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Resumen

Introduccion: La respuesta alérgica ocular es coordinada principalmente por el sistema
inmune adaptativo. El conocimiento que se tiene sobre el rol de las células Th17 y sus
citocinas en la alergia ocular es escaso. Diversos reportes refieren que niveles elevados de

Interleucina-17 (IL-17) tienen un papel en la infiltraciéon de neutréfilos en modelos alérgicos.

Objetivo: Comparar la concentracion de IL-17 en muestras de lagrima en pacientes con

conjuntivitis alérgica y pacientes sanos.

Métodos: Estudio prospectivo, transversal, observacional y analitico. Se recolectaron
muestras de lagrima de pacientes con conjuntivitis alérgica y pacientes sanos para medir la

concentracion de IL-17.

Resultados: Al comparar las concentraciones de IL-17 se observd que existe una mayor
concentracion de IL-17 en el grupo control con respecto al grupo de estudio por grado de
severidad clinica (p <0.01). Sin embargo, al relacionar por tipo de conjuntivitis alérgica no se

encontraron diferencias significativas con el grupo control (p >0.05).

Conclusiones: No existe una diferencia en la concentracidon de [L-17 en lagrimas de pacientes
con distintos tipos de conjuntivitis alérgica. No obstante, existe una posible relaciéon inversa
entre la concentracion de IL-17 en lagrimas de pacientes con conjuntivitis alérgica y el grado

de severidad clinica.

Palabras Clave: IL-17; conjuntivitis alérgica; muestra de lagrima; Severidad clinica; alergia

ocular; Th17.



Marco Teodrico

Introduccion

La enfermedad ocular alérgica es un problema comiin observado en el 4ambito oftalmolégico. ¥ La
conjuntivitis alérgica es una enfermedad inflamatoria que afecta directamente a la conjuntiva, que
es una delgada membrana mucosa que reviste la superficie interna del parpado y cubre al ojo, de
tal forma que lo provee de una barrera primaria contra aeroalergenos ambientales, quimicos e

infecciosos. @

Las conjuntivitis alérgicas se clasifican en 5 tipos de presentacion principales. Las forma aguda es
la conjuntivitis alérgica estacional normalmente causada por hiperreactividad a pélenes, mientras
que la crénica es la perenne que se debe a 4caros y epitelios. La forma mas severa por la afectacion
corneal es la queratoconjuntivitis vernal. Esta ultima se trata de una forma de reaccion alérgica
ocular especifica de la infancia, que la mayor parte de las veces cede en la adolescencia, pero que
cursa de forma cronica con reagudizaciones muy severas que pueden llegar a producir afectacion
corneal grave. ©® Otras formas de presentacion son la queratoconjuntivitis atopica, que se presenta
en sujetos con antecedentes familiares de atopia y que cursan con eccema o asma; y la conjuntivitis
de papilas gigantes que se vincula con el contacto con un cuerpo extrafio, como el uso de lentes de
contacto blandos o rigidos, protesis oculares, suturas expuestas en operaciones oculares y tumores

dermoides limbicos. @

Se estima que por el 6-30% de la poblacion general puede presentar esta patologia por si sola, con
0 sin asociacion a rinitis alérgica, siendo la conjuntivitis estacional la forma méas comun, aunque
las variantes cronicas son las mas frecuentes en la consulta oftalmoldgica. Por orden de frecuencia
se presentan con una prevalencia que varia del 55-81% la conjuntivitis alérgica estacional, 10-81%
la conjuntivitis alérgica perenne, 3.8-38.6% la queratoconjuntivitis vernal, 2.2-26.6% la
queratoconjuntivitis atopica, 7% blefaroconjuntivitis de contacto y 2.9-4% la conjuntivitis papilar
gigante. )

En México, se desconoce su incidencia, pero 80% de los pacientes con conjuntivitis alérgica tiene
también rinitis alérgica, asma y dermatitis atdpica; en un porcentaje menor es concomitante con
alergia a fairmacos y a alimentos o urticaria. ® Acorde a lo reportado por Morales-Marin se observo

en una poblacidn pediatrica una incidencia de 3.15 casos por cada 1000 personas, siendo el tipo de



conjuntivitis alérgica mas frecuente por clasificacion la conjuntivitis alérgica perenne (75.3%),

seguido por queratoconjuntivitis primaveral (14.6%). ©)

La queratoconjuntivitis vernal (QCV) es una patologia inflamatoria que cursa con afectacion
bilateral y grave pudiendo producirse alteraciones visuales. Es la forma mas rara, constituyendo
entre el 0,5 y el 1 % de las enfermedades oculares en la mayoria de paises. Los nifios afectados

suelen presentar antecedentes personales o familiares de atopia. ©

La etiopatogenia de la queratoconjuntivitis vernal es desconocida. Se sugiere un mecanismo

