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Introduccidén

Se define a la uveitis como cualquier inflamacién intraocular, su incidencia es
de 17-52 por 100,000 habitantes al afio y la prevalencia oscila entre 38-714 por
100,000 habitantes 2. Dichos datos tendran variaciones segun el grado de
desarrollo del pais, nivel de medios diagndsticos y tipo de centro en el que se
recojan los datos, puede presentarse a cualquier edad, siendo mas frecuente de los
16 a los 40 arios de edad . El grupo internacional de estudio en uveitis (SUN) por
sus siglas en inglés, clasifica a la uveitis en 3 grupos uveitis infecciosas, no
infecciosas y sindromes mascarada " La uveitis endégena es una enfermedad
intraocular que puede conducir a la ceguera en muchos casos, se piensa que la
mayoria de las entidades causantes de uveitis son similares
inmunohistolégicamente y se caracterizan por infiltracion principalmente de células
T,

Dentro de las causas mas frecuentes de uveitis se tienen que citar las causas
infecciosas de las cuales se ha reportado una incidencia de hasta 15 a 20% en
Estados Unidos. En la etiologia pueden estar involucrados tanto virus, bacterias,
hongos o parasitos, en el grupo de los virus los mas comunes son los herpes virus
tipo 1, tipo 2 y virus varicela zoster (VVZ) asi como el citomegalovirus que a pesar
de que aproximadamente el 80-85% de la poblacion mayor de 40 afios son
seropositivos para este virus unicamente se manifiesta la infeccion en pacientes
inmunocomprometidos mientras tanto la bacteria que mas frecuentemente se
asocia con uveitis en pacientes con VIH, pertenece al grupo de las espiroquetas y
es el Treponema pallidum . Dentro de las causas mas importantes cabe mencionar
al Toxoplasma gondii que es un parasito intracelular obligado que en los pacientes
VIH positivos puede desencadenar cuadros importantes de retinocoroiditis con
mayor presentacion de hemorragias intraretinianas difusas y que no siempre se
asocie con cicatrices retinocoroideas previas. Por todo lo mencionado previamente
es muy importante descartar, en todo paciente con uveitis causas infecciosas

principalmente en asociacién con VIH®.



Marco Tedrico

Desde la primera descripcion en 1982 del involucro ocular en pacientes con
VIH, se han estudiado las posibles etiologias en estos pacientes la cuales involucran
tanto etiologias infecciosas como no infecciosas, a pesar de estos estudios
determinar la causa de la uveitis en pacientes con VIH puede ser todo un reto debido
a las alteraciones en el curso de las enfermedades asi como las manifestaciones

atipicas ©®.

La mayoria de los estudios de investigacion realizados en uveitis se han
enfocado en el estudio de los mediadores de inflamacion intraocular como las
citocinas. La citologia es considerada el gold standard para la identificacién de tipos
celulares, la mayoria de los estudios realizados han sido con el fin de determinar
linfocitos By T ). También se han podido determinar las células natural Killer (NK)
por sus siglas en inglés que son poblaciones de células T heterogéneas que se
caracterizan por la expresién de varios receptores NK incluyendo CD16, CD56,
CD161, CD94, CD158a y CD158b. Se ha considerado a las células NK como
reguladoras de respuestas autoinmunes y adaptativas, aunque existe cierta
controversia del papel funcional de las células NK en diferentes sitios

inflamatorios!”9.

La mayoria de las veces se determina la causa de uveitis a través de la
clinica, y estudios paraclinicos ya sean de laboratorio o gabinete. Sin embargo,
actualmente se cuenta con otros métodos como lo es la citometria de flujo
ampliamente utilizada por otras especialidades que es capaz de determinar células
inflamatorias o neoplasicas con muestras pequefias y alta fiabilidad, para la

identificacion del tipo de respuesta celular '

Finalmente podemos considerar a la
citometria de flujo una técnica alternativa que permite obtener mayor informacion de
las poblaciones celulares por medio de anticuerpos especificos contra marcadores
celulares de superficie, puede detectar multiples marcadores celulares

simultaneamente y permite realizar con precisién analisis estadistico®- Aplicada al



estudio de uveitis es capaz de identificar la respuesta celular presente en humor
acuoso y vitreo de una forma rapida y precisa ¢'9.



Planteamiento del Problema

Debido al aumento en la prevalencia de pacientes con enfermedades
inflamatorias asociadas a VIH y la modificacion que esta condicion atribuye al curso
de la enfermedad es importante conocer la poblacion celular en estos pacientes y
de esta forma identificar de forma temprana pacientes con actividad inflamatoria
ocular y puedan recibir el tratamiento adecuado.

Justificaciéon

Establecer el diagnostico diferencial entre la etiologia infecciosa o
autoinmune es dificil sobre todo en casos de panuveitis, endoftalmitis crénicas o
endogenas. La citometria de flujo junto con la citologia puede ayudar al ser una
prueba mas rapida que los cultivos clasicos.

Se necesitan aumentar el numero de casos y profundizar mas en los

resultados de esta técnica para poder incorporarla plenamente al catalogo de las
pruebas en el diagndstico de uveitis.

