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MARCO TEORICO

1.1 Introduccion

La queratitis herpética es la patologia infecciosa que con mas frecuencia causa
ceguera corneal en los paises desarrollados. La infeccién por el virus herpes
simple 1 tiene una prevalencia mundial de mas del 80%. "! La incidencia anual de
infecciones oculares por este virus es de 11.8 por 100,000 personas en los
Estados Unidos, convirtiéndola en una de las principales enfermedades

infecciosas con mayor impacto visual. %

1.2 Epidemiologia

El virus del herpes simple (VHS) es la principal causa de ceguera infecciosa en el
mundo desarrollado, con 400.000 personas infectadas ocularmente en los Estados
Unidos. ["! Los dos serotipos de HSV son HSV-1 y HSV-2, que tienen diferentes
tropismos. Ambos pueden causar una enfermedad ocular, que se ve facilitada por
la capacidad del virus para propagarse en los tejidos y neuronalmente. Sin

embargo, la gran mayoria de HSV ocular se ha atribuido a HSV-1.

1.3 Caracteristicas del Virus Herpes

Existen ocho virus herpes humanos conocidos: Virus herpes simple 1y 2 (VHS-1,
VHS-2), virus varicela zéster (VVZ), citomegalovirus (CMV), Virus Ebstein-Barr
(EBV), Virus herpes humano 6, 7 y 8 (VHH-6, VHH-7, VHH-8); siendo el Virus
Herpes Simple 1 la causa mas frecuente de queratitis epitelial en el 78 a 98% de
los casos, abarcando asi el 95% de enfermedades oculares ocasionadas por la

familia herpes viridae.

El virus herpes simple es un virus con envoltura de DNA de doble cadena con un
genoma de aproximadamente 152 kb, un tegumento y una nucleocapside. Se trata
de un Alphaherpesvirus junto con el HVS-2 y el virus varicela zoster (VVZ)
formando parte de la familia Herpesviridae. ® El VHS-1 posee 12 glicoproteinas de

superficie que sirven de anclaje (gB, gC, gD, gH, gL y gG), proteinas de fusion



(gB) y proteinas de escape inmune (gC, gE, gl). [

1.4 Mecanismos y fases de la infeccion viral

La entrada de HSV en el tejido ocular puede ocurrir con exposicién exégena al
virus o virus reactivado que ha viajado al sitio de infeccién. La exposicion ocular

inicial al VHS suele provocar una infeccion de la conjuntiva. !

El mecanismo de entrada en las células oculares se basa en los receptores de
glicoproteinas en la superficie celular, incluida la nectina-1, el mediador de entrada
del herpesvirus (HVEM), el heparan sulfato 3-O sulfatado (3-OS HS) y el receptor

pareado de tipo inmunoglobulina a (PILR- ). &9

El acceso a estos receptores de entrada puede determinar si el virus entra desde

la superficie apical o basolateral de las células. !

El paso inicial de la interaccion del virus con la célula es la fijacion al
proteoglicano, heparan sulfato; molécula presente en la superficie de muchas
células; al igual que sucede con muchos otros virus, el tropismo celular esta
determinado por la disponibilidad de los receptores adecuados en la superficie de

la célula a ser infectada. ®

El virus se fija a la membrana celular a un pH ambiente y por tanto cabe la
posibilidad de la formacion de sincitios entre las células infectadas y de
transmision de célula a célula aun en la presencia de anticuerpos humorales
neutralizantes. Esto significa que la inmunidad mediada por células es importante

en la supresion de infecciones por herpesvirus. 1%

Luego de la fijacion, el virus se funde directamente con la membrana plasmatica
(no es necesaria la entrada a través de endosomas/lisosomas de pH bajo). Luego
de que ocurre la fusion, el virus libera algunas proteinas al citoplasma; entre estas
se incluyen algunas toxinas, una proteina cinasa y un iniciador de la transcripcion

genética. [ 1

Posteriormente la nucleocapside rodeada de tegumento es transportada a la

membrana nuclear a la que se une permitiendo asi la entrada del ADN viral al



nucleo celular.

El ADN herpético se transcribe a ARN por una enzima celular (ARN polimerasa |
ADN-dependiente). No obstante, la transcripciéon de varios genes es dependiente
tanto de factores nucleares de la célula como de proteinas codificadas por el virus.
Este control del ARNm viral, y por tanto, de la sintesis de proteinas virales,
determina si la infeccion propagara la produccion de nuevas particulas viricas y de
muerte celular (una infeccidn litica), una descamacion continua del virus (infeccién

persistente) o latencia. '

El que ocurra o no la latencia es propiedad de la célula huésped, eso es, algunas
células no permiten la replicacién del ADN viral; si la célula permite la progresion
mas alla de las etapas de los genes tempranos inmediatos, sobreviene una

infeccion litica.

Las nucleocapsides son ensambladas en el nucleo y se fusionan con ADN del
huésped; luego emergen a través de la doble membrana nuclear y dejan la célula

mediante exocitosis. !

1.5 Cuadro clinico

La infeccién por Virus simple tipo 1 generalmente se adquiere de individuos
asintomaticos y de aquellos con afeccion facial, oral o con manifestaciones de la
mucosa genital. Con menos frecuencia, se transmite a través de trasplante de

cornea. ['112

Después de la exposicion al virus, sea por mucosa oral o epitelio corneal, el virus
viaja por los axones neuronales de manera retrégrada hacia el ganglio sensorial
del nervio trigémino, donde establece su latencia de por vida. ! La reactivacion del
virus es dada por un episodio de inmunosupresion y posteriormente el virus migra
hacia el epitelio corneal donde tiene lugar a su replicacion causando queratitis

herpética [131419],

El HVS1 es capaz de causar un amplio espectro de enfermedades como: herpes
labial, gingivoestomatitis herpética, queratitis epitelial o estromal y encefalitis. "



Existen diferentes tipos de manifestaciones clinicas oculares por infecciéon del
VHS. Entre ellas, la queratitis epitelial con lesiones tipo dendriticas es la mas
frecuente (56.3%), seguida por queratitis estromal (29.5%), Ulceras geograficas
(9.8%) y endotelitis (3.4%) [ 11,

La enfermedad herpética ocular secundaria a virus del herpes simple puede iniciar
como blefaritis, queratitis epitelial corneal o conjuntivitis. La enfermedad herpética
ocular recurrente se manifiesta como una queratitis ulcerosa y/o estromal. Las
infecciones recurrentes oculares representan la mayor parte de la morbilidad
visual debido a la irreversible cicatrizacion, adelgazamiento, neovascularizacion

corneal y eventual ceguera. "

12

La primo infeccion por VHS-1 generalmente es asintomatica Se presenta en

el 6% de los casos como blefaroconjuntivitis que se resuelve sin dejar cicatrizacion
31 El epitelio corneal es un sitio frecuente de infeccidén primaria. La queratitis
epitelial se presenta como un cuadro de dolor ocular, fotofobia, vision borrosa,
lagrimeo y ojo rojo. Las Uulceras son causadas por replicacion del virus y
destruccion de células epiteliales. Comienzan como lesiones puntiformes
vesiculares en el epitelio corneal que rapidamente coalescen en forma de
erosiones y finalmente forman Ulceras dendriticas de bordes inflamados y bulbos

terminales. Estas pueden formar Ulceras geograficas ['> 17,

La infeccion por HVS-1 puede generar una respuesta inflamatoria crénica,
presentando un cuadro de queratitis herpética estromal ", La queratitis estromal
presenta opacidad estromal, edema corneal y neovascularizacion. La respuesta
inmunolégica determina el crecimiento de vasos sanguineos, infiltrado leucocitario
y opacidad corneal por dafio estromal ['®. En ocasiones se puede visualizar el
anillo de Wessely, que indica depdsitos del complejo antigeno-anticuerpos y

complemento en el estroma 1'%,

La mayoria de las infecciones son unilaterales, cerca del 1.3 — 12% se presenta de

manera bilateral y es atribuido a pacientes inmunocomprometidos o con atopia ['%.