IgE mediado porque en el estudio histologico de esta afeccion se objetiva un aumento de
mastocitos. ® La histologia de se caracteriza por un infiltrado de eosinéfilos, mastocitos
degranulados, basoéfilos, células plasmaticas, linfocitos y macrofagos. Sin embargo la clinica y los
cambios histopatologicos asociados no se explican s6lo por un proceso mediado por mastocitos e
IgE. La QCV seria la combinacion de varias interacciones celulares que incluyen mastocitos,
eosinéfilos y linfocitos activados. Se ha demostrado un aumento de la expresion de RNAm para
IL-3, IL-4 e IL-5 cuando se compara con tejido normal. En especial la expresion de RNAm para
IL-5 es significativamente mas alta en pacientes con QCV, QCA y en CPG que en controles sanos.
También se ha observado aumento de la produccion de IL-4 y descenso de IFN-y, comparado con
sujetos normales, mientras que la produccion de IL-2 no cambia. Esto sugiere que la QCV tiene un
perfil de células T tipo Th2. La deteccion de VCAM-1 en suero de pacientes con QCV la diferencia
de las formas no proliferativas de conjuntivitis alérgica. El fluido lacrimal en la QCV contiene
grandes cantidades de histamina. Los pacientes con QCV demuestran tener una mayor sensibilidad
a la aplicacion topica de histamina que los controles sanos. Esto puede ser debido a la disminucion
de histaminasas en lagrima. El fluido lacrimal de la QCV contiene también MBP, ECP, cristales
de Charcot-Leyden, basoéfilos, IgE e IgG especificas para aeroalérgenos (p. €j. polen de ambrosia)
y eosinofilos (en el 90 % de los casos), LTB4 y LTC4 . Se ha hallado factor de crecimiento nervioso
en el estroma conjuntival de pacientes con QCV. Se ha encontrado eosinéfilos degranulados y sus
enzimas toxicos como ECP y MBP en lagrimas y conjuntiva, asi como en la periferia de tlceras
corneales, sugiriendo su papel etiopatogénico en muchos problemas asociados a la QCV. Los
queratocitos epiteliales promueven la produccion de eotaxina por parte de IL-4. Los niveles de ECP
estan directamente relacionados con los sintomas clinicos y se reducen cuando se inicia tratamiento

con antiinflamatorios (ciclosporina o dexametasona). )



El diagnostico de esta entidad es clinico. No existe ningtn estudio o prueba de laboratorio que sea
sensible o especifica para esta patologia. Sin embargo, en estudios recientes se sugiere el estudio
de los mediadores para el control evolutivo de la queratoconjuntivitis alérgica. La histologia de
esta conjuntivitis se caracteriza por el aumento de eosinofilos, mastocitos y células plasmaticas, asi
como alteraciones microvasculares y depositos de fibrina. Esto conlleva a que en las lagrimas de
estos pacientes se objetive aumento de histamina, triptasa, proteina cationica y mayor basica del

eosinéfilo, y aumento de las moléculas de adhesién y leucotrienos. ©

La QCV es una enfermedad que se favorece por climas célidos, siendo mas comun en lugares
cercanos a los tropicos. Sin embargo, no es inusual ver este tipo de pacientes en Norteamérica. La
prevalencia de queratoconjuntivitis vernal en Europa tiene un rango entre 1.2 y 10.6 casos por
10,000 personas, aunque la prevalencia de complicaciones corneales asociadas es mucho menor
siendo cercana a los 0.3-2.3 casos por cada 10,000 personas. Tipicamente se afecta la poblacion
joven. Se produce una hiperreactividad inespecifica que no se asocia a los niveles de alergenos en
el ambiente, por lo que es frecuente que las pruebas cutaneas y/o la medicion de inmunogobulina

E sérica sean negativos. ()

La queratoconjuntivits vernal se caracteriza por ser una forma crénica alérgica inflamatoria de la
superficie ocular cuya patogénesis es mediada principalmente por linfocitos Th2 y en la cual
también presentan un rol la sobreexpresion de mastocitos, eosinofilos, neutrdfilos, citocinas
derivadas de Th2, quimiocinas, moléculas de adhesion, factores de crecimiento, fibroblastos y
linfocitos. Se han involucrado también la IL-4 e IL-13 en la formacién de papilas gigantes por
induccion de la produccion de matriz extracelular y la proliferacion de los fibroblastos

conjuntivales. (")

Los sintomas oculares que produce son prurito muy severo que puede llegar a ser incapacitante,
eritema, hinchazén y presencia de secrecion. Frecuentemente pueden presentar fotofobia. El signo
caracteristico es la presencia de aproximadamente 10 a 20 papilas gigantes en la conjuntiva tarsal
superior, que miden varios milimetros de didmetro formando un patrén de “empedrado”, entre las
que puede encontrarse secrecion mucosa. Estas papilas gigantes se encuentran llenas de células
inflamatorias, edema y mastocitos, siendo estos ultimos infrecuentes en la conjuntiva. Se pueden
encontrar en abundancia neutrofilos, células plasmaticas, células mononucleares y eosinofilos. Se

ha detectado la presencia de niveles altos de IgE y mediadores de mastocitos como la histamina,
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leucotrienos, prostaglandinas y cinasas en muestras de lagrima de pacientes con
queratoconjuntivitis vernal. La infiltracion y activacion masiva de eosinoéfilos es la responsable de

las complicaciones corneales, por produccion de factores epiteliotoxicos. ()

