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Hallazgos clinicos e inmunoldgicos
en pacientes con conjuntivitis alérgica cronica
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Dra. Marisela Linares, Dra. Maria C. Jiménez-Martinez

RESUMEN

Objetivo: Determinar la expresion de CD30 en linfocitos T CD8+ y la produccion de citocinas antes y después de la
estimulacion antigénica.

Pacientes, material y métodos: Se incluyeron 12 pacientes con el diagnostico de queratoconjuntivitis primaveral, divi-
diéndose en dos grupos de acuerdo con la reactividad a la prueba de Prick. Se determiné por citometria de flujo la
frecuencia de linfocitos T CD8+CD30+, 1.4 e I1.-5 antes y después de la estimulacion antigénica in vitro. Los resultados
se analizaron con Sigma Stat, se considerd p<0.05 estadisticamente significativa.

Resultados: Se desarroll6 una escala analogo-visual para evaluar objetivamente los hallazgos oculares de los pacientes
con conjuntivitis alérgica. La frecuencia de linfocitos T CD8+CD30+ se incrementd en ambos grupos después de la
estimulacion antigénica. Los linfocitos CD8+CD30+ contribuyeron significativamente al microambiente Th2 (Tc2) con
mayor frecuencia de células [L4+/IL-5+ que los CD8+CD30-. Pacientes con reactividad a las pruebas cutaneas presenta-
ron frecuencia mayor de células CD8+CD30+IL-4+ después de la estimulacion antigénica (p=0.019)

Conclusiones: Los linfocitos T CD8+ de pacientes con conjuntivitis alérgica coexpresan CD30. Los resultados de este
estudio sugieren que pacientes con similitudes clinicas oculares tienen diferencias inmunologicas demostradas in vivo
por la reactividad cutanea a alergenos e in vitro con un incremento en la frecuencia de linfocitos T CD8+CD30+IL-4+.
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SUMMARY

Objective: To determine CD30 expression on CD8+ T cells and cytokine production before and after antigenic stimulation
in vitro.

Patients, materials and methods: We included 12 patients with clinical diagnosis of vernal keratoconjunctivitis, divided
into two groups according to skin test reaction. Cytometric analisis was performed in mononuclear cells to determine de
frequency of CDS8, CD30, I.-4 and IL-5 before and after in vitro antigenic stimulation. Results were analyzed with Sigma
Stat software and significant differences were considered when p<0.05.

Results: Ocular findings in conjunctivitis allergic patients were objectively evaluated by developing a visual analogue
scale. Frequency of CD8+CD30+ T cells was statistically increased in both groups after in vitro stimulation. CD8+CD30+
T cells contributed significantly to the Th2 microenvironment with high frequency of IL-4+ and IL-5+ cells (Tc2 cells)
than CD8+CD30- T cells. Conjunctivitis allergic patients whit skin reactivity produced after in vitro stimulation more
IL-4 than patients without cutaneous reactivity (p=0.019).

Conclusions: This study allows linking the expression of CD30 on CD8+ T cells. We suggest that patients with clinical
ocular similarities have immunological differences showed in vivo with the skin reactivity to allergens and, in vitro, with
increased frequency CD8+CD30+IL-4+ T cells.

Key words: Allergic keratoconjunctivitis, CD8+CD30+ T cells.

INTRODUCCION lencia de las enfermedades alérgicas ha aumentado en los

ultimos afios afectando entre 15 y 25% de la poblacion, re-
Las enfermedades alérgicas del ojo son un conjunto de alte-  portandose que existen 22 millones de casos nuevos anuales
raciones inflamatorias que, en México, constituyen un pro- de alergia y de ¢éstos el 32% manifiestan enfermedad ocular,
blema de salud ya que generan una morbilidad significativa  especialmente nifios y adultos jovenes (1). En el Instituto de
en todas sus formas clinicas. En Estados Unidos la preva- Oftalmologia "Conde de Valenciana" las conjuntivitis alér-
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gicas se encuentran como la cuarta causa de consulta oftal-
mologica (2). Por su alta frecuencia, se ha reconocido la
necesidad del estudio de la inmunofisiopatologia de las con-
juntivitis alérgicas para poder ofrecer mejores alternativas
de tratamiento.

