medigraphic Avlemigs

Rev Mex Oftalmol; Enero-Febrero 2007; 81(1):7-13

Valoracion de la respuesta inmunologica sistémica en
pacientes con queratitis herpética

Dr. Gustavo Aguilar-Velazquezt, Dra. Concepcion Santacruz-Valdést, Dr. Raul Chavez®, Dra. Iris Estrada-Gar cia?,
Dr. Sergio Estrada-Parra?, Dra. Maria Carmen Jiménez-M artinez*

RESUMEN

Introduccion: Los linfocitos T juegan un papel importante en la inmunopatogénesis de la queratitis estromal herpética
(QEH). Se ha demostrado, en modelos animales, que los linfocitos T infiltran la cérneay producen grandes cantidades de
IFN-y En contraste, la respuesta inmune en humanos no ha sido estudiada ampliamente.

Objetivo: Evaluar €l perfil de citocinas en células mononucleadas de sangre periférica (CMN) de pacientes con QEH.

M étodos. Se determind en CMN de pacientes (p) con QEH e individuos sanos (1S) la expresion de CD4, CD8, citocinas
intracelulares (IFN-y/IL-4) y citocinas proinflamatorias (TNF-a/IL-6/IL-1f3) en sobrenadantes de cultivo (SN) antes/des-
pués del estimulo policlonal. Los resultados fueron obtenidos por citometria de flujoy ELISA.

Resultados: Porcentaje (%) delinfocitos T(LT) CD4*IFN-y* en p-QEH 16 vs 8 en IS (p=0.024); %LT CD4*IL-4" en p-QEH
7vsdenlS; %LT CD8'IFN-y* en p-QEH 33vs 31l en|S; %LT CD8*IL-4" en p-QEH 5vs6en|S; %LT CD4*IL-4* 7 vs 16
en CD4*IFN-y* de p-QEH (p=0.006); Citocinas en SN (pg/ml): TNF-+ en células no estimuladas (CNE) de p-QEH 285 vs
3740 de células estimuladas (CE) en p-QEH (p<0.001); TNF-o. en CNE de IS 172 vs 3364 en CE de IS (p<0.001); IL-18 en
CNE de p-QEH 53 vs 107 en CE de p-QEH (p=0.038) ; IL-13 en CNE de IS 37 vs 54 en CE de IS; IL-1f en CE de p-QEH
107 vs 54 en CE de IS (p=0.029); IL-6 en CNE de p-QEH 328 vs 481 en CE de p-QEH (p=0.026).

Conclusiones: Loslinfocitos T estimulados de p-QEH son predominantemente | FN-y*. En nuestro estudio encontramos que
IL-18 esla citocina que més importantemente se eleva posterior al estimulo in vitro en pacientes con queratitis herpética.
Estos resultados sugieren que los linfocitos T IFN-y* circulantes pueden migrar ala cérnea humanay colaborar con células
residentes o infiltrantes para producir citocinas proinflamatorias, incrementando el dafio inflamatorio como ha sido demos-
trado en model os animales.

Palabras clave: Queratitis estromal herpética, respuesta inmunol égica humana.

SUMMARY

Introduction: T cells play an important role in the immunepathogenesis of herpetic stromal keratitis (HSK). It has been
demonstrated, on animal models, that T cells infiltrate the cornea and produce large quantities of IFN-y. In contrast, the
immune response in humans has not been broadly studied.

Aim: To evaluate cytokine profile on peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from HSK patients (p).

Methods: We determined on PBMC from HSK-p and healthy controls (HC) the expression of CD4, CD8, intracellular
cytokines (IFN-y/IL-4) and proinflammatory cytokines (TNF-o/IL-6/IL-1b) in culture supernatants (SN) before/after
polyclonal stimuli. Results were obtained by flow-cytometry and ELISA.