Como manifestaciones corneales se puede observar una queratitis punteada en la cornea central,
cuyos puntos pueden coalescer y formar una opacidad sincitial que cominmente genera una placa
blanquecina o grisdcea por debajo del epitelio. Estas placas vernales estan formadas
histologicamente por mucina y células epiteliales; y pueden interferir con la vision y generar
cicatrices corneales centrales. Las placas pueden ser removidas con queratectomia superficial. Otra
manifestacion son los puntos de Tantra, signo de actividad de la enfermedad que desaparece cuando
los sintomas remiten. Consisten de aglomerados de eosinofilos que se colectan en las criptas
formadas de la unién entre la conjuntiva y la cornea. También llegan a incluir neutrofilos y células
epiteliales. Se pueden presentar ulceras en escudo de forma oval, bien delimitadas, con
opacificacion estromal subyacente en los sectores superiores del epitelio corneal. Después de que

sanan, puede quedar una opacidad en el estroma anterior. ()

El grado de severidad de las enfermedades alérgicas oculares se basa principalmente en los cambios
inflamatorios a nivel conjuntival, palpebral y corneal. Robles-Contreras y colaboradores proponen
una clasificaciébn que abarca estas caracteristicas clinicas para evaluar la evolucion de las
conjuntivitis alérgicas. Proponen un sistema de grados con una escala del 0-4 para signos y
sintomas, donde el grado O=ausencia de la enfermedad, 2=leve, 3=moderado, 4=severo. Dentro de
los sintomas evaluados se encuentran la presencia de prurito, lagrimeo, fotosensibilidad, sensacion
de cuerpo extrafio y ardor ocular (figura 1). Entre los signos evaluados se toman aquellos
implicados con inflamacion de la superficie ocular como la posicion de los parpados, el aspecto de
la piel, el estado de la unidon mucocutanea en el parpado buscando la presencia de disfuncion de
glandulas de meibomio, el aspecto de la secrecion, involucro limbal y el estado corneal (figura 2 y
tabla 2). Del total acumulado de puntos resultante de graduar los signos y sintomas (total de 48
puntos), se puede dividir en 0 puntos=sin actividad/ausencia de la enfermedad, 1-12 puntos=leve,
13-24 puntos=moderada, 25-36 puntos moderadamente severa y 36-48 puntos=severa. Se puede
usar el puntaje del lado mas afectado para el seguimiento en los casos bilaterales. Los signos
caracteristicos de la queratoconjuntivitis vernal tienden a estar en grado 2 y generalmente en grado

3 de la escala de signos.



Tabla 1. Evaluacion clinica del grado de severidad de las enfermedades alérgicas oculares por sus

sintomas. Reproducido con permiso de M. en C. Robles Contreras.



Figura 1. Evaluacion clinica del grado de severidad de las enfermedades alérgicas oculares por sus

signos clinicos. Reproducido con permiso de M. en C. Robles Contreras



Tabla 2. Evaluacion clinica del grado de severidad de las enfermedades alérgicas oculares por sus

signos clinicos. Reproducido con permiso de M. en C. Robles Contreras.

La queratoconjuntivitis vernal es una condicion inflamatoria de la superficie ocular que se observa
mas cominmente en hombres jovenes, antes de la pubertad, que viven en sitios con climas célidos
y aridos. Es bilateral y recurrente, se caracteriza por presentar sintomas estacionales o perennes
que se exacerban cuando recurre durante la primavera, a principios de otofio e invierno. La
inflamacion prolongada por mas de 3 afios, aumenta la posibilidad de desarrollar sintomas
perennes. El prurito intenso es el sintomas predominante durante las exacerbaciones, seguido de
fotofobia, lagrimeo y descarga mucosa pegajosa. Su curso clinico es variable, tendiendo a
involucrar al inicio el tarso y la conjuntiva limbal, lo cual lleva a 3 formas diferentes: una forma
tarsal, una forma limbal y una mixta. En la primera, se puede notar hiperemia conjuntival, quemosis
e hipertrofia de papilas de 0.5-0.75 mm de diametro en aspecto de “empedrado”, que representa el
hallazgo principal de la enfermedad. El signo clasico de Maxwell- Lyons es la presencia de
filamentos gruesos de moco sobre las papilas. En la forma limbal, se forman infiltrados gelatinosos
amarillento-grisdceos en el limbo con bordes engrosados y con vascularizacion superficial
periférica. Los puntos de Horner.-Trantas son puntos blancos, calcareos resultado de la reaccifion

