.  A dosis de 10 µg/ml se observó un incremento del doble 

a comparación de lo que se observa en un individuo sano; en la dosis de 20 µg/ml se 

observó un incremento de 3.6 veces mayor a lo observado con la dosis de 10 µg/ml a la 

dosis de 40 µg/ml disminuye el efecto proliferativo. Estos resultados se obtienen a un 

tiempo de cultivo de 7 días y con ellos se puede concluir que la dosis óptima para llevar 

acabo la proliferación de linfoblastos en cultivos celulares con pacientes alérgicos 

estimulados con Dp es de 20 µg/ml. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Estrategia de análisis 

a)                                                                                                             b)           

 

 

c)                                                                                                                       d) 

 

 

 Figura 6.2 Inciso a) Gráficas de puntos que representa la región analizada del sitio de proliferación de 
linfoblastos de pacientes y de sanos lo cual se representa posterior con un histograma b) reducción de la intensidad de 
la fluorescencia analizado por la técnica de CFSE, c) Gráfica que representa incorporación de timidina tritiada a las 18 
hrs antes 1 Ci/2 x 105 células mononucleadas de paciente con QCP.  Y d) Gráfica de    proliferación celular determinado 
por el índice de proliferación en una cinética de estimulación de CMN de individuos sanos y pacientes en dosis 
crecientes de Der p durante 7 días de cultivo; n = 4.   p<0.05. 

 

 

Pacientes 

Controles 
sanos 

0                10                 20                30   µg/dL 

* 



 

La estimulación con Dermatophagoides pteronnysinus mantiene en proliferación 

a la población de células T CD4+CD30+ ex vivo. 

 

Se llevó acabo la proliferación celular inducida con el estímulo del Der p a diferentes 

días de cultivo de linfocitos de pacientes con QCP y controles sanos. Conforme reporta 

Garfias et al4 se observó un aumento de la proliferación celular y de la población de 

linfocitos T CD4+CD30+, sin embargo, se desconocía si la estimulación con el Ag podría 

manterse por más tiempo, por lo que se decidió llevar el tiempo de cultivo hasta los 15 

días.  La gráfica 6.3 nos muestra el aumento de la proliferación celular de linfocitos, 

donde al quinto día ha proliferado casi un 20% de la población de linfocitos 

CD4+CD30+, con un pico de proliferación a los 7 días, disminuyendo lentamente hasta 

llegar a los 15 días.  En contraste, la población CD4+CD30- va disminuyendo 

progresivamente hasta el séptimo día y se incrementa paulatinamente hasta llegar a los 

15 días. Se muestran las gráficas de puntos de pacientes y controles sanos.   

 

 

 

 

 

 

 



 

                             PACIENTE                                                    SANO 

           0 días 

       3 días  

              5 días 

 

CD4 



 

             7 días 

              10 días 

              15 días 

 

 

Figura 6.3 Comparativa de la cinética de porcentaje de proliferación con respecto al tiempo en linfocitos y células T 
CD4+CD30+ y células T CD4+CD30- de un cultivo de CMN estimuladas con Dp. La gráfica derecha representa las 
subpoblaciones en losmpacientes y la gráfica de la izquierda de sanos. Posteriormente se muestran las gráficas de puntos 
por días de los pacientes y sanos. 

 

Las poblaciones de  linfocitos T CD4+CD30+  y CD8+CD30+  en circulación en la 

sangre periférica de pacientes con QCP no se encuentran incrementadas  

Fue necesario determinar si la población de linfocitos T CD30+ se encontraba en sangre 

periférica y si existían diferencias en la frecuencia de esta población entre los 

individuos sanos y pacientes con QCP. No se encontraron diferencias estadísticamente 

C
D

4
 



significativas en el porcentaje de las poblaciones CD4+CD30+ y CD8+CD30+ ex vivo 

(Ver gráfica de puntos 6.4 y tabla 6.2).  

 

                      Controles sanos                                                    Pacientes con QCP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6.4 Grafica de puntos de la subpoblación de linfocitos T CD4+CD30+ y CD8+CD30+ de controles 
sanos y pacientes con QCP obtenidos de sangre venosa periférica ex vivo. 

 

 

 

 

 

 

 

21.56% 0.46% 

0.41% 

36.96% 1.65% 

0.89% 

27.96% 28.24% 0.67% 

0.39% 

0.82% 

2.40% 



Tabla 6.2 Porcentaje de linfocitos T CD4+CD30+ y CD8+CD30+ entre sujetos sanos y pacientes con 

QCP. MD Mediana 

Subpoblación 

Celular 

MD (IQR-rango) P 

CD4+CD30+ 

CD8+CD30+ 

SANOS                       PACIENTES 

      

 1.7% IQR 1-1.7             3% IQR 1.3-3.3 

     1% IQR 0.4-1.8         1.5% IQR 0.5-1.8 

 

p=0.08 

p=0.1 

MD.- Mediana IQR. - Rango Interquartil 

La estimulación con Dp induce la expresión de CD30 en células CD4+ y CD8+ de 

pacientes con QCP 

Con la finalidad de poder determinar si la expresión de CD30 en las células T CD4+ y 

CD8+   en pacientes con QCP era inducida por el alérgeno, se realizaron cultivos celulares 

con Dp y mitógenos policlonales.  En la figura 6.5    inciso (a) se observan gráficas de 

puntos donde se representa en el eje de las X la población CD30 y el eje de las Y la 

población de CD4 o CD8; en la primera columna de gráficas se representa el control sin 

estímulo, en la columna central las estimuladas con Dp y en la última, las estimuladas 

con PMA/ionomicina.  Se observa que al estimular las CMN con Dp se obtiene un 

incremento 3 veces mayor de linfocitos CD30+, comparado con las células no 

estimuladas, tanto en la población de linfocitos T CD4+CD30+, como en los linfocitos T 

CD8+CD30+.  Posteriormente se analizaron las regiones   positivas para CD4 y CD8, de 

acuerdo a la expresión de CD30, encontrando que la estimulación con Dp incrementa 

significativamente la frecuencia tanto de linfocitos CD4+CD30+,   como de CD8+CD30+.  