Results: Percentage (%) of CD4*IFN-y* T cellsin HSK-p 16 vs 8in HC (p=0.024); % of CD4*IL-4* T cellsinHSK-p 7 vs4in
HC; % of CD8'IFN-y* T cellsin HSK-p 33vs 31in HC; % of CD8*IL-4* T cellsinHSK-p5vs6inHC; % of CD4*IL-4* T cells
7vs16 CD4*IFN-y* T cellsfrom HSK-p (p=0.006). Cytokinesin SN (pg/ml): TNF-o in non stimulated cells (NSC) from HSK -
p 285vs3740in stimulated cells (SC) from HSK-p (p<0.001); TNF-o in NSC from HC 172 vs 3364 in SC from HC (p<0.001);
IL-18 in NSC from HSK-p 53 vs 107 in SC from HSK-p (p=0.038); IL-1f in NSC from HC 37 vs 54 in SC from HC; IL-1f in
SC from HSK-p 107 vs 54 in SC from HC (p=0.029); IL-6 in NSC from HSK-p 328 vs 481 in SC from HSK-p (p=0.026).
Conclusions: Stimulated T cells from HSK-p were predominantly IFN-y*. It iswell known that IFN-y induces production of
proinflammatory cytokines from activated macrophages, in our study we find IL-1b as the most important proinflammatory
cytokineincreased after in vitro stimuli in patients with herpetic stromal keratitis. These results suggest that peripheral IFN-y+
cells could migrate to the human cornea and to collaborate with residents or infiltrating cells to produce proinflammatory
cytokines, increasing the inflammatory damage as it has been demonstrated in animal models.
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INTRODUCCION

El virus del herpes ssmple tipo 1 (HSV-1) es un agente in-
feccioso con alta prevalencia en la poblacion, encontrando-
se presente en 60-90% de los adultos; de ellos, 20% es sus-
ceptible de desarrollar unainfeccién ocular (1) denominada
gueratitis herpética. Esimportante sefialar que 20% de estas
gueratitis evoluciona a una lesion inmunoinflamatoria de-
nominada queratitis estromal herpética (QEH). Lainmuno-
patogénesis de la QEH en humanos es alin poco entendiday
la mayoria de nuestro conocimiento actual proviene de mo-
delos animales (2). En estos model os se sabe que el herpes-
virus puede alcanzar la superficie ocular desde fuentes ex-
ternasy quedar suspendido en lapeliculalagrimal (3), desde
donde puede infectar las células epiteliales corneales mas
exteriores y dirigirse a células de capas inferiores que son
metabdlicamente mas activas, donde es capaz de replicarse
(1). Durante este proceso infecci0so se genera unarespuesta
inflamatoria en el estroma subyacente caracterizada por un
infiltrado deleucocitos polimorfonucleares (4) quetiene una
duracion de 4-5 dias; posteriormente, entre los 15y 21 dias
post-infeccion, aparece una segunda ol eadainflamatoria ca-
racterizada por linfocitos T CD4+ Th1 (T helper 1, T coope-
radoras 1, por sussiglas en inglés) productores de |FN-y (5).
El microambiente inducido por los linfocitos T CD4+ favo-
rece un estado proinflamatorio rico en TNF-a., IL-1 e IL-6
gue favorece mayor migracion celular y dafio corneal; si la
replicacion viral continlia se establ ece unainfeccion cronica
en |los queratocitos, en donde la expresion de los antigenos
virales provee un estimulo persistente para que los linfoci-
tos T CD8+ reconozcan alos determinantes antigénicos vi-
rales presentes en los queratocitos, destruyéndolos por un
mecanismo citotdxico e incrementando el dafio corneal, por
lo que se ha sugerido que més que una citopatol ogia de ori-
genviral setrata de un dafio inmunoldgico (3). Este proceso
inflamatorio persistente en el estroma observado en las QEH
experimentales es similar alas QEH humanas en donde hay
edema, opacidad corneal y neovascularizacion lo que en al-
gunos casos puede conducir a ceguera.

Con los datos obtenidos en el modelo animal se postula
gue en seres humanos ocurre un proceso de migracion linfo-
citaria similar. En este sentido es necesario evaluar la res-
puestainmunol 6gi ca sistémica en pacientes con QEH conla
finalidad de conocer si existen periféricamente células com-
petentes con capaci dades efectoras, es decir, capaces de pro-
ducir citocinas similares alas encontradas en el modelo ani-
mal y que se encuentran presentes en circulacion de pacien-
tes con QEH, lo que fue el objetivo de nuestro estudio.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes. Seincluyeron en estetrabajo 7 pacientes con diag-
nostico clinico de QEH, mayores de 18 afios, que volunta-
riamente quisieron participar en este estudio y que dieron su
consentimiento informado para la toma de muestra sangui-
nea. Seincluyeron ademas 7 individuos sanos (1S) delamis-
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ma edad y sexo que los pacientes con QEH, sin alteraciones
oculares de tipo infeccioso y que también dieron su consen-
timiento informado para la toma de muestra sanguinea.