eosinofilica en el borde de la conjuntiva limbal asé como en la punta de los nodulos. También se
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asocia con queratocono, el cual produce disminucién permanente de la vision en 6% de los
pacientes. El compromiso persistente de la cornea se produce en parte por la inflamacién crénica
limbal que lleva a desarollar pérdida de la funcion de la células madre del limbo y fibrosis
conjuntival por un apoyo estromal insuficiente. La meta terapéutica principal de las conjuntivitis
alérgicas es mejorar la calidad de vida del paciente. Para ello, estan disponibles diversos agentes
en presentacion topica como vasoconstrictores, antihistaminicos, estabilizadores de mastocitos y
antiinflamatorios entre otros. Algunos factores que pueden afectar la eficacia del tratamiento son
el costo del medicamento y el uso de lentes de contacto. Las opciones de tratamiento para las
diferentes formas de alergia ocular se dividen en tres acciones: primaria, secundaria y terciaria,

ademas de los nuevos agentes topicos en desarrollo.®

Relacion entre IL-17 y la fisiopatogenia de la conjuntivitis alérgica

La respuesta inmune alérgica ocular es una enfermedad mediada por IgE que conlleva a
inflamacion. Resulta de la activacion de 2 fases: una fase temprana en la cual se produce una
respuesta en minutos después de la exposicion a un alergeno y que inicia cuando este se acopla a
la IgE; y una fase tardia que empieza 6-12 horas después de la exposicion y en la que se produce
infiltracion de células inflamatorias, principalmente neutréfilos, en la conjuntiva. Estas respuestas
son coordinadas principalmente por el sistema inmune adaptativo, el cual se desencadena por
activacion de cé€lulas T, las cuales se diferencian en diferentes subtipos celulares, siendo los 4
principales: Th2, Thl, Th17 y T reguladora. La principal célula involucrada es la Th2, que se
presenta en respuestas de inmunidad humoral ante patégenos extracelulares, y que produce
principalmente IL 4 e IL-5 para activar células B y produccion de IgE. Sin embargo, existen otros
subtipos que intervienen en este mecanismo. El conocimiento que se tiene sobre el rol de las células
Th17 en la alergia ocular es escaso y mal entendido. Se ha reportado que no ejerce un papel en la
infiltracion de eosindfilos en la conjuntiva en algunos modelos de raton en los que se suprime su
produccion silenciando los genes encargados de su produccion, por lo que no tiene un rol en la
alergia ocular estacional. Sin embargo, esto contrasta en formas de alergia ocular severa como la
queratoconjuntivitis vernal en donde se ha demostrado un aumento en los niveles séricos de IL-17
comparados con controles sanos. No obstante, aun no se ha relacionado directamente la
participacion de células Th17 debido a que otras células también producir la interleucina, como la
célula T gamma-delta. Se ha estudiado mejor el papel que presenta en el asma, donde se observa
que recluta neutrofilos directamente a través de IL-8 o indirectamente a través de CCXCLS y

factores estimulantes de colonias. Esto da lugar a formas de presentacion mas severas de asma por
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infiltrado de neutréfilos en la mucosa, similar a los cambios tipicamente observados en la
conjuntiva en alergia ocular. Otros reportes refieren que algunos pacientes que presentan niveles
elevados de IL-17 tienen un predomino de infiltracion de neutréfilos y se asocian a formas de asma
resistentes a esteroides.

Recientemente se ha relacionado la concentraciéon de IL-17 con enfermedades inflamatorias
oculares como con enfermedad inflamatoria sistémica y el grado de severidad clinica. Entre estas
destacan principalmente la enfermedad injerto contra huésped, queratitis autoinmune, el sindrome
de Sjdgren y el sindrome de Stevens-Johnson. (10

En el tema de queratoconjuntivitis vernal, se han realizado multiples estudios recientes para

identificar proteinas solubles en lagrima asociadas a su patogenia, entre las cuales se ha encontrado

IL-6sR.

A nuestro conocimiento, existen pocos estudios para deteccion de IL-17 en lagrima. El més reciente
y representativo es el realizado por Micera y colaboradores, quienes llevaron una cohorte de 16
pacientes con queratoconjuntivitis vernal en la que estudiaron un esquema de 60 proteinas como
potenciales candidatas para formar un perfil de deteccion entre una fase quiescente y activa de la
enfermedad. Encontraron al menos 16 proteinas que determinaron como marcadores viables
incluyendo a la IL-17, pero destacando principalmente la NT4, [JFGF, and MMPI1 por ser
marcadores presentes de forma importante unicamente en enfermedad activa. Sin embargo, se
asocio IL-17 a la forma activa con valor significativo, encontrando un incremente de esta Gltima >

3.00 veces con respecto a los controles con [ <0.01. (D
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enfermedad ocular alérgica es un problema comun observado en el ambito oftalmologico. (1)
Se estima que por el 6-30% de la poblacion general puede presentar esta patologia por si sola, con
o0 sin asociacion a rinitis alérgica, siendo la conjuntivitis estacional la forma mas comun, aunque
las variantes cronicas son las mas frecuentes en la consulta oftalmologica. La queratoconjuntivitis
vernal tiene una prevalencia del 2.2-26.6%. (3) La queratoconjuntivitis vernal es una patologia
inflamatoria que cursa con afectacion bilateral y grave pudiendo producirse alteraciones visuales.
Es la forma mas rara, constituyendo entre el 0,5 y el 1 % de las enfermedades oculares en la mayoria
de paises. (6) El diagnostico de esta entidad es clinico. No existe ningin estudio o prucba de
laboratorio que sea sensible o especifica para esta patologia. Sin embargo, en estudios recientes se

sugiere el estudio de los mediadores para el control evolutivo de la queratoconjuntivitis alérgica.