El dafio ocular esta mediado por desgranulacion de células
como cosindfilos y células cebadas, sin embargo, la partici-
pacion de linfocitos T CD4+ en la génesis de la inmunofisio-
patologia es fundamental (3). En otros modelos alérgicos se
ha propuesto que los linfocitos T CD4+ responsables del des-
equilibrio inmunolégico expresan en su superficie CD30 (4).
CD30 es un marcador de superficie celular que se ha asocia-
do con activacion de clonas Th2 productoras de IL-5. (5).

Recientemente, Machura E y cols (6) sugirieron que los
linfocitos T CD8+ juegan un papel importante en la patogé-
nesis del asma. En la actualidad se desconoce el papel de
los linfocitos T CD8+ en la inmunofisiopatologia de las con-
juntivitis alérgicas, si estos linfocitos también expresan la
molécula CD30 y si tienen capacidad de producir citocinas
asociadas a respuesta Th2, por lo que estos fueron los obje-
tivos de nuestro estudio.

PACIENTES, MATERIAL Y METODOS

Pacientes

Se incluyeron en este trabajo 12 pacientes con diagndstico
clinico de queratoconjuntivitis primaveral, dividiéndose en
dos grupos: Grupo A, pacientes reactores a pruebas cutaneas,
al menos a Dermatophagoides pteronyssinnus, Grupo B, pa-
cientes no reactores a pruebas cutaneas. A todos los pacientes
que participaron en este estudio se les realizaron pruebas ru-
tinarias para determinacion de hipersensibilidad tipo 1.

Este trabajo siguio los estatutos de la Declaracion de Hel-
sinki, siendo aprobado por los Comités de Investigacion y
Etica del Instituto de Oftalmologia "Fundaciéon Conde de
Valenciana" (CC-011-2005). Todos los pacientes que parti-
ciparon en este estudio dieron su consentimiento informado
para la realizacion de las pruebas inmunoldgicas.

Material

El medio de cultivo RPMI-1640, saponina, las sales utiliza-
das en la preparacion de los amortiguadores y la PMA/Io-
nomicna fueron obtenidas de Sigma Chemical Co. (St. Lo-
uis MO, USA) Los anticuerpos monoclonales contra los mar-
cadores de superficie CD30, IL-4 e IL-5 FITC, -PE, fueron
obtenidos de BD Biosciences (San Diego, CA, USA). El
Lymphoprep (Ficoll con densidad de 1.077) fue obtenido de
Nycomed Pharma As. (Nyegaard, Oslo, Norway). El suero
fetal bovino fue obtenido de HyClone Labs. (Logan, TU,
USA). Los anticuerpos anti- CD8 conjugados a PerCy5 fue-
ron obtenidos de e-biosciences (San Diego, CA, USA). El
piruvato de sodio, L-glutamina, 2-mercaptoetanol fueron de
Gibco BRL. (Rockville, MD, USA). Las placas para cultivo
de 24 pozos fueron obtenidas de Nalgene Nunc Internatio-
nal, (Denmark).
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Métodos

A todos los pacientes se les realizo una exploracion oftal-
mologica completa, se seleccioné a los pacientes con diag-
nostico clinico de conjuntivitis alérgica cronica (primave-
ral) y se realizé documentacion fotografica, inicidndose tra-
tamiento oftalmolégico convencional.

Pruebas cutdneas. Se realizaron pruebas cutdneas por el
método de Prick contra los alergenos mas comunes encon-
trados en la poblacion de nuestro pais. La lectura se consi-
der6 positiva cuando la roncha formada era mayor al con-
trol con histamina.

Separacion de Células Mononucleadas (CMN). Las CMN
se separaron del paquete eritrocitario por centrifugacion a
1,750 rpm en Ficoll-hypaque (1.077 de densidad), durante
30 minutos a 4°C. Las CMN obtenidas fueron lavadas y su
viabilidad fue valorada por exclusion del colorante azul tri-
pano, cuantificindose en un hemocitometro.