1.6 Inmunopatogenia

La patogénesis y severidad del cuadro clinico depende de la interaccién entre el

virus y la respuesta inmunoldgica del huésped. 1.

Histologicamente, se ha encontrado infiltracién de células polimorfonucleares a las

6 horas postinfeccion 2%

Se han hecho multiples estudios, principalmente en modelos murinos para
conocer acerca de la inmunopatogénesis de la infeccion corneal por VHS.
Principalmente se describe una respuesta tipo Th1 en queratitis estromales de
modelos murinos. Las citocinas producidas por células Th1 tienen caracteristicas
proinflamatorias. El interferén gamma (IFN- Y) interleucina 6 (IL-6) e interleucina 2

(IL-2) predominan en fases tempranas de queratitis estromal. ['>2",

La ausencia de IL-6 en ratones KO (knock out por sus siglas en inglés) se
relaciona con menor opacidad corneal comparado con ratones WT (wild type por
sus siglas en inglés) *. Mientras tanto, el aumento de la expresién de las células

T CD4+ aumenta la gravedad de lesion corneal 2324,

Ya se han descrito multiples interleucinas en la inmunopatogénesis de ojos con
queratitis herpética estromal como son: IL-1, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17,
TGF-B, TNF- q, IFN-Y, MIP-2 y sintasa de 6xido nitrico tipo Il (NOS-II). ['4.

Cavalieria et al reportan la presencia de IL-15, IL-18 y NOS-Il en el ojo
contralateral de ratones que presentan queratitis estromal herpética. La expresion
de estas citocinas en el ojo contralateral probablemente se debe a un mecanismo

de defensa para proteger el ojo no infectado de la propagacion viral®7"4

Las células Th1 y Th17 producen citocinas proinflamatorias que incrementan la
infiltracion de leucocitos dentro de la cérnea. La IL-17, secretada por células Th17
contribuye en la respuesta inflamatoria en fases tardias . La IL-17 aumenta la
secrecion de TNF- a e IFN-Y por los macréfagos. Ademas se han encontrado

receptores de IL-17 (IL-17R) en fibroblastos corneales de humanos !,

10



Las células Th17 promueven la inflamacién crénica y autoinmunidad. En ratones
tratados con anti-IL17 se muestra una disminuciéon de la severidad en la lesion
corneal por queratitis herpética estromal 2. Se ha visto un incremento bifasico en
la produccion de IL-17 presentando un pico en fases tempranas seguido de otro

pico que corresponde a la fase crénica de la queratitis herpética estromal 7.

Inoue et al demuestran en cérneas de modelos murinos infectadas por VHS-1 que
el IFN-Y se detecta en el epitelio corneal y estromal al dia 3 postinfeccion y
persiste hasta el dia 12. La IL-1 e IL-6 se detectan en el estroma infectado desde
el inicio y persiste hasta los 12 dias. La IL-2 se presenta desde el dia 2 hasta el
dia 12. No se muestra IL-4 presente y la IL-10 se mantuvo negativa hasta el dia 12

postinfeccion, en donde presenta un pico positivo débil 81,

Las citocinas producidas por células Th2 como IL-4 e IL-10 no se detectan al inicio
de la infeccion por VHS, sin embargo aparecen en fases tardias cuando la
inflamacion resuelve, lo que podria indicar un importante papel de estas células en
la supresién de inflamacion intracorneal ?%. La interleucina 10 y 12 (IL-10, IL-12)
podrian suprimir las lesiones por queratitis estromal en modelos murinos
probablemente por la induccion de produccion de IFN-Y que ayuda a la

eliminacion del virus, y ademas por induccion de apoptosis de células T '\

En ratones KO para IL-10M y ratones WT a quienes se les dio antilL-10
presentaron un incremento de la opacidad corneal, por lo que se asume que la
interleucina 10 (IL-10) tiene una importante funcion anti inflamatoria .

Otra molécula implicada es la quimiocina-10 (CXCL10) que atrae células T y
células NK. Se demostrd en el estudio de Shen et al que la ausencia de CXCL10
produce queratitis herpética estromal grave, con intensa inflamacion,
neovascularizacién y opacidad corneal. La quimosina CXCL10 disminuye la
severidad de la queratitis herpética estromal en el raton ['. CXCL10 también actua
como una angioestatico, inhibiendo la expresion del factor de crecimiento
endotelial vascular tipo A (VEGF-A) .

1



Otras células que regulan la respuesta inmunoldgica son las Células T reguladoras
(Tregs). La deplecion de células T reguladoras (Tregs) CD4+CD25+FOXP3+
incrementa la infiltracion de células CD4+ en la cérnea, desarrollando mas
severidad en la queratitis herpética estromal. En contraste, un aumento temprano
en la frecuencia de células Tregs se relaciona con una reduccién en la severidad

de la queratitis herpética estromal. 24

1.7 Reactivaciones y recurrencias

Los virus herpes simple son neurotropicos y pueden permanecer de manera
latente en células neuronales de los ganglios trigémino (infeccién oro-facial) y

sacro (infeccion genital) £

El estado de latencia viral se caracteriza por una represion importante de la
transcripcion de genes virales, salvo para un gen particular el que esta asociado a

la latencia viral y se ha denominado LAT (latency associated transcript). !

Este transcrito viral no-codificante (no codifica proteinas), es procesado en ARN
pequefos (micro-ARNs, miARNs) que regulan negativamente la expresion de
genes virales inmediatamente tempranos (a) esenciales para el
desencadenamiento de la transcripcion y traduccién de genes tempranos (B) y

tardios). %

A través de este mecanismo relativamente simple, el virus es capaz de reprimir la
expresion de un sinnimero de genes virales involucrados en la replicacion del

genoma y sintesis de elementos estructurales del virion. #2

Este estado silente, caracterizado por una expresion practicamente nula de
proteinas virales, evita que antigenos del microorganismo sean presentadas o
reconocidas por el sistema inmune del hospedero. Con ello, el virus impide el
desarrollo de una respuesta anti-viral contra neuronas infectadas. %

12



Por otro lado, aparte de la accién de LAT se ha propuesto que mecanismos
epigenéticos podrian regular y modular los estadios liticos y latentes del virus en

células infectadas. (423

Si bien no se conocen los eventos moleculares intimos que conducen a la
reactivacion del virus en neuronas, algunos desencadenantes de la activacion viral
han sido identificados. Algunos de estos factores modulan negativamente la
expresion de LAT y por consiguiente promueven la transcripcion y traduccion de
genes virales tempranos y tardios que conducen a la reactivacion del virus y

sintesis de viriones. B>

Se ha descubierto que varios de estos estimulos activadores estan relacionados
con injuria celular. Por ejemplo, condiciones de hipoxia celular e inducciéon de
apoptosis disminuyen significativamente los niveles de expresion de LAT de VHS-
1 en neuronas, aumentando significativamente la expresion de genes virales que

promueven la sintesis de viriones. B4 3

Una vez iniciada la expresion de genes virales tempranos y tardios en neuronas,
se formara la capside viral que migra de forma anterégrada desde el soma celular
hasta el terminal nervioso, por el axén, hasta el lugar donde ocurrié la infeccién
inicial. La liberacion de particulas en este sitio promovera la infeccion de nuevas
células epiteliales con la subsiguiente diseminacion del virus en el tejido
circundante, promoviendo la generacion de nuevos focos de infeccién e ingreso
del virus a nuevos terminales nerviosos, repitiendo asi el ciclo infectante y el

establecimiento continuo de latencia en el hospedero. B¢

La tasa de recurrencia es del 9,6% durante el primer afio, 22,9% a los dos afios y
llegando al 63,2% a los 20 afios. La probabilidad de recidiva en el siguiente afio
aumenta con el numero de episodios padecidos por el paciente. La infeccion
bilateral es rara, aunque algunos estudios la sitdan entre el 1 y el 10%, siendo con

mucho mas frecuente en pacientes con atopia. "