Separacion de células mononucleares (CMN). Las CMN
obtenidas de la muestra de sangre venosa fueron separadas
del paquete eritrocitario por centrifugacion a 1,750 rpm en
Ficoll-hypaque (1.077 de densidad), durante 30 minutos a
4°C. Una vez obtenidas fueron lavadas y su viabilidad fue
determinada por exclusion del colorante azul tripano, cuan-
tificandose en un hemocitémetro.

Cultivos celulares. Las CMN fueron cultivadas en placas
de 24 pozos, colocando por pozo 1 x10° célulasen 1 ml de
medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con suero fetal
bovino (SFB) al 0.5%, a 37°C, en atmdsfera de CO, a 5%.
24 h después, el medio de cultivo fue cambiado por RPMI -
1640 suplementado con SFB al 10%, y los cultivos celulares
fueron puestos en presenciade PMA/lonomicina(25ng/1mg),
con o sin brefeldin-A (10 ug/ml). Cuatro horas después, se
diofinal periodo deincubaciény las CMN fueron cosecha-
das. El sobrenadante de cultivo fue congelado a-70°C hasta
su utilizacién.

Determinacion de citocinasintracelulares. Unavez cose-
chadas, las CMN fueron marcadas con anticuerpos mono-
clonalesdirigidoscontraCD4y CD8 (BD Biosciences Phar-
mingen, CA, USA), conjugados a un fluorocromo. En un
segundo paso | as células fueron permeabilizadas con sapo-
ninay marcadas con IFN-y e IL-4 (BD Biosciences Phar-
mingen, CA, USA) también conjugadas a un fluorocromo.
L os resultados fueron analizados por citometria de flujo.

Determinacion de citocinas en sobrenadante (SN). El SN
delos cultivos fue utilizado para determinar la presencia de
IL-1B, IL-6 y TNF-0. (R&D Systems, MN, USA) mediante
un sandwich ELISA cuantitativo seglin la metodol ogia pro-
puesta por €l fabricante. Los resultados fueron leidos en un
lector de ELISA (Thermo Labsystems, Helsinki, Finland) a
450 nm de longitud de onda'y correccién de 540 nm.
Analisisestadistico. Se utilizd U-Mann Whitney para com-
paracion entre dos grupos, consi derandose una p<0.05 como
estadisticamente significativa. El andlisis estadistico sereali-
z6 con €l programa SigmaStat y las graficas con SigmaPlot.

RESULTADOS

Produccion de citocinas intracelulares en las diferentes po-
blaciones delinfocitos T. El primer objetivo de nuestro estu-
dio fue determinar la produccion de citocinas Thl vs Th2
(IFN-y vs IL-4) en los linfocitos T cooperadores (CD4+) y
citotoxicos (CD8+) de pacientes con QEH. En el caso delas
poblaciones CD4+ se encontré que el porcentaje de células
IFN-y+ fue 1.9 veces superior en pacientes con QEH que en
IS (p 0.024); en cambio, €l porcentgje de células IL-4+ fue
1.4 veces superior en pacientes con QEH queen IS, sin ser
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Fig. 1. Citocinasintracelularesen linfocitos T CD4+. Citome-
tria de flujo que muestra la frecuencia de linfocitos T CD4+ (gje
delasY)y de (a) células IFN-y+ o (b) célulasIL-4 (gje de las X)
de un paciente con queratitis estromal herpética (QEH) (Figura
representativade 7) y un individuo sano (Figura representativa de
7). El andlisis fue hecho exclusivamente en la ventana para CD4.
(c) Paciente con queratitis estromal, se observa unaopacidad blan-
quecina con infiltrado inflamatorio y vascularizacion importante,
sin compromiso epitelial con inclusién del estroma anterior, me-
dioy posterior.