Cultivos celulares. Se utilizaron las CMN obtenidas y se
cultivaron en placas de 24 pozos, colocando por pozo 1 x109
células en 1 ml de medio de cultivo RPMI-1640 suplemen-
tado con suero fetal bovino al 10%. Los cultivos celulares se
incubaron a 37°C en atmésfera de CO, al 5% en presencia o
ausencia de Der p a concentracion de 7.5 mg, 1 x10° céls.
Cuatro horas antes de cosechar las células fue afiadida PMA
(5 ng/ml)/Tonomicina (0.2 ig /ml) y brefeldin A (10mg/ml).

Determinacion de citocinas intracelulares. Una vez cose-
chadas, las CMN fueron marcadas con anticuerpos mono-
clonales dirigidos contra CD8, CD30 conjugados a un fluo-
rocromo, en un segundo paso las células fueron permeabili-
zadas con saponina y marcadas con anticuerpo anti- IL-4 ¢
IL-5, conjugados a un fluorocromo. Los resultados fueron
analizados por citometria de flujo en un citofluorometro
FACSCalibur, equipado con un programa CellQuest Pro,
version 5.2.1.

Andlisis estadistico. Se utilizé T de student y/o U-Mann
Whitney dependiendo de la distribucion de las muestras,
considerandose una p<0.05 como estadisticamente signifi-
cativa. El analisis estadistico se realiz6 con el programa Sig-
maStat y las graficas con SigmaPlot.

RESULTADOS

Hallazgos clinicos de los pacientes con conjuntivitis
alérgica

Se analizaron clinicamente un total de 12 pacientes. Los
signos estudiados en lo pacientes que ingresaron a nuestro
estudio fueron: hiperemia conjuntival, papilas, puntos de
trantas, queratitis punteada superficial, melanosis conjunti-
val y vascularizacion del limbo esclerocorneal. Con lo ante-
rior, se desarroll6 una escala analogo-visual, a la que se le
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Cuadro 1. Escala analoga-visual para andlisis de datos clinicos en pacientes con conjuntivitis alérgica

Puntuacion
Signo 0 1 2 3
Hiperemia Ausente Area menor del 25% Area mayor al 25% pero Hiperemia en toda la superficie
conjuntival de la superficie sin llegar a afectar la conjuntival
conjuntival totalidad de la conjuntiva
Presencia Ausente Papilas cubriendo un Papilas cubriendo mas Papilas afectando la totalidad
de papilas 25% de la superficie de la el 25% de la superficie de la conjuntiva tarsal
conjuntiva tarsal superior de la conjuntiva tarsal superior

superior sin llegar a

afectar la totalidad de

la misma
Puntos de Ausentes Presentes en el limbo En el limbo superior e En cualquier parte o en todo el
Trantas superior sin cicatrizacion inferior sin cicatrizacién limbo con cicatrizacion
Superficie integra Queratitis punteada Queratitis punteada Ulcera corneal
corneal superficial difusa superficial que coalesce

formando areas de

desepitelizacion
Melanosis Ausente Presente en el area
conjuntival interpalpebral
Vascula- Ausente En un cuadrante En dos cuadrantes En més de dos cuadrantes
rizacion
del limbo
esclero-
corneal

asignaron valores arbitrarios a los signos encontrados en los
pacientes que participaron en nuestro estudio (Cuadro 1).

El desarrollo de esta escala andlogo-visual permiti¢ agru-
par a los pacientes de acuerdo con la similitud de sus carac-
teristicas clinicas oftalmolégicas, difiriendo exclusivamen-
te en la reactividad a las pruebas de Prick, corroborado con
la aplicacion de un andlisis de normalidad y T de Student,
la cual arrojo una p no significativa entre ambos ojos entre
los distintos grupos de pacientes. Cabe mencionar que den-
tro del grupo de pacientes con pruebas cutdneas negativas
se encontraron dos pacientes con queratocono en ambos 0jos
y uno con hydrops.