13



1.8 Diagnéstico

El diagnéstico de las infecciones por virus del herpes conllevan gran sospecha
clinica por las lesiones caracteristicas, sin embargo este medio diagnéstico a

menudo no es confirmatorio. ¥

Se ha observado que en muchas ocasiones la enfermedad ocular herpética puede
compartir datos clinicos similares a los de otras enfermedades oculares de causa
infecciosa y la clinica resulta ser insuficiente para la confirmacion del diagnéstico o
conocer el estado de replicacion viral. #%

Esta confusion en el diagnostico clinico nos lleva a la busqueda de herramientas
alternativas. Existen distintos métodos de diagnéstico de laboratorio disponibles
para el diagnostico, diferenciacion y subtipificacion de infecciones por virus del
herpes, los cuales han sido implementados en las Ultimas dos décadas entre los
que destacan pruebas como ensayos de inmunofluorescencia (IFA), aislamiento
del virus mediante cultivos de tejidos y ensayos de reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR). ¥

El cultivo de virus se considera el estandar de oro para la identificacion de HSV,
por contar con el cien por ciento de sensibilidad; sin embargo presenta ciertas
dificultades sobretodo relacionadas con la viabilidad, conservacién y tiempo de

obtencién de resultado a partir de la toma de muestra. %!,

Por ofra parte, existen nuevas herramientas de biologia molecular que han
demostrado ser mas sensibles, rapidas, especificas y baratas en comparacién con
el cultivo celular. No requieren de células intactas o particulas virales viables para
su deteccion como es el caso del inmunoensayo enzimatico 6 la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) por raspado corneal o por muestra de

lagrima, lo que las hace ideales para ser empleadas en la practica clinica (41)
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1.9 Diagnéstico diferencial

La queratopatia dendritiforme es una condicién de la superficie corneal
caracterizada por un patrén curvilineo o arborescente que puede simular una

queratitis epitelial por VHS asi como otras causas.

Los cambios epiteliales ramificados se pueden asociar con varios trastornos de la
superficie ocular; por ejemplo, una pseudodendrita puede estar formado por
epitelio regenerador o hipertréfico. Los depositos intraepiteliales y los cambios
inducidos por farmacos pueden también adquirir esta forma; incluso infecciones

micdticas, virales y amébicas de pueden simular infecciones herpéticas. '

1.10 Tratamiento

El tratamiento de la queratitis epitelial por HSV tiene como objetivo detener la
infeccion viral activa de la cérnea de forma rapida y segura, controlando asi los

sintomas y permitiendo que se restablezca una superficie ocular normal. 2

El tratamiento se basa en farmacos antivirales. Los compuestos antivirales
surgieron como tratamientos potenciales para la queratitis herpética durante la
ultima mitad del siglo. En 1962 la idoxuridina, un analogo de pirimidina, fue el

primer antiherpético eficaz. 12

En la década siguiente, un analogo de purina, vidarabina, ingreso en la practica
oftalmica. Idoxuridina y vidarabina fueron entonces progresivamente reemplazado

por otros analogos de nuclessidos: trifluridina, aciclovir y ganciclovir. 2

El aciclovir es un andlogo nucleésido de purina que es fosforilado por la timidina
cinasa del VHS y VVZ. Inhibe la replicacion viral, actuando como un sustrato de la

DNA polimerasa, previniendo la elongacién del DNA viral. ¥

15



El ganciclovir, es un analogo de guanosina con espectro contra VHS-1, VHS-2,

VVZ, EBV, CMV y adenovirus. Interrumpe la replicacion viral 3. El ganciclovir es

convertido en el metabolito activo ganciclovir trifosfato por la enzima timidina
cinasa, que se encuentra dentro de las células infectadas por HSV. Inhibe la
sintesis de DNA viral de dos maneras: 1) compite con la deoxiguanosina trifosfato
para unirse a la DNA-polimerasa viral, 2) se une directamente a las cadenas de

DNA del virus induciendo rupturas en las cadenas de DNA ¥4,

Tanto el aciclovir como el ganciclovir tépico han demostrado tener adecuada
penetracion en las capas de la corea *°. La dosis recomendada de aciclovir al
3% y ganciclovir gel oftalmico al 0.15% es 5 veces al dia (cada 4.5 horas durante

el dia) hasta la resolucion de la ticera y continuar por 7 dias mas. ¢!

El aciclovir tiene una baja solubilidad en soluciones acuosas por lo que las
preparaciones oftalmicas necesariamente se fabrican en forma de ungiento
utilizando el petrolato como vehiculo un antiviral altamente selectivo para ser
activado solamente por la timidin-cinasa viral, lo cual le confiere una selectividad
alta para las células infectadas, sin embargo el vehiculo utilizado resulta en vision
borrosa al aplicarlo sobre la superficie ocular. #%47

Algunas ventajas del ganciclovir topico son: 1) adecuada tolerancia (no vision
borrosa, escozor o ardor), 2) tiempo de contacto corneal prolongado; justificado
porque el vehiculo del ganciclovir es carbdmero, lo cual le confiere propiedades
de gel incrementando la biodisponibilidad del farmaco; asimismo el carbémero al
ser un polimero hidréfilo de elevado peso molecular funciona como lubricante y
humectante ocular, lo cual facilita la recuperacién del epitelio corneal., 3) antiviral
de gran espectro, 4) selectivo para células infectadas, 5) adecuada penetracion
hacia humor acuoso, 6) misma efectividad que aciclovir pero en menor

concentracion y 7) sin efectos adversos secundarios. ¥ 448!

El aciclovir tépico ha sido definido como el tratamiento de eleccién en queratitis
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herpética, asimismo, el ganciclovir tépico ha demostrado ser igual de efectivo que

el aciclovir topico. 14°!

La eleccion del antiviral ideal depende de su efectividad contra el virus, los efectos

toxicos y la comodidad de uso para el paciente. 47

Sin tratamiento, la queratitis epitelial dendritica tiende a ser autolimitada, la
curacion suele tardar dos semanas. Un tratamiento inadecuado puede empeorar la
inflamacion de la cérnea y contribuir a la pérdida visual. Cualquier tratamiento que
acelera la curacion de la lesion puede reducir la aparicion de complicaciones

asociadas. 7]

Pocos estudios determinan la respuesta inmunoldgica en queratitis herpética
epitelial por el VHS, por lo que el presente estudio estudia el patron de expresion
de la respuesta Th1, Th2 y Th17 en queratitis herpética epitelial en humanos
mediante la obtencion de muestra de lagrima durante el tratamiento con aciclovir y
ganciclovir administrados de forma tdpica. Determinar la respuesta con estas
interleucinas podria ser Util para conocer los cambios inmunoldgicos y clinicos

durante el tratamiento.

PROTOCOLO DE INVESTIGACION

2.1 JUSTIFICACION

Este estudio busca definir y correlacionar el comportamiento de las citocinas en la
infeccion por Virus del Herpes simple con la evolucién clinica durante el

tratamiento con diferentes antivirales tdpicos; aciclovir y ganciclovir.