(6).

Por esta razon, se desea estudiar con mas detalle la presencia de esta patologia en el hospital, asi

como ahondar en los mediadores inflamatorios que presenta la patologia.

JUSTIFICACION

Hasta el momento existen solo 2 estudios que han relacionado la presencia de IL-17 en
queratoconjuntivitis vernal, pero no existe un estudio que relacione la cantidad de IL-17 con
los distintos tipos de conjuntivitis alérgica ni con el grado de severidad de la enfermedad.
Esto adquiere relevancia debido a que puede desarrollarse como un marcador de severidad

o de respuesta terapéutica.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Existe una diferencia entre la concentracién de IL-17 presente en muestras de lagrima de

pacientes con conjuntivitis alérgica y pacientes sanos?

HIPOTESIS

Existe una mayor concentracion de IL-17 en muestras de lagrima de pacientes con

conjuntivitis alérgica que en la muestra de pacientes sanos.

HIPOTESIS ALTERNA

Existe una mayor concentracion de IL-17 en muestras de lagrima de pacientes sanos que en

la muestra de pacientes con conjuntivitis alérgica.

HIPOTESIS NULA

No existe una diferencia entre la concentracién de IL-17 presente en muestras de lagrima de

pacientes con conjuntivitis alérgica y pacientes sanos.

OBJETIVOS

Objetivo General:

Comparar la concentracion de IL-17 en muestras de lagrima en pacientes con conjuntivitis
alérgica y pacientes sanos.

Objetivo secundario:

Relacionar la concentracién de IL-17 en muestras de lagrima en pacientes con distintos tipos

de conjuntivitis alérgica y el grado de severidad clinica que presentan.
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MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio
Se realizd un estudio prospectivo, transversal, observacional y analitico, previa aprobacion
del Comité de Etica interno de la institucién, durante el periodo de Mayo del 2016 a Octubre

de 2016.

Pacientes. Se incluyeron en el estudio pacientes que acudieron a consulta en los cuales se
realizo el diagnéstico clinico de conjuntivitis alérgica, de cualquier edad y sexo. Como grupo
control se incluyeron pacientes sin conjuntivitis alérgica de sexo y edad similar. Se
excluyeron a los pacientes que presentaron condiciones inflamatorias con afeccion de la
superficie ocular ajenas al padecimiento en estudio (ej, uveitis, trauma ocular), pacientes con
antecedente de procedimiento quirtrgico ocular, pacientes con antecedente de uso de
esteroides y/o algin otro medicamento antialérgico un mes previo a la toma de la muestra;
y aquellos que no contaron con el consentimiento informado. Se eliminaron del estudio
pacientes que tuvieron un seguimiento inadecuado, una muestra insuficiente para analisis

y/o un expediente con datos incompletos.

Para distincién del tipo de conjuntivitis alérgica como conjuntivitis alérgica estacional,
conjuntivitis alérgica perenne, queratoconjuntivitis vernal o queratoconjuntivitis atépica se
registraron la edad, sexo, tiempo de evolucion de la patologia, época de mayor afectacion,
terapia médica usada previamente, patologia alérgica asociada (Rinitis alérgica, dermatitis

atopica y asma).

Evaluacion de la severidad clinica. Debido a que no encontramos existencia de un
parametro estandarizado internacional para medicion del grado de severidad clinica, se
utilizo la escala de severidad clinica para enfermedades alérgicas oculares reportada por
Robles y Santacruz (7)) que se basa principalmente en los cambios inflamatorios a nivel
conjuntival, palpebral y corneal. Se establece un sistema de grados con una escala del 0-4
para signos y sintomas, donde el grado 0=ausencia de la enfermedad, 2=leve, 3=moderado,
4=severo. Dentro de los sintomas evaluados se encuentran la presencia de prurito, lagrimeo,

fotosensibilidad, sensacién de cuerpo extrafio y ardor ocular. Entre los signos evaluados se
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toman aquellos implicados con inflamacion de la superficie ocular como la posicion de los
parpados, el aspecto de la piel, el estado de la unién mucocutanea en el parpado buscando la
presencia de disfuncién de glandulas de meibomio, el aspecto de la secrecion, involucro
limbal y el estado corneal. Del total acumulado de puntos resultante (total de 48 puntos), se
puede dividir en 0 puntos = sin actividad/ausencia de la enfermedad, 1-12 puntos = leve, 13-
24 puntos = moderada, 25-36 puntos = moderadamente severa y 36-48 puntos = severa. Se
utilizé el puntaje del lado mas afectado en los casos bilaterales. La medicion la realizo el

mismo explorador.