Sin embargo, debido a que se había reportado en diferentes modelos que, para la CA, la 

participación de linfocitos T cooperadores es más importante, se decidió continuar con 

el análisis de esta población para este estudio. 



Pacientes 

(b)  Controles Sanos 
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Figura 6.5 Gráficas de puntos de la subpoblación de linfocitos T CD4+CD30+ y CD8+CD30+ a los 7 días de cultivo con diferentes 

estímulos, Der p y con PMA de pacientes y controles sanos 

 

 

Tabla 6.3 Cambios en la expresión de CD30 en linfocitos T CD4+y CD8+ en 

pacientes con QCP  

Subpoblación 
Celular 

RPMI 
MD (IQR-

Rango) 

Der p  
MD (IQR-
Rango)  

PMA/Iono  
MD (IQR-
Rango)  

P 

RPMI vs. 
Der p  

Der p vs.   
PMA/Iono  

Pacientes CD4+CD30+  
 
Sanos  CD4+CD30+  
  

1.4% (0.5-
2.2) 

1% (0.45-
1.8) 

23.6% (15-
43.2) 
1.2% (0.80-
2.7)  

8.8% (4.6-
11.6) 
 
2,5 (2.1-3.8)   

<0.0001 
 

<0.01 

<0.0001 
 

<0.01 

Pacientes CD8+CD30+  
 
Sanos CD8+CD30+  
 

1.0% (0.4-
1.8) 

0.8% 
(0.05_0.9) 

19.9% (8.7-
30.8)  
2,3% (1.8-2.5) 

1.7% (0.9-9.3) 
 
0.9 % (0.2-
1.3) 
  

<0.0001 
 

<0.01 

<0.0001 
 
<0.01 

MD.- Mediana; IQR. - Rango Interquartil  

 

 

 

Además del análisis de la expresión de CD30 por citometría de flujo en CMN, también se 

estudió la expresión de mRNA bajo las mismas condiciones de estímulo en ambos grupos 

(sanos y alérgicos). La figura 6.6 se muestra en la primera línea los marcadores de peso 

molecular utilizados.  En el tercer carril se observa una banda de 200pb que corresponde 

al control positivo (PGK) y una banda de aproximadamente 458pb que corresponde a la 

molécula CD30. 

En los carriles 1, 3, 5y 7 representan a un individio sano, como se puede observar se 

observa la amplificación del transcrito sin embargo no se observa la presencia de la banda 

correspondiente al CD30, por lo contrario, en los carriles 2,4,6, y 8 que representan al 

paciente observamos como desde el día 0 se observa la banda del CD30 la cual se mantiene 

presente a los 3 y 7 días pero a los 15 días ya no está presente. Esto sugiere que el gen ya 

no se encuentra presente después de los 7 días debido a que las células CD30+ ya no 

proliferan, solo se mantienen. 

 



 

 

 

          Figura 6.6 Análisis de la expresión génica de CD30 por RT-PCR.  Los carriles representan CMN de 
sanos  y  pacientes  al estimular con Dp  a los 0, 3, 7 y 15 días de cultivo.   

 
 

La sub-población de células T CD4+CD30+ produce IL-4, IL-5 e IFN-ү en respuesta 

a la estimulación Ag-específica con Dp. 

Con la finalidad de determinar si los linfocitos CD4+CD30+ eran capaces de producir 

citocinas Th1/Th2 posterior al estímulo antigénico, se evaluó la frecuencia de linfocitos 

CD4+CD30+ productores de IL-4, IL-5 e IFN-γ. En la figura 6.7 se muestra la capacidad 

de producción de citocinas Th1/Th2 en las células T cooperadoras CD30+ o CD30- 

posterior a la estimulación con Dp. La población CD4+CD30+ expresó 11.4 veces más 

IFN-ү que la población CD4+CD30- (p<0.0001). De igual manera IL-4 se expresó 4.3 

veces más en los CD4+CD30+ que en los CD4+CD30-(p<0.0001) e IL-5 se expresó 4.1 

veces más en las CD30+ (p= 0.009). Por lo tanto, estos resultados sugieren que la 

población de linfocitos T CD4+CD30+ son la fuente principal de citocinas Th2 (IL-4 e IL-

5), como de citocinas Th1 (IFN-γ) posterior a la estimulación antigénica 

 



   

  

Figura 6.7 En los histogramas se observa la producción de citocinas intracelulares en las células T CD4+CD30+ y CD30- . Las CMN 
fueron estimuladas con Dp por 7 días y se evaluó por marcaje intracelular la síntesis de IFN-g, IL-4 e IL-5. Las gráficas de puntos de 
la izquierda representan la población CD4+CD30-, las gráficas de puntos centrales, a la población CD4+CD30+ y a la derecha, la 
gráfica comparativa entre ambas poblaciones. Todas estas mostrando las poblaciones positivas a citocinas intracelulares.  