Pretendiendo convertirse en un estudio que abra las puertas a futuras
investigaciones que puedan contribuir a modificar favorablemente el curso de la
enfermedad, busquen mejorar el prondstico visual y a largo plazo de los pacientes

con esta afeccion ocular.
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2.2 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe diferencia en la expresion de citocinas del perfil Th1, Th2 y Th17 y la
evolucion clinica de pacientes con queratitis epitelial herpética durante el

tratamiento con aciclovir o ganciclovir tépico?

2.3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La infeccion ocular por Virus del Herpes tiene alta prevalencia a nivel mundial. Es
una causa importante de ceguera, impactando negativamente en la calidad de

vida de los pacientes.

La evolucién clinica es variable; siendo la queratitis epitelial una de las
manifestaciones principales. La interaccién inmunolégica del huésped con el virus

determina la gravedad del cuadro clinico.

Existen multiples estudios que hablan sobre la respuesta inmunoldgica generada
ante esta infeccién, sin embargo no existen estudios que evidencien el
comportamiento de las citocinas y la correlacion clinica en respuesta al tratamiento

con distintos antivirales topicos en queratitis herpética epitelial.

2.3 OBJETIVOS
2.3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

e Determinar el perfil Th1, Th2 y Th17 de pacientes con queratitis herpética
epitelial durante el tratamiento con aciclovir y ganciclovir tépico

2.3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS
¢ Evaluar las concentraciones en lagrima de IL-17, TNF- a, IFN-Y, IL-10, IL-6,

IL-4 e IL-2 antes y durante el tratamiento con aciclovir o ganciclovir en
pacientes con queratitis herpética epitelial a los dias 0, 5, 7 y 14.

o Determinar el pico méas alto y mas bajo de expresion las interleucinas IL-
17, TNF- a, IFN-Y, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 durante el tratamiento con

aciclovir o ganciclovir en pacientes con queratitis herpética epitelial

18



Correlacionar el tiempo de curacién de Ulcera epitelial con las
concentraciones de interleucinas de respuesta Th1 y Th17 asi como
respuesta Th2.

Comparar las concentraciones de interleucinas obtenidas con el tratamiento
de aciclovir frente al tratamiento con ganciclovir.

Describir la evolucién clinica de la lesion herpética y correlacionar con el
comportamiento molecular durante los dias de seguimiento

2.4 HIPOTESIS

La respuesta Th1 se encontrara elevada antes de iniciar tratamiento con aciclovir

o ganciclovir y disminuira paulatinamente al terminar el tratamiento.

La respuesta Th2 se encontrara disminuida o ausente en fases tempranas del

tratamiento e incrementara posterior al tratamiento con aciclovir o ganciclovir.

La respuesta Th17 tendra su mayor pico al inicio de la enfermedad y disminuira

con el tratamiento.

Las concentraciones de interleucinas seran similares durante el tratamiento con

aciclovir frente al tratamiento con ganciclovir.

3 METODOLOGIA

3.1 Métodos:

Se seleccionaron pacientes mayores de 18 afios con diagndstico reciente de

queratitis herpética epitelial sin tratamiento previo topico o sistémico.

Se consideraron los siguientes criterios:

3.2 Criterios de Inclusion

1.

Pacientes con diagnéstico de queratitis herpética epitelial con lesiones
dendriticas, geograficas o marginales, primer cuadro y recidivantes.
Sin tratamiento tépico y oral previo.

Pacientes mayores de 18 afios.
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4. Firma de consentimiento informado.

3.3 Criterios de Exclusion
1. Pacientes con coexistencia de otra enfermedad oftalmoldgica inflamatoria.

2. Pacientes que hayan recibido tratamiento con corticoesteroides o
inmunomoduladores previamente.

3. Pacientes con tratamiento tépico u oral previo.

4. Retiro del Consentimiento Informado.

3.4 Criterios de Eliminacion
1. Falta de apego o abandono del tratamiento.
2. Abandono del estudio por decision del paciente.

3. Apariciéon de cuadro de queratitis intersticial, endotelitis o uveitis durante el
estudio.
4. Muestra bioldgica insuficiente en alguna de las tomas de muestra.

3.5 Variables

Variable Descripcion Especificaciones

Edad Independiente, 18 a 90 anos
cuantitativa, discreta

Diagnostico Independiente, Queratitis herpética
cualitativa, nominal epitelial dendritica,

geografica o marginal
Tratamiento Dependiente, Antiviral tépico.
cualitativa, nominal
Interleucinas Independiente, Concentracion en

cuantitativa, continua Picogramos

3.6 Procedimientos Generales
1. Valoracién oftalmolégica.

a. Se llevo a cabo una exploracion fisica oftalmoldgica completa en

donde se considerd la medicién de agudeza visual y capacidad
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visual, valoracién de parpados y anexos oculares, superficie ocular,

segmento anterior y posterior del ojo. Se evitd la tincion con

fluoresceina y aplicacion de anestésico tépico previo a la toma de

muestra de lagrima. El paciente se presentd en el departamento de
cornea y cirugia refractiva para confirmar diagndstico.

b. La clasificacion de queratitis herpética epitelial se llevé a cabo de la

siguiente manera:
i. Ulcera dendritica: Afeccién del epitelio corneal en donde son
visibles algunas lesiones puntiformes y vesiculadas que

coalescen en placas creando una Ulcera lineal y ramificada o

en forma de dendrita, con bordes edematosos elevados y
bulbos terminales.

i. Ulcera geografica: Afeccién del epitelio corneal en donde las
lesiones dendriticas coalescen, convirtiéndose en una Ulcera
no lineal, que puede o no tener ramificaciones evidentes y con
bordes elevados.

i. Ulcera marginal: Afeccién del epitelio cerca del limbo que se
acompafia de vasos sanguineos con infiltrado estromal debajo
de la ulcera y con inyeccién ciliar sectorial adyacente a la
Ulcera.

c. Para el tratamiento de queratitis herpética epitelial se separaron los
pacientes en dos grupos y se inicid tratamiento con aciclovir
unguiento al 30mg/g (Grupo A) o ganciclovir gel 1.5mg/g (Grupo G)
via de administracion tépica oftalmica. Para ambos medicamentos se
coloco 1cm de ungliento en fondo de saco inferior cada 4 horas y 30

minutos (5 veces al dia) durante 15 dias.

2. Obtencién de muestra de lagrima.
a. Con un tubo capilar estéril de 8 cm de largo por 2 mm de diametro,
se instilaron 20-50uL de soluciéon salina en la superficie ocular,

inmediatamente después la muestra se recuperé con el capilar del
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fondo de saco conjuntival, posteriormente la muestra se colocé en un
tubo Eppendorf de 0.6ml nuevo y estéril y se congel6 a -80°C hasta
Su procesamiento.

b. La obtencién de muestra de lagrima se realizé en el dia 0 (antes de
iniciar el tratamiento topico oftalmico) y a los dias 5, 7 y 14.

c. Se evitd utilizar anestésico topico y tinciones antes de realizar la
toma de muestra.

3. Registro de evolucién clinica
a. Registro de hallazgos clinicos y medicion de lesiéon con lampara de

hendidura en mm en ojo afectado en dias 0,5,7 y 14

b. Seguimiento fotografico por medio de camara para lampara de

hendidura Topcon DC-4 de lesiones herpéticas en dia 0,5,7 y 14

4. Cuantificacién de Citocinas.

a. Se utilizé un kit BD cytometric bead array (CBA) Th1/ Th2/Th17
cytokine kit para procesar las muestras de lagrima segun las
instrucciones del fabricante; en el Citémetro de Flujo BD FACSCanto
Il'y se utiliz6 el software FACS DIVA para el andlisis de los

resultados.