Toma de muestra lagrimal. Las muestras de lagrima se recolectaron, previa firma del
consentimiento informado. Se recolectaron las muestras en el mismo cuarto de examinaciéon
para minimizar el efecto de la humedad ambiental. No se utilizé anestésico topico para evitar
diluir la lagrima. Se instilaron dos gotas de solucién salina estéril de manera tépica en ambos
ojos del paciente, y se recuperé lo instilado mediante la colocacién de un tubo capilar estéril
sobre el canto externo evitando el contacto con la piel. Se repite la operacion hasta 3 veces
con intervalos de 30 minutos para recolectar el volumen necesario para analisis (mayor a
0.2 ml). Posteriormente la muestra se deposité en un frasco estéril y se almacend a

temperaturas de -80 grados centigrados hasta su posterior procesamiento.

Niveles de IL-17 lagrimal. Se midieron las concentraciones de IL-17 utilizando un equipo
comercialmente adquirible para ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA)
siguiendo las instrucciones del proveedor (Quantikine D1700 Human IL-17 Immunoassay;
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Se estableci6 una curva estandarizada a partir de los
reactivos control del equipo, y se determiné la cantidad de IL-17 presente en las muestras

de lagrima en pg/ml para cada ojo.

Andlisis estadistico. Se integraron los datos en una base en Excel, y se realiz6 el analisis
estadistico por medio del Software Graphpad prism Version 6.0. Se utilizaron pruebas no
paramétricas univariadas (U de Mann-Whitney) y multivariadas (ANOVA de una via) para
los comparar los promedios de concentracién de IL-17 entre los distintos grupos. Para

valorar la relacion entre la el grado de severidad clinico y la concentracién de IL-17 se utilizé
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el analisis de correlacion de Pearson. Para todas las pruebas se fijo un valor de p <0.05 para

considerarlas significativas.

Criterios de Inclusion:
Pacientes de cualquier edad y sexo
Diagnéstico de Conjuntivitis alérgica confirmado por el Servicio de Cornea y Cirugia Refractiva.

de la Fundacion Hospital Nuestra Sefiora de la Luz [.A.P.

Criterios de Exclusion:

Pacientes que presenten condiciones inflamatorias que afecten la superficie ocular ajenas al
padecimiento en estudio (ej, uveitis, trauma ocular)

Pacientes a los que se les haya realizado un procedimiento quirirgico ocular

No contar con consentimiento informado firmado

Criterios de Eliminacion
Pacientes que no cuenten con un seguimiento adecuado
Pacientes que no tengan una muestra suficiente para analisis de IL-17 por kit de ELISa

Pacientes que rechazan participar en el estudio

ASPECTOS ETICOS

A todos los participantes se les otorgo una Hoja de consentimiento informado a firmar para
corroborar su participacion, y fueron sometidos a una toma de muestra de la lesion para la
realizacion de la prueba con kit de ELISA para IL-17. Los efectos adversos reportados por la

literatura para la técnica de procuracion de muestra fueron reportados previamente.
ASPECTOS DE BIOSEGURIDAD

El estudio se apeg6 a las pautas establecidas por la Declaracion de Helsinki y a los aspectos
bioéticos inherentes y actuales de la investigacion basica. Para la realizacion de este estudio
se tom6 una muestra de la lagrima con las debidas medidas de seguridad. El material de
desecho generado, fue tratado y clasificado de acuerdo a la norma oficial. Esta muestra no

genera riesgos por exposicion a la misma.
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RECURSOS FINANCIEROS

Los recursos necesarios y los estudios correspondientes para la realizaciéon de esta
investigacion, se solicitaron por los medios apropiados a la Fundacién Hospital Nuestra
Sefiora de la Luz. Se entregaron en tiempo y forma debidos presupuesto de cotizacion de (1)
kit ELISA Quantikine Modelo D17000 - costo a la dltima cotizacion 776 ddlares americanos.
Investigador principal, asesor metodologico. Material ocupado para recolecciéon de muestra

de lagrima en centro de investigacion biomédica.
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RESULTADOS

Se recolectaron y procesaron 42 muestras de lagrima de 21 pacientes con conjuntivitis alérgica de
diferentes tipos y grados de severidad, asi como 4 muestras de ldgrima de 2 pacientes sanos. La edad
promedio del grupo de pacientes con conjuntivitis alérgica fue de 14.66 afios + 12.18 afos con un
rango de 4-64 afios. Las caracteristicas clinicas se presentan a continuacién en la tabla 3, no se

presentaron diferencias estadisticamente significativa para estas caracteristicas entre grupos (p