 

 El bloqueo de IL-4 disminuye la expresión de CD30 en células T CD4+.  

Para establecer si la IL-4 participaban en la expresión de CD30 en las células T CD4+ de 

pacientes con QCP, se bloqueó su función añadiendo el anticuerpo específico anti-IL-4 

durante la estimulación con Der p. Como se observa en las gráficas de puntos de la figura 

6.8, primero se regionalizó a los linfocitos T CD4+ y se realizó una gráfica de puntos e 

histograma para ver el porcentaje de CD30+, por lo que observamos una disminución 
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de 4 veces en la frecuencia de células T CD4+CD30+  cuando se añadió el bloqueo 

específico (p=0.03) con IL-4  (Figura 6.8), lo que sugiere que esta citocina actúa como 

un elemento de retroalimentación positiva para la expresión de CD30 posterior a la 

estimulación Ag-específica.    

 

 

 

Figura 6.8 Efecto del bloqueo de IL-4 en las células T CD4+CD30+ después del estímulo con Der p. 
Células mononucleadas periféricas de 3 pacientes con Queratoconjuntivitis primaveral fueron 
estimuladas con Dermatophagoides pteronyssinus después de 7 días, y con anti interleucina 4 (IL-4) que 
se agregó a los 3 y 5 días como se describió en material y métodos  
 

 

 

Determinación de CD30 soluble en pacientes alérgicos. 

Se analizó la concentración de CD30 soluble (CD30s) en el sobrenadante de las CMN de 

los pacientes alérgicos y de los individuos sanos en una cinética de tiempo de 24 a 120 

horas. Como se observa en la figura 6.9 después del estímulo policlonal en los pacientes 

con VKC se incrementan los niveles de CD30s, entendiendo que dicho estímulo induce 



la secreción del CD30s; por lo cual se evaluó CD30s a las 24, 48, 72 y 96 h del 

sobrenadante celular tanto en pacientes como en sanos. Se observó un incremento de 

4.3 veces del CD30s en los pacientes con VKC a comparación de los individuos sanos 

después de 72 hrs de estímulo con Con A (p=0.03) y de 7.4 veces a las 96 h (p=0.01).  

 

 
 

 

Figura 6.9   Concentración de CD30s en sobrenadante de CMN estimuladas con Con A.  Las CMN fueron estimuladas durante 24, 
48, 72 y 96 y los sobrenadantes obtenidos se utilizaron para determinar la presencia de CD30s. Hubo un incremento significativo 
en la concentración de CD30s se a las 72 y 96 horas después del estímulo con Der p. Los resultados representan las muestras de 8 
pacientes (Barras grises) e individuos sanos (Barras negras). 
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Capítulo 7 DISCUSIÓN 

En diferentes estudios se ha analizado el papel de CD30 en los procesos alérgicos, 

teniendo como antecedentes los estudios realizados tanto en alergias respiratorias 

como en dermatitis atópica.  Conociendo a CD30 como una molécula de activación 

celular que pertenece a la familia de los receptores de TNF (TNFR), Ellis1 y   Latza2  

observaron que CD30 tiene la capacidad de regular tanto procesos de muerte como de 

proliferación celular.  Por otra parte, Bengtsson3 estudió la expresión de CD30 en las 

poblaciones Th0, Th1 y Th2 concluyendo que CD30 es un marcador de las poblaciones 

Th2; congruentemente con estos datos, en 2001 se reportó que la población CD4+CD30+ 

se encontraba elevada en los procesos alérgicos.4 Resultados previos en nuestro grupo 

de trabajo (Garfias et. al. 2006) han mostrado que en pacientes con rinitis alérgica y 

asma, los linfoblastos CD4+CD30+ que proliferaron en presencia del estracto alergénico 

Dp son resistentes a apoptosis; en ese mismo estudio también se observó que los 

linfoblastos CD4+CD30+ eran IL-4+. Los datos anteriores sugieren que la población de 

CD4+CD30+ producen IL-4, contribuyendo a la cronicidad del fenómeno alérgico en los 

pacientes con asma y rinitis alérgica.5 Aunque se ha demostrado que las células T CD30+ 

favorecen la cronicidad de la respuesta Th2 en rinitis y asma, se desconoce su 

participación en la alergia ocular. En el presente estudio se evaluó la participación 

funcional de las células T CD30+ en la alergia ocular. 

Nosotros observamos que al estimular células de paciente con Dp se indujo un 

incremento tanto en la población de linfocitos T cooperadores como en los citotóxicos 

que expresaban CD30; en particular los linfocitos T CD4+CD30+ fueron altamente 

productores de IL-4, IL-5 e IFN-ү.  De acuerdo con nuestros resultados, Rojas-Ramos et 

al.  demostró que la expresión de CD30 en las células T CD4+ se asocia con la producción 

de IL-4 posterior a la estimulación de las células T CD4+ aisladas de pacientes con asma.6 

Otros autores han sugerido que la IL-4 podría inducir la expresión de CD30 en la 

superficie de las células T cooperadoras5 y en las células T citotóxicas después de 

estimulaciones repetidas.7 Además de las células Th2, la expresión de CD30 en las 

células T CD4+ se ha asociado con el mantenimiento de células T de memoria en el 

modelo murino.8  Yamamoto,9 en un estudio con pacientes con dermatitis atópica, 

observó de igual forma un incremento en la subpoblación de células T 



CD4+CD45RO+CD30+.9  En este trabajo,  la estimulación con el  alergeno in vitro, indujo 

el aumento en la frecuencia de las células T CD30+ de pacientes con VKC. Sin embargo, 

si estas células T CD4+CD30+ tienen inmunofenotipo de memoria en pacientes con VKC 

se desconoce, por lo que se requieren más estudios al respecto. 