4 ANALISIS ESTADISTICO
a. Se realizé estadistica descriptiva para el analisis demografico,

presentando los resultados en rangos, porcentajes y frecuencias. Las
caracteristicas a evaluar fueron: sexo, edad, comorbilidades
sistémicas y/o oculares, presentacion del cuadro, lateralidad, tipo de
Ulcera (dendritica, geografica o marginal), tiempo de cierre vy
presencia de secuelas.

b. El andlisis estadistico se llevé a cabo por medio de pruebas
paramétricas, prueba t de Student para la comparacién entre
grupos y la prueba t de student para muestras pareadas para
analizar las diferencias respecto a los distintos dias de tratamiento y

seguimiento en el grupo A o B respectivamente; asi como el test de
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Wilcoxon para comparar el cambio en la mediana de diametro
horizontal y vertical de las lesiones herpéticas entre ambos grupos

durante el seguimiento.

4.2 TAMANO DE LA MUESTRA
El tamafio de la muestra se calcul6 de acuerdo a la siguiente formula:

No?z2
e2 (N-1)+g272

N = tamafio de la poblacién=
En donde:
n = el tamano de la muestra.

N = tamafio de la poblacion.

o = Desviacién estandar de la poblacion, que generalmente cuando no se tiene su

valor, suele utilizarse un valor constante de 0,5.

Za = Valor obtenido mediante niveles de confianza. Se calculd en relacion al 99%

de confianza equivale 2,58.

e = Limite aceptable de error muestral que, generalmente cuando no se tiene su
valor, suele utilizarse un valor que varia entre el 1% (0,01) y 9% (0,09), valor que

queda a criterio del encuestador.

El tamafio de la poblaciéon en nuestra institucion es de N=32. De acuerdo a la
férmula descrita, el calculo de muestra es n=31 con un nivel de confianza de 99%

4.3 DISENO DEL ESTUDIO

Ensayo clinico controlado sorteado (longitudinal, prospectivo, observacional y

comparativo
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Todos los pacientes que decidieron participar en el estudio, se les proporcioné un
consentimiento informado, los cuales firmaron para poder ser parte del mismo.
Este protocolo se basa en la Norma Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012, que
establece los criterios para la ejecucion de proyectos de investigacion para la
salud en seres humanos, los principios éticos de la Declaracion de Helsinki y

declaraciones de la International Conference of Harmonization.

6 ASPECTOS DE BIOSEGURIDAD

La Ley General del Equilibrio Ecoldgico y la Proteccion al Ambiente, define como
residuos peligrosos a todos aquellos residuos que, por sus caracteristicas
corrosivas, reactivas, explosivas, toxicas, inflamables y bioldgico-infecciosas
representan un peligro para el equilibrio ecoldgico o el ambiente; los residuos que
se deriven seran manejados en términos de la propia ley, su reglamento y normas
oficiales mexicanas que expida la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos
Naturales, previa opinion de diversas dependencias que tengan alguna injerencia

en la materia correspondiéndole a la citada SEMARNAT su regulacion y control.

Los residuos peligrosos biologico-infecciosos (RPBI) fueron manejados de
acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-0870ECOL-SSA1-2002.

7 FINANCIAMIENTO DE LA INVESTIGACION

El Financiamiento fue otorgado por la Fundacion Hospital Nuestra Sefiora de la
Luz .LA.P.

8 DECLARACION DE CONFLICTO DE INTERESES DE LOS INVESTIGADORES.

Los investigadores declaran que no tienen algun conflicto de intereses.

RESULTADOS

Se analizaron 16 pacientes; 11 correspondientes al primer grupo A tratados con
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aciclovir y 5 pacientes en el segundo grupo B bajo tratamiento con ganciclovir.

Respecto a las caracteristicas demograficas de la poblacién estudiada se
obtuvieron los siguientes resultados:

Se consideraron 12 hombres (75%) y 4 mujeres (25%), con una edad promedio de
53.75 afios (26-91 afios) para los hombres y 35 afios (29, 30, 38, 43) para las
mujeres. De los 16 pacientes incluidos en el estudio 12 eran pacientes sanos y 4
contaban con alguna enfermedad; 1 paciente masculino con retraso psicomotor, 1
masculino con Diabetes Mellitus, 1 paciente masculino con Hipertension arterial
sistémica y 1 paciente femenino con trasplante renal secundario a hipoplasia

renal.

El 18.75% de los pacientes contaban con antecedentes oftalmoldgicos de
importancia; 1 caso con endotelitis herpética, 1 paciente con antecedente de

conjuntivitis folicular por adenovirus y 1 paciente con queratitis neurotréfica.

Respecto a la lateralidad 56% presentaron afeccion del ojo derecho, mientras que
el 44% restante afeccion del ojo izquierdo.

El 68% de los pacientes se diagnosticaron como cuadro primario de queratitis
herpética dendritiforme unilateral mientras que 37.5% se diagnosticaron como
cuadro recidivante. (Tabla 1)

Tabla 1
Caracteristicas demograficas de pacientes en estudio

SEXO EDAD TX | LAT APP AOFT CUADRO CIERRE | SECUELAS

F 38 A oS - Conjuntivitis 1° 5 dias Leucoma
folicular

M 71 A oD DM - 1° 7 dias

M 63 A OD - Endotelitis 4° 18 dias Leucoma

M 73 A oD - - 1° 7 dias

M 36 A OD - - 1° 5 dias Leucoma

M 26 A 0S - - 1° 5 dias Leucoma

F 30 A OD - - 2° 14 dias Leucoma

M 55 A 0S - - 1° 5 dias

M 52 A 0S - - 1° 21 dias Leucoma

M 47 A 0S PC - 1° 18 dias

M 34 A oD - - 1° 5 dias

M 26 G oD - - 1° 5 dias

F 29 G OD TR - 3° 18 dias Leucoma

F 43 G 0S - - 3° 21 dias Leucoma

M 71 G 0S HAS - 2° 21 dias
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M 91 G oD - Queratitis 2° 21 dias
neurotréfica

*TX: tratamiento, A: aciclovir ,G: ganciclovir, LAT: lateralidad, OD: ojo derecho, OS; ojo izquierdo, APP:
antecedentes personales patolégicos, AOFT: antecedentes oftalmolégicos
*DM: Diabetes Mellitus, PC: Paralisis cerebral, TR: Trasplante renal, HAS; Hipertension arterial sistémica

Se realiz6 un andlisis del comportamiento molecular y el comportamiento clinico

durante todos los dias de tratamiento.

Los resultados nos permitieron conocer el comportamiento de las distintas
interleucinas IL-6, IL-17, TNF- q, IFN, IL2, IL4, IL10 segun los dias de seguimiento;
permitiendo la comparacion de los valores respecto a los distintos dias en cada
grupo de tratamiento por medio de la utilizacion de prueba t de Student para

muestras pareadas asi como la comparacion del comportamiento de la respuesta

inflamatoria entre ambos grupos con la prueba t de Student para muestras

independientes.

