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LA SENALIZACION CELULAR Y LOS FACTORES DE CRECIMIENTO
CELULAR.
1. Moléculas de seializacion celular y sus receptores

Todas las células reciben sefiales desde su medio y responden a estas sefiales. La
unién de la mayoria de estas moléculas sefializadoras a sus receptores provoca una
cascada de reacciones intracelulares que son las que regulan, en gran medida, los
diferentes aspectos del comportamiento celular, incluyendo su metabolismo, la
motilidad, la proliferacion, su supervivencia y la diferenciacion. La comprension de los
mecanismos moleculares que constituyen estas vias de sefializacion celular se han
convertido, por tanto, en un area prioritaria de investigacion. Son muchos los diferentes
tipos de moléculas que transmiten informacion entre las células de los organismos
pluricelulares. Aunque todas ellas actian como ligandos que se unen a receptores
expresados por las células diana, existe una variabilidad considerable en la estructura y
funcién de los distintos tipos de moléculas que actiian como transmision de sefiales. La
mayoria de estas moléculas sefializadoras se unen a receptores que son expresados en la
superficie de las células diana, aunque algunas son capaces de atravesar la membrana

L. . . . , 1
plasmatica y unirse a receptores intracelulares en el citoplasma o en el nucleo .

La sefializacion celular tiene lugar bien a través de la interaccion directa entre
una célula y la célula vecina, o bien mediante la accion de moléculas sefializadoras
secretadas. La sefalizacion directa célula-célula (o célula-matriz extracelular)
desempefia un papel critico en la regularizacion del comportamiento de las células
humanas. Las integrinas y cadherinas, funcionan como moléculas de adhesién celular y

también como moléculas sefalizadoras que regulan la proliferacion y supervivencia
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celular en respuesta al contacto célula-célula y célula-matriz extracelular. Este tipo de
seflalizacion directa es fundamental tanto en el periodo embrionario, como en el

mantenimiento de los tejidos adultos 2.

Existen tres tipos de sefalizacion mediante moléculas secretadas. La
sefializacion endocrina, en el cual las moléculas sefializadoras son las hormonas, que
son secretada por células endocrinas especializadas, y se trasportan a través de la
circulacion, actuando sobre células diana alejadas, como por ejemplo las hormonas
esteroideas. La sefializacion paracrina , en la cual la molécula liberada por una célula
actua localmente afectando a células diana muy proximas, como por ejemplo los
neurotransmisores en las sinapsis. La tercera, seria la sefializacion autocrina, en la cual
la célula responde a una molécula sefial producida por ella misma, por ejemplo los
linfocitos T, que responden a la estimulacion antigénica sintetizando un factor de

crecimiento, que induce su propia proliferaciéon’. Ilustracion 1

En el ser humano, las moléculas sefalizadoras mas diversas son los péptidos,
cuyo tamafio oscila entre s6lo unos pocos hasta mas de cien aminoacidos. Este grupo de
moléculas sefializadoras incluye a las hormonas peptidicas, neuropétidos y un amplio

espectro de factores de crecimiento polipeptidicos®.



1 - INTRODUCCION

TIPOS DE SENALES QUIMICAS INTERCELULARES
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Iustracién 1. Tipos de sefiales quimicas intercelulares

Los factores de crecimiento polipeptidicos incluyen una amplia gama de
moléculas senializadoras que controlan el crecimiento y la diferenciacion de las células.
El primero de estos factores fue el factor de crecimiento nervioso (NGF), descubierto
por Rita Levi-Motalcini en los afios 50, posteriormente Stanley Cohen trabajando sobre
el anterior factor descubrié casualmente el factor de crecimiento epidérmico (EGF), que
estimula la proliferacion celular, este es un polipéptido de 53 aminoécidos que se
considera el prototipo de una amplia serie de factores de crecimiento que desempeiian
un papel fundamental en el control de la proliferacion celular, tanto durante el desarrollo

embrionario como en el organismo adulto’.

El factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), es un excelente
ejemplo de la accion de los factores de crecimiento sobre la cicatrizacion de las heridas.
El PDGF se almacena en las plaquetas y se libera durante la coagulacion sanguinea en
el lugar de la herida. Entonces estimula la proliferacion de fibroblastos en la proximidad

del coagulo, lo que contribuye a la regeneracion del tejido dafiado.
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Otro gran grupo de factores de crecimiento polipeptidicos son las citoquinas, que
regulan el desarrollo y la diferenciacion celular sanguinea y controlan la actividad de los

linfocitos durante la respuesta inmune.

Los factores de crecimiento anclados a la membrana, permanecen asociados a la
membrana plasmatica en vez de ser secretados al fluido extracelular, por lo que actian

r r ~ 1 . s 7 . I3 I3 6
especificamente como moléculas sefializadoras en la interaccion directa célula-célula’.

Los factores de crecimiento, al igual que los neuropéptidos y las hormonas
peptidicas, no siempre pueden atravesar la membrana plasmatica por lo que actiian

mediantela unioén a receptores de superficie celular.

Los factores de crecimiento desempefian un papel crucial en el control de la
proliferacion celular, por lo que existen multiple patologias derivadas de alteraciones de
la sefializacion celular mediada por factores de crecimiento. Es de esperar que actuando
por ejemplo sobre los receptores de los distintos factores podemos modular de alguna

;
manera la enfermedad’.

2. Funciones de los receptores de la superficie ocular
La mayoria de los ligandos responsables de la sefializacion célula-célula
(incluidos neurotransmisores, hormonas peptidicas y factores de crecimiento), se unen
a receptores de la superficie de las células diana. Es muy importante conocer los
mecanismos por los cuales los receptores celulares de superficie trasmiten las sefiales

iniciadas por la union del ligando.
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Los receptores de los factores de crecimiento, actiian regulando la actividad de
las proteinas intracelulares. Estas proteinas ,a su vez, transmiten las sefiales desde el
receptor a un conjunto de dianas intracelulares adicionales, que suelen ser
frecuentemente factores de transcripcion. Asi, la unidén a un receptor en la superficie
celular genera una cascada de reacciones intracelulares, que acaban alcanzando al
nicleo celular y que dan lugar a alteraciones programadas de la expresion génica.
Existen diferentes tipos de receptores de superficie celular, como los receptores
asociados a la proteina G, los receptores proteina-tirosina quinasa, los receptores de
citoquinas y proteina-tirosina no receptora y los receptores asociados a otras actividades
enzimaticas. Los receptores asociados a la proteina G, son la mayor familia de
receptores de superficie celular, e incluye la mayoria de los receptores de hormonas y
neurotransmisores, trasmiten las sefiales a las dianas intracelulares a través de la accion
de proteinas G. Los receptores proteina-tirosina quinasas, son los receptores para la
mayoria de los factores de crecimiento. Los receptores de citoquinas y proteina-tirosina
no receptoras son los utilizados por muchas citoquinas y por ultimo hay otro tipo de
receptores de superficie celular asociados a otras actividades enzimaticas como son las

, . . , . . . . . 8
proteinas-tirosina fosfatasa, proteina-serina /treonina quinasas y las guanilato ciclasas”.

Los receptores de la mayoria de factores de crecimiento polipeptidicos son los
proteina-tirosina quinasa, que son receptores acoplados a enzimas, y fosforilan las
proteinas sustrato en los residuos de tirosina. Tiene gran importancia su estudio, ya que
al ser un mecanismo de sefializaciéon que se involucra en el control del crecimiento y
diferenciacién celular. La primera proteina-tirosina quinasa, fue descubierta en 1980 por
Tony Hunter y Bartholomew Sefton, y Stanley Cohen descubrién que el receptor del

EGF, actuaba como una protein-tirosina quinasa, estableciendo asi que la fosforilacion
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de las tirosinas de las proteinas era un mecanismo de sefalizacién esencial en la

respuesta celular a la estimulacion por factores de crecimiento’. Ilustracién 2

Los diversos receptores PTQ de los factores de crecimiento estan codificados
por el genoma celular, y comparten todos una estructura comun, que es un dominio N-
terminal extracelular de union al ligando, una Unica hélice o transmembrana, y un
dominio citosdlico C-terminal con actividad proteina-tirosina quinasa. La mayoria de
los receptores PTQ estan formados por un tnico polipéptido. La unién del factor de
crecimiento (ligando), al dominio extracelular del receptor activa el dominio quinasa
citosolico, dando lugar a la fosforilacion del propio receptor y de las proteinas diana
intracelulares, que propagan la sefial iniciada por la union del factor de crecimiento'®.

El primer paso de la sefializacion en la mayoria de los receptores PTQ es la
dimerizacion del receptor por parte del ligando (en este caso el factor de crecimiento).
En concreto el PDGF o el NGF, son dimeros constituidos por dos cadenas
polipeptidicas idénticas; estos factores de crecimiento inducen la polimerizacion a
través de la union simultdnea a dos moléculas diferentes del receptor, sin embargo el
EGF es un monomero, que desencadena la dimerizacion del receptor como resultado de
la induccion de cambios conformacionales que facilitan las interacciones proteina-

proteina entre los polipéptidos de los receptores.

Tras la dimerizacion comienza la autofosforilacion del receptor. La
fosforilacion de los residuos de tirosina desempefia dos papeles fundamentales en la
sefializacion a través de estos receptores, ya sea regulando el incremento de la actividad
PTQ del receptor o por generacion de sitios especificos para otras proteinas, con objeto

de transmitir la sefial al interior celular.
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La asociacion de estas moléculas sefial intracelulares con los receptores PTQ se