Por otra parte, los linfocitos T CD8+CD30+ son una fuente importante de IL-4 e IL-5 en 

pacientes con asma, contribuyendo a un microambiente Th2 en el pulmón, y son un 

subconjunto de células asociadas con un resultado clínico desfavorable.7   Oflazoglu 

(2008) estudió la expresión de CD30 sérica y soluble en las poblaciones CD4+, CD1+ y 

CD8+, obtenidos de pacientes con dermatitis atópica y observó  que la expresión de 

CD30 tenía  un predominio en la subpoblación CD8+CD30+.10  En este contexto, la 

función de las células CD8+CD30+ Tc2 y su posible asociación con el grado de daño en la 

córnea debería de ser evaluado, ya que las células T CD8+ están involucradas en la fase 

efectora de la conjuntivitis alérgica en el modelo de ratón;11  del mismo modo, la 

interacción CD30/CD30L en las células citotóxicas, se relaciona con la generación 

células de memoria12  Por lo tanto se requieren más estudios que permitan aclarar, la 

función de las células CD8+CD30+ durante los fenómenos alérgicos en humanos. 

El daño corneal en pacientes con VKC se asocia con la síntesis de múltiples citocinas 

Th1 y Th2 que se sobreexpresan en la superficie ocular. El IFN-γ, que es una citocina 

derivada de células Th1, podría influir en el daño ocular en la hipersensibilidad 

retardada y  la inflamación crónica en este tipo de respuesta favorece la liberación del 

factor de crecimiento transformante-β (TGF-β)  induciendo remodelación del tejido por 

los fibroblastos conjuntivales.13,14  En contraste, IL-4 e IL-5 son inducidas 

característicamente durante la respuesta alérgica, y están involucradas con las 

respuestas Th2 crónicas.5 Nuestros resultados mostraron que las células T CD4+CD30+ 

son la fuente más importante de IL-4, IL-5, e IFN-γ después de la estimulación específica 

alergénica, lo que sugiere que la subpoblación de linfocitos T CD4+CD30+ podría ser la 

principal fuente de citocinas Th1/Th2 durante la respuesta alérgica en pacientes con 

QCP.  

 

La IL-4 es también una citocina directamente involucrada con el aumento de la 

expresión de CD30 en las células T CD4+.5,6 En este trabajo, se observó que el bloqueo 



específico de la IL-4 disminuye significativamente la expresión de CD30 en linfocitos T 

CD4+; ya que el bloqueo con anti-IL-5 no disminuyó significativamente la expresión de 

CD30.  Por lo tanto, conocer el perfil de citocinas involucrado con la expresión de CD30 

en membrana permitirá discernir los mecanismos de perpetuación de la respuesta 

inmunológica asociada a alergia ocular y sugerir en el futuro posibles blancos 

terapéuticos.   

Después de la activación el CD30 es cortado por una TNF-α metaloproteinasa anclada a 

la membrana (TACE, por sus siglas en inglés), liberando un ectodominio soluble de 

CD30, llamado “CD30 soluble” (sCD30)15. En nuestro trabajo, se observó el aumento de 

los niveles de sCD30 en pacientes con VKC después de la estimulación con Con A en 

comparación con los individuos sanos.  Lo anterior podría deberse a que se ha 

reportado que las células de pacientes con alergia (alimentos) tienen mayor capacidad 

de respuesta frente a estímulos policlonales (ref Zhang Y, et al 2016).16  Por otra parte, 

la determinación de sCD30 en suero ha sido sugerida como biomarcador en asma y 

dermatitis atópica; es decir, altos niveles de sCD30 están relacionados con la activación 

de la respuesta inmune15,17, mientras que los niveles bajos se encuentran asociados con 

un entorno  inmunorregulador11,18,19.   La determinación de sCD30 en pacientes con 

conjuntivitis alérgica podría ser utilizada para evaluar la actividad clínica, para 

modificar oportunamente los tratamientos locales, y  también para poder predecir los 

resultados clínicos. Sin embargo, se necesitan más estudios para probar estas hipótesis. 

 

 

 

 

En conjunto, nuestros resultados sugieren que las células T funcionan como células T 

efectoras en respuesta a alérgenos específicos. Esta subpoblación celular produce IL-4, 

IL-5 e IFN-γ, contribuyendo con el desarrollo de un microambiente Th1/Th2 

relacionado con la respuesta inmune patogénica en pacientes con alergia ocular. 