(d) Paciente con queratitis estromal y tincién con fluoresceina, se
puede observar que no existe involucro en la superficie epitelial
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estadisticamente significativo. Al analizar el porcentaje de
linfocitos T CD4+IL-4+ contrael porcentaje de linfocitos T
CD4+IFN-y+ en pacientes con QEH, encontramos que los
linfocitos Thl son 2.4 veces mas frecuentes que los linfoci-
tos Th2 (p=0.006), sin diferencias significativas entrelas po-
blaciones Th1/Th2 en IS. En lafigura lay 1b se muestran
lasimagenes caracteristi cas obtenidas por citometriadeflujo
en donde se observaque el nimero delinfocitos T CD4+IFN-
v+ essuperior en individuos con QEH. Enlasfiguras1cy 1d
Se muestra unaimagen caracteristica de lesion estromal her-
péticay tincion con fluoresceina, respectivamente.

En el caso de las poblaciones CD8+ no se encontraron
cambios en el porcentgje de células IFN-y+ siendo practica-
mente similar en pacientes con QEH e IS, mientras que €l
porcentaje de células IL-4+ fue 0.9 veces menor en pacien-
tes con QEH que en IS, sin ser estadisticamente significati-
vo. Al analizar el porcentagje delinfocitos T CD8+IL-4+ con-
tra el porcentgje de linfocitos T CD8+IFN-y+ en pacientes
con QEH, encontramos que los linfocitos Tcl (T cytotoxic
1, T citotoxicos 1, por sus siglas en inglés) son 6 veces mas
frecuentes que los linfocitos Tc2 (p=0.008); de la misma
manera, observamos que la frecuencia de linfocitos Tcl en
IS fue 5 veces superior que los linfocitos Tc2 (p=0.007). En
lafigura 2ay 2b se muestran las iméagenes caracteristicas
obtenidas por citometria de flujo en donde se observa que €l
nimero delinfocitos T CD8+ |FN-y+y CD8+IL-4+ essimi-
lar en pacientes con QEH e IS con predominio de Tcl en
ambos grupos. L os resultados en porcentaj e encontrados para
las distintas poblaciones celulares en pacientes con QEH e
IS seresumen en el cuadro 1.

Citocinas proinflamatorias en sobrenadante (SN) de culti-
vo. Un segundo objetivo de este estudio fue conocer si la
cooperacion inducida por los linfocitos T tenia alguna re-
percusion en la produccién de citocinas proinflamatorias.
Al determinar laconcentraci on de citocinas encontramos que
las células estimuladas (CE) de pacientes con QEH produ-
cen 13.12 veces mas TNF-o. que las células no estimuladas
(CNE) (p<0.001), mientras que en el grupo control se en-
contré que las CE producen 19.5 veces mas TNF-o. que las
CNE (p<0.001); sin embargo al comparar la produccion ba-
sal en CNE de TNF-a en ambos grupos de estudio encontra-
mos que en pacientes con QEH la produccién de TNF-o. es
1.7 veces superior que en IS. En la figura 3a se observa la
produccion de TNF- o, en ambas pobl aciones de estudio, tanto
en las CE, como en las CNE; en lafigura 3b se observa la
produccion basal de TNF-o. en ambos grupos de estudio. En
en cuadro 2 se resumen los datos de las concentraciones de
TNF-o encontradas en pacientes con QEH el S.

En el caso de la determinacion de la concentracion de IL-103
encontramos que las CE de pacientes con QEH producen 2 ve-
cesmés IL-18 que las CNE (p=0.038), mientras que en IS se
encontré que las CE producen 1.4 veces mas IL-1 que las
CNE (p=0.029). Al comparar laproduccion de IL-13 posterior
al estimulo policlonal encontramos que en pacientes con QEH
laproducciondelL-1f es 1.9 vecessuperior queen IS (p=0.029).
En lafigura 4a se observala produccion de IL-18 en ambas
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Fig. 2. Citocinasintracelularesen linfocitos T CD8+. Citome-
triadeflujo que muestralafrecuenciadelinfocitos T CD8+ (ejede
las Y) y de (a) células IFN-y+ o (b) IL-4+ (eje de las X) de un
paciente con queratitis estromal herpética (QEH) (Figura repre-
sentativade 7) y unindividuo sano. El andlisisfue hecho exclusi-
vamente en la ventana para CD8.

poblaciones de estudio, tanto en las CE, como enlasCNE. En
€l cuadro 2 seresumen los datos de las concentracionesde | L -
1P encontradas en pacientes con QEH eI S.

Laconcentracion de | L-6 también fue determinada en am-
bos grupos de estudio y encontramos que las CE de pacien-
tes con QEH producen 1.2 veces més IL-6 que las CNE
(p=0.026), mientras que en IS se encontrd que las CE pro-
ducen 0.5 veces mas IL-6 que sus CNE. En lafigura 4b se
observa la produccion de IL-6 en ambas poblaciones de es-
tudio, tanto en las CE, como en las CNE. En el cuadro 2 se
resumen los datos de |as concentraciones de I1L-6 encontra-
das en pacientes con QEH e IS.

DISCUSION

El estudio de la respuesta inmunoldgica en individuos con
QEH inici6 aprincipios de los 80’'s en donde se evaluabala
activacion delinfocitos T, mediante laformacion de rosetas
invitro (6, 7), sin embargo, estos ensayos se interrumpieron
en virtud de que se pudieron desarrollar modelos animales
de queratitis herpética (4, 8, 9) que actualmente se siguen
utilizando (10) y que han brindado informacién suficiente

paraentender parte de lapatogeniainmunitariaen queratitis
herpética. De tal maneraque es conocido quesin loslinfoci-
tos T no se desarrolla el mecanismo fisiopatol 6gico que ge-
nerael dafio corneal, apesar de que existareplicacion viral.
(8, 11). La serie de acontecimientos que inducen la partici-
pacion de linfocitos T en la patogénesis corneal inicia con
| os casos en donde aparece unainfeccion primariadel epite-
lio corneal y se genera una reaccién inflamatoria, caracteri-
zada por un infiltrado de leucocitos polimorfonucleares
(PMN) y macréfagos (11, 12). LosPMN y macréfagos, ade-
masde eliminar particulasvirales, producen quimiocinas que
atraen alinfocitos T al area afectada, en donde algunas de
las célulasinfectadas expresan moléculas de MHC con anti-
genos virales acoplados, los cuales son reconocidos por los
linfocitos T CD8+ que llegan alalesion (13). Simultanea-
mente, los macréfagos y otras células presentadoras de Ag
(CPA) como las de Langerhans, capturan alas particulas vi-
rales en la cérneay transportan antigenos virales alos gan-
glios linfaticos en donde se los presentan a los linfocitos T
CDA4+ que después migraran en formaactivadaacornea (14)
gracias alos productos de los PMN y macréfagos presentes
en el estromacorneal durantelainfeccion (12); asi seretroa-
limenta el mecanismo de dafio constantemente. En huma-
nos, existen pocos reportes en los que se demuestra la pre-
sencia de linfocitos T CD4+ en los infiltrados estromales
corneales. Verjansy cols. aislaron linfocitos T CD4+ de bo-
tones corneal es provenientes de sujetos con QEH vy los ex-
pandieron in vitro, demostrando que esas células eran espe-
cificas para antigenos virales (15). El trabajo de Verjans es
importante porque demuestra que la infiltracion de linfoci-
tos T CD4+ también esun hecho que ocurre en humanos, sin
embargo, en ese estudio no se realizd la blsqueda de las
caracteristicas funcionales delas poblacionesinfiltrantes, es
decir no se determiné si tenian la capacidad de producir ci-
tocinasinvolucradas en lapatogeniainmune corneal . En con-
traste, el abordaje de nuestro trabajo fue diferente, partiendo
de que se conoce por modelos animales que |a presentacion
antigénica ocurre en ganglio y de que los linfocitos T, una
vez activados, regresan por via sanguinea a cérnea (14), se
planted la evaluacién funcional de los linfocitos T CD4+ y
CD8+ de sangre periférica de sujetos con QEH. Losresulta-
dos de nuestro estudio revelaron que existe un predominio
de células IFN-y+ y que dentro de éstas, los linfocitos T
CDA4+IFN-y+ se encontraban incrementados en pacientes con
QEH con respecto a grupo control. Este dato es interesante
debido a que en el modelo animal se le hadado mas impor-
tanciaal microambientelocal inducido por las CPA que pro-
ducen IL-1p (16). Esta citocina favorece la diferenciacion
in situ delinfocitos T que han migrado a cérneade T CD4+

Cuadro 1. Citocinas intracelulares en linfocitos T

Linfocitos T CD4+

LinfocitosT CD8+

Pacientes con QEH Individuos sanos

Pacientes con QEH Individuos sanos

IFN-y 15.9 + 4.5%8
IL-4 6.5 + 3.38

8.1 +4.1*
4.4 +34

32.8 +17.57 31.2 + 15.5*
54+ 1.8 6.2 +2.1*

*p=0.024, $p=0.006, 'p=0.008, *p=0.007
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Fig. 3. TNF-a en sobrenadante de células mononucleadas. Gréfica que muestra las con-
centraciones en pg/ml de TNF-aobtenidas en los cultivos celularesen (@) células estimuladas
(CE) y en células no estimuladas (CNE) en pacientes con querétitis estromal herpética (QEH)
e individuos sanos. (b) Muestra solamente la concentracién basal de TNF-o. en pacientes y

controles sanos.

ThO a T CD4+ Thi, (17). Sin embargo, los resultados en-
contrados en nuestro estudio sugieren que, en humanos, la
diferenciacion de linfocitos T CD4+ a células productoras
deIFN-y espreviaal proceso de migracion ocular, yaquela
estimulacion policlonal in vitro a la que fueron sometidas
las CMN de los pacientes con QEH Unicamente evidencia
las citocinas que ya estaban en proceso de produccién, per-
mitiendo exclusivamentelavisualizacion delas mismas (18).

Por otra parte, se sabe que la producci6n de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a, IL-1 e IL-6 es debida a la acti-
vacion de macrofagos, gracias ala sefializacion que reciben
del IFN-y producido por loslinfocitos T CD4+ Th1 (19). En
model os animal es de queratitis herpética, lapresenciade |FN-
vy TNF-o. en el microambiente local favorece el dafio cor-
neal, ademas de que ambas citocinas actlan como factores
limitantes de lainfeccion. Por jemplo, Minami y cols. han
demostrado que ratones knock out para ambas citocinastie-
nen reactivaciones mas frecuentes y son mas severas que en
losratones control (20). En nuestro estudio encontramos que
laproduccion de TNF-a seincrementa después del estimulo

policlonal tanto en pacientes con QEH como en IS, Ilaman-
do la atencién que en condiciones basales, es decir, sin esti-
mulo, existe una mayor produccion de TNF-o en pacientes
con QEH (p=0.08), lo que refleja una tendencia en el grupo
individuos enfermos a producir mayor cantidad de TNF-c..
TNF-o esunacitocinaproinflamatoriamuy importante que
regula positivamente la produccion de IL-1 e IL-6 en macré-
fagos y fibroblastos (19). En el modelo murino IL-1 e IL-6
han sido involucradas importantemente en la patogénesis de
la QEH. Staats y cols. demostraron que corneas infectadas
con HSV-1 presentaban niveles importantes de IL-1 e IL-6
(21). Resulta interesante que en el presente trabajo se haya
observado que las CE de | os sujetos con QEH producen esta-
disticamente més IL-1f e IL-6 quelas CE delos IS, y quela
IL-1f se hayaincrementado incluso mas en las CE delos pa-
cientes con QEH. Estos resultados obtenidosin vitro son muy
similares a los resultados observados en modelos animales
directamente en laslesiones corneales. Keadle TL y cols. han
demostrado quelalL-1y el TNF-o son esenciadlesen el desa-
rrollo de la queratitis estromal herpética murina (22), mien-

Cuadro 2. Citocinas en sobrenadante de CMN

Pacientes con QEH

Individuos sanos

CNE CE CNE CE
TNF-a 285 + 128* 3740 = 760* 172 + 56° 3364 + 536°
IL-18 53 + 121 107 + 20™ 37+7 54 + 9*
IL-6 328 + 55¥ 481 * 54¥ 272 £ 75 505 + 136

*p<0.001, 5 p<0.001, ' p=0.038, ¥ p=0.029, ¥ p=0.026
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Aguilar-Velazquez y cols.

p=0.038

CNE CE
Pacientes con OEH

CHE CE
Indnduos sanos

(0) 1800 -

e

0= CHE CE CNE CE
Pacientes con OEH Indraduns sanos

Fig. 4.1L-1 elL-6 en sobrenadante de células mononucleadas. Gréafica que muestralas concentraciones en pg/ml de (a) IL-1 e
(b) 1L-6 obtenidas en los cultivos celulares en células estimuladas (CE) y en células no estimuladas (CNE) en pacientes con

queratitis estromal herpética (QEH) e individuos sanos.

trasque Fentony cols. y Biswasy cols. demostraron, en estu-
diosindependientes de queratitismurina, quelallL-6 es capaz
deinducir la produccion de quimiocinas en células corneales
infectadasy lasintesis de VEGF local, favoreciendo el reclu-
tamiento de PMN al estroma (23) y lavascul arizacién corneal
(24) .

En conclusién, los datos obtenidos en nuestro estudio in-
dican queloslinfocitos T estimuladosin vitro son predomi-
nantemente IFN-y+, con incremento notable de los linfoci-
tos T CD4+ Thl. El microambiente generado por el predo-
minio delas células |FN-y+ durante la estimulacién policlo-
nal, podria explicar las diferencias observadas en las con-
centraciones de citocinas proinflamatorias de las CE entre
los pacientes con QESy los IS, delascuaeslalL-1p esla
citocinaproinflamatoriaque masimportantementeincremen-
ta su concentracion posterior a estimulo con PMA/ionomi-
cina. Asi los datos reportados en animales experimentales
remarcan la relevancia de nuestras observaciones pues su-
gieren que en humanos puede existir un mecanismo de dafio
similar al descrito en los model os murinos de queratitis her-
pética.
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/NOTA DEL EDITOR

\

En varias ocasiones se me preguntd el porqué, en la Revista Mexicana de Oftaimologia, se utilizaba, para algunas
palabras, una acentuacion que no correspondia alo que el gremio de oftalmdlogos utilizaba dia con dia. Ese es el caso,
por ejemplo, de microscopia vs microscopia, o de endotropia vs endotropia. Mi respuesta siempre fue que la grafia
utilizada estaba avalada por la Real Academia de la Lengua Espafiola.

Sin embargo, conciente de que los usosy costumbres con frecuencia modifican reglas, en especial en campos vivos que
evolucionan constantemente como el de la linglistica, consulté con la Academia Mexicana de la Lengua y obtuve la
siguiente respuesta que transcribo integramente:

“Estimado Rogelio Herreman:

En atencién a su consulta, nos permitimos enviarle la siguiente respuesta.

De acuerdo con el Diccionario panhispanico de dudas, publicado por laReal AcademiaEspafiolay por laAsociacién de
Academias de la Lengua Espafiola , ambas acentuaciones son correctas:

microscopia 0 microscopia. ‘ Técnica de construccion de microscopios e ‘investigacion mediante el microscopio’.
Ambas acentuaciones son vélidas.

scopia o -scopia. Elemento compositivo sufijo (del gr. -skopia ‘ accién de observar o examinar’) que forma sustantivos
femeninos que designan, por lo general, procedi mientos de exploracion visual o técnicas de diagndstico mediante explo-
racion visual: artroscopia o artroscopia, laringoscopia o laringoscopia, microscopia 0 microscopia, etc. Ambas acen-
tuaciones son validas. Las formas con hiato (-ia), acordes con |a pronunciacion etimol égica griega, suelen ser las prefe-
ridas en el espafiol americano; las formas con diptongo (-ia), acordes con la pronunciacion latina, son las preferidas en
Espana.

Reciba un cordial saludo.

Atentamente

Comisién de Consultas

Academia Mexicanade la Lengua”

Por |o anterior, se adoptara en nuestra Revista la grafia preferida en el espafiol americano.
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