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Resumen

Objetivo. Investigar si componentes de la inmunidad innata estédn involucrados en la iniciacién/perpetuacién de las anormalidades
estructurales observadas en la capa de Bowman y el estroma superficial de la c6rnea de pacientes con queratopatia climética esferoi-
dea (QCE).

Materiales y métodos. En ¢l estudio participaron 8 pacientes con QCE y 12 individuos sanos del Departamento El Cuy, Provin-
cia de Rio Negro, y 10 individuos sanos de la ciudad de Cérdoba. Todos ellos, luego de firmar el consentimiento informado, recibie-
ron un examen oftalmolégico completo y se recolectaron muestras de ligrima para estudiar las concentraciones de diferentes cito-
cinas, niveles y formas de metaloproteinasas de matriz (MMPs), y el inhibidor natural de MMPs (TIMP-1). Se realizé microscopia
confocal in vivo (MCF) en algunos pacientes y controles. Biopsias de cérneas provenientes de pacientes que fueron tratados con
queratoplastia penetrante también fueron estudiadas mediante inmunohistoquimica (IHQ).

Resultados. Los resultados de MCF indicaron claramente una progresion en la cantidad de depésitos a nivel subepitelial, a medida
que la enfermedad avanza. El dano progresivo de las fibras nerviosas sub basales y estromales en los estadios 2 y 3 se correlaciona con
pérdida de la sensibilidad corneal. Ademds de estas alteraciones, observamos que el ndmero de células dendriticas (CD) en el limbo
corneal aumentd significativamente a medida que la QCE progresa.

En ligrimas de pacientes con QCE se detectaron concentraciones significativamente superiores de citocinas proinflamatorias (IL-
16 ¢ IL-8) que en individuos controles (p<0,005). No sc hallé IL-2, IL-17, IL-4, IL-13 ni IL-10 en pacientes y ni controles. Las ac-
tividades de gelatinasas (MMP-9 y -2) fueron significativamente mayores en QCE que en los controles (p<0,001), mientras que los
niveles de TIMP-1 fueron significativamente menores en los pacientes (p<0,05). La concentracién de MMP-8 fue mayor en con-
troles pero los niveles de esta colagenasa-2 fueron 30 veces superiores, tanto en QCE como controles, con respecto a los valores de
los individuos de un centro urbano.

Mediante IHC observamos reactividad para MMP-9 en la mayoria de las células epiteliales, solamente en cérneas con QCE.
Conclusién. Demostramos un rol protagénico del ¢je citocinas proinflamatorias - gela-tinasas en el desarrollo de la QCE. Los al-
tos niveles de IL-1B e IL-8 en ldgrimas de pacientes facilitan la produccién de MMP-8 y gelatinasas, y los efectos de las mismas se
exacerban, ya que los pacientes tienen bajos niveles de sus inhibidores naturales (TIMP-1). La MMP-9, ademés de degradar compo-
nentes de la matriz extracelular, cataliza la activacién postranscripcional de IL-13, potenciando el proceso inflamatorio. Estos resul-
tados son los primeros en explicar mecanismos inmunoldgicos involucrados en la etiopatogénesis de la QCE y aportan nuevas alter-
nativas para el desarrollo de terapias preventivas utilizando inhibidores de IL-1B y/o gelatinasas.

Palabras claves: alergia, queratopatia, citocinas, células dendriticas.

Abstract

Objective. To investigate whether components of innate immunity are involved in the initiation / perpetuation of the structu-
ral abnormalities observed in Bowman’s layer and superficial stroma of the cérnea of patients with Climatic droplet keratopathy
(CDK).

Materials and Methods. The study included 8 CDK patients and 12 healthy individuals from Department El Cuy, Province of
Rio Negro, and 10 healthy subjects from the city of Cérdoba. All of them, after signing informed consent, received a thorough eye
exam and tear samples were collected to study the concentrations of different cytokines, and levels and forms of matrix metallopro-
teinases (MMPs) and their natural inhibitor (TIMP-1). In vivo confocal microscopy (CFM) was performed in some patients and
controls. Corneal biopsies from CDK patients treated with penetrating keratoplasty were also studied by immunohistochemistry
(IHC).

Results. CFM results clearly indicated a progression in the amount of deposits at corneal sub epithelial level as the disease progres-
ses. The progressive damage in the nerve plexus in stages 2 and 3 correlated with a loss of corneal sensitivity. In addition to these al-
terations, we observed that the number of dendritic cells (DC) in the limbus increased significantly as the discase progresses.
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In tears of patients with CDK we detected significantly higher concentrations of pro-inflammatory cytokines (IL-1f and
IL-8) than in control subjects (p < 0.005). We found no IL-2, IL-17, IL-4, IL-13 and IL-10 in patients and controls. The
activities of gelatinases (MMP-9 and -2) were significantly higher in CDK than in controls (p < 0.001), while TIMP-1 le-
vels were significantly lower in patients (p < 0.05). The concentration of MMP-8 was higher in controls, but levels of this
collagenase-2 were 30 times higher, both in CDK and controls, with respect to MMP-8 values of individuals inhabiting
an urban area.

By IHC we observed reactivity for MMP-9 in most epithelial cells only in CDK corneas.

Conclussion. We demonstrated a key role of the axis pro-inflammatory cytokines — gelatinases in the development of
CDK. High levels of IL-1f and IL-8 in tears of patients facilitate the production of MMP-8 and gelatinases, and the
effects of these molecules are exacerbated because patients have low levels of their natural inhibitors (TIMP-1). Since
MMP-9 besides degrading extracellular matrix components, catalyzes the post translational activation of IL-1f, the in-
flammatory process is fuelled. These results are the first to explain immunological mechanisms involved in the pathoge-
nesis of the QCE and provide new alternatives for the development of preventive therapies using inhibitors of IL-1f and
/ or gelatinases.

Key words: allergy, keratophathy, cytokines, dendritic cells.

Introduccion

La queratopatia climtica esferoidea (QCE) es una enfer-
medad bilateral degenerativa de la cérnea humana, carac-
terizada por la aparicidn de un velamiento progresivo de
sus capas mds anteriores. En sus ctapas iniciales (grado 1)
se observan formaciones tipo gotas multiples, diminutas y
translicidas, principalmente en el espacio subepitelial de
las zonas limbocorneoescleral nasal y/o temporal. La opa-
lescencia se extiende lentamente a lo largo del 4rea inter-
palpebral, hacia el centro de la cdrnea, en forma de ban-
da (grado 2), dando a la cérnea una apariencia empanada.
En esta fase, la agudeza visual puede estar moderada o se-
veramente disminuida. Areas pequeiias, ovaladas, o geo-
graficamente bien delimitadas pueden observarse dentro
de las zonas comprometidas. Con el avance de la enferme-
dad, varias gotas amarillentas grandes o vesiculas aparecen
en las dreas afectadas, algunas de ellas destacdndose bajo el
epitelio de la cérnea (grado 3). En este estadio avanzado
comienza a observarse la opacificacién y fibrosis del estro-
ma subyacente, apareciendo en algunos casos neo forma-
cién de vasos corneales [1-10]. Es de destacar que, en esta
enfermedad, en la cérnea queda una zona no afectada, ubi-
cada desde el limbo hacia la conjuntiva.

La QCE ha sido denominada también queratopatia de
Labrador (2], degeneracion esferoidea de la cornea (6], dis-
trofia nodular de Bietti, distrofia nodular en banda de la
cdrnea [11), degeneracion queratinoide de la cdrnea [12],
entre otros, de acuerdo con sus caracteristicas anatomopa-
tolégicas, presumible etiologfa, apariencia clinica, y ubica-
cién geografica.

Las causas son desconocidas hasta el momento, pero esta
enfermedad afecta fundamentalmente a personas mayo-
res de 40 afios, que trabajan a la intemperie en medios ru-
rales [13]. Esta enfermedad ha sido descripta utilizando

biomicroscopia y, en algunos pocos trabajos, mediante es-
tudios histolégicos de biopsias de cdrnea, en regiones de
Africay Asia [3,9], Medio Oriente [3,7], Australia [2], pe-
ninsula del Labrador en Canadé [14], Arkansas y Arizona
en los Estados Unidos de América [S]. Ciertas similitu-
des se observan entre estas regiones, como aridez del sue-
lo, poca nubosidad y falta de sombra por la escasez de ve-
getacion arbdrea, alta exposicién a radiaciones solares ul-
travioletas, y vientos constantes que vehiculizan particulas
de polvo, arena o hielo [1-3; 14-17]. Nuestro grupo de
investigacion describié una alta incidencia de QCE en el
Departamento El Cuy, Provincia de Rio Negro, Republica
Argentina e investigd las alteraciones oculares de estos pa-
cientes [18,19]. La naturaleza proteica de los depdsitos
corneales fue sugerida inicialmente por estudios histopa—
tolégicos [20] y estudios de vesiculas grandes disecadas
de pacientes, mediante electroforesis en gel de poliacrila-
mida [21]. Kaji y cols. detectaron productos de glicosila-
cién avanzados, utilizando anticuerpos contra n-carboxi-
metil-I-lisina, en biopsias de cérnea de pacientes con QCE
[22. Mas recientemente, nuestro grupo utilizd espectro-
metria de masa para investigar especimenes parcialmente
enriquecidos en depdsitos proteicos anormales de cérneas
con QCE, y logramos identificar 105 proteinas, varias de
las cuales tienen potencial para la formacién de agregados,
y un conjunto de ellas fue detectado en los depdsitos me-
diante inmunohistoquimica [23].

A pesar de los muchos afios transcurridos desde el descu-
brimiento de la QCE, todavia no se conocen los mecanis-
mos moleculares involucrados en esta enfermedad de la
cérnea humana. Por tal motivo decidimos realizar este tra-
bajo, para investigar si se trata de una enfermedad alérgi-
cay definir la participacién de diferentes componentes in-
munoldgicos en la induccién y/o mantenimiento de esta
enfermedad.
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Materiales y métodos

Individuos

Este estudio de investigacién fue aprobado por el
Conscjo de Revisién Institucional de la Universidad
Catélica de Cérdoba y el Comité Institucional de Etica
en Investigacién de Salud del Ministerio de Salud de la
Provincia de Cérdoba, Argentina. El estudio se realizé de
acuerdo con los principios de la Declaracién de Helsinki.
Se examinaron individuos con QCE (n=8) y controles sa-
nos (n=12) de poblados del Departamento El Cuy en la
provincia de Rio Negro, ¢ individuos sanos de la ciudad
de Cérdoba (n=10), en Argentina. Todos estos individuos
fueron evaluados clinicamente (examen fisico y anamne-
sis) y no tenfan otras patologias oculares ni generales.

Examenes oftalmolégicos

A todos los participantes del estudio se les explicé el trabajo
de investigacion, y aquellos que decidieron participar en ¢l
procedieron a firmar el consentimiento informado. Luego
se les realizd los siguientes exdmenes: refraccion, biomicros-
copfa, sensibilidad corneal, tonometria y oftalmoscopia bi-
nocular indirecta del fondo de los ojos, como se ha descrito
anteriormente [19]. El segmento anterior de pacientes por-
tadores de QCE y controles fue fotografiado con un foto-
biomicroscopio (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania), y pe-
licula fotografica Fujichrome Sensia de 100 ASA.

Microscopia confocal in vivo (MCF)

Las capas superficiales de la cérnea de algunos pacientes
y controles fueron estudiadas utilizando MCEF, prestando
especial atencién a las células dendriticas (CD), a los de-
pdsitos proteicos anormales y a los plexos nerviosos. Las
cérneas fueron investigadas con esta metodologia como
hemos descripto anteriormente (Tesis doctoral Thamara
Cafaro, Mecanismos moleculares involucrados en la etio-
patogenia de la queratopatia climitica esferoidea, 2011).

Muestra biolégica

De todos los individuos se obtuvo ldgrima (20 pl), utili-
zando un microcapilar descartable, sin estimulacién qui-
mica o fisica. Estas muestras fueron inmediatamente con-
geladas a —80 °C hasta el momento de su utilizacién para
realizar diferentes estudios.

Ensayos

Citocinas lagrimales

Las citocinas IL—IB, 1L-8,1L-2,1L-17,1L-4, IL-13 e IL-10
fueron cuantificadas mediante un equipo comercial basa-
do en ELISA (Bio-rad, Paises Bajos) siguiendo las instruc-
ciones del fabricante.

Cuantificacién de proteinas y de niveles/actividades de
MMP-2, -9, -8 y TIMP-1

Las concentraciones de proteinas totales se midieron
en muestras de ldgrima realizando una curva de calibra-
cién con albimina sérica bovina (Sigma, St. Louis, MO,
EE.UU.) como estindar. Los volimenes de las muestras
de ldgrima se ajustaron para obtener la misma cantidad
de proteinas para todos los ensayos. Las MMPs y TIMP-
1 fueron medidos en las muestras de ligrimas mediante
zimografia y Western blotr como previamente ha sido des-
cripto (Tesis doctoral Julio Urrets-Zavalia, Queratopatia
Climtica en Argentina, 2008).

Inmunohistoquimica (IHQ)

Botones corneales de dos pacientes con QCE y de un indi-
viduo sano provenientes de un banco de 6rganos fueron fija-
dos en formalina, embebidos en parafina, cortados en seccio-
nes de 5 um y montadas en portaobjetos. Las secciones fue-
ron empapadas por primera vez en xileno para quitar la pa-
rafina, rehidratadas en alcoholes (100, 90, 80, y 70%), y tra-
tadas durante 12 minutos a 37 °C con pepsina (0,5% peso/
vol), que contiene 0,1 M de HCl para recuperar la antigeni-
cidad. Las muestras se lavaron con 10 ml de tampén fosfato
150 mM de solucién salina, pH 7,4 (PBS), peroxidasa endé-
gena fue bloqueada con 0,3% de H,O, en metanol durante
22 min, seguido de un lavado en PBS y bloqueo con solucién
de albiimina sérica bovina al 0,1% en PBS durante 40 min.
Las muestras se incubaron en una atmésfera himeda, a 4 °C
durante toda la noche, con antisueros de cabra anti-MMP-2,
-9 humanas (R & D Systems, Minneapolis, MN). Esto fue se-
guido por incubacién por una hora con IgG porcina anti-IgG
de cabra marcada con biotina, y finalmente complejo avidi-
na-biotina-peroxidasa (ABC) por 45 min de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Vectastain, Burlingame, CA). El
color fue desarrollado utilizando sustrato H,O, y el cromé-
geno diaminobencidina 3,3-durante 3 min. IgG normal de
cabra con una especificidad irrelevante se utilizé como con-
trol. La contratincién se realizé mediante hematoxilina du-
rante 1 min, seguido por deshidratacién de etanol y montaje.
Los cortes fueron examinados usando un microscopio éptico
(Nikon ACT-2U, AG Heinze, Tokio, Japén) con un aumen-
to de 40x y 100x por dos investigadores en forma indepen-
diente y a ciegas, expresando los resultados como: (), tincién
negativa; (+), algunas dreas tefiidas positivamente; (++), mu-
chas regiones tenidas positivamente. Se tomaron imagenes
con una cdmara digital (Nikon vista DS-U, AG Heinze Inc.,
Tokio, Japén).

Analisis estadistico

Los valores de citocinas y los valores densitométricos co-
rrespondientes a los geles de zimografias y membranas de
los Western blots fueron sometidos a la prueba de Mann-
Whitney. Se consider significativo un valor de p < 0,05.
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Figura |.Imagen biomicroscopica de la cérnea de un pacien-
te con QCE grado |.

Tabla 1: Niveles de citocinas en ldgrimas (pg/ml/ng) cuantificados
mediante la técnica de ELISA.

QCE Controles p
IL-1 87,98+64,4 14,33+5,84 0,0027
IL-8 4.427+1574 1.882+1283 0,0007
IL-10 0 0
IL-2 0 0
IL-4 0 0
IL-13 0 0
IL-17 0 0
Resultados
Demografia

Las edades media+DE de los individuos de este estudio
fueron, para pacientes y controles del Departamento El
Cuy, 69,8848,838 anos y 62,3148,014 afos, respectiva-
mente. Las correspondientes a los controles de la ciudad

de Cérdoba, 67,4+5,6 afos.

Identificacion de anormalidades subepiteliales
y recuento de células dendriticas in vivo.

La Figura 1 es un ¢jemplo representativo de una imagen
de biomicroscopia de la cérnea de un paciente con QCE
grado 1 en donde se observan microgotas con turbidez
temporal con la franja limbica no afectada y clara.

La MCF mostré, ademas de los depdsitos proteicos y
anormalidades en los plexos nerviosos sub basales, que el
nimero de células dendriticas (CD) en el limbo corneal
aumenta significativamente a medida que la enfermedad
progresa (Figura 2). Como se puede observar en la Figura
3, la densidad de CD en la QCE grado 1 fue de 8747 c¢-
lulas/mm? mientras que en los estadios moderado y avan-
zado (grados 2 y 3) las CD aumentaron a 101+7 células/
mm?y 23748 células/mm?, respectivamente.

Cuantificacién de citocinas en lagrimas

Se utilizé ELISA para estudiar un panel de citocinas repre-
sentativas de la inmunidad innata y de los distintos tipos de
inmunidad adaptativa, analizando si estas proteinas esta-
ban presentes en el fluido lagrimal de pacientes y controles.
Como se puede observar en la Tabla 1, no se detectd IL-
2, IL-17, IL-4, IL-13 ni IL-10 en QCE ni controles; sin
embargo, los niveles de citocinas proinflamatorias IL-1B ¢
1L-8 estuvieron signiﬁcativamente aumentados en pacien-

tes (p<0,005).

Caracterizacion y cuantificacion de gelatinasas
(MMP-2y -9) en lagrimas

Bandas gelatinoliticas de pro-MMP-9 y pro-MMP-2 (92
y 72 kDa, respectivamente) fueron detectadas en am-
bos grupos (Figura 4A). Las actividades de MMP-9 y de
MMP-2 fueron significativamente mayores en pacientes
con QCE en relacién con los controles no afectados (am-
bos p<0,001, Figura 5).

Caracterizacion y cuantificacion del inhibidor
de MMPs (TIMP-1) en lagrimas

Los Western blots mostraron la presencia de una banda in-
tensa, de aproximadamente 28 kDa, correspondiente a
TIMP-1 (Figura 4B). El valor medio de TIMP-1 libre fue
menos de la mitad en los pacientes con respecto a los con-
troles, p<0,05 (Figura 5).

Caracterizacion y cuantificacion de MMP-8 en
lagrimas

En la Figura 4C sc pueden observar las dos bandas inmu-
norreactivas de las formas pro- y activa de MMP-8 (75 y
60 kDa, respectivamente), en muestras de ligrimas de am-
bos grupos. Ambas formas resultaron estar significativa-
mente aumentadas en los sujetos controles en compara-
cién con los pacientes (p<0,001, Figura 5). Ademis, los
niveles de esta colagenasa-2 fueron 30 veces superiores,
tanto en QCE como en controles, con respecto a los va-
lores hallados en individuos sanos de un centro urbano
(dato no mostrado).

Inmunohistoquimica de MMP-9 y -2 en cérneas
En cérneas normales, no se detectd tincién corneal para
MMP-9 (Figura 6A). Sin embargo, en las muestras de
QCE la mayoria de las células epiteliales de la cérnea fue-
ron positivas para MMP-9 (Figura 6B). Ni los depdsitos
ni sus bordes mostraron inmunorreactividad para MMP-9.
MMP-2 se expresé en niveles bajos a través del epite-
lio corneal, tanto en muestras de QCE como en las de
los controles (datos no mostrados). En QCE los bor-
des de muchos depdsitos se tifieron positivamente con
anti-MMP-2 (Figura 6C), pero no se observé ninguna
tincidn dentro de ellos.
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Figura 2.Imagen de MCF de la membrana basal y la capa de Bowman. A. Cérnea normal (recuadro: seccién oblicua). B. Grado |
de QCE: depésitos puntiformes hiper-reflectivos (recuadro: seccion oblicua). C. Grado 2 de QCE: incremento en la densidad de

los depdsitos subepiteliales (recuadro: seccion oblicua).

Figura 3. Imagen de MCF de células dendriticas. A. Cérnea normal. B. Grado | de QCE. C. Estadio avanzado (grado 3).

Discusion

La cérnea tiene dos caracteristicas muy importantes: pro-
tege al globo ocular y, por ser transparente, permite el paso
de la luz para que llegue a la retina. La radiacién ultravio-
leta B (RUV-B) impacta en la cérnea y otros componentes
oculares [24] y es capaz de dafiar diversos tejidos, por: a)
fragmentacién de proteinas y ADN; b) generacién de ra-
dicales libres y ¢) peroxidacién lipidica [25]. Los humanos
disponemos de diferentes posibilidades para protegernos
contra estos dafios: Uso de lentes y sombreros para evitar
la RUV sobre la cdrnea, e ingesta de alimentos ricos en vi-
tamina C o AA, vitamina E y vitamina A.

El AA es sintetizado en el organismo de algunos anima-
les a partir de la glucosa, mediante un proceso enzimd-
tico que involucra a la enzima l-gulonolactona oxidasa.
Sin embargo esta enzima estd ausente en la especie huma-
na, el cobayo y algunas variedades de murciélagos y p4ja-
ros, por lo que todos estos animales necesitan ingerir AA
para no tener déficit del mismo. El AA es transferido des-
de el plasma al humor acuoso y posteriormente al tejido
corneal utilizando mecanismos de transporte y concentra-

cién muy sofisticados [26]. Los animales de hébitos diur-
nos tienen una concentracién de AA en el epitelio corneal
significativamente mayor que los animales de vida noc-
turna; por lo tanto, la concentracién de AA en el epitelio
corneal estd intimamente relacionada con la exposicién a
RUV [27,28]. La pelicula lagrimal es capaz de proteger al
ojo de diferentes maneras [29], y el AA es uno de los res-
ponsables de estos mecanismos. El AA en ldgrima provie-
ne de las glandulas lagrimales y también de células epite-
liales corneales que son dafiadas y lo liberan al medio [30].
Nuestro grupo ha descripto que la QCE es una enferme-
dad rural, con una incidencia del 12% en el Departamento
El Cuy en la Provincia de Rio Negro, que afecta a indivi-
duos cuya ocupacidn principal es el cuidado de ganado
ovino a campo abierto durante gran parte del dia y duran-
te todo el afio [18,19]. Esta regién patagénica se caracte-
riza por un clima seco, ventoso, drido y suclo arenoso es-
casamente cubierto por arbustos pequefios. La carne de
estos animales ha sido, casi exclusivamente, su principal
fuente de alimento, lo que ha condicionado una deficien-
cia nutritiva parcial de 4cido ascérbico (AA) durante toda
la vida (manuscrito en preparacién). Es de destacar que no
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Figura 4. Geles representativos de gelatinasas, TIMP-1 y co-
lagenase-2 de lagrimas de pacientes com QCE y controles. A.
Zimografia de MMP9 y MMP2 de muestras de lagrima prove-
nientes de pacientes con QCE y controles; SC: sangre capilar
(control positivo de gelatinasas); bandas gelatinoliticas de 92 y
72 kDa corresponden a pro-MMP-9 y pro-MMP-2, respectiva-
mente. B. Western inmunoblots de TIMP-1 en muestras de la-
grima provenientes de pacientes con QCE y controles. TIMP-I
(Proteina recombinante) usada como control positivo. C. Wes-
tern inmunoblots de MMP-8 en muestras de lagrima prove-
nientes de pacientes con QCE y controles; PMN y F represen-
tan sobrenadantes de cultivo de neutrdfilos y fibroblastos de
sinovia inflamada (controles positivos de las diferentes isofor-
mas de MMP-8).

W QCE
5 H Control
- <0,05
4 p<0,001 P
" p<0,001
g
g 3r
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2 2F
= -|- p<0,001 p<0,001
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MMP-2  MMP-9 libre  TIMP-1libre MMP-8 ~ MMP-8

Figura 5. Anilisis densitométrico de MMPs y TIMP-1 libre en
lagrimas. Los niveles de MMPs y TIMP-I libre en controles (ba-
rras blancas) fueron fijados en | y luego la diferencia relati-
va fue calculada dividiendo los niveles de dichas moléculas en
los pacientes con QPC (barras negras) sobre los niveles de los
controles.

hemos encontrado QCE en habitantes de otras regiones
de Argentina con condiciones ambientales similares, pero
que se protegen los ojos adecuadamente y sus dietas, al ser
mds variadas, contienen cantidades éptimas de AA (ma-
nuscrito en preparacion).

Basdndonos en nuestras investigaciones elaboramos la si-
guiente hipdtesis sobre la etiopatogenia de QCE. En
ciertos individuos genéticamente susceptibles (Schurr
TG, Dulik MC, Cafaro TA, Urrets-Zavalia JA, Serra
HM. Genetic background and climatic droplet kerato-
pathy incidence in a population from Argentina. BMC
Ophthalmology, Submitted February 2011) se produce
una reaccién de hipersensibilidad en la cérnea a antigenos
ambientales atin no definidos, en donde inicialmente par-
ticipan componentes de la inmunidad innata y posterior-
mente ocurre extravasacion de diferentes elementos celu-
lares y moleculares desde los vasos limbares. Debido a que
estas personas viven y trabajan en condiciones ambientales
desfavorables para la superficie corneal (clima seco y ven-
toso responsable de la existencia de gran cantidad de par-
ticulas en el aire; ausencia de vegetacién/sombra), y que
tienen disminuidos los mecanismos protectores contra las
radiacién ultravioleta (RUV) (no utilizan lentes de sol ni
sombrero, y tienen una disminucién significativa de AA
en la cérnea), se produce la degradacién de proteinas ex-
travasadas desde los vasos limbares y la acumulacién pro-
gresiva en capa de Bowman y estroma superficial.

En algunos trabajos experimentales donde se investigé la
respuesta de cornea de animales a diferentes agresiones se
observé la participacién de diferentes citocinas y factores
de crecimiento en una compleja red de células inmunes,
epiteliales, y estromales [31-33].
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Figura 6. Inmunohistoquimica de MMP-9 y -2 en cérneas. A. Cérnea normal inmunomarcada con anticuerpo para MMP-9. B.
Cérnea con QCE inmunomarcada con anticuerpo para MMP-9. C. Zona con depésitos corneales inmunomarcada con anticuer-

po para MMP-2.

Debido a que hasta ahora no se conocen las causas de esta
enfermedad, consideramos importante investigar la par-
ticipacién de la inmunidad innata en la génesis de esta
reaccién de hipersensibilidad que observamos en algunos
de los individuos de esta drea de la Patagonia argentina.
Ademds, decidimos estudiar MMPs debido a que dichas
enzimas controlan procesos de degradacién/reparacién en
la cérnea y a que su produccidn estd selectivamente con-
trolada por citocinas proinflamatorias como IL-1 beta y
TNEF alfa, y por el inhibidor natural TIMP-1.

Nuestros estudios de MCF demostraron que en el estadio
inicial de QCE se observan depdsitos reflectivos puntifor-
mes en la capa de Bowman que no afectan el plexo nervio-
so subepitelial, mientras que en grados 2 y 3 de la enferme-
dad hubo condensacién de los depdsitos subepiteliales y
anormalidades en los nervios, lo que podria explicar la im-
portante pérdida en la sensibilidad corneal observada en
estos pacientes [19]. El nimero de CD limbares en QCE
fue superior al reportado por otros autores en cdrneas nor-
males [34,35] y fue aumentando de manera significativa
a medida que la enfermedad progresaba de grado 1 a gra-
do 2y grado 3 (87 + 7 células/mm?, 101 + 7 células/mm?
y 237 + 8 células/mm?, respectivamente). Este incremen-
to en la densidad de CD explicaria la ausencia de depdsi-
tos proteicos en la zona limbica, los cuales serfan eficiente-
mente removidos por estas excelentes células fagociticas.
Un aumento de CD ha sido reportado en otros tipos de
procesos inflamatorios en cérneas humanas [36].

Si bien en ldgrimas de pacientes y controles no habfa nive-
les detectables de IL-2, IL-17, IL-4, IL-13 e IL-10, las citoci-
nas proinflamatorias IL-18 e IL-8 estuvieron significativamen-
te aumentadas en las ligrimas de QCE. Los niveles incremen-
tados de IL-1f son los responsables del marcado aumento de
gelatinasas en los pacientes, mientras que el aumento de IL-
8, quimioatractante de neutréfilos, contribuyé a la liberacién
por dichas células de los elevados niveles de MMP-8 encontra-
da en estos individuos. Nuestros resultados también muestran

Ambiente desfavorable
(clima seco, viento, falta de sombra, particulas en el aire, etc.)

+
Mecanismos de proteccion deficientes contra la RUV

Citocinas Expresion de ICAM
Proinflamatorias Atraccion de Leucocitos
IL-1p » tMMP-8
TNFa 1 Gelatinasas
Quimiocinas LTIMP-1

Proteinas = QCE

Figura 7. Diagrama representativo del inicio/perpetuacion de
la QCE.

una disminucién significativa de TIMP-1 libre (inhibidor na-
tural de MMPs) en pacientes con QCE lo que potencia de ma-
nera manifiesta el accionar de las gelatinasas y colagenasas. En
la Figura 7 se puede observar un diagrama que resume nues-
tros resultados y explica el inicio / perpetuacién de la QCE. En
otras enfermedades de la cérnea también se ha observado una
importante correlacién entre citocinas inflamatorias y enzimas
degradadotas de la matriz extracelular [37,38].

Muy recientemente en una excelente publicacién,
Echegaray J y Pérez V revisaron las investigaciones referi-
das a la interrelacién entre componentes inmunoldgicos y
el epitelio corneal y concluyeron que en la capa superficial
de la cérnea se amalgaman varias vias inmunorreguladoras
que eficientemente modulan el microambiente de la mu-
cosa ocular superficie, conjuntamente con estructuras ve-
cinas como la conjuntiva y las glaindulas lagrimales [39].
En el afio 2001, en la revista Allergy, se public un position pa-
per sobre nomenclatura alérgica, trabajo que fue encargado por
European Academy of Allergology and Clinical Inmunology
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(EAACI) y realizado por un grupo de profesionales [40]. Ese
grupo de trabajo de la EAACI tuvo la ambiciosa y dificil tarea
de definir enfermedades clinicas sobre la base de conceptos fi-
siopatoldgicos. Dicho documento propuso redefinir el térmi-
no “hipersensibilidad” como sintomas y signos reproducibles,
iniciados por la exposicién a un definido estimulo, a una dosis
tolerada por sujetos normales”. Esta definicién abarca fenéme-
nos inmunoldgicos, asi como no inmunoldgicos. Mientra que
el término alergia, debe ser entendido de manera més restrictiva
como una reaccién de hipersensibilidad iniciada por mecanis-
mos inmunoldgicos. En una carta al editor de la revista 4/lergy,
el Dr. A.L. de Weck AL [41] manifiestan que estas nuevas defi-
niciones propuestas por EAACI, tanto desde un punto de vis-
ta histérico como etimolc’)gico, representan precisamente lo
contrario de lo que fue propuesto histéricamente, ya que la pa-
labra alergia, acufiada en 1905 por von Pirquet [42], hace re-
ferencia a una reaccién cualitativamente diferente a una res-
puesta normal, sin estar obligadamente relacionada a procesos
inmunolégicos.

Teniendo en cuenta que el documento de la EAACI fue
solamente una propuesta y no una obligacién, nosotros es-
tamos de acuerdo con lo mencionado por el Dr. A.L. de
Weck en aquella oportunidad y consideramos que la QCE
puede definirse como una enfermedad alérgica que solo se
presenta en algunos individuos. Este trabajo de investiga-
cién demuestra que en esta enfermedad participan activa-
mente algunos componentes inmunoldgicos y células del
parénquima corneal. Ademds nuestros resultados proveen
nuevas alternativas para el desarrollo de terapias preventi-
vas para esta enfermedad utilizando inhibidores de IL-1§
y/o gelatinasas.
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