Ayudando a esclarecer la particupación de CD30 en la QCP ya que solo se había 

reportado que biopsias de pacientes con queratoconjuntivitis primaveral la presencia 

de linfocitos T CD3+CD30+ infiltrantes. 
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Allergic conjunctivitis is one of the most common ocular 
diseases in ophthalmologic clinical practice. Vernal kerato-
conjunctivitis (VKC) is a chronic form of allergic conjuncti-
vitis with seasonal exacerbations that can lead to permanent 
visual impairment due to persistent inflammation. Intense 
itching, photophobia, tearing, and mucous discharge clinically 
characterize VKC [1]. In conjunctival biopsies of patients 
with VKC, an inflammatory infiltrate, predominantly in 
the epithelium and the substantia propria of the conjunctiva, 
characterized by CD3+ T cells expressing CD30, has been 
observed [2]. CD30 is a member of the tumor necrosis factor 
receptor (TNFR) superfamily. TNFRs have distinctive cyto-
plasmic death domains, related to apoptotic signaling. CD30 
lacks this domain and functions as a costimulator molecule 
in T-cell activation [3]. CD30 is mainly expressed on TH2 
cells but also identifies a subset of T cells that comprise 
the major cells that produce interferon-gamma (IFN-γ) and 

interleukin-5 (IL-5) in the T-cell compartment [4]. In patients 
with asthma, peripheral blood CD4+ T cells, following in 
vitro allergen-specific stimulation, express CD30 and IL-5 
on the cell surface, which suggests that CD30 expression is 
related to long-term clinical manifestations [5]. Although 
CD30 expression has been associated with asthma and 
rhinitis, the role of CD30 in VKC remains unclear; thus, the 
aim of this study was to evaluate the functional involvement 
of CD30+ T cells in patients with vernal keratoconjunctivitis.

METHODS

Patients: Seventeen consecutive patients from the Depart-
ment of Immunology at Institute of Ophthalmology (9 males 
and 8 females, mean age 13.11, range 8–25 years) with active 
forms of VKC were included in the study. VKC diagnosis was 
based on clinical ophthalmological history and eye examina-
tion. All patients were classified as having active forms of 
vernal keratoconjunctivitis characterized by limbal, tarsal, 
or mixed varieties of VKC. The clinical ophthalmological 
characteristics of the patients were described according to [6], 
and are depicted in Appendix 1. The specific allergic reac-
tion to Dermatophagoides pteronyssinus (D. pteronyssinus) 
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Background: Vernal keratoconjunctivitis (VKC) is a severe form of allergic conjunctivitis, in which inflammatory 
infiltrates of the conjunctiva are characterized by CD3+ and CD30+ cells. Until today, the functional involvement of 
CD30+ T cells in VKC was unclear. Our aim was to evaluate the functional characteristics of CD30+ T cells after al-
lergen stimulation in peripheral blood mononuclear cells obtained from patients with VKC.
Methods: Seventeen consecutive patients at the Institute of Ophthalmology with active forms of VKC were included.
Results: After allergen stimulation, we observed the frequency of CD30+ T cells increased compared with non-stim-
ulated cells (p<0.0001). The CD30+ T cells responded to the specific allergen-inducing expression of intracellular 
interleukin-4 (IL-4), IL-5, and interferon-gamma (IFN-γ) compared with the CD30- T cells (p<0.0001). Increased early 
secretion of soluble CD30 was observed in the supernatant of the cultured cells from patients with keratoconjunctivitis, 
compared with healthy controls (p=0.03). Blockage with IL-4 significantly diminished CD30 frequency in the allergen-
stimulated cells.
Conclusions: Our results suggest that after allergenic stimulation, CD4+CD30+ cells are the most important source of 
IL-4, IL-5, and IFN-γ. IL-4 acts as an activation loop that increases CD30 expression on T cells after specific stimulation. 
These findings suggest that CD4+CD30+ T cells are effector cells and play a significant role in the immune pathogenic 
response in patients with vernal keratoconjunctivitis.
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was confirmed with a skin-prick test positive for D. ptero-
nyssinus (wheal, >3 mm diameter). Healthy age- and sex-
matched volunteers were used as controls. All participants 
gave informed consent or their assent consent for blood 
sampling after written information was provided, and patient 
anonymity was preserved during the study. The study adhered 
to the ethical principles of the Declaration of Helsinki and the 
E11 Statements of International Conference of Harmonization 
(E11-ICH). The Institutional Ethics Committee Board of the 
Institute of Ophthalmology Fundación Conde de Valenciana, 
Mexico City, approved this study.

Monoclonal antibodies and reagents: Phycoerythrin (PE) 
labeled mouse monoclonal antibodies (mAbs) against human 
CD30, IL-5, and IL-4; PECy5-labeled mAbs anti-human CD4 
and CD8; and fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled 
antibodies against human IL-4, IFN-γ, and CD30 were 
purchased from BD Biosciences (San Jose, CA). Lymphoprep 
(Ficoll 1.077 density) was obtained from Nycomed Pharma 
(Nyegaard, Oslo, Norway). RPMI-1640 culture medium, 
Concanavalin A (Con A), Phorbol myristate acetate (PMA), 
ionomycin, saponin, brefeldin-A, and salts were from Sigma 
Chemical Co. (St. Louis, MO). Sodium pyruvate, L-gluta-
mine, and 2-mercaptoethanol were purchased from Gibco 
BRL (Rockville, MD). Fetal calf serum was from HyClone 
Labs (Logan, UT). D. pteronyssinus was purchased from 
Allerstand Co. (Mexico City, Mexico).