>0.05).
Promedio de
Ndmero de ojos Promedio de edad
Grupos puntaje de
n (%) (afos)
severidad clinica
Control 4 (100) 13.5+4.5 -
Estacional 32 (76) 14.75+13.71 14+ 4
Perenne 6 (14) 153374 12 +£12.30
QCVv 4(9) 23 +5.66 21.5+0.71
Leve 18 (43) 12.44 + 4.67 9+274
Moderado 24 (57) 16.33 + 15.72 18.50 + 3.55

Tabla 3. Caracteristicas clinicas del grupo control y grupo de estudio. Se subdividieron en grado de
severidad clinica y tipos de conjuntivitis. Abreviaturas: QCV= Queratoconjuntivitis vernal. Los datos
de edad y puntaje clinico se presentan en valor promedio + desviacion estandar. No se presentan

diferencias significativas entre grupos (p >0.05)

Los valores promedio de IL-17 obtenidos de las muestras de lagrima se presentan a continuacion en
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la tabla 4. Al comparar las concentraciones de IL-17 como se muestra en la figura 2, se observé que
existe una mayor concentracion de IL-17 en el grupo control con respecto al grupo muestra tanto en
conjunto como dividos por grados de severidad clinica tanto con los pacientes con severidad leve
como moderada de forma significativa (p <0.01). Sin embargo, al relacionar por tipo de conjuntivitis
alérgica no se encontraron diferencias significativas con el grupo control (p >0.05). Al analizar la
concentracion de IL-17 comparando entre los distintos tipos de conjuntivitis alérgica no se

encontraron diferencias significativas (p> 0.05), como se observa en la figura 3.

Valor Interleucina-17 (pg/ml)
promedio
Control 68.6 + 22.76
Leve 13.56 £ 21.81
Moderado 6.71+10.33
Estacional 9.42 + 15.93
Perenne 11.72 + 24
QCv 498 +7.57

Tabla 2. Valores de Interleucina-17 del grupo control y grupo de estudio. Concentracién promedio
de Interleucina-17 con desviacion estandar en muestras de lagrima del grupo control y grupos
divididos por grado de severidad clinica y tipo de conjuntivitis alérgica. Abreviaturas: QCV=

Queratoconjuntivitis vernal.
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Figura 2. Comparacién de la concentraciéon de IL-17 en muestras de lagrima de pacientes del grupo
control y su relacién con grupos de severidad clinica leve y moderado de los pacientes con
conjuntivitis alérgica. Para la comparacién de todos los grupos se realizé una prueba de Kruskal-
Wallis y posteriormente se realiz6 una prueba de U de Mann Whitney donde una p<0.05 es

considerada una diferencia estadisticamente significativa. ** P <0.01
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Figura 3. Comparacion de la concentracion de IL-17 en muestras de lagrima de pacientes con
distintos tipos de conjuntivitis alérgica. Parala comparacién de todos los grupos se realiz6 una prueba
de Kruskal-Wallis y posteriormente se realiz6 una prueba de U de Mann Whitney donde una p<0.05
es considerada una diferencia estadisticamente significativa. No se encontraron diferencias
significativas entre los distintos tipos de conjuntivitis alérgica (p >0.05). Abreviaturas: QCV=

Queratoconjuntivitis vernal.

El andlisis de correlacion entre los niveles de IL-17 y el grado de puntaje clinico tomando en cuenta

unicamente el puntaje de los signos clinicos se observd una correlaciéon con tendencia negativa

significativa (p <0.05) como se muestra en la figura 4.
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Figura 4. Correlacion entre el puntaje clinico y la concentracién de IL-17 en muestras de lagrima de
pacientes del grupo control y pacientes con conjuntivitis alérgica. Se realizé una correlacion de
Pearson encontrando una correlaciéon negativa con una diferencia estadisticamente significativa (p

<0.05).
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Discusion

Recientemente se ha relacionado la concentracién de IL-17 con enfermedades inflamatorias oculares
y su grado de severidad clinica. Entre estas destacan principalmente la enfermedad injerto contra
huésped, queratitis autoinmune, el sindrome de Sjogren y el sindrome de Stevens-Johnson. Kang y
colaboradores correlacionaron positivamente la concentracidon de IL-17 con el grado de severidad
clinica corneal en estas enfermades, sugiriendo un mecanismo patogénico de esta citocina y por lo

tanto un marcador factible de cuantificacién de la actividad. 8

Similarmente, Tan y colaboradores correlacionaron niveles aumentados de IL-17 en lagrima y la

severidad clinica de pacientes con sindrome ojo seco asociado y no asociado a Sindrome de Sjogren.?