Se realizd una comparacion en los pacientes tratados con aciclovir de la media de
concentracién en picogramos/ml de cada citocina entre los dias 0y 5,5y 7,7y 14
y 14 con la toma basal, por medio de la prueba t de Student para muestras
pareadas se obtuvo el valor de p mostrando no significancia estadistica en
ninguna citocina exceptuando la IL-2 (p=0.0366) que mostré una disminucion
sustancial en el dia 14 respecto al dia 7. Aunque se considero la determinacion de
IL-4 en nuestro estudio no se detectd su presencia la muestra de lagrima de
ningun paciente. (Tabla 2)

Tabla 2
Comparacion de citocinas durante el tratamiento con aciclovir

DIAS GRUPO A Ovs5 5vs7 7vs 14 Ovs 14
IL6 0.9748 0.293 0.5487 0.1158
IL17 0.3409 0.3409 0.7103 0.3409
TNF 0.5182 0.7514 0.1294 0.2883
IFN 0.1352 0.9283 0.0557 0.4501
IL2 0.6958 0.8509 0.0366 0.2279
IL4 SD SD SD SD
IL10 0.9464 0.6731 0.2323 0.1392

*Prueba t de Student para muestras pareadas
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SD: sin datos
Se muestra el valor de p obtenido en el analisis

En la gréfica 1 se muestra el comportamiento de la IL-6 durante los 14 dias de
seguimiento, la diferencia no fue significativa (Kruskal Wallis p=0.3046). En esta
grafica se evidencia la amplia dispersion de datos.

GRAFICA 1

COMPORTAMIENTO DE IL-6 DURANTE EL TRATAMIENTO CON ACICLOVIR
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En la gréfica 2 se representa el comportamiento del TNF- a, la diferencia no fue
significativa (Kruskal Wallis p=0.5881).
GRAFICA 2
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En la grafica 3 se escenifica la conducta de la IL-17 en el grupo A desde el dia 1
hasta el dia 14 mostrando que la diferencia no fue significativa (Kruskal Wallis p=0.7884)

destacando que IL- 17 solamente fue detectado en dos pacientes de este grupo.
GRAFICA 3

COMPORTAMIENTO DE IL-17 DURANTE EL TRATAMIENTO CON ACICLOVIR

AIlL 17
40,
-
301
E
>
o 20 " .
2
~ 104
~
T ol ——— e
= ) o A >
-10- DIAS

La gréfica 4 representa el proceder de la IL-2 durante los 14 dias de seguimiento,
mostrando significancia estadistica con reduccién importante de sus niveles entre el
dia 7 y 14 (Kruskal Wallis p=0.0112).

GRAFICA 4

COMPORTAMIENTO DE IL-2 DURANTE EL TRATAMIENTO CON ACICLOVIR
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En la grafica 5 se observa la evolucion de las concentraciones de IFN-Y durante
todo el tratamiento, la diferencia no fue significativa (Kruskal Wallis p=0.0653).

GRAFICA 5

COMPORTAMIENTO DE IFN-Y DURANTE EL TRATAMIENTO CON
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En la grafica 6 se muestra el comportamiento de la IL-10 durante los 14 dias de

seguimiento, la diferencia no fue significativa (Kruskal Wallis p=0.7158).
GRAFICA 6

COMPORTAMIENTO DE IL-10 DURANTE EL TRATAMIENTO CON ACICLOVIR
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Por medio de la prueba t de Student para muestras pareadas se obtuvo el valor de
p mostrando no significancia estadistica en la mayoria de las citocinas de los pacientes
tratados con ganciclovir; esto se obtuvo al comparar la media de concentraciéon en
picogramos/ml de cada una de las moléculas inflamatorias consideradas entre los
distintos dias. Asimismo, al igual que el grupo anterior, no se detecté IL-4 en la lagrima
de los pacientes considerados, sumado a esto IL-17 tampoco fue detectada en los

pacientes de este grupo. (Tabla 3)

Tabla 3

COMPORTAMIENTO CITOCINAS DURANTE EL TRATAMIENTO CON

GANCICLOVIR

DIAS GRUPO B Ovsb 5vs7 7vs 14 Ovs 14
IL6 SD 0.3739 0.5646 0.3739

IL17 SD SD SD SD
TNF 0.51 0.5881 0.3813 0.4223
IFN 0.8668 0.7777 0.625 0.4604
IL2 0.4447 0.4474 0.6428 0.5206

IL4 SD SD SD SD
IL10 0.0591* 0.8825 0.1459 0.3491

*Prueba T de student para muestras pareadas

SD: sin datos
Se muestra el valor de p obtenido en el andlisis
*Con tendencia a la significancia estadistica

En la grafica 7 se muestra el proceder de la IL-6 en los distintos dias

considerados, la diferencia no fue significativa (Kruskal Wallis p=0.5487).
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GRAFICA 7
COMPORTAMIENTO DE IL-6 DURANTE EL TRATAMIENTO CON
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Como se puede observar en la grafica 8 la diferencia estadistica no fue significativa
(Kruskal Wallis p=0.7887) respecto al comportamiento de la concentracion de TNF- a
conforme los dias de tratamiento, se puede observar como 2 pacientes mostraron

valores extremos altos entre el dia 7 y 14.

GRAFICA 8
COMPORTAMIENTO DE TNF- a DURANTE EL TRATAMIENTO CON
GANCICLOVIR
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La grafica 9 muestra como se comportd el IFN-Y en los dias de seguimiento bajo
tratamiento con ganciclovir, no hubo diferencia significativa (Kruskal Wallis

p=0.8915) en las concentraciones.

GRAFICA 9
COMPORTAMIENTO DE IFN-Y DURANTE EL TRATAMIENTO CON
GANCICLOVIR
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En la gréfica 10 se muestra el comportamiento de IL-10 durante el tratamiento con

ganciclovir, la diferencia no fue significativa (Kruskal Wallis p=0.0884).
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GRAFICA 10

COMPORTAMIENTO DE IL-10 DURANTE EL TRATAMIENTO CON

GANCICLOVIR
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En la grafica 11 se muestra el proceder de la IL-2 en los distintos dias considerados, la
diferencia no fue significativa (Kruskal Wallis p=0.8761) sin embargo vale la pena
resaltar que sus valores permanecieron similares al paso de los dias en cada uno de los

pacientes de este grupo.
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GRAFICA 11

COMPORTAMIENTO DE IL-2 DURANTE EL TRATAMIENTO CON

GANCICLOVIR
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Se compararon ambos grupos de Tratamiento por medio de la prueba t de Student
para muestras independientes obteniendo el valor de p, no hubo diferencia
significativa en el comportamiento de las citocinas entre Grupo de aciclovir

comparado con el grupo de ganciclovir durante el seguimiento. (Tabla 4)
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Tabla 4

COMPARACION EN EL COMPORTAMIENTO DE LA RESPUESTA
INFLAMATORIA EN AMBOS TRATAMIENTOS

GRUPO A vs GRUPO B DIAO DIA 5 DIA7 DIA 14
IL6 SD SD 0.5719 0.6614
IL17 SD SD SD SD
TNF 0.4707 0.5551 0.9929 0.3921
IFN 0.9845 0.3867 0.1608 0.1915
IL2 0.3745 0.1935 0.1966 0.1709
IL4 SD SD SD SD
IL10 0.1166 0.9538 0.7102 E
*Prueba T de student para muestras independientes
SD: sin datos

Se muestra el valor de p obtenido en el andlisis

La grafica 12 representa la comparacion de los promedios de IL-6 entre los grupos
de tratamiento mostrando que las concentraciones basales fueron mas altas en el
grupo de aciclovir empatandose en el séptimo dia con posterior decremento de

ambos grupos.
GRAFICA 12

COMPARACION DE LOS PROMEDIOS DE IL-6 EN AMBOS GRUPOS DE
TRATAMIENTO
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En la gréfica 13 se determina que los niveles de IFN Y mostraron el mismo patrén
de comportamiento durante los dias de seguimiento sin embargo el grupo de

aciclovir siempre mantuvo concentraciones mayores que el grupo contrario.
GRAFICA 13