Peripheral blood mononuclear cells: Blood samples were 
collected by venipuncture. Heparinized peripheral blood 
was diluted 1:2 in PBS (1X; 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 
10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2P04, pH 7.4). Peripheral blood 
mononuclear cells (PBMCs) were separated on a Ficoll 
density gradient with centrifugation at 500 ×g for 30 min at 
room temperature. Then, cells in the interface were collected, 
washed twice, and counted using a handheld automated cell 
counter (Millipore Co., Billerica, MA); viability was assessed 
with eosin dye exclusion.

Cell cultures: The PBMCs were cultured in 96-well f lat-
bottomed cell culture plates (Costar, Cambridge, MA) 
at 2×105 cells/well in RPMI-1640 medium supplemented 
with 1 mM sodium pyruvate, 2 mM L-glutamine, 50 μg/
ml gentamicin, and 0.5% heat-inactivated fetal calf serum 
and incubated at 37 °C in a 5% CO2 humidified chamber. 
After 24 h, the culture medium was removed. Fresh culture 
medium supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf 
serum and D. pteronyssinus (7.5 μg/ml) was added. After 
7 days of culture, the cells were harvested and processed to 
measure intracellular cytokine expression and CD30 on the 
cell surface with flow cytometry. Con A mitogen (2 μg/ml) 
and/or PMA/ionomycin (5 ng/ml and 0.2 μg/ml, respectively) 

was used as the cell stimulation positive control. Superna-
tants were collected from the culture and stored at −70 °C to 
determine soluble CD30. To assess intracellular IL-4, IL-5, 
and IFN-γ synthesis, 4 h before the antigen or polyclonal 
cultures ended, brefeldin-A was added (10 µg/ml). At the end 
of the incubation period, the cells were harvested and then 
processed for immunofluorescence staining.

Immunofluorescence staining of cell surface markers: Tri- or 
four-color staining was performed on the PBMCs with direct 
immunofluorescence. Briefly, 2×105 cells were suspended in 
20 μl PBS supplemented with 0.2% BSA and 0.2% sodium 
azide (PBA), and incubated with fluorochrome-labeled mAb 
for 30 min at 4 °C. After incubation, the cells were washed 
twice with PBA, fixed with 1% p-formaldehyde, and analyzed 
with flow cytometry.

Immunofluorescence staining of intracellular markers: 
Stimulated or non-stimulated PBMCs were washed with 
PBA and stained with PECy5-labeled mAbs against CD4 or 
FITC for 30 min. After washing, the cells were fixed with 
4% p-formaldehyde in PBS for 10 min at 4 °C. The cells were 
washed twice with PBS and permeabilized with the saponin 
buffer (0.1% saponin and 10% BSA in PBS) by shaking 
gently for 10 min at room temperature. Then, the cells were 
incubated with FITC-labeled anti-human IFN-γ or IL-4 and/
or PE-labeled anti-human IL-5 or IL-4. In all cases, isotype-
matched controls were used.

Blockade of cytokines: Capture mAbs of anti-human IL-4 
(10 μg/ml) were added at the beginning of the cell culture 
according to the manufacturer’s protocol (R&D Systems, 
Minneapolis, MN). Then, 5 μg/ml of anti-IL-4 were added 
at day 3, and on day 5 as a blocking maintenance dose. 
Isotype-matched negative antibodies were used as controls 
at the same concentrations. After 7 days of culture, cells 
were harvested and then processed for immunofluorescence 
staining as described.

Flow cytometric analysis: All cells were analyzed for the 
expression of phenotypic markers on a FACScan flow cytom-
eter (Becton Dickinson, San Jose, CA) using CellQuest soft-
ware, and 10,000 events were counted. To analyze the staining 
of the cell-surface markers, the lymphocytes were first gated 
by their physical properties (forward and side scatter). Then 
a second gate was drawn based on the immunofluorescence 
characteristics of the gated cells, and fluorescence intensity 
was assessed with histograms. To determine CD30+ T cells, 
the cells were first gated on an Forward Scattered (FSC)-Side 
Scattered (SSC) dot plot. Then the lymphocytes were gated 
on CD4+ or CD8+ T cells in an SSC-CD4 or SSC-CD8 dot 
plot, CD4+ or CD8+ cells were selected, and a dot plot was 
created to select CD30+ or CD30- on CD4+ and CD8+ T 
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cells. Finally, to analyze the intracellular cytokine staining 
on helper and cytotoxic CD30+ or CD30- T cells, a histogram 
was created to analyze the percentage of cytokine positive 
cells. Data are presented as dot plots or histograms. Control 
stains were performed using isotype-matched mAbs of 
unrelated specificity. Background staining was <1% and was 
subtracted from the experimental values.

Determination of sCD30: Soluble CD30 (human sCD30, 
Kamiya Biomedical Company, Seattle, WA) was measured 
with enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) in the 
supernatants of the cultures according to the manufacturer’s 
instructions and read at 620 nm in a microplate reader (Ther-
moLabsystems, Multiskan Ascent, Helsinki, Finland).

Statistical analysis: Results are described in this work using 
Media and standard deviation (SD), or Median (MD) and 
interquartile ranges (IQR), according with data distribution. 
The Mann–Whitney U test and the Wilcoxon signed-rank test 
were used to detect significant differences. The analysis was 
performed with GraphPad Prism software v.6.0. Differences 
were considered statistically significant when p value was 
less than 0.05.