Hallazgos inmunologicos de los pacientes con conjuntivi-
tis alérgica

Una vez homogenizados los valores clinicos de ambos gru-
pos de pacientes, se procedid a evaluar la frecuencia de los
linfocitos T CD8+CD30+ y la produccion de citocinas.

Frecuencia de linfocitos T CD8+CD30+. El porcentaje de
linfocitos T CD8+ CD30+ en células no estimuladas fue
similar en ambos grupos, siendo de de 1 + 0.2 en el grupo A
y 1+ 0.3 en el grupo B. En células estimuladas con PMA/
ionomicina el porcentaje de linfocitos T CD8+ CD30+ se
incrementd 4.9 veces con respecto a las células no estimula-
das en el grupo A (p=0.002), mientras que en el grupo B se
incrementaron 8.4 con respecto a su basal (p= 0.01) Al esti-
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mular las células con el alergeno el porcentaje de linfocitos
T CD8+ CD30+ se incremento6 16.2 veces con respecto a las
células no estimuladas en el grupo A (p<0.0001), mientras
que en el grupo B se incrementaron 41.1 veces con respecto
a su basal (p=0.0003) (Figura 1).

Produccion de citocinas tipo Th2 en linfocitos T CDS8 (1c2).
Al evaluar las poblaciones de linfocitos T CD8+CD30+ y las
poblaciones CD8+CD30- encontramos que en el caso de los
de los linfocitos T CD8+ CD30+ del grupo A, una frecuencia
de 14.4 veces mas células IL-4+, que en la poblacion T CD8+
CD30- (p=0.0005); mientras que en el grupo B se observo
una frecuencia de 30.3 veces mas células IL-4+ en los linfo-
citos citotoxicos CD30+, con respecto a los linfocitos cito-
toxicos CD30- (p=0.0003). Sin embargo, a pesar de que el
incremento en la frecuencia de células CD8+ CD30+ IL-4+
fue mayor en el grupo B posterior al estimulo, la mayor fre-
cuencia de estas células se observo en el grupo A, siendo es-
tadisticamente significativo (p=0.019) (Figura 2).

En el caso de la IL-5, se observo que en los linfocitos T
CD8+ CD30+ de pacientes del grupo A una frecuencia 5.6
veces superior de células IL-5+, que en 1a poblaciéon T CD8+
CD30- (p<0.0001); mientras que en el grupo B se observé
una frecuencia de 5.9 veces mas con respecto a las CD8+
CD30- del mismo grupo (p=0.047). (Figura 3). Sin diferen-
cias estadisticas entre la frecuencia de linfocitos T
CD8+CD30+IL-5+ entre ambos grupos.
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Fig. 1. Cambios en la frecuencia de linfocitos T CD8+CD30+ en pacientes con conjuntivitis alérgica. Grupo A. Pacientes con conjunti-
vitis alérgica reactores a pruebas cutaneas. Grupo B. Pacientes con conjuntivitis alérgica no reactores a pruebas cutaneas. Basal (Sin
estimulo) PMA/ionomicina (control positivo, estimulante policlonal), Der p (Dermatophagoides pteronyssinnus).

DISCUSION

El estudio de la inmunopatologia del estado alérgico se ha
enfocado a la caracterizacion fenotipica y funcional de lin-
focitos T CD4+ (3, 7) reconociendo que contribuyen al esta-
do de hipersensibilidad de tipo 1 mediante la produccion de
citocinas Th2, IL-4 e IL-5, principalmente. (8). En el caso
de la conjuntivitis alérgica cronica los linfocitos T CD4 tam-
bién se encuentran participando como cclulas efectoras pro-
ductoras de citocinas Th2 (3, 8, 9). En otros modelos alérgi-
cos como asma y rinitis se sabe que los linfocitos T coexpre-
san CD30, molécula asociada a proliferacion y persistencia
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Fig. 2. Frecuencia de células IL-4+ en linfocitos T CD8+CD30+y
linfocitos T CD8+CD30-. Grupo A. Pacientes con conjuntivitis
alérgica reactores a pruebas cutaneas. Grupo B. Pacientes con
conjuntivitis alérgica no reactores a pruebas cutaneas.
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de clonas productoras de IL-5 (5). En los ultimos afios va-
rios autores han considerado que los linfocitos T CD8+ tam-
bién juegan un papel importante en la patogénesis del asma
a través de la produccion de citocinas tipo th2, es decir,
clonas de linfocitos T citotdxicos tipo 2 (Tc2) (5, 10). La
participacion de linfocitos T CD8+CD30+ y su capacidad
funcional no se habia explorado en el caso de las conjunti-
vitis alérgicas lo que fue motivo de nuestro estudio.