COMPARACION DE LOS PROMEDIOS DE IFN-Y EN AMBOS GRUPOS DE

TRATAMIENTO
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La grafica 14 representa el comportamiento TNF- a en ambos grupos; TNF- a
presenta mayores concentraciones iniciales en pacientes tratados con aciclovir,
en cambio el grupo de ganciclovir al dia 7 muestra apenas un incremento a partir

del dia 7 coincidiendo con el momento en el que las concentraciones de aciclovir

comienzan a disminuir.
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GRAFICA 14

COMPARACION DE LOS PROMEDIOS DE TNF- a EN AMBOS GRUPOS DE
TRATAMIENTO
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En la grafica 15 se evidencia que las concentraciones de IL-2 en el grupo A fueron
exponencialmente mayores en el grupo de ganciclovir durante los dias de
seguimiento comparado con el grupo tratado con aciclovir el cual mantuvo sus

niveles estables durante todo el seguimiento.
GRAFICA 15

COMPARACION DE LOS PROMEDIOS DE IL-2 EN AMBOS GRUPOS DE
TRATAMIENTO

AVSGIL2
150+

-~ ACICLOVIR
- GANCICLOVIR

= 1004

£

@

S

o

= 504

0 LJ 1

10 16
TEMPO

o
o~



La grafica 16 representa a la IL-10 en ambos grupos; mostrando que los niveles
de IL-10 fueron mayores en el grupo sometido a tratamiento con aciclovir respecto

al grupo B.
GRAFICA 16

COMPARACION DE LOS PROMEDIOS DE IL-10 EN AMBOS GRUPOS DE
TRATAMIENTO
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Respecto al seguimiento clinico se determin6 que el tiempo promedio de curacion
de la lesion dendritiforme fue de 5 dias para el 37.5% de la poblacién estudiada
(83.3% correspondieron a grupo A: Aciclovir y 16.7% a grupo B:Ganciclovir), 7 dias
para el 12.5% de la poblacién total (100% de estos pertenecientes al grupo A), 14
dias en el 6.25% (1 paciente tratado con Aciclovir) y mas de 14 dias el 43.75% del

total ( 42.85% de estos tratados con Aciclovir y 57.14% tratados con Ganciclovir)

La comparacion de los diametros de la dendrita del dia 5 con respecto al dia 0
mostrd una diferencia estadistica (p= 0.059 y p=0.0039) en el diametro horizontal y
vertical en los pacientes tratados con Aciclovir ; asimismo se resalta la reduccion
significativa (p=0.038) en el didmetro vertical en estos pacientes comparando
mediciéon basal con el ultimo dia de seguimiento; esto es coherente con los

hallazgos clinicos evidenciados en las siguientes fotografias (Fotografia 1y 2)
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durante todo el seguimiento siendo compatible entonces con los datos numéricos

representados. (Tabla 5)

Tabla 5

Evolucion y comparacion clinica del tamaiio de las lesiones en grupo de
Aciclovir y Ganciclovir

DIAS Ovs5 5vs7 7vs 14 Ovs 14
DHA 0.0059 0.0156 0.5 0.035
DHG 0.2693 0.25 1 0.125
DVA 0.0039 0.0469 1 0.0038
DVG 0.1679 0.1738 0.5 0.0579

* Test de Wilcoxon

DHA: Diametro horizontal aciclovir
DHG: Diametro horizontal ganciclovir
DVA: Diametro vertical aciclovir
DHA: Didmetro horizontal Aciclovir

3 FOTOGRAFIAS CLINICAS

Ejemplo de paciente tratado con aciclovir con ausencia de defecto epitelial al
quinto dia de revision; unico hallazgo clinico como secuela: leucoma en zona de

dendrita previa.

Fotografia 1 Dia 0 Fotografia 2 Dia 5
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Ejemplo de paciente tratado con Ganciclovir con persistencia de Ulcera
dendritiforme en dia 14 de tratamiento; cierre total al dia 21 de seguimiento.

Fotografia 3 Dia 0 Fotografia 4 Dia 5

Fotografia 5 Dia 7 Fotografia 6 Dia 14
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DISCUSION

En nuestro estudio, de las citocinas estudiadas, IL-2, IL-4, IL-17, IL-6, IL-10, IFN-Y,
TNF- a; encontramos que el comportamiento molecular conforme los dias de
seguimiento no mostré diferencia significativa entre el grupo de aciclovir
comparado con el de ganciclovir, exceptuando la IL-2 la cual mostré reduccion de
niveles entre el dia 7 y 14 en el grupo A; no encontramos estudios en la literatura

mundial que establezcan esta comparacion molecular entre antivirales topicos.

La forma en la que procedieron cada una de las moléculas inflamatorias en los
pacientes incluidos fue parcialmente compatible con lo mencionado en la literatura
por Inoue en un estudio realizado en modelos murinos donde establece que la
respuesta Th1 tiene una actividad predominantemente proinflamatoria con la
secrecion de TNF- q, IL-6, IL-2 e IFN-Y en fases tempranas; esto coincide con
nuestro estudio ya que observamos mayores concentraciones de IFN-Y entre el
dia 0 y el dia 5 con posterior reduccién en la segunda mitad del tratamiento en

ambos grupos. 8

Asimismo la IL-2 mostrd concentraciones mayores en el dia 5 con posterior
disminucién paulatina en los siguientes dias en el grupo tratado con ganciclovir;
mientras que en el grupo A se observaron concentraciones mayores desde la
toma basal con posterior reduccién conforme los dias de seguimiento mostrando

una reduccion significativa entre el dia 7 y el 14.

En cuanto al TNF- a las concentraciones basales fueron mayores en el grupo
tratado con aciclovir con posterior decremento a partir del dia 5 a 7 contrastando
con el punto en el punto exacto en el que los pacientes bajo régimen terapéutico
con ganciclovir comenzaron a subir niveles permaneciendo estables hasta el dia
14.

Respecto a la IL-6 el grupo A presentd valores iniciales mas altos con posterior
descenso como lo descrito en la literatura; mientras que el grupo B present6
concentraciones altas a partir del séptimo dia siendo contrario a lo determinado en

otros estudios. ?®
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Recordemos que la IL-10 que forma parte de la respuesta de tipo Th2, es una
citocina de accion antiinflamatoria como lo describen Keadle y cols. quienes
destacan la presencia de esta interleucina a partir del dia 12 tratando de
contrarrestar la inflamacion aguda inducida durante los primeros dias. Sin
embargo, en nuestro estudio la IL-10 se presentd desde el dia 0 con un pico de
concentracion en el dia 5 para ambos grupos con posterior descenso hacia fases

tardias.

Estudios resaltan el papel que tiene la interleucina 4 en el proceso corneal de
origen herpético, como citocina producida por los linfocitos Th2 destacando el
papel proinflamatorio que ésta tiene en fases tardias; en nuestro estudio no se
detectaron valores positivos de la misma por lo que en este punto nuestro estudio

demuestra una total controversia con lo reportado en la literatura.

En cuanto a la respuesta de tipo Th17, a pesar de que diversos estudios como el
realizado por Suryawanshi y cols, indican presencia de IL-17 en infecciones
herpéticas, en nuestros pacientes solamente se detectaron niveles de IL-17 en dos
mediciones correspondientes a distintos dias de un solo paciente, por lo que estos
valores no nos permiten inferir supuestos respecto a esta molécula ni realizar

comparaciones. !