RESULTS

CD30 is expressed after D. pteronyssinus stimulation on 
CD4+ and CD8+ T cells from patients with VKC: We began 
by determining the percentage of CD4+CD30+ T cells and 
CD8+CD30+ T cells in the peripheral blood of patients with 
vernal keratoconjunctivitis and healthy controls. No signifi-
cant differences were observed in the frequency of circulating 
CD4+CD30+ T cells between patients with VKC and healthy 
controls (HCs; MD 3%, IQR 1.3–3.3 versus MD 1.7%, IQR 
1–1.7, respectively; p=0.08). Similarly, we did not find differ-
ences in CD8+CD30+ T cells between patients with VKC and 
the HCs (MD 1.5%, IQR 0.5–1.8 versus MD 1% IQR 0.4–1.8, 
p=0.1). However, after allergen stimulation, we observed a 
significant increase in the percentage of CD4+CD30+ T cells 
from patients with VKC compared with the HCs (MD 22.2%, 
IQR 14.6–41.7 versus MD 9.3%, IQR 6–11, respectively; 

p=0.004). Likewise, when we compared the frequency of the 
CD8+CD30+ T cells after the D. pteronyssinus stimulation, 
we observed a significant increase cytotoxic CD30+ cells in 
patients with VKC compared with the HCs (MD 19.9%, IQR 
8–7-30.8 versus MD 7.2%, IQR 6.4–8.2, p=0.03).

As shown in Table 1, the frequency of CD4+CD30+ T 
cells from patients with VKC increased 16.8-fold compared 
with non-stimulated cells (p<0.0001), and was 2.6 times 
increased compared with PMA/ionomycin (p<0.0001; Figure 
1). We also observed that the helper CD30+ T cells increased 
1.18-fold compared with the frequency of the CD8+CD30+ 
T cells after D. pteronyssinus stimulation (p=0.03; Table 1).

CD30+ helper T cells express IL-4, IL-5, and IFN-γ after D. 
pteronyssinus stimulation: To establish the potential involve-
ment of the specific antigenic-stimulation in the expression of 
Th1/Th2 cytokines in helper CD30+ or CD30-T helper cells, 
we assessed the percentage of IL-4, IL-5, and IFN-γ after D. 
pteronyssinus stimulation in patients with active VKC. Upon 
allergen stimulation, IFN-γ was expressed 11.4-fold more in 
CD4+CD30+ T cells than in CD4+CD30- T cells (p<0.0001). 
Similarly, IL-4 was expressed 4.3-fold more in CD4+CD30+ 
T cells than in CD4+CD30- T cells (p<0.0001). Likewise, 
IL-5 was expressed 4.1-fold more in CD30+ helper T cells 
than in CD30- helper T cells (p=0.009; Figure 2).

sCD30 increased after polyclonal stimulation in patients with 
VKC: To understand whether polyclonal stimulation (Con A) 
induces secretion of sCD30, we evaluated soluble CD30 at 
24, 48, 72, and 96 h in the supernatant of cells from patients 
with VKC and the HCs. We observed 4.5 times more sCD30 
in the supernatant of the cultures from patients with VKC 
since 72 h after Con A stimulation, compared with the HCs 
(p=0.03), and 7.4 times more sCD30 after Con A stimulation 
at 96 h in the supernatant of the cultures from patients with 
VKC compared with the HCs (p=0.01; Figure 3).

Blockage of IL-4 decreased CD30 expression on CD4+ T 
cells: To see whether IL-4 is involved in CD30 expression on 
helper T cells from patients with VKC, we blockaded IL-4 
function by adding neutralizing mAbs against IL-4 during 

Table 1. Frequency of helper and cytotoxic CD30+ T cells, after Dermatopha-
goides pteronyssinus (Der p) stimulation in patients with VKC.

Cell subset RPMI MD 
(IQR-Range)

Der p MD 
(IQR-Range)

PMA/Iono MD 
(IQR-Range)

P

RPMI versus 
Der p

Der p 
versus PMA/

Iono
CD4+CD30+ 1.4% (0.5–2.2) 23.6% (15–43.2) 8.8% (4.6–11.6) <0.0001 <0.0001
CD8+CD30+ 1.0% (0.4–1.8) 19.9% (8.7–30.8) 1.7% (0.9–9.3) <0.0001 <0.0001

MD- Median; IQR- Interquartile range.
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the D. pteronyssinus stimulation. We observed 3.9-fold less 
frequency of CD4+CD30+ T cells when we added anti-IL-4 
(p=0.03) (Figure 4).

DISCUSSION

The current study evaluated the functional involvement of 
CD30+ T cells in patients with vernal keratoconjunctivitis. 
We demonstrated that upon D. pteronyssinus stimulation, 
CD30 expression increased in helper and cytotoxic T cells, 
and that CD4+CD30+ T cells are the main source of IL-4, 
IL-5, and IFN-γ. Consistent with our findings, Rojas-Ramos 
et al. [7] demonstrated that CD30 expression on CD4+ T cells 
was correlated with the production of IL-4 after stimulation 
of CD4+ T cells isolated from patients with asthma. Other 
authors have suggested that IL-4 could induce CD30 on 

the helper T-cell surface [5] and on cytotoxic T cells after 
repeated stimulation [8]. In addition to Th2 cells, CD30 
expression on CD4+ T cells has been associated with the 
maintenance of memory cells in the animal model [9]. In our 
work, we observed that following in vitro allergen stimula-
tion, the frequency of CD30+ T cells from patients with VKC 
were increased. However, whether these CD4+CD30+ T cells 
have an immunophenotype related to memory in patients 
with VKC is unknown and requires further investigation. 
Likewise, interaction CD30/CD30L on cytotoxic cells is 
related to the generation of long-lived memory cells [10]. 
CD8+CD30+ T cells are an important source of IL-4 and IL-5 
in patients with asthma, contributing to a Th2 microenviron-
ment in the lung, and are a cell subset associated with worse 
clinical outcome [8]. In this context, the role of CD8+CD30+ 