En este trabajo desarrollamos intencionadamente una cla-
sificacion clinica que permitiera evaluar objetivamente de
manera numérica a los pacientes con conjuntivitis alérgica
cronica independientemente de su reactividad a las pruebas
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Fig. 3. Frecuencia de células IL-5+ en linfocitos T CD8+CD30+y
linfocitos T CD8+CD30-. Grupo A. Pacientes con conjuntivitis
alérgica reactores a pruebas cutaneas. Grupo B. Pacientes con con-
juntivitis alérgica no reactores a pruebas cutaneas.

299



Ibaiiez-Valderrama y cols.

cutaneas, para que al equipararlos oftalmologicamente pu-
diéramos evaluar en ellos la expresion de CD30 en linfoci-
tos T CD8+, asi como la produccion de citocinas caracteris-
ticas Tc2 (IL-4 e IL-5).

En el caso de la expresion de CD30 en linfocitos T CD8+
observamos diferencias significativas posteriores al estimu-
lo alergénico, esto es interesante porque previo a este traba-
jo, solo se habia asociado a la frecuencia incrementada de
linfocitos T CD8+CD30+ con asma (11). En ese mismo es-
tudio, Stanciu y cols. (11) sugirieron que las células CD8+
que coexpresaban CD30 en su superficie contribuian im-
portantemente con el dafio bronquial a través de un micro-
ambiente Tc2, con la produccion de IL-4, IL-5 e IL-13. Aun-
que nosotros no buscamos IL-13 intracelularmente, coinci-
dimos con Stanciu y cols en que la mayor produccion de
citocinas Tc2 (IL-4 e IL-5) se encontr6 en las poblaciones
citotoxicas CD30+.

Ademas, observamos que existe una mayor frecuencia de
linfocitos T CD8+CD30+IL-4+ en pacientes reactores a prue-
bas cutaneas que en pacientes no reactores, este hallazgo
podria explicar desde el punto de vista molecular un estado
alérgico generalizado y de ahi la reactividad cutdanea obser-
vada, puesto que es conocido que la IL-4 es la principal
citocina productora de IgE (8). Sin embargo, hacen falta
estudios funcionales que demuestren in vitro esta probable
explicacion clinica.

Por ultimo, es de destacar que el desarrollo de la clasifi-
cacion analogo-visual nos permitié controlar la variable bio-
logica propia de cada individuo, para enfocarnos al estudio
inmunologico; pero es importante resaltar que esta clasifi-
cacion se orient6 exclusivamente a las caracteristicas clasi-
cas de la conjuntivitis alérgica registradas en la literatura y
no contempl6 la presencia de otro tipo de complicaciones
como queratocono ¢ hydrops, ya que estas tltimas no se con-
sideran consecuencias directas del estado alérgico ocular,
sino simplemente asociaciones al mismo (12). Pero al revi-
sar los datos inmunologicos y los oftalmoldégicos valdria la
pena contemplar estas y otras asociaciones conocidas en
futuros estudios ya que desde el punto de vista inmunofisio-
patolégico si existieron diferencias que podrian explicar estas
observaciones clinicas "asociadas".

En conclusion, este estudio sugiere que la expresion de
CD30 no es exclusiva de linfocitos T CD4 en estados alér-
gicos, que pacientes con similitudes clinicas oftalmologicas
pueden diferir en el estado inmunolégico, lo cual pudo evi-
denciarse in vivo con la reactividad cutanea a alergenos ¢ in
vitro, posterior al estimulo alergénico con una mayor fre-
cuencia de linfocitos T CD8+CD30+IL-4+.
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