Respecto a las caracteristicas demograficas de los pacientes incluidos destaca el
predominio del sexo masculino sobre el sexo femenino hallazgo que coincide con
lo sefialado por Montero et al donde sefialan una frecuencia mayor del sexo

masculino en las afecciones oculares herpéticas. %

Se encontré que el promedio global de edad de nuestros pacientes fue de 49.06
afos; resultado que no coincide con lo establecido con Darougar et al quienes
determinaron que la edad promedio para el primer episodio es de 37.4 afios sin

importar género. *"1

Lee White y cols. establecen que la susceptibilidad del huésped a las infecciones
oculares por HSV depende de su estado general del sistema inmunolégico; sin

embargo en nuestro estudio podemos observar el predominio de la poblacion
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sana (12 pacientes) comparada con aquella que presentaba comorbilidades

sistémicas (4 pacientes). 2

En este mismo sentido, Nijm (2019) aclara que los factores de riesgo para el
desarrollo de VHS primario implican el contacto directo con lesiones infectadas,
pero también pueden resultar como exposicion a la diseminacién viral
asintomatica. Ademas, agregdé que los factores de riesgo que priorizan la
reactivacion de la enfermedad serian: la exposicion a la luz solar, trauma, calor,

menstruacion, estrés, enfermedades infecciosas e inmunocompromiso. 5!

Si bien es cierto que existen multiples factores de riesgo tanto sistémicos,
ambientales y oftalmoldgicos descritos en la literatura relacionados con esta
patologia, nuestro estudio no nos permitié esclarecer esta teoria puesto que el

porcentaje de pacientes con antecedentes sistémicos y oculares fue muy bajo.

El 68% de los pacientes se diagnosticaron como cuadro primario de queratitis
herpética dendritiforme unilateral mientras que 37.5% se diagnosticaron como
cuadro recidivante; siendo exponencialmente menor este porcentaje comparado
con lo encontrado por Curbelo Alonso y cols. donde mencionan que la frecuencia

de recidiva encontrada en herpes ocular es de 84.4%. 1

Liesegang, Thomas J. M.D. menciona que existen factores de riesgo oculares
asociados con un aumento en el nimero de recidivas de queratitis herpética
epitelial como lo son cuadros previos de queratitis herpética, sexo masculino,
edad, corticoesteroides tépicos y cirugia ocular los cuales en su mayoria difieren

de los que presentaban nuestros pacientes.

Barrantes y cols. determinaron que existe una recuperacién espontanea en los
pacientes con queratitis herpética epitelial en un periodo de 2 a 3 semanas, sin
embargo cuando se adiciona tratamiento con antivirales este periodo se acorta y se
busca disminuir la sintomatologia, la pérdida visual y la tasa de recurrencia. ' En
nuestro estudio en relacion con lo anterior, todos los pacientes recibieron tratamiento
con antivirales topicos observando asi que 6 pacientes presentaron cierre del

defecto epitelial al dia 5, 2 pacientes al dia 7, 1 paciente al dia 14 y 7 pacientes

43



tardaron mas de 14 dias.

En el grupo de Aciclovir se observé un cierre mas temprano en 7 de los 11
pacientes tratados con Aciclovir, 4 presentaron un cierre tardio mas alla de los 14
dias; solo 2 de ellos presentaban factor de riesgo ocular o sistémico asi como
recidiva del cuadro, por lo que no se establecié ninguna asociacién entre el tiempo

de curacion y factores oculares o sistémicos en este grupo de pacientes.

A pesar de que el grupo tratado con ganciclovir era el grupo mas pequefio y tenia
el riesgo de haberse comportado de manera mas dispersa; 3 de 5 de sus
pacientes presentaban antecedentes oculares, 4 pacientes del grupo presento
recidivas y esta misma proporcién presentd un cierre tardio con defecto epitelial
mas alla de los 14 dias de tratamiento, por lo que podriamos considerar como
causa directa de cierre tardio, la recidiva del cuadro; sin embargo con base a lo
anterior, comparando ambos grupos y resaltando que no contamos con un humero
proporcional de pacientes no podemos establecer determinaciones concluyentes
ni asociar factores sistémicos ni oculares que incrementen el riesgo de recidiva o
cierre epitelial tardio en pacientes con esta afeccion ocular. Lo anterior es
comparable con lo descrito por Wilhelmus KR. quien realiza un estudio
comparativo entre gel de ganciclovir al 0.15% y la pomada de aciclovir al 3%
mostrando resultados similares en cuanto a eficacia terapéutica, tiempo de cierre y
tasas de curacion. °®

En cuanto al tamafio de la dendrita se obtuvo una diferencia significativa en la
reduccién del tamafio entre ambos grupos, mostrando que tanto el diametro
vertical como el horizontal se redujo en mayor medida en el grupo sometido a
tratamiento con aciclovir. Autores como Ariana Austin, MS et al en un estudio
publicado llamado “Update on the Management of Infectious Keratitis” concluye

que “Ganciclovir tiene misma eficacia que aciclovir con menor toxicidad ocular”

44



esto comparado con lo obtenido y mencionado previamente durante nuestro
estudio podria ser refutado puesto que observamos un retraso en el cierre y menor
disminucién de tamafio de la lesién herpética en pacientes tratados con ganciclovir

topico comparado con el grupo de aciclovir. 7!

CONCLUSION

No existe diferencia en el comportamiento molecular conforme los dias de

seguimiento entre el grupo de aciclovir comparado con el de ganciclovir.

De todas las interleucinas analizadas; no se detectd presencia de IL-17 ni de IL-4.
No hubo diferencia en el proceder de IL-6, IL-10, TNF- a, IFN-Y; sin embargo IL-2
presentd una reduccion de sus niveles estadisticamente significativa en el grupo

tratado con aciclovir.

En cuanto al comportamiento clinico el grupo tratado con aciclovir mostré una
reduccién del tamafio de la lesién de manera mas importante y un cierre mas
temprano del defecto epitelial conforme los dias de evolucion comparado con el

grupo de ganciclovir.

Como principal fortaleza de nuestro estudio destaca la aleatorizaciéon en grupos de
tratamiento de los pacientes estudiados; sin embargo, la debilidad secundaria fue
la obtencién de grupos no homogéneos lo cual incrementa la posibilidad de

sesgos en la interpretacion de los resultados.

Como limitantes del estudio, el principal es la pérdida de seguimiento de los
sujetos, que puede deberse predominantemente a la cantidad de pacientes
foraneos que se consideraron asi como la falta de asistencia a las citas

subsecuentes por mejoria del cuadro clinico o por falta de recursos.

Como debilidad del estudio contamos con una poblacion heterégenea entre
pacientes sanos y aquellos con enfermedades oculares y sistémicas asociadas,
las cuales despiertan una reaccion inflamatoria que bien podria modificar la

concentracién de citocinas cuantificadas en lagrima, por lo que valdria la pena
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considerar este determinante para incluir como grupo control a pacientes sanos
sin este tipo de antecedentes.

Debido a las observaciones que se hicieron durante este estudio seria importante
considerar que los efectos secundarios locales asociados a la aplicacion tépica de
los antivirales, pueden ser determinantes en el mal apego y aplicacién del
tratamiento por intolerancia del paciente modificando asi los resultados obtenidos;
por lo que lo ideal seria realizar una vigilancia estrecha y controlada de la
aplicacion, pudiendo obtener resultados mas confiables disminuyendo el sesgo

secundario.

Este estudio abre las puertas a una segunda fase de investigaciéon para indagar
sobre los factores asociados al virus que predisponen a cuadros clinicos de
mayor severidad, factores del huésped y del agente relacionados a la respuesta

inmune variable asi como tolerancia y apego a los distintos medicamentos

Cabe destacar que no encontramos estudios que analicen el comportamiento y la
respuesta inmunolégica asi como la correlacion clinica en pacientes con esta
patologia ocular; que es muy frecuente y su cronicidad, asi como la presencia de
complicaciones agregadas, implican gran impacto en la salud visual de quien lo
padece.
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