Figure 1. Frequency of CD4+CD30+ T cells after stimulation. A: Representative dot plots of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 
stimulated with Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) or Phorbol myristate acetate (PMA) in patients with vernal keratoconjunctivitis 
(VKC). B: Comparative histograms of CD30 frequency on CD4+ gated cells. Dot plots and histograms are representative from 17 patients 
with VKC.
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Tc2 cells in corneal damage must be further evaluated, since 
CD8+ T cells are involved in the effector phase of allergic 
conjunctivitis in the mouse model [11].

The corneal damage in patients with VKC is associated 
with multiple Th1 and Th2 cytokines that are overexpressed 
on the ocular surface. IFN-γ, a Th1-derived cytokine, 
could influence delayed hypersensitivity ocular damage 
and activate the transforming growth factor-beta (TGF-β) 
signaling pathway favoring tissue remodeling by conjunctival 

fibroblasts [12,13]. In contrast, IL-4 and IL-5 cytokines are 
characteristically induced during the allergic response, and 
both cytokines are involved with chronic Th2 responses [5]. 
Our results showed that CD4+CD30+ T cells are the most 
important source of IL-4, IL-5, and IFN-γ after allergenic 
specific stimulation, suggesting that the CD4+CD30+ T cell 
subset could be the major source of Th1/Th2 cytokines during 
the pathogenic immune response in patients with VKC. 
IL-4 is also a cytokine directly involved with the increased 

Figure 2. Comparative histograms of intracellular cytokines on helper CD30+ and CD30- T cell subsets. Peripheral blood mononuclear 
cells (PBMCs) were Dermatophagoides pteronyssinus–stimulated for 7 d and stained with CD4, CD30, and intracellular interferon-gamma 
(IFN-γ), interleukin-4 (IL-4), or IL-5 as described in the Materials and Methods section. Left panel, CD4+CD30- T cells; central panel, 
CD4+CD30+ T cells; right panel, comparison of the frequency of cells positive to intracellular cytokines in either CD30+ or CD30- cell 
subsets. Data are expressed as mean ± standard deviation (SD).
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expression of CD30 on CD4+ T cells [5,7]. In this work, we 
observed that blocking IL-4 is not enough to completely 
abrogate CD30 expression on helper T cells. Thus, IL-4 
acts as an activation loop to increase CD30 expression on 
CD4+ T cells after specific stimulation. Investigation of other 
type 2 cytokines that could be involved in the upregulation 
of CD30 on CD4+ T cells in patients with VKC is needed 

to fully understand the immune pathophysiological role of 
CD4+CD30+ T cells in ocular allergy.

After T cell activation, CD30 is cleaved by the 
membrane-anchored metalloproteinase TNF-α converting 
enzyme (TACE), and releases a soluble ectodomain of CD30 
(sCD30) [14]. In our work, we observed increased levels 

Figure 3. Soluble CD30 is secreted 
early after Concanavalin A (Con 
A) stimulation. Peripheral blood 
mononuclear cells (PBMCs) were 
stimulated at 24, 48, 72, and 96 h, 
and the supernatant of the cultures 
was collected to determine soluble 
CD30. An increased significant 
concentration of soluble CD30 was 
observed at 72 and 96 h after Con 
A stimulation. Results are represen-
tative of eight patients with vernal 
keratoconjunctivitis (VKC) and 
matched controls.

Figure 4. Effect of blockade of 
IL-4 on frequency of CD4+CD30+ 
T cells after D. pteronyssinus 
(Der p) stimulation. Peripheral 
blood mononuclear cells (PBMCs) 
from three patients with vernal 
keratoconjunctivitis (VKC) were 
stimulated with Dermatopha-
goides pteronyssinus for 7 days, 
and mAb anti-interleukin-4 (IL-4) 
was added at baseline, 3 d, and 5 
d as described in the Materials 
and Methods section. The plot 
shows the significant diminished 
frequency of CD4+CD30+ T cells 
when IL-4 was blocked.
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of sCD30 in patients with VKC after Con-A stimulation 
compared with the HCs. Determination of sCD30 in serum 
has been proposed as a disease biomarker in pediatric asthma; 
that is, high levels of sCD30 are related to activation of the 
immune response [14,15], while low levels are associated with 
an immune regulatory environment [16,17]. The determina-
tion of sCD30 in patients with allergic conjunctivitis could be 
used to assess clinical activity, to modify with opportunity 
medical-ophthalmological treatments, and to predict clinical 
outcomes. Nevertheless, further studies are needed to test this 
hypothesis.

Taken together, our results suggest that CD4+CD30+ T 
cells function as effector T cells in response to specific aller-
gens. This cell subset produces the intracellular IL-4, IL-5, 
and IFN-γ cytokines provoking a Th1/Th2 microenvironment 
related to the immune pathogenic response in patients with 
vernal keratoconjunctivitis.

APPENDIX 1. CLINICAL-OPHTHALMOLOGICAL 
CHARACTERISTICS OF PATIENTS WITH VKC.

To access the data, click or select the words “Appendix 1”.
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