Sin embargo, a nuestro conocimiento, existen pocos estudios sobre deteccién de IL-17 y su relacién
con el mecanismo alérgico ocular. Calder y colaboladores encontraron la presencia del receptor para
IL-17 a nivel conjuntival asi como secrecién de IL-8 y CD44, ambas moléculas proinflamatorias, en

respuesta la aplicacion de IL-17A externa. 10

El estudio mas reciente y representativo de IL-17 en lagrima es el realizado por Micera y
colaboradores, quienes llevaron una cohorte de 16 pacientes con queratoconjuntivitis vernal en la
que estudiaron un esquema de 60 proteinas como potenciales candidatas para formar un perfil de
deteccion entre las fases quiescente y activa de la enfermedad. Encontraron al menos 16 proteinas
que determinaron como marcadores viables incluyendo a la IL-17, pero destacando principalmente
la NT4, [JFGF, and MMP1 por ser marcadores presentes de forma importante Unicamente en
enfermedad activa. Sin embargo, se asocio IL-17 a la forma activa con valor significativo, encontrando
un incremente de esta ultima = 3.00 veces con respecto a los controles con p < 0.01, aunque no se

reporta la concentracién de la citocina. (11)
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Hasta el momento no encontramos estudios que reporten la relacién la concentracién de IL-17 en
individuos sanos y con conjuntivitis alérgicas, asi como su relaciéon con el grado de severidad. La
poblacién de nuestro estudio es una poblacion joven predominantemente masculina, sin diferencias
importantes entre los grupos lo cual permite una comparaciéon adecuada en condiciones similares. La
forma mas frecuente encontrada fue estacional, lo cual se puede deber a la captura de pacientes en el
sistema de atencién del hospital. La relaciéon entre la concentracién de IL-17 entre el grupo control se
relaciond negativamente en el andlisis contra los grupos con severidad leve y moderada. Se encontrd
una tendencia negativa significativa al correlacionar el puntaje clinico de los signos con los niveles de
IL-17 que establece la posibilidad de que a mayor puntaje clinico se encuentra un menor grado de
afeccion clinica. Es de notar esta relacion debido a que otros modelos de enfermedades inflamatorias
de la superficie ocular presentan una relacién contraria, lo que implica un rol patogénico de la IL-17
en la cronicidad y severidad del la inflamacién. La respuesta observada en nuestro estudio pudiera
explicarse parcialmente por la respuesta que se ha hallado en modelos de asma murinos y su relacién
con IL-17. En estos se observo una posible funcién reguladora negativa durante la fase efectora en el
asma ya que disminuye la funcién de las células presentadoras de antigenos, reduciendo asi la
expresion de citocinas de los linfocitos Th2 a distintos niveles como pulmén y nddulos linfaticos y por
lo tanto disminuyendo la sensibilizacién a antigenos. Se cree que ese resultado variable en el efecto

puede tener relacion con el 6rgano donde actia la IL-17. 12

Asimismo, no se encontro relacion entre los niveles de IL-17 entre los distintos tipos de conjuntivitis
alérgica. Existen dos factores que pueden generar este comportamiento, incluyendo la distribucién
de pacientes dentro de los grupos. El segundo factor se asocia al comportamiento de la patologia. La
queratoconjuntivitis vernal suele ser una patologia inflamatoria marcada que se podria esperar
aumentara mas la concentraciéon de IL-17 que el resto de los tipos. Sin embargo, esta diferencia

encontrada puede deberse a que los pacientes analizados presentaron un grado moderado de
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sintomatologia, que puede corresponder con la fase quiescente de la enfermedad y por lo tanto una

menor concentracion de IL-17. (11

La principal limitacion del presente estudio es la cantidad de pacientes para el grupo control debido
a que esta reducida mientras que los pacientes con conjuntivitis alérgica en la muestra asemejan en
forma similar la proporcién de frecuencia en la poblacién. Esta falta de personas sanas adecuada
reduce la posibilidad de un analisis estadistico contundente. Ademas, la escala de severidad clinica
presenta rangos arbitrariamente dispuestos para clasificacién y asigna valores similares para los
sintomas que para los signos. Esto cobra importancia ya que hay variaciones importantes entre signos
clinicos, como pudiera ser la presencia de queratopatia punteada superficial y el siguiente escalén
que incluye una ulcera en escudo, que tienen un puntaje muy reducido y por lo tanto disminuyen la
variacion en el puntaje. También se debe considerar que estos signos no se presentan estrictamente
en forma progresiva sino que son variantes del espectro clinico variado de la enfermedad alérgica
ocular e inclusive algunos de estos son alteraciones asociadas pero no estrictamente un estadio final

de la patologia, como pudiera ser la presencia del queratocono.

Conclusiones

Las concentraciones de IL-17 en las muestras de lagrima en la poblacién sana fue mayor que la
encontrada en los pacientes con conjuntivitis alérgica. No existe una diferencia en la concentracién
de IL-17 en lagrimas de pacientes con distintos tipos de conjuntivitis alérgica. No obstante, existe una
relacién entre la concentracion de [L-17 en lagrimas de pacientes con conjuntivitis alérgica y el grado
de severidad clinica. que propone una tendencia de que a mayor cantidad de IL-17 se encuentra puede
haber menor severidad clinica. Para confirmar esta posibilidad se debe ampliar la muestra del grupo

control.
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