Pregunta de Investigacion

¢, Cuales son las poblaciones celulares en pacientes VIH positivos con uveitis

activa y en pacientes con uveitis sin actividad?



Hipdtesis de trabajo

En pacientes con uveitis activa asociada a VIH se encontrara mayor
proporcion de células CD4+, CD8+, Células NK con respecto a pacientes con uveitis
inactiva asociada a VIH.



Objetivos

Objetivo general
» Conocer la distribucion de las diferentes poblaciones celulares en pacientes

con uveitis activa y no activa asociadas a VIH.

Objetivos especificos
* Determinar el porcentaje de poblaciones CD3 (Linfocitos T), CD4 (Linfocitos

T cooperadores), CD8 (Linfocitos T citotoxicos), CD19 (Linfocitos B) y CD56
(Células NK) en pacientes VIH+ con uveitis activa.

* Determinar el porcentaje de poblaciones CD3 (Linfocitos T), CD4 (Linfocitos
T cooperadores), CD8 (Linfocitos T citotoxicos), CD19 (Linfocitos B) y CD56
(Células NK) en pacientes VIH+ con uveitis inactiva.

* Determinar la carga viral (nimero de copias del virus en un mililitro de sangre)
en pacientes con uveitis activa.

* Determinar la carga viral (nimero de copias del virus en un mililitro de sangre)

en pacientes con uveitis inactiva.
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Material y Métodos

Universo de trabajo
Pacientes del departamento de Enfermedades Inflamatorias Oculares de la

Fundacién Hospital Nuestra Sefora de la Luz con diagndstico de uveitis asociada a
VIH.

Tipo de estudio
Prospectivo, transversal, observacional.

Descripcion de variables.

* Edad

* Sexo

* Tiempo con el diagndstico

* Actividad de la enfermedad

* Poblaciones celulares
Tamafo de la muestra

Se incluiran pacientes con diagnostico de VIH y uveitis activa y no activa del

periodo comprendido entre mayo 2016-2017. Al afio se otorgan aproximadamente
25 consultas a pacientes con VIH y uveitis activa, se realizara un calculo de la
muestra con intervalo de confianza del 95% y con un error del 5%.

Criterios de inclusion
1. Pacientes con uveitis activa y VIH.

2. Pacientes con uveitis inactiva y VIH
3. Pacientes que acepten participar en el estudio con firma de consentimiento

informado.

Criterios de exclusion.
1. Pacientes con uveitis sin asociacion a VIH.

2. Pacientes con VIH sin uveitis

11



Criterios de eliminacién.
1. Pacientes que retiren su consentimiento de participar en el estudio.

2. Pacientes con hipertension, diabéticos y con otras patologias inflamatorias

oculares.

Toma de muestra sanguinea
La sangre se extrae de una vena usualmente de la parte interior del codo o

del dorso de la mano. El sitio de puncion se limpia con un antiséptico y luego se
coloca una banda elastica o un brazalete de presion alrededor del antebrazo con el
fin de ejercer presion y restringir el flujo sanguineo a través de la vena, lo cual hace
que las venas bajo la banda se dilaten, y hace mas facil que la aguja alcance alguno
de los vasos sanguineos.

Inmediatamente después, se introduce una aguja en la vena y se recoge la sangre
en un tubo morado. Durante el procedimiento, se retira la banda para restablecer la
circulacién y, una vez que se ha recogido la sangre, se retira la aguja y se cubre el
sitio de puncion para detener cualquier sangrado.

Tincién de poblaciones celulares
Las células obtenidas fueron marcadas con anticuerpos monoclonales

conjugados a un fluorocromo. Se realizaron incubaciones con anticuerpos dirigidos
contra CD3, CD4, CD8, CD56 y CD19. Una vez marcadas las células se procedio a
leerlas en un citobmetro de flujo FACS Canto Il, se adquiriran 5000 eventos
evaluando las caracteristicas fenotipicas en una ventana de tamafo vs.
Granularidad celular, presentando los resultados en imagenes con el software

FACS DIVA. Los resultados se expresaron en porcentajes.

Analisis estadistico
Los resultados seran analizados por estadistica descriptiva y posteriormente

seran sometidos a un analisis de normalidad. Las comparaciones entre los

diferentes grupos de estudio seran analizadas con la prueba ANOVA de una via. Se
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considerara una diferencia estadisticamente significativa cuando se obtenga una
p<0.05.

13



Recursos financieros y de factibilidad

Recursos humanos
Autor: Dra. Maria Daniela Sanchez Pereda.

Asesores: M.C Atzin Robles Contreras, Dra. Stephanie Voorduin Ramos.

Recursos materiales
* Bienes

o Expediente clinico
o Programa Microsoft Excel
o Impresora
* Servicios
o Biblioteca de la Fundacién Hospital Nuestra Sefora de la Luz
o Acceso a revistas especializadas
o Muestras de sangre periférica

o Citometria de flujo

Recursos financieros
Para el analisis de poblaciones celulares se realizé la compra de anticuerpos

especificos contra los marcadores moleculares, asi como también la compra de
consumibles con un costo de aproximado de $25,000.00. Estos reactivos fueron
comprados con recursos otorgados por la Fundacion Hospital “Nuestra Sefiora de
la Luz” I. A. P.
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Resultados

Se incluyeron 22 pacientes con diagnostico conocido de VIH de los cuales 5 al
momento de la toma de muestra contaban con diagnostico de uveitis activa y 17

con uveitis inactiva. Se realiz6 citometria de flujo en un tubo rojo y otro morado.

Se analizaron las siguientes poblaciones celulares CD19, CD3 (linfocitos T), CD4
(Linfocitos Th) CD8 (Linfocitos Tc), relacion CD4/CD8, células NK y NKT.

Se realizo el analisis estadistico con una prueba no paramétrica de Kolmogorov-
Smirnov para la distribucion de datos y una U de Mann-Whitney, encontrando un
porcentaje mayor de carga viral en los pacientes activos comparado con los no

activos lo cual resulté estadisticamente significativo con p <0.05%(grafica 1).
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Gréfica 1. Carga viral

Se comparo el porcentaje de linfocitos T en los pacientes con uveitis no activa y
uveitis activa y no hubo diferencia.
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Grafica 2. Linfocitos T

Se analizaron los linfocitos T cooperadores CD4+, encontrando mayor porcentaje
en pacientes con uveitis activa al momento de la muestra lo cual fue

estadisticamente significativo con una p de de 0.0251(grafica 3).
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Grafica 3. Linfocitos T CD4
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Se realiz6 analisis de linfocitos T citotoxicos CD8+ los cuales se encontraron en
niveles inferiores en pacientes activos comparado con los no activos siendo
estadisticamente significativo con un valor de p de 0.0460 (grafica 4).
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Grafica 4. Linfocitos T CD8

Se analizaron las poblaciones de células NK en donde se observé una tendencia a

la baja en los no activos sin ser estadisticamente significativo (gréafica 5).
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Grafica 5. Células NK
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Se analizaron las células NKT que incluyeron las CD16, CD56 y CD3 en donde se
encontré menor porcentaje de estas células en los pacientes activos con una p de
0.0460 (grafica 6).
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Grafica 6. NKT
Por ultimo se analizaron los linfocitos B en los cuales no hubo diferencia

estadisticamente significativa entre ambos grupos (grafica 7).
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Grafica 7. Linfocitos B
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Discusion

Dentro de los resultados obtenidos, tenemos que los linfocitos T cooperadores o
CD4+ se encontraron elevados en pacientes con uveitis activa, mientras que los
linfocitos T citotoxicos o CD8 y las células NKT se encontraron disminuidos en

pacientes sin uveitis activa.

La funcion del privilegio inmunoldgico de la camara anterior se conoce desde hace
varios anos, actualmente se ha estudiado el privilegio inmunoldgico de otras
estructuras oculares y algunos factores asociados. Se ha encontrado que la mayoria
de las estructuras oculares analizadas expresan complejo mayor de
histocompatibilidad clase | que facilitan la citdlisis de células infectadas por virus por
medio de los linfocitos T citotoxicos o CD8+. Por otro lado las células NK perciben
la falta de estas células del complejo mayor de histocompatibilidad clase | y las
atacan evitando que se conviertan en células infectadas. Los linfocitos T CD4+ o
linfocitos cooperadores son un subgrupo de linfocitos que tienen un papel muy
importante en establecer y maximizar las capacidades de defensa del sistema
inmunitario, estan involucrados en la activacién y direccidon de otras células
inmunitarias. La importancia de estos linfocitos puede observarse durante una
infeccion por VIH en donde en estadios mas avanzados o de mayor
inmunocompromiso se ven comprometidos. Cabe mencionar que en la poblacion
sana los valores de Linfocitos T CD4+ son de 44%, los linfocitos T CD8+ de 24% vy
las células NK de 13%.

En nuestro estudio encontramos una cifra elevada de linfocitos T CD4+ (83.7%) en
las muestras de los pacientes activos lo cual fue estadisticamente significativo. Otro
grupo de células en el cual encontramos diferencia estadisticamente significativa
fue en los linfocitos T citotdxicos o CD8+ (2.5%) los cuales estuvieron disminuidos

en pacientes activos. La funcion de estas células esta relacionada con la inmunidad

19



celular, activando la apoptosis de las células infectadas, al estar disminuidas puede
explicar que estos pacientes presentaran actividad de la uveitis.
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Conclusiones

Los Linfocitos T CD4+ estuvieron aumentados en pacientes con uveitis activa. Los
Linfocitos T CD8+ estuvieron disminuidos en pacientes con uveitis activa. Las
células NKT estuvieron disminuidas en pacientes con uveitis activa. Por ultimo no
se tiene informacidn concreta sobre el papel que tienen estas poblaciones celulares
estudiadas en pacientes con VIH y uveitis por lo que futuras perspectivas de este
estudio serian investigar que pasa localmente con estos subgrupos celulares y que

papel juegan las quimiocinas y sus receptores en todo este proceso.
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