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Resumen

OBIJETIVO: Determinar la expresion conjuntival de las interleuquinas (IL)-1, IL-
6, IL-12, IL-13 e IL-17 en una cohorte de pacientes con penfigoide ocular cicatricial
(POC) y sujetos sanos. Investigar la correlacidn entre la expresion de estas citoquinas y
parametros epidemioldgicos, perfiles clinicos y respuesta terapéutica en pacientes con

POC, e identificar a los grupos de riesgo de esta entidad

MATERIAL Y METODO: Estudio bidireccional de casos y controles. Se
obtuvieron especimenes conjuntivales en 12 pacientes con POC clinicamente activoy 6
sujetos sanos. Retrospectivamente, se estudio la histologia, y los distintos patrones de
expresion de IL 1, IL-6, IL-12, IL-13, IL-17 en todos los sujetos. Se realizd un seguimiento
prospectivo de los rasgos clinicos y respuesta al tratamiento en pacientes con POC. Se

realizo un analisis estadistico mediante SPSS V.15 para Windows.

RESULTADOS: No se encontrd una expresion significativa de ninguna de las
citoquinas estudiadas en los sujetos control. En los especimenes conjuntivales de
individuos con POC, se observd una sobreexpresion estadisticamente significativa de
IL-12 e IL-17 en epitelio, estroma y area perivascular; junto a un aumento de la
expresion estromal de IL-1 e IL-6. Los pacientes con POC mas activo clinicamente
presentaron una mayor expresion de IL-13, especialmente en la sustancia propia,

comparado con los sujetos menos activos clinicamente en el momento de la biopsia
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Resumen

La actividad inflamatoria observada clinicamente se correlacioné directamente
con una microangiopatia mediada por IL-12, IL-13 e IL-17. La expresidén estromal de IL-
1 y la presencia de microangiopatia mediada por IL-12 e IL-17 fueron predictores de
una mejor respuesta terapéutica. Se identificaron como grupo de riesgo de progresion

rapida los pacientes que presentaron microangiopatia.

CONCLUSIONES: Los resultados presentados en la presente tesis apoyan otros
estudios que muestran la sobreexpresion de la IL-13 en pacientes con POC activo, pero
ademas demuestran por primera vez la implicacion local de la IL-1, IL-6, IL-12 e IL-17.
La combinacion de hallazgos inmunohistoquimicos en la biopsia conjuntival unidos a
scores clinicos permiten clasificar a los pacientes con POC segun fenotipos clinico-

terapéuticos, y proporcionan una valiosa informacion pronostica.
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ABREVIATURAS

AZA: azatioprina

CsA: ciclosporina A

FGF: factor de crecimiento fibroblastico
IF: inmunofluorescencia

Ig: inmunoglobulina
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IFN: interferdn

IV: intravenoso
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“El experimentador que no sabe lo que estd buscando,
no comprenderd lo que encuentra”
(C. Bernard)

RACIONAL Y OBJETIVOS







Racional y Objetivos

1.1 FUNDAMENTO.

El POC es una enfermedad cronica inflamatoria muy heterogénea, con una gran
variabilidad clinica. Su espectro de afectacién abarca desde formas “benignas”, sin
apenas desarrollo de alteracidn estructural ocular tras mas de 20 afios de evolucién, a
formas de progresion rdpida e imparable, que producen una afectacion ocular muy
grave con posible ceguera legal en pocos afios™?. El diagndstico definitivo de esta
entidad exige la confirmacion inmunohistoquimica. Sin embargo, a dia de hoy, no
existe ningun marcador clinico, histoldgico o biolégico que permita establecer el
prondstico evolutivo de la enfermedad o determinar patrones de respuesta al
tratamiento. A la vez, son cada vez mas los tratamientos que existen con efectos
secundarios graves, que no deberian ser administrados pacientes con formas
potencialmente benignas. Por estas razones es fundamental contar con marcadores
biolégicos que permitan identificar los diferentes niveles de riesgo en los pacientes

gue sufren POC.

El establecimiento de una clasificacion que englobe no solo caracteristicas

clinicas o histoldgicas, sino también hallazgos inmunohistoquimicos, permitiria definir

los patrones de enfermedad mas acorde con los fendmenos patogénicos.
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Racional y Objetivos

1.2 HIPOTESIS DE TRABAJO.

Los pacientes con POC presentan una gran heterogeneidad clinica y terapéutica
gue tiene su expresidon en diferentes subgrupos no bien caracterizados. Estas
diferencias probablemente se deban a distintas formas de activacion inmunoldgica a
nivel conjuntival. Establecer estos patrones ayudaria a clasificar a los pacientes con
POC en diferentes subgrupos clinico-terapéuticos en el mismo momento del
diagnostico histoldgico mediante biopsia conjuntival, lo que ayudaria a establecer un

prondstico a medio-largo plazo en estos pacientes.
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Racional y Objetivos

1.3 OBJETIVOS CONCRETOS que se persiguen.

1. Determinar la expresion conjuntival de IL- 1, 6, 12, 13, 17 en sujetos con POC y sujetos

sanos.

2. Establecer la relacion entre en presencia conjuntival de mediadores inflamatorios vy los

perfiles de presentacion clinica (Correlacidn clinico-inmunohistoquimica)

3. Correlacionar las caracteristicas diferenciales de respuesta al tratamiento en base al perfil

inmuhohistoquimico (Correlacién immunohistoquimica-terapéutica)

4. |dentificar grupos de riesgo de sufrir una progresion inexorable y rapida en pacientes con

POC.

La relevancia de estos objetivos reside en que su consecucion permitira
establecer una clasificacion pronostica del POC en base a mecanismos fisiopatolégicos
concretos, lo que se traduciria en una mejora de las actuales guias clinico-terapéuticas

para esta entidad.
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“La felicidad es la clave del éxito.
Si amas lo que haces, tendras éxito en la vida”
Albert Schweitzer
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Introduccion

2.1 EMBRIOLOGIA Y DESARROLLO DE LA CONJUNTIVA.

La conjuntiva es una membrana mucosa transparente que tapiza la superficie
interna de los parpados, se refleja sobre la lamina epiescleral anterior hasta insertarse
a nivel del limbo corneal. Durante el desarrollo embrioldgico, la conjuntiva se origina a
partir de la vesicula déptica. En la octava semana de vida intrauterina se forman los
parpados por el plegamiento de la superficie ectodérmica, que inicialmente se
encuentran fusionados. La conjuntiva se desarrolla dentro de estos pliegues
palpebrales a partir de tejido ectodérmico y tejido de la cresta neural. Entre la décima
y doceava semana, el epitelio conjuntival se diferencia a partir de epitelio cutaneo y
epitelio corneal. La gemacion del epitelio en el fornix conjuntival forma la glandula

lagrimal superotemporal y las glandulas accesorias de Wolfring y Krause®*.
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Introduccion

2.2 ANATOMIA e HISTOLOGIA CONJUNTIVAL

2.2.1 ANATOMIA

Se reconocen tres regiones diferenciadas en la conjuntiva. Estas incluyen la
conjuntiva palpebral o tarsal, que linda con la regién interna palpebral, los fdrnices
conjuntivales, que forman el receso entre el parpado superior e inferior, y la conjuntiva

bulbar , que ocupa la regién entre los férnices y el limbo sobre la esclera”.

Fig. 1: Tincion hematoxilina-eosina. Corte histolégico mostrando las 3 porciones
diferenciadas de la conjuntiva. 1: Conjuntiva tarsal, 2: Fornix conjuntival, 3: Conjuntiva

bulbar.
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Introduccion

La conjuntiva palpebral se encuentra fuertemente adherida a la superficie del
tarso, no existiendo un plano subconjuntival real, sino virtual entre estas 2 regiones a
este nivel. Se forma asi una superficie completamente lisa que contacta directamente
con la superficie corneal, previniendo asi cualquier traumatismo corneal con el
parpadeo. La conjuntiva bulbar y los fornices conjuntivales se encuentran menos
adheridos a planos profundos, para permitir la movilidad del globo ocular. A nivel del
limbo esclerocorneal, se encuentran las empalizadas de Vogt, que son crestas

epiteliales sobre condensaciones estromales®.

2.2.2 HISTOLOGIA

La conjuntiva es una membrana mucosa. El estudio histoldgico de la conjuntiva
revela la presencia de un epitelio estratificado, escamoso, no queratinizado sobre una
sustancia propia. Ver figura 2. La conjuntiva se considera un tejido muy rico en células

del sistema inmune cuando se compara con el limbo y la cdrnea.

Epitelio
El epitelio conjuntival se considera unico entre los epitelios escamosos no
gueratinizados, en el que se encuentran intercaladas células caliciformes. Tiene

caracteristicas diferenciadas segun la localizacién. A nivel tarsal es mas cuboideo,

29



Introduccion

mientras que a nivel del fornix es mas columnar. En ocasiones, invaginaciones del
epitelio conjuntival palpebral pueden dar lugar a quistes subepiteliales , que en caso
de encerrarse se conocen como pseudocriptas de Henle. Estos quistes contienen

abundante mucina, secretada por las células caliciformes.

En caso de exposicidon cronica del epitelio no queratinizado al aire ambiental, es
decir, que éste no esté cubierto permanentemente por lagrima, se producira la
gueratinizacion epitelial. Esto ocurrirda de manera fisioldgica en los parpados y de
manera patoldgica en sindromes severos de disfuncion lagrimal, pudiéndose verse por

tanto en estadios avanzados del POC.

A nivel de la conjuntiva bulbar, el epitelio esta formado por 6 a 8 capas de
epitelio escamoso no queratinizado. Se cree que existe un gran metabolismo oxidativo
a dicho nivel, dado el abundante nimero de mitocondrias y organelas citoplasmaticas
encontradas en esta localizacion. Las membranas de las células epiteliales forman
interdigitaciones entre si. Esta configuracion permite que anticuerpos y otras células

del sistema inmune se acumulen.
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Introduccidn

Fig. 2 : Corte histolégico de la conjuntiva, tincion hematoxilina-eosina. 1: epitelio
escamoso conjuntival. 2: membrana basal. 3: substancia propia. 4: vaso sanguineo

conjuntival, lleno de hematies.

31



Introduccion

La conjuntiva bulbar se encuentra adherida a la membrana basal de manera
discontinua por hemidesmosomas. Estos son complejos proteicos que estabilizan el

10 |os

anclaje de las células basales a la membrana basal subyacente
hemidesmosomas sirven de unidn activa entre la matriz extracelular y los filamentos
intermedios del citoesqueleto celular. Estas unidades contienen al menos 5 estructuras

proteicas: la integrina a6p4, la pectina, los antigenos del penfigoide bulloso (BP 180 y

BP 230) y la tetraspanina CD 151. Ver figura 3.

Dentro del hemidesmosoma, la integrina a.634 cobra una especial relevancia en
pacientes con POC. Ya que la gran mayoria de pacientes afectos de POC presentan Ac
que reconocen la subunidad 34 de esta integrina’. Este heterodimero transmembrana
no solo media la adhesion celular, sino que ademas regula sefiales de transduccion

bidireccional®*°

, permitiendo que las células accedan del epitelio al estroma
conjuntival y viceversa®. Asi, los linfocitos, melanocitos y las células de Langerhans
pueden verse de manera fisioldgica en region suprabasal del epitelio conjuntival. Por
otra parte, la membrana basal conjuntival no muestra normalmente reactividad
inmunohistoquimica frente a inmunoglobulinas (lg), componentes del complemento o

albimina. Esta reactividad, estd presente sin embargo en pacientes con POC,

constituyendo el diagnostico definitivo de esta entidad?.
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Introduccion

Las células caliciformes son células apocrinas productoras de mucina. Que se
tifien con acido periddico de Schiff (PAS). Son la fuente primaria de la mucina de la
pelicula lagrimal, que se libera en respuesta a un estimulo parasimpatico. La densidad
de células caliciformes es entre 1000 y 56.000 células/mm?, con el pico de densidad en
jovenes adultos, su densidad esta influenciada por enfermedades locales como la
gueratoconjuntivitis sicca, POC, Sindrome de Stevens-Johnson y quemaduras quimicas.
En el caso del POC, pese a que la tasa de mitosis epitelial estd aumentada, las células

caliciformes estan disminuidas®?.

QUERATINAS

PECTINA

EPITELIO

CD15
MEB D151

ESTROMA

Fig. 3: Microestructura del hemidesmosoma.
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Substancia propia

La substancia propia conjuntival es una estructura fibrovascular de grosor y
densidad variables. A nivel tarsal, la substancia propia es delgada, compacta, y se
adhiere intensamente al tarso, especialmente en el parpado superior. En los fdrnices,
sin embargo, es mas gruesa y de union laxa al globo. A nivel del limbo, la sustancia

propia se vuelve a adelgazar, y se fusiona con la capsula de Tenon vy tejido epiescleral®.

La substancia propia puede dividirse en 2 capas, capa profunda y superficial. La
capa mas externa esta formada por tejido conectivo interconectado, que incluye tejido
linfoide. Esta capa no estd presente al nacimiento, sino que se desarrolla en los
primeros meses de vida extrauterina. En adultos, se incluye una capa adenoide de
tejido linfoide, mas prominente a nivel inferior. En la conjuntiva sana, no se
encuentran foliculos. Sin embargo, bajo estimulo viral o infecciones por clamidias, o
por ciertos medicamentos, los linfocitos pueden estimularse y los foliculos se elevan
sobre en epitelio conjuntival. La capa mas interna esta formada por tejido vascular
(procedente de la arteria oftalmica), linfatico (que drena hacia ganglios linfaticos
preauriculares y submandibulares) y nervios sensoriales (rama oftalmica del Nervio
trigémino). Entre las multiples células que residen en la matriz de la substancia propia
se incluyen: fibroblastos residentes, gran numero de linfocitos, mastocitos, células

plasmaticas, y neutréfilos™.

34



Introduccion

2.3 FISIOLOGIA y FISIOPATOLOGIA

La conjuntiva juega un papel clave en el mantenimiento de la integridad ocular,
a la vez que proporciona un medio éptimo para que la cdrnea actie como elemento
refractivo. Asi, la conjuntiva sana es indispensable para el normal funcionamiento del
ojo. Entre sus funciones destacan la produccion de los componentes acuoso y mucoso
de la pelicula lagrimal, la proteccion de los tejidos blandos del parpado vy la érbita; vy
facilitar un extenso movimiento del globo ocular. Ademas, la conjuntiva contiene
agentes con propiedades inmunoldgicas, antibacterianas y antiviricas, formando parte
integrante de la defensa externa del globo ocular. La acumulacion de tejido linfoide a
nivel conjuntival junto con las capacidades fagociticas del epitelio conjuntival explican

el enorme potencial de la conjuntiva para combatir los agentes infecciosos™.

Anormalidades en la conjuntiva produciran por tanto inestabilidad de la
pelicula lagrimal, restricciones en el movimiento del globo ocular y una mayor
predisposicion infecciosa a nivel local. Todo ello pueden dar lugar a cambios

patoldgicos en la cornea, con probable compromiso secundario de la funcién visual.
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2.4 IMMUNOPRIVILEGIO CONJUNTIVA.

La conjuntiva humana es un participante activo en la defensa inmune de la
superficie ocular frente a organismos exdgenos. La presencia de vasos sanguineos y
canales linfaticos alimenta el transito de células inmunes que participan en la

respuesta aferente y eferente del sistema inmune.

Las células principales del sistema inmune en la conjuntiva son las células
dendriticas. Ademds, linfocitos B y T, mastocitos, células de Langerhans, se
encuentran presentes en las distintas regiones de la conjuntiva®®. Las células
dendriticas actuan a nivel conjuntival como células presentadoras de antigenos a los
linfocitos T, asi, estimulan una proliferacion de linfocitos T antigeno-especifica a través
de la region clase 1I*. Los linfocitos T, la subpoblacién de linfocitos predominante en la
conjuntiva, se encuentran en la conjuntiva sana en el epitelio y la substancia propia.
Los linfocitos T, son las principales células efectoras de la respuesta de
hipersensibilidad retardada o respuesta citotoxica. Los linfocitos B estan ausentes en
la conjuntiva, salvo por escasas células dispersas en la substancia propia de los
fornices. Las Ig y linfoquinas producidas por tejido linfoide ayudan a los neutroéfilos y
macrofagos a destruir antigenos. A cambio, los macréfagos ayudan a los linfocitos a

transportar antigenos del ojo a los ganglios linfaticos. Algunas Ig (Ig E) se unen a los
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mastocitos, otras (Ig G, Ig M) se unen al complemento. Las células plasmaticas
sintetizan también Ig A. La Ig A en forma dimérica se transportan a través del epitelio
mucoso unidos al complejo receptor. Los dimeros de Ig A se liberan a la luz de los
ductos unido al componente secretor. Este dimero, mas que ser una sustancia
bactericida o bacteriostatica, actia cobijando los receptores de superficie que de otra
manera estarian disponibles para la fijacién bacteriana o virica®’, de este modo, la Ig A
tiene un papel crucial en la modulacién de la flora bacteriana normal®®.

Los mastocitos, el sistema del complemento vy las citoquinas liberadas por las
células linfoides facilitan la quimiotaxis de los neutrdfilos y macrofagos. Los
mastocitos se localizan principalmente a nivel perilimbar, sin embargo, también
pueden encontrarse en la conjuntiva bulbar. Su degranulacién, en respuesta a un
alergeno u otro estimulo, produce la liberacién de sustancias vasoactivas como la
histamina, heparina, factor derivado de las plaquetas, y leucotrienos; que causan

vasodilatacién y aumento de la permeabilidad vascular®.

Las lagrimas contienen sustancias con propiedades inmunoldgicas vy
antimicrobianas, incluyendo lisozima, Ig y lactoferrina, que se sintetizan en la glandula
lagrimal. La lisozima es una enzima capaz de lisar la pared bacteriana de ciertas
bacterias gram positivas®®. Ademads, esta sustancia facilita también la bacteriolisis de Ig

A secretora en presencia de complemento?. La Ig G de la lagrima se encarga de
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neutralizar virus, lisar bacterias y también forma inmuno-complejos que se unen al
complemento y estimulan la opsonizacion bacteriana por la via clasica y la quimiotaxis

de los fagocitos®%.

2. 5 PENFIGOIDE OCULAR CICATRICIAL (POC)

2.5.1 EVOLUCION HISTORICA y GENERALIDADES

En 1965, la ya cldsica monografia publicada por Walter Lever®® revolucioné por
completo la concepcidn fisiopatogénica de las enfermedades ampollosas autoinmunes.
Asi, este dermatdlogo de Boston fue el primero en diferenciar clinica e
histoldgicamente el Pénfigo vulgaris del Penfigoide bulloso. No obstante ambas

2425 \Wichmann fue un el primero

entidades se describieron ya en la época Hipocratica
en acufar el termino de penfigoide cicatricial y describir afectacion de mucosas,

incluyendo la conjuntiva.

El Penfigoide Membranoso Mucoso (PMM) es una entidad que engloba un
grupo heterogéneo de enfermedades crodnicas inflamatorias bullosas, que pueden
afectar a las mucosas oral (paladar blando), ocular (conjuntiva), faringea, laringea,
esofdgica, genital, uretral o anal. El rasgo patogénico comun en este grupo de

desordenes es la presencia de depdsitos lineales de Ig G, Ig A y complemento en la MB
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epitelial. El termino POC se refiere al PMM que clinicamente se presenta como una
conjuntivitis crénica cicatricial®®. Ademds, en el POC también puede producirse
afectacién de otras mucosas o la piel. Es una entidad de gran interés en el campo de la
oftalmologia, dado sus efectos devastadores a nivel ocular, que son de caracter
bilateral en la mayoria de casos. No en vano, la enorme distorsion ocular estructural y

funcional es causa de ceguera legal en un 30% de pacientes afectos.

La incidencia de POC es estima entorno a 1: 15.000 de los pacientes
oftalmoldgicos®’. Sin embargo, algunas series apuntan a que la incidencia real podria

228 Tiene una predileccion por las mujeres (3:1)%,

ser hasta del doble de lo publicado
sin haberse descrito una predileccién racial o geografica®. Primariamente es una
enfermedad que afecta a adultos de edad avanzada, con una edad media al
diagnostico de 65 afios®'. No obstante, se cree que la edad de presentacién del POC
podria ser los 40-50 anos, pero que no se diagnostica hasta 10-20 afios después. De
hecho, un 80% aproximadamente de los pacientes con POC presentan al diagnostico
un estadio avanzado de la enfermedad (estadio Il y IV). Existen anecddticas series de

casos publicadas de nifios con POC, aunque en realidad se cree que estos son casos de

eritema multiforme.
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El POC tiene un curso crénico, con exacerbaciones frecuentes entre periodos de
remision clinica®®. Se tarda de 10-30 afios en llegar al estadio final, no obstante existe
una gran variacion individual, con un amplio espectro que incluye desde formas
“benignas” de muy lenta progresidn a casos de progresion inexorable en pocos afios,

resistentes a agresivos tratamientos inmunosupresores35.

2.5.2 MANIFESTACIONES OCULARES Y ESTADIAIJE

A nivel ocular, la clinica depende del estadio de la enfermedad. Los
sintomas son inicialmente unilaterales, bilateralizandose la enfermedad en 2-4 afios.
En estadios tempranos la enfermedad puede presentarse con signos de conjuntivitis
cronica o recurrente, y sintomas de irritacion ocular que incluyen sensacién de cuerpo
extraio, quemazdn, lagrimeo y secrecion mucosa. Generalmente, no se observan
vesiculas en la conjuntiva como en otras enfermedades bullosas. En ausencia de un
apropiado manejo y tratamiento, la inflamacién persistente y se cronifica,
produciéndose una activacion de los fibroblastos, que se multiplican y secretan un
nuevo tipo de coldgeno (tipo 3)*°. Esto causa una fibrosis subepitelial progresiva,
cicatrizacion y subsiguiente “arrugamiento” de la conjuntiva. Las adhesiones entre la
conjuntiva bulbar y palpebral se denominan simblefaron, y afectan con mas frecuencia
al fornix inferior. Ademds, como consecuencia del la retraccién conjuntival, algunos

pacientes pueden presentar lagoftlamos y restriccion de la movilidad del globo ocular.
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La primera clasificacién de POC la describié Foster en 1986 Dicha clasificacion

incluye 4 categorias clinicas:

- Estadio I: conjuntivitis crdnica intermitente-recurrente con fibrosis

subepitelial.

- Estadio |l: cicatrizaciéon conjuntival con “arrugamiento” conjuntival y

acortamiento de los fondos de saco.

- Estadio _lll: simblefaron, acompafiada de alteraciones estructurales,

incluyendo triquiasis, madarosis y entropion cicatricial.

- Estadio IV o estadio final: Ankiloblefardn, con severa queratinizacion de la

superficie ocular y severo sindrome de disfuncién lagrimal. Curiosamente, la
xeroftalmia aparece exclusivamente en estadios avanzados (estadios Il o IV). Esta se
debe a una desestructuracién y obstruccion de los ductos lagrimales, glandulas de

meibomio y células caliciformes.
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La inestabilidad lagrimal, meibomitis, triquiasis y distiquiasis producen defectos
epiteliales persistentes, exposicion corneal, opacificaciones corneales persistentes y
neovascularizacion corneal que causan la profunda queratopatia que se observa en

fases avanzadas de la enfermedad.

Posteriormente, han surgido otras clasificaciones como la clasificacion de
Tauber-Foster®’. En esta versién modificada, el estadio Il y Il se subdividen en 4 grupos
gue describen el grado de afectacidon: a=entre 0- 25%, b= del 25-50%, c=del 50-75% vy
d=del 75-100%. En el estadio I, el porcentaje describe la pérdida de profundidad del
fornix inferior, mientras que el estadio Il describe el porcentaje de afectacidon
horizontal del simblefaron. La clasificacion de Tauber-Foster no se utiliza generalmente

en la practica clinica diaria, al resultar demasiado farragosa.
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2.5.3 MANIFESTACIONES EXTRAOCULARES y ENFERMEDADES ASOCIADAS.

Las manifestaciones extraoculares son comunes en estos pacientes. La
afectacion oral concomitante puede estar presente hasta en el 40% de los pacientes®.
De las manifestaciones orales, lo mas frecuente es la gingivitis erosiva, y mas
raramente erosiones o vesiculas en mucosa bucal, paladar, nariz, laringe, cresta

alveolar y lengua®® .

La coexistencia de 2 o mas enfermedades autoinmunes en un mismo paciente
es una caracteristica frecuentemente descrita en la literatura. Asi, al POC se ha
descrito en pacientes afectos de artritis reumatoide?, ankylosing spondylitis, lupus

eritematoso sistémico®®, sindrome de Stevens-Jonhson’, sindrome de LyeII“.
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2.5.4 INMUNOPATOLOGIA, HISTOLOGIA y DIAGNOSTICO.

Inmunopatologia

A pesar de los enormes avances en el conocimiento de la fisiopatogenia del
POC en los ultimos 30-40 afos, todavia existen muchas incognitas por desvelar. La
evidencia cientifica sugiere que el POC se desarrolla como consecuencia de la pérdida
de tolerancia inmunoldgica frente a la zona de la MB conjuntival, concretamente un
componente estructural asociado al hemidesmosoma conjuntival que media la
adhesion, permeabilidad, diferenciaciéon y organizacion celular. La perdida de
tolerancia inmunoldgica resulta en formacion de autoanticuerpos (Ig G e Ig A) frente a
la subunidad B4 de la integrina a6B4 de la MB conjuntival y mas infrecuentemente la

4244 E| depodsito de autoanticuerpos en

BP 180 o alguno de sus ectodominios solubles
la zona de la MB conjuntival (con la subsiguiente alteracion en la sefiales de
transduccion) elicita una cascada de eventos a nivel celular que incluyen la generacion
de una panoplia de citoquinas vy quimioquina536, como factor de crecimiento
transformante (TGF)-beta 1 y 2, factor de crecimiento derivado de las plaquetas
(PDGF), interferon (IFN)-gamma, factor de crecimiento fibroblastico (FGF), factor de

crecimiento de necrosis tumoral (TNF)-alfa, factor de crecimiento endotelial vascular

(VEGF).
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El POC o PMM es un paradigma de respuesta de hipersensibilidad tipo Il o
mediada por anticuerpos. Asi, al igual que en muchas otras entidades autoinmunes,
sujetos con una susceptibilidad genética ligada a ciertos alelos HLA y en presencia de
un desencadenante ambiental (probablemente microbiano) que estimula al individuo
susceptible genéticamente, podrian desarrollar POC. A pesar de que la generacion de
autoanticuerpos contra la MB conjuntival se considera el mecanismo fisiopatogénico
principal de esta entidad, esto no explica completamente algunos rasgos

4546 como la

caracteristicos de esta y otras enfermedades ampollosas autoinmunes
fuerte susceptibilidad genética de esta enfermedad a complejos HLA de clase Il (HLA-

DQB1*0301)*"°.

Histologia

En los especimenes conjuntivales de sujetos diagnosticados de POC se puede
observar un infiltrado inflamatorio crénico formado por neutrdfilos, linfocitos,
macrofagos, células plasmaticas y células de Langerhans; ademas de areas de fibrosis
conjuntival, microangiopatia conjuntival, metaplasia escamosa, pérdida de células
caliciformes, y sorprendentemente un aumento de mastocitos en la tincién de

Giemsa®. Las figuras 4, 5y 6 corresponden a un paciente con POC aislado.
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Fig. 4 Tincion hematoxilina-eosina. Ndtese el intenso infiltrado linfocitario a
nivel estromal y perivascular, con neutréfilos intravasculares que estan atravesando

la pared del vaso.
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Fig. 5. Tincion de PAS. Permite una optima visualizacion de epitelio

conjuntival.
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Fig. 6 Tincién de Giemsa
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Diagnostico

El diagnostico de POC requiere confirmacion por inmunofluorescencia (IF),
dada la necesidad de tratamiento inmunosupresor sistémico de graves potenciales
efectos secundarios en caso de confirmarse el diagnostico. Asi, pacientes con sospecha
de POC se someten a biopsia conjuntival, normalmente de la conjuntiva bulbar. Las
biopsias conjuntivales se obtienen en pacientes clinicamente activos, ya que asi

aumenta la rentabilidad diagnostica de la biopsia™’.

El “gold estandar” para el diagnostico de POC es la inmunofluorescencia
indirecta donde se observa el clasico depdsito lineal de inmunocomplejos Ig G, Ig M vy
complementosz. En caso de duda con inmunofluorescencia directa, se puede usar

técnicas de inmunoperoxidasa con complejo Avidina- Biotina (ABC)?.
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Fig. 7 Detalle inmunofluorescencia: Depdsito lineal de Ig A a nivel de la MB

conjuntival, hallazgo diagndstico de POC.
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2.5.6 TRATAMIENTO

El objetivo terapéutico en el POC es prevenir la cicatrizacién y consecuente
afectacién de la funcién visual. El abordaje terapéutico requiere la combinacién de
terapia inmunosupresora sistémica que resuelva al inflamacién conjuntival, junto con
medidas de soporte a nivel local. Pacientes con formas leves de la enfermedad suelen
responder a terapias como dapsona’?, metotrexato™*, micofenolato de mofetilo® o
azatioprina, mientras que casos mas agresivos requieren tratamientos como la

ciclofosfamida o combinacién de rituximab y inmunoglobulinas intravenosas>®®°.

Las medidas de soporte®® y confort local incluyen: agresiva lubricacién ocular®,
lentes de contacto de apoyo escleral® y depilacién de pestafias anémalas. Algunos
pacientes pueden requerir cirugia palpebral en el curso de su enfermedad. No
obstante, debe conseguirse un completo control de la inflamacién conjuntival durante

varios meses antes de llevar a cabo la correccién quirurgica®.
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Material y Métodos

3.1 PARTICIPANTES y OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Nuestro estudio se realizé siguiendo los principios éticos promulgados en la
Declaracion de Helsinki (1964)%. Todas las biopsias conjuntivales se obtuvieron en el
quiréfano de la Institucion Massachusetts Eye Research and Surgery Institution
(MERSI) en el periodo de Marzo 2009 a Diciembre 2010. Las muestras de pacientes
afectos de POC se obtuvieron en el mismo momento de la obtencidn de muestra
conjuntival para su confirmacion diagndstica por IF indirecta que se realiza de manera
rutinaria en MERSI. En caso que la IF no fuese concluyente y persistiese una razonable
sospecha clinica, se procedié al diagndstico de POC mediante inmunoperoxidaciéon
(técnica del complejo ABC). Las muestras de los controles se obtuvieron previamente a

la cirugia de cataratas, previo consentimiento del paciente.

DESCRIPCION DE LA BIOPSIA: Los especimenes conjuntivales fueron obtenidas

por 2 cirujanos (CSF y DH). Se tomo como lugar para la biopsia el margen temporal-
inferior de la conjuntiva bulbar, a 2 mm del limbo, en el ojo con mas inflamacion
objetivada clinicamente por lampara de hendidura. El tamafio medio de las muestras

conjuntivales analizadas fue de 10 mm x 5 mm.
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3.2 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS PARA IMMUNOHISTOQUIMICA

Todos los especimenes se congelaron a -80 2C, inmediatamente en el momento
de su obtencién. Estos se guardaron sobre un soporte metadlico, en fresco, sin fijacion
tisular previa y embebidos en gel OCT® (optimum cutting temperature), material que
al congelarse tiene la misma densidad que el tejido congelado. Tras confirmarse el
diagnostico de POC mediante las técnicas descritas previamente, se calentoé el tejido
de -802C a -20°C en el criostato durante 10 minutos, como paso previo a la crioseccion.
De los bloques de OCT se realizaron cortes a 5 micras con un microtomo marca
Thermo Scientific. Las muestras se colocaron sobre portas pretratados con polilisina
para mejorar la adhesion tisular al porta y prevenir asi la pérdida de fragmentos
tisulares durante el procesamiento de las muestras. Tras la crioseccion, se volvieron a

congelar las secciones en portas a -802C.

3.3 TECNICA IMMUNOHISTOQUIMICA POR IMMUNOPEROXIDASA
La técnica inmunohistoquimica utilizada en este trabajo fue la técnica del
complejo ABC de immunoperoxidacién en secciones congeladas. Esta técnica se
considera hasta 1000 veces mas sensible que la IF convencional. Fig 8. No obstante, no
se utiliza de manera rutinaria al ser una técnica de mayor dificultad técnica y mucho
mas cara que la IF directa. En la actualidad, la indicacién de la técnica del complejo
ABC en el diagnostico de POC son aquellos casos en que la IF inicial no resultd

concluyente.
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Las muestras congeladas ya crioseccionadas se atemperaron a temperatura
ambiente durante 10-15 minutos, para permitir el secado de la muestra.
Posteriormente se procedio a la fijacion del tejido con acetona fria al 100% a -20 eC
durante 10 minutos. La fijacidon tisular causa un cambio conformacional en la
estructura terciaria de las proteinas, haciéndolas quimicamente inactivas, mejorando
asi la especificidad de la técnica del complejo ABC. Tras la fijacidn, los especimenes se
dejaron secar unos minutos a temperatura ambiente y se procedié a la incubacion
durante 30 minutos con suero de cabra, diluido 1:20, a temperatura ambiente en
camara humeda. Todas las muestras se bloquearon con suero de cabra salvo la
determinacién de IL-13, para la que se utilizd como agente de bloqueo el suero de
conejo, diluido 1:20. Debido al gran “background” de la muestra, se utilizd un kit de
bloqueo Avidina/Biotina (SP-2001), para aumentar la especificidad de los resultados.
Tras quitar el exceso de liquido, se procedié a la incubacidon con Ac primario durante 1
hora a temperatura ambiente, con posterior lavado con PBS-BSA durante 15 minutos.
Ver tabla 1. Se procedio después al bloqueo en cdamara humeda durante 30 minutos
con suero de rata, diluido 1: 20. Tras lo cual se lavaron las muestras de nuevo con PBS-
BSA durante 15 minutos. Tras el lavado, las muestras se incubaron con Ac secundario
en camara humeda, 1 hora. La adicién del Ac secundario (biotinizado) fue variable
segun la IL a determinar. Ver tabla 1. Todos los especimenes se analizaron con los

correspondientes controles positivos y negativos. Ver esquema 1.
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CONTROLES PACIENTES con POC
\_/ \_/‘ \_/ \_/ \_/‘ \_/
\_/ \/" \ \_/ \/" \
Ac 12:anti-IL-1/ anti-IL-6 / anti-IL-12 Ac 1%2:anti-IL-1/ anti-IL-6 / anti-IL-12
Ac 22: Acde conejo anti-cabra Ac 22: Ac de conejo anti-cabra
\_/ \_/‘ \_/ \_/ \_/‘ \_/
\_/ \/" \ \ \/" \
Ac 12:anti-IL-13/ /anti-IL-17 Ac 12:anti-IL-13/ /anti-IL-1

Ac 22:conejo anti-cabra/conejo anti-rata Ac 22:conejo anti-cabra/conejo anti-rata

N \_/‘ N N \_/‘ N
\_/ \/‘ N\ \_/ \/‘ N\
PBS / PBS /Colageno IV PBS / PBS /Coladgeno IV
/ Ac 22 /Ac anti colag IV / Ac 22 /Ac anti colag IV

Esquema 1. Detalle de los portas utilizados para las tinciones inmunohistoquimicas.
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Posteriormente, los especimenes se lavaron con PBS-BSA durante 15 minutos,
previo a la incubacién con reactivo ABC durante 30 minutos. Se afiadid entonces el
sustrato de peroxidada preparado con agua destilada, visualizando la reaccién bajo el
microscopio. La reaccion se detuvo introduciendo el porta en agua destilada en cuando
se vislumbré una adecuada tincion de los nucleos celulares. Finalmente, los
especimenes se introdujeron en la solucion de Hematoxilina Gill n2 3 durante 5-10
segundos, con ulterior lavado en agua destilada hasta retirar el exceso de colorante .
Tras secar bien la muestra a temperatura ambiente, se procedid al montaje con medio
de montaje permanente y cubre porta protector. Tras el secado, las muestras se

visualizaron bajo microscopio dptico.

Complejo

'. Avidina-Biotina

w
p SL D Sl
Ac A A
Secundario 3
Biotinilado A A 4

Acprimario

/\/\ Antigeno tisular

Fig.8. Detalle complejo Avidina/Biotina.

59



Material y Métodos

Tabla 1. Relacion de anticuerpos utilizados en la tincion ABC.

Ac 1¢°

Ac 22

Ac policlonal no conjugado de

IL-1
Cabra- anti IL F8/FIL 1 beta humano
(Solucién trabajo: 1:100)
(Catalog number: AF1099)
-6 Ac policlonal no conjugado de Cabra | Ac policlonal Ig G De conejo frente H
anti IL-6 humana & L de Cabra
(Solucion trabajo: 1:400) (Solucién trabajo: 1:750).
(Catalog number: AF-206-NA) (Catalog number: ab6740)
IL-12 Ac policlonal no conjugado de Cabra
anti IL-12 humana
(Solucién trabajo: 1:100)
(Catalog number: AF-219-NA)
IL-13 Ac monoclonal no conjugado de Ac policlonal Ig G De Conejo frente Ig
Rata anti IL-13 humana G H & L de Rata
(Solucién trabajo: 1:100) (Solucién trabajo: 1:750)
(Catalog number: ab16219) (Catalog number: ab6733)
IL-17 Ac policlonal no conjugado de Cabra | Ac policlonal Ig G De conejo frente H

anti IL-17 humana

(Solucién trabajo: 1:1000)

(Catalog number: AF-317-NA)

& L de Cabra
(Solucién trabajo: 1:750).

(Catalog number: ab6740)
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3.4 VALORACION DESPUES DE LA BIOPSIA

En cada paciente del grupo de POC, se recogieron datos demograficos y clinicos
el dia de la biopsia. Estos datos incluyeron: edad, sexo, estadio de POC, presencia de
comorbilidad ocular, afectacion de otras mucosas y epitelios ademas de la conjuntiva,
grado de actividad clinica conjuntival el dia de la biopsia. En todos los casos se evalud

la respuesta al tratamiento de manera prospectiva.

El estadio de POC se definié segln la clasificacion estandarizada de Foster?. Las
respuesta al tratamiento se evaludé analizando el curso clinico de la afectacion
conjuntival (inyeccidon conjuntival) y del resto de afectaciones mucosas en caso de
estar presentes (lesiones orales, esofagicas, nasales o cutdneas). Una respuesta
completa se definid como la resolucion de las manifestaciones clinicas sin recurrencias.
Una respuesta parcial se defini6 como la resolucion clinica, con una o mas
recurrencias. Los pacientes que no cumplieron criterios de respuesta completa o

parcial se clasificaron como no respondedores.

Ademas, en el presente estudio se explord la relacion existente entre los

biomarcadores conjuntivales obtenidos por inmunoperoxidacién y los diferentes

patrones de respuesta clinico-terapéutica observados en nuestra serie.
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3.5 ANALISIS ESTADISTICO

La existencia de diferencias basales estadisticamente significativas entre
sujetos afectos de POC y controles se examinaron mediante el test estadistico U de
Mann- Whitney o test exacto de Fisher. La relacion entre la expresion de IL en ambos
grupos se calculé utilizando el test exacto de Fisher. Se utilizé el coeficiente de
correlacién de Spearman para investigar la asociacion entre la edad, actividad clinica
del POC en el momento de la biopsia, respuesta al tratamiento y expresidén conjuntival
de IL-1, IL-6, IL-12, IL-13 e IL-17 a nivel epitelial, estromal y perivascular. Para el analisis
estadistico, se utilizd el programa comercial SPSS para Windows, version. Los
resultados se presentaron con un intervalo de confianza del 95% y el nivel de

significancia estadistica se concreto en 0,05.
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Resultados

4.1 DESCRIPCION EPIDEMIOLOGIA, CLINICA, RESPUESTA AL TRATAMIENTO.

Caracteristicas de los pacientes POC versus controles.

En esta tesis, se incluyeron 12 pacientes con POC confirmados por
inmunohistoquimica y 6 sujetos normales que sirvieron como controles. Las
caracteristicas basales de los pacientes se resumen en la tabla 2. Los pacientes con
POC (10 mujeres y 2 hombres) con edades comprendidas entre 47 y 79 afios,
presentaron al diagndstico una media de 60.83 afios. La media de edad entre los
controles (5 mujeres y 1 hombre) fue 65 afios (rango 58-75). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en edad y sexo entre los pacientes con POC
versus controles (p= 0.291 y p=1 respectivamente). Tres pacientes con POC (25%)
tenian afectacidén de otras membranas o mucosas ademas de la conjuntiva, 1 paciente
presentd afectacidn oral y cutdnea (paciente 7), otro afectacién esofagica (paciente
10) y otro manifestaciones orales y nasales (paciente 2). Con el objetivo de aislar los
hallazgos debidos exclusivamente a POC, los pacientes se clasificaron en 2 grupos
segun la presencia o ausencia de comorbilidad ocular. Los pacientes 1,2, 3, 4y 5
presentaban exclusivamente POC, mientras que los pacientes 6, 7, 8, 9, 10, 11, y 12

presentaron otro tipo de comorbilidad ocular.
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Asi, queratoconjuntivitis atdpica se diagnosticé en 3 de los pacientes (25%), 2
pacientes (16.7%) tenian antecedentes de conjuntivitis alérgica estacional, 1 paciente
(8.3%) fue diagnosticado de conjuntivitis asociada a liquen plano y otro paciente (8.3%)

presentd hallazgos clinicos e histolégicos compatibles con rosacea.

Todos los pacientes con POC iniciaron tratamiento inmunosupresor tras la
confirmacién diagnostica, y su respuesta al tratamiento fue monitorizada durante el

periodo de seguimiento de 14 meses de media (rango 9-19). Ver tablas 3 y 4.
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Tabla 2. Caracteristicas basales de los pacientes con POC en el momento de la

biopsia

Edad en el momento de la biopsia (afios)

Media (DS) 60.83 (10.55)
Rango 47-79
Sexo n, %
Hombres 2 (16.7%)
Mujeres 10 (83.3%)

Clasificacion de Foster, n (%)

Estadio | 2 (16.7%)
Estadio Il 1(6.7%)
Estadio Il 9 (75%)
Estadio IV 0 (0%)

Presentacion otras manifestaciones PMM, n (%)

Si 3 (25%)
No 9 (75%)

Comorbilidad ocular, n (%)

Queratoconjunctivitis atdépica 3 (25%)
Conjuntivitis alérgica estacional 2 (16.7%)
Conjuntivitis secundaria a liquen plano 1(8.3%)
Rosacea 1(8.3%)
Ausencia de comorbilidad ocular 5(41.7%)

Grado de inflamacién conjuntiva bulbar, n (%)

Grado 0 0 (0%)
Grado 1 4 (33.3%)
Grado 2 3 (25%)
Grado 3 5(41.7%)
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Tabla 3. Detalle de caracteristicas demograficas, clinicas en el momento de la

biopsia; tratamiento recibido y respuesta terapéutica.

Pac Edad Sexo Clasificacion Actividad Tratamiento

Respuesta terapéutica

n° de Foster clinica
Respuesta
1 59 M Estadio lll 1 AZA parcial
Respuesta
2 60 F Estadio Il 1 MFM parcial
Respuesta
3 78 F Estadio Ill 1 MTX completa
Respuesta
4 62 F Estadio Ill 2 MTX completa
Respuesta
5 79 F Estadio Ill 1 MTX completa
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Tabla 4. Detalle de caracteristicas demograficas, clinicas en el momento de la

biopsia; tratamiento recibido y respuesta terapéutica.

Pac Edad Sexo Clasificacion Comorbilidad Actividad Tratamiento Respuesta

n° de Foster ocular clinica Terapéutica
Conjuntivitis Respuesta
6 53 F Estadio Il secundaria a 3 MTX completa
liguen plano
Respuesta
7 57 F Estadio Il Conjuntivitis 3 g IV+ completa
alérgica
estacional Rituximab
Queratoconjunti Respuesta
8 49 M Estadio | vitis atopica 3 CsA parcial
Respuesta
9 71 F Estadio lll Rosdacea 2 MTX parcial
Querato- Respuesta
10 63 F Estadio Il conjuntivitis 3 CsA completa
atopica
Querato- Respuesta
11 52 F Estadio | conjuntivitis 3 CsA completa
atopica
Conjuntivitis Respuesta
12 47 F Estadio Il alérgica 2 Ig IV completa
estacional
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4.2 DESCRIPCION BIOPSIAS: HISTOLOGIA, PERFIL DIAGNOSTICO y PATRON DE

INTERLEUQUINAS.

Histologia

El 41,6% los pacientes con POC presentaban metaplasia escamosa del epitelio
conjuntival en el momento de la biopsia conjuntival. Uno de cada 4 pacientes
presentaron ausencia de células caliciformes, especialmente esto se correspondio con
pacientes pertenecientes a estadios mas avanzados de la enfermedad. En el 83, 3% de
los especimenes se encontré presente un infiltrado inflamatorio de células
mononucleares, mayoritariamente en estroma. Se encontraron células plasmaticas en
el estroma conjuntival del 100% de los especimenes afectos con POC. EL 25 % de los
pacientes con POC presentaron microangiopatia. Ademas, se observd un incremento
del numero de mastocitos en las muestras del 25 % de los pacientes, en los cuales
existia una sospecha clinica de queratoconjuntivitis atdpica y conjuntivitis alérgica
estacional. El resumen de los rasgos histoldgicos de los especimenes conjuntivales de

pacientes con POC se presenta en la tabla 5y 6.

Meétodo diagndstico

Todos los pacientes fueron diagnosticados mediante inmunofluorescencia
directa, salvo el paciente 2, 11 y 12 en los que ésta no fue concluyente, por lo que se
requirid un analisis inmunohistoquimico complementario por tincion ABC que fue

inequivoco para POC. Ver detalles en tablas 5y 6.
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Expresion de IL en la biopsia conjuntival

No se encontré expresion significativa de IL-1, IL-6, IL-12, IL-13 o0 IL-17 en
epitelio, estroma o drea perivascular en los especimenes de los sujetos controles. Dos
especimenes conjuntivales presentaron una minima expresién (0.5+) de IL-1 en
epitelio. Un paciente presentd una leve expresion (1+) de IL-1 en estroma y otro

paciente una minima expresion (0.5+) en IL-6 en epitelio. Ver Fig 9 (A-G ) y 10.

Fig. 9A Inmunotincion en paciente control (paciente 14) utilizando el

anticuerpo anti-IL-1 humana.
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Fig. 9B. Inmunotincidon en paciente control (paciente 14) utilizando el anticuerpo anti-IL-6

humana.

Fig 9C. Inmunotincidn en paciente control (paciente 14) utilizando el anticuerpo anti-

IL-13 humana.
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Fig. 9D. Inmunotincidn en paciente control (paciente 14) utilizando el Ac anti-IL-12 humana.

Fig. 9E. Inmunotincion en paciente control (paciente 14) utilizando el Ac anti-IL-17 humana.
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Fig. 9F. Control positivo en paciente control (paciente 14) utilizando Ac anti-colageno IV.

Fig. 9G. Control negativo en paciente control (paciente 14) utilizando exclusivamente PBS.
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Fig. 10. Inmunotincidn en biopsia conjuntival de paciente control (Paciente 18) utilizando el

Ac anti-IL-1 humana. Nétese la tincion 1+ en estroma conjuntival.
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Todas las muestras con POC presentaron cantidades significativas de IL-12, IL-
13 e IL-17 en epitelio, estroma y area perivascular, junto con una leve expresion de IL-1
e IL-6. Ver figuras 1 y 2. Interesantemente, en pacientes con formas clinicas mas
activas en el momento de la biopsia (grado 2 y 3) se objetivo una mayor expresion de
IL-13, especialmente en estroma, que en aquellos con formas clinicamente mas

silentes (grado 1). Ver Fig. 11-14

Fig.112. Inmunotincién en biopsia conjuntival de paciente POC (Paciente 3) utilizando el Ac

anti-IL-1 humana.
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Fig. 11B. Inmunotincidn de paciente POC (Paciente 3) utilizando el Ac anti-IL-6 .

Fig. 11C. Inmunotincién en paciente POC (Paciente 3) utilizando el Ac anti-IL-12.
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Fig. 11D. Inmunotincién en biopsia conjuntival de paciente POC (Paciente 3) utilizando el Ac

anti-IL-13 humana.

Fig. 11E. Inmunotincion en paciente con POC (Paciente 3) utilizando el anticuerpo anti-IL-17.
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Fig. 11D. Control positivo en paciente POC (paciente 3) utilizando Ac anti-colageno IV.
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Fig.122. Inmunotincidn en paciente con POC (Paciente 4) utilizando el anticuerpo anti-IL-1.

Fig.12B. Inmunotincion en paciente con POC (Paciente 4) utilizando el anticuerpo anti-IL-6.
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Fig. 12C Inmunotincidn en paciente con POC (Paciente 4) utilizando el Ac anti-IL-12.

Fig.12D Inmunotincion en paciente con POC (Paciente 4) utilizando el Ac anti-IL-13.
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Fig.12E Inmunotincion en paciente con POC (Paciente 4) utilizando el Ac anti-IL-17.
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Tabla 5. Hallazgos histologicos, inmunofluorescencia y perfil de IL en la biopsia

conjuntival de pacientes exclusivamente con POC.

Pts IF
NO

Histologia

Perfil IL

1 Depdsito lineal IgG e Ig
A en MB en IF directa

IF directa no
concluyente,
2 Depdsito lineal Ig A en
MB con tincion ABC

Depésito lineal Ig G, Ig
3 A, lgM,lgDenMBen
IF directa

Depésito lineal Ig G, Ig
4 A, lgMenMBenlF
directa

Depésito lineal Ig G, Ig
5 A,C4en MBen IF
directa

Epitelio engrosado
Infiltrado extenso mononucleares
Presencia de células plasmaticas
Células caliciformes normales
No microangiopatia

Metaplasia escamosa
Infiltrado células mononucleares
Presencia de células plasmaticas
Disminucion células caliciformes

Microangiopatia

Epitelio engrosado, irregular
Infiltrado células mononucleares
Presencia de células plasmaticas

Células caliciformes normales

Microangiopatia

Epitelio adelgazado
Impresionante infiltrado mononucleares
Presencia de células plasmaticas
Aumento células caliciformes
Microangiopatia

Metaplasia escamosa
Reducido infiltrado mononucleares
Presencia de células plasmaticas
Ausencia células caliciformes
No microangiopatia

*IL-1 (epit & estroma)
*IL-6 (epit & estroma)
*|L-12 (epit & estroma)
IL-13 (epit & estroma)
*|L-17 (epit & estroma)

IL-1 (estroma)
IL-6 (estroma)
*IL 12 (epit & estroma)
IL-13 (estroma)
*|L 17 (epit,estroma, perivasc)

IL-1 (epit, estroma, perivasc)
*|L-6 (estroma)
IL-12 (estroma)
*|IL 17 (estroma, perivasc)

*|L-1 (epit & estroma)
*|L-6 (epit, estroma, perivasc)
*|L-12 (epit,estroma, perivasc)
*|L-13 (epit,estroma, perivasc)
*|L-17 (epit,estroma, perivasc)

*|L-12 (epit & estroma)
*|L-17 (epit & estroma)

* Expresion mayor de 2+
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Tabla 6. Hallazgos histologicos, Inmunofluorescencia y perfil de IL en la biopsia
conjuntival de pacientes con POC y otra comorbilidad ocular.

Pts IF

Histologia

Perfil IL

6 Deposito lineal
IlgGen MBenlF
directa

Deposito lineal
7 IlgGen MBenlIF
directa

Deposito lineal
8 lgGelgAen
MB en IF directa

Deposito lineal
9 IlgGeC3enMB
en IF directa

Deposito lineal
10 IgG,lgAeC3
en MBen IF
directa

IF directa no
concluyente
11  Deposito lineal
Ig G,lgAen MB
en tincién ABC

Deposito lineal
12 1gG,IgA, IgMy
C4, en MB en
tincién ABC

Metaplasia escamosa
Moderado-extenso infiltrado
mononucleares
Ausencia células caliciformes
Presencia de células plasmaticas
Microangiopatia

Epitelio normal
Vasto infiltrado mononucleares
Células caliciformes normales
Presencia de células plasmaticas
Microangiopatia severa
Epitelio conservado
Moderado infiltrado
mononucleares
Aumento células caliciformes
Aumento mastocitos
Presencia de células plasmaticas
Microangiopatia severa

Epitelio conservado
Infiltrado mononucleares
Células caliciformes normales
Presencia de células plasmaticas
Microangiopatia

Metaplasia escamosa, epitelio
engrosado
Extenso infiltrado mononucleares
Células caliciformes normales
Eosindfilos, aumento mastocitos
Presencia de células plasmaticas
Microangiopatia

Metaplasia escamosa
Degeneracidn elastotica estroma
Ausencia células caliciformes
Presencia de células plasmaticas
No microangiopatia
Epitelio normal
Infiltrado mononuclear moderado
Aumento células caliciformes
Presencia de células plasmaticas
Microangiopatia

* |L-1 (epit, estroma, perivasc)
IL-6 (epit, estroma, perivasc)
*IL-12 (epit, estroma, periv)

IL-13 (estroma)

*|L-17 (epit, estroma, perivas)

* IL-1 (epit, estroma, perivasc)

* IL-6 (epit, estroma, perivasc)

* |L-12 (epit, estroma, perivasc)

* |L-13 (epit, estroma, perivasc)

* |L-17 (epit, estroma, perivasc)

* IL-1 (epit, estroma, perivasc)
IL-6 ( estroma, perivasc)
* |L-12 (epit, estroma, perivasc)
IL-13 (estroma)
* |L-17 (epit, estroma, perivasc)

IL-1 (epit, estroma, perivasc)
*IL-6 (epit, estroma, perivasc)
* |L-12 (epit, estroma, perivasc)
* |L-17 (epit, estroma, perivasc)

* |L-1 (epit, estroma, perivasc)
IL-6 (epit, estroma)
* |L-12 (epit, estroma, perivasc)
IL-13 (estroma, perivasc)
IL-17 (estroma, perivasc)

* |L-1 (epit, estroma)
IL-6 (epit, estroma)

* IL-12 (epit, estroma)

* IL-13 (epit, estroma)

*|L-17 (epit, estroma)
* |L-1 (epit, estroma, perivasc)
* |L-6 (epit, estroma, perivasc)
* |L-12 (epit, estroma, perivasc)

IL-13 (estroma)

IL-17 (epit, estroma, perivasc)

* Expresion mayor de 2+.
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Fig.12A Inmunotincidn utilizando el Ac anti-IL-1 en paciente POC y liquen plano (Paciente 6)

Fig.12B Inmunotincion utilizando el Ac anti-IL-6 en paciente POC y liquen plano (Paciente 6)
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Fig.12C Inmunotincidn utilizando el Ac anti-IL-12 en paciente POC y liquen plano (Paciente 6)

Fig.12D Inmunotincion utilizando el Ac anti-IL-13 en paciente POC y liquen plano (Paciente

6)
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Fig.12E Inmunotincion utilizando el Ac anti-IL-17 en paciente POC y liquen plano (Paciente 6)
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Fig. 13A Inmunotincion de paciente con POC y rosacea ocular (Paciente 9) utilizando el Ac

anti-IL-1.

Fig. 13B Inmunotincidn de paciente con POC y rosacea (Paciente 9) utilizando el Ac anti-IL-6.
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Fig. 13C Inmunotincion de paciente con POC y rosacea ocular (Paciente 9) utilizando el Ac

anti-IL-12.

Fig.13 D Inmunotincion de paciente con POC y rosacea ocular (Paciente 9) utilizando el Ac

anti-IL-13.
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Fig. 13E Inmunotincidon de paciente con POC y rosacea ocular (Paciente 9) utilizando el Ac

anti-IL-17.

Fig. 13F Control negativo de Paciente 9.
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Fig.14A Inmunotincion en paciente con POC y conjuntivitis alérgica estacional utilizando el

Ac anti-IL-1 (Paciente 7).

Fig. 14B Inmunotincidn en paciente con POC y Conjuntivitis alergica estacional (Paciente 7)

utilizando el Ac anti-IL-6.
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Fig.14C Inmunotincidn en paciente con POC y conjuntivitis alérgica estacional utilizando el Ac

anti-IL-12 (Paciente 7).

Fig.14D Inmunotincién en paciente con POC y conjuntivitis alérgica estacional utilizando el

Ac anti-IL-13 (Paciente 7).
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Fig.14E Inmunotincion en paciente con POC y conjuntivitis alérgica estacional utilizando el Ac

anti-IL-17 (Paciente 7).
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Tabla 7. Perfil de IL en biopsias de grupo control.

Pts Edad Sexo Perfil IL
NO
Ausencia total expresion IL
13 72 F
14 60 M Ausencia total expresion IL
15 58 F IL-6 (epit)
16 61 F IL-1 (epit)
Ausencia total expresion IL
17 64 F
18 75 F IL-1 (epit & estromal)
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4.3. COMPARACION ENTRE PACIENTES POC VERSUS CONTROLES

Al comparar los 12 pacientes afectos de POC con los controles se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la expresion estromal de IL-1, IL-6, IL-12,
IL-13 e IL-17, y en expresion epitelial y perivascular de IL-12 e IL-17, mediante el test

exacto de Fisher. Ver tabla 8 y figura 15 adjuntas.

Tabla 8. Perfil de IL entre los 12 pacientes con POC comparado con 6 controles

Variable P
IL-1 epitelio P=0.107
IL-1 estroma P =0.004*
II-1 vasos P =0.054
IL-6 epitelio P=0.131
Il-6 estroma P<0.001*
IL-6 vasos P=0.054
IL-12 epitelio P<0.001*
IL-12 estroma P<0.001*
IL-12 vasos P =0.038*
IL-13 epitelio P=0.245
IL-13 estroma P =0.009*
[I-13 vasos P=0.515
IL-17 epitelio P=0.002*
IL-17 estroma P<0.001*
IL-17 vasos P =0.009*

* Asociacion estadisticamente significativa.



Resultados

Fig. 15. Histograma mostrando la expresion relativa expresion de IL-1, IL-6, IL-12, IL-
13 y IL-17 en especimenes conjuntivales de 12 sujetos con POC versus 6 sujetos
controles.
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4.4. COMPARACION ENTRE PACIENTES POC “PUROS” VERSUS CONTROLES.

Al comparar la expresion de IL entre pacientes POC puros versus controles, se

obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en la expresién estromal de IL-6,

IL-12 e IL-17, ademds de a nivel epitelial en IL-12 e IL-17. Ver tabla 9 y figura 16.

Tabla 9. Perfil de IL entre los 5 pacientes con POC “puro” comparado con 6 controles.

Variable P
IL-1 epitelio P=0.567
IL-1 estroma P=0.080
II-1 vasos P =0.455
IL-6 epitelio P =0.545
Il-6 estroma P=0.015*
IL-6 vasos P=0.455
IL-12 epitelio P=0.015*
IL-12 estroma P=0.002*
IL-12 vasos P=0.455
IL-13 epitelio P=0.182
IL-13 estroma P=0.061
1I-13 vasos P =0.455
IL-17 epitelio P=0.015*
IL-17 estroma P=0.002*
IL-17 vasos P=0.061

* Asociacion estadisticamente significativa.
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Fig. 16. Histograma mostrando la expresion relativa expresion de IL-1, IL-6, IL-12, IL-
13 y IL-17 en especimenes conjuntivales de 5 sujetos con POC “puro” versus 6 sujetos

controles.
3 -
2 -
u Control
o | u POC

1 -
0 . .

-1 -1 -1

epit estrom vasos
3 —
2 -

@ Control
POC

1 4 ]
0 T T 1

IL-6 IL-6 IL-6

epit estrom wvasos
3 -
2 -

& Control

1 4 uOCP
0 T T T

IL-12 IL-12 IL-12

epit estrom  vasos

98

IL-13 IL-13 IL-13
epit estrom wvasos
IL-17 IL-17 IL-17
epit estrom  vasos

w Control

= POC

@ Control

= POC



Resultados

4.5 COMPARACION ENTRE PACIENTES POC “PUROS” VERSUS PACIENTES POC

CON OTRA COMORBILIDAD OCULAR.

Al comparar los subgrupos de pacientes con POC segun si presentaban o no
otra patologia ocular, se observd que los pacientes con otras patologias ademas de
POC, tenian una mayor actividad clinica en el momento de la biopsia (p= 0.005). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en edad, sexo, estadio de la
enfermedad o respuesta al tratamiento (p= 0,073, p=1, p= 0,149 respectivamente). Ver
tabla 10. Respecto a las diferencias de expresion de IL, solo se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la expresién local de IL-12 a nivel perivascular

(p=0,018).

Tabla 10. Caracteristicas basales entre pacientes exclusivamente con POC y pacientes

con POC y otras patologias.

POC + otras
Variable POC (n=5) patologias P
(n=7)
Edad (afios) 67.7 56 P=0.073
Hombres (%) 20 14.3 P=1
Estadio POC 2.6 2.43 P=1
Actividad 1.2 2.71 P =0.005*

* Asociacion estadisticamente significativa.
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Tabla 11. Perfil de IL entre los 5 pacientes con POC “puro” comparado con 7

pacientes con POC y otras patologias oculares.

Variable P

IL-1 epitelio P=0,432
IL-1 estroma P=0,268
[I-1 vasos P=0,106
IL-6 epitelio P=0,343
[I-6 estroma P=0,202
IL-6 vasos P=0,106
IL-12 epitelio P=0,432
IL-12 estroma P=0,432
IL-12 vasos P=0,018*
IL-13 epitelio P=1
IL-13 estroma P=0,432
[I-13 vasos P=0,876
IL-17 epitelio P=0,876
IL-17 estroma P < 0,639
IL-17 vasos P=0,432

* Diferencia estadisticamente significativa.
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4.6. CORRELACION ENTRE 4.1Y 4.2.

Se utilizd un coeficiente de correlacion de Spearman para determinar si existia
una relacién lineal o no entre cada par de variables analizadas. Los factores de interés
fueron sexo, edad, estadio de POC, comorbilidad ocular, afectacién de piel u otras
mucosas por PMM, actividad de POC en el momento de la biopsia, respuesta al

tratamiento y la expresion conjuntival de IL.

El andlisis evidencio que la actividad clinica en el momento de la biopsia se
correlaciona directamente con la presencia de microangiopatia mediada por IL-12, IL-
13 e IL-17 en los especimenes conjuntivales (p = 0.018, p = 0.026, p = 0.016
respectivamente). Adicionalmente, una mayor actividad clinica previa a la biopsia
(grado 2, 3) se asocié de manera independiente a una mejor respuesta al tratamiento
(p =0.011). La expresion elevada de IL-1 en estroma conjuntival y de IL-12 y IL-17
perivascular en el momento de la biopsia se correlacionaron con una mejor respuesta
terapéutica (p = 0.045, p = 0.001, p = 0.026 respectivamente). En contraste, no se
encontré correlacidon entre el resto de las variables (genero, edad, estadio de POC,
comorbilidad ocular y presencia de otras manifestaciones de MMP) entre si o con una

mejor respuesta al tratamiento. Ver tabla 12.
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Tabla 12: Asociacion entre variables

Variables r IC (95%) P
Actividad clinica y expresidn perivascular de
IL12 0,664 (0,15-0,90) 0,018*
Actividad clinica y expresidn perivascular de
IL13 0,638 (0,10-0,89) 0,026*
Actividad clinica y expresidn perivascular de
IL17 0,667 (0,17-0,90) 0,016*
Actividad clinica y respuesta al tratamiento 0,699 (0,21-0,91) 0,011*
Expresion estromal de IL-1 y respuesta al
tratamiento 0,588 (0,02-0,87) 0,045*
Expresion perivascular de IL 12 y respuesta
al tratamiento 0,843 (0,52-0,95) 0,001*
Expresion perivascular de IL 12 y respuesta
al tratamiento 0,638 (0,10-0,89) 0,026*

r: Coeficiente de correlacién de Spearman
IC: intervalo de confianza
* Asociacion estadisticamente significativa.
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“Nada hay que temer a la vida, sélo hay que entenderlo todo”
Marie Curie

DISCUSION







Discusion

5.1 PAPEL DE LAS ILY CELULAS T EN LA FISIOPATOGENIA DEL POC.

La evidencia cientifica sugiere que el POC se desarrolla como consecuencia de
la pérdida de tolerancia inmunolégica frente a la subunidad estructural beta 4 (B4), a
nivel del hemidesmosoma de la MB conjuntival. Esta pérdida de tolerancia se traduce
en el desarrollo de auto Ac circulantes Ig G e Ig A, que se unen al dominio
intracitoplasmatico del péptido B4 de la integrina humana a6B4. El depdsito local de
anticuerpos, que es el verdadero centro de la inmunopatogénesis del POC,
desencadena una cascada de eventos. Estos incluyen la generacién de citoquinas vy
guimioquinas, resultando en el reclutamiento de una panoplia de células inflamatorias,
gue activan los fibroblastos, éstos a su vez se multiplican y generan un nuevo tipo de
colageno (tipo 3), produciendo la fibrosis conjuntival y arrugamiento de la

conjuntiva66’67.

Algunos autores, sin embargo, han apuntado que la hipdtesis de una
inmunopatogenia basada exclusivamente en la generacién de autoanticuerpos, no
explica todas las caracteristicas observadas en el POC y otras enfermedades bullosas
autoinmunes similares®®®°, como por ejemplo la gran susceptibilidad a esta entidad

unida al complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (HLA—DQBl*O301)70’74.
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Discusion

Con el objeto de explorar el microambiente subyacente en los pacientes con
POC, el papel de diferentes citoquinas ha sido determinado tanto en suero como en
conjuntiva. Asi, Foster y asociados demostraron que existe una sobrexpresion de IL-
17 IL-5” y Factor de Necrosis Tumoral-alfa (TNF-c)’® en sangre periférica de estos
pacientes, mientras que IL-6 se encontrod disminuida al compararse con sujetos sanos.

Otras moléculas inflamatorias como el TNF-a./”""®

, el factor de inhibicion de migracién
de macréfagos’®, el factor estimulante de colonias de granulocitos” y la IL-4%° se han

demostrado implicadas en la activacién del sistema inmune limitada a la conjuntiva,

por el grupo de Foster y colaboradores.

Mas tarde, Saw y asociados hipotetizaron que la IL-13%¥" podria jugar un rol
clave en estos pacientes, induciendo la activacion de los fibroblastos y linfocitos T que
resultaria en la induccion de fibrosis conjuntival. Recientemente, Lambiase sefiald que
a nivel conjuntival existia un reclutamiento de Linfocitos T colaboradores del subtipo

17 (Th17) en pacientes con POC®.
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Discusion

En los estudios que se presentan en esta tesis, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la expresion estromal de IL-1, IL-6, IL-12, IL-13 e IL-
17, junto a una sobrexpresion epitelial y perivascular de la IL.-12 y la IL-17 en
conjuntiva de pacientes diagnosticados de POC comparado con el grupo control.
Ademas, los pacientes con POC en los que se objetivd un estatus clinicamente mas
activo a nivel conjuntival (inflamacién conjuntival grado 2 y 3) en el momento de la
biopsia, presentaban una mayor expresion de IL-13, mayoritariamente en estroma
conjuntival, respecto g aquellos sujetos con enfermedad clinicamente menos activa en
el momento de la biopsia. Nuestros hallazgos estan en linea con los resultados previos
reportados por los grupos de Saw y Lambiase, pero sugieren ademas que la
autoinmunidad conjuntival en el POC estd mediada por otras citoquinas inflamatorias

como laIL-1, IL-6 e IL-12.

Interesantemente, nuestros datos sugieren que los pacientes con una
conjuntiva mas inflamada clinicamente en el momento de la biopsia, podrian
presentar una mayor expresion de IL-13, lo que se corresponderia con los pacientes
con historia de atdpia o conjuntivitis alérgica en nuestra serie. No obstante, las
enfermedades alérgicas han demostrado ser auténticos perturbadores de la
autoinmunidad, llevando por ejemplo a un mayor riesgo de rechazo del Alotransplante

corneal®*8*
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Discusion

La sobreexpresion de IL-1, IL-6, IL-12, IL-13 e IL-17 demostrada en nuestros
especimenes apoya que los linfocitos T juegan un rol en la autoinmunidad del POC. EN
linea con esta teoria, Razzaque y colaboradores hipotetizaron que los linfocitos T
podrian reconocer epitopos especificos de la MB conjuntival y unirse a DQ1*0301,
estimulando la activacion antigenoespecifica de linfocitos B, que producirian Ac

especificos frente la MB conjuntival®.

La disparidad de las observaciones en la IL-6, disminuida en el suero e
incrementada a nivel conjuntival en pacientes con POC, enfatiza la expresién local de

una autoinmunidad sistémica en esta entidad.

Los hallazgos histoldgicos en la serie de pacientes mostrada en la presente tesis
muestran que el 100% de los pacientes con POC presentaban células plasmaticas en
los especimenes conjuntivales. Este hecho apoya el hecho de que los Auto Ac
circulantes son probablemente el rasgo inmunopatolégico clave en esta entidad. No
obstante, terapias dirigidas frente a estas células, como el Rituximab y/o Ig
intravenosas se han mostrado efectivas en la detencidon de la progresion en casos

recalcitrantes®®®°

. Curiosamente, terapias dirigidas frente a células T, como los
inhibidores de la calcineurina, se han demostrado relativamente ineficaces como

tratamiento del POC™.
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Son necesarios mas estudios para determinar qué células son las responsables
de la produccion local de las citoquinas observadas en esta tesis, la relevancia de las
células T en |la patogénesis de la enfermedad y los mecanismos exactos que subyacen a

la fibrosis y cicatrizacion conjuntival.
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5.2 BIOPSIA CONJUNTIVAL COMO GUIA TERAPEUTICA

A dia de hoy, el gold estandar y realmente el Unico método definitivo para
diagnosticar el POC continua siendo el analisis inmunohistoquimico de los
especimenes conjuntivales, con la demostracion de uno o mas inmunoreactantes
frente a la MB conjuntival. Sin embargo, no existe ningln pardmetro clinico, analitico
o histoldgico que se correlacione directamente con el prondstico, evolucion de la
enfermedad o respuesta al tratamiento en pacientes con POC. Se conoce por estudios
previos que la presencia y niveles de Auto Ac en plasma no es un parametro util para

monitorizar estos pacientesgl.

Como objetivo secundario en la presenta tesis, se intentd explorar la relacién

existente entre biomarcadores conjuntivales y los diferentes patrones de respuesta

clinico-terapéutica observados en la practica clinica.

110



Discusion

Nuestros datos demuestran la actividad clinica antes de la biopsia podria
correlacionarse directamente con la respuesta terapéutica en pacientes con POC.
Ademas, la expresidon estromal de IL-1, la presencia de microangiopatia mediada por
IL-12 e IL-17 podrian ser predictores de una respuesta favorable al tratamiento. En
nuestra serie, la actividad conjuntival clinica se correlaciond directamente con la
presencia de microangiopatia mediada por IL-12, IL-13 e IL-17 en especimenes

conjuntivales.

Este estudio proporciona firme evidencia que la biopsia conjuntival podria ser
usada no solo para diagnosticar POC, sino también para anticipar qué pacientes
presentardn una respuesta terapéutica mas favorable. Lo que contribuiria a clasificar
de una manera mas adecuada a los pacientes afectos de POC y mejorar las actuales

guias clinicas de esta entidad.

Los autores de este estudio reconocen que el nimero moderado de pacientes
incluidos en el estudio (12) y la falta de largo periodo de seguimiento, limitan la fuerza
de nuestras observaciones. Estudios prospectivos en poblaciones mayores, con
periodos de seguimiento mdas prolongados son necesarios para establecer la validez
de la biopsia conjuntival pretratamiento como predictor de la respuesta al

tratamiento.
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En resumen, la presente tesis proporciona evidencia de que las citoquinas IL-1,
IL-6, IL-12, IL-13 e IL-17 estan envueltas en la patogénesis del POC. Hemos demostrado
por primera vez que IL-1, IL-6, IL-12 e IL-17 pueden estar sobrexpresadas a nivel local
en especimenes conjuntivales de pacientes con POC, al compararse con sujetos sanos.
Ademas, la combinacion de escores clinicos y de datos inmunohistoquimicos iniciales,

podria proporcionar una valiosa informacidn prondstica.
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“Muchos hombres no se equivocan jamas, porgue nunca en sus vidas se
proponen nada”
Unamuno

CONCLUSIONES







Conclusiones

1. Las IL-1, IL-6, I1L-12, IL-13 e IL-17 estan sobreexpresadas en la conjuntiva
de sujetos afectos de POC. El presente estudio demuestra por
primera vez que IL-1, IL-6, IL-12 e IL-17 estan envueltas en la

patogénesis del POC.

2. En pacientes con POC, la actividad clinica conjuntival se correlaciona
directamente con una mayor expresion de IL-13, lo que se
corresponde en nuestra serie con pacientes con antecedentes de
enfermedad alérgica ocular. La actividad conjuntival clinica se
correlaciona también directamente con la presencia de
microangiopatia mediada por IL-12, IL-13 e IL-17 en especimenes

conjuntivales afectos de POC.

3. Los parametros de respuesta mas favorable al tratamiento observados
en nuestra serie fueron una mayor actividad clinica conjuntival pre-
biopsia, la expresion estromal de |IL-1, la presencia de

microangiopatia local mediada por IL-12 e IL-17.

4, Los pacientes con POC que presentan microangiopatia tienen un mayor

riesgo de riesgo de sufrir una progresion inexorable y répida de la

enfermedad.
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Conclusiones

5. La combinacién de scores clinicos y hallazgos inmunohistoquimicos
pretratamiento proporciona una valiosa informacion prondstica en

los pacientes con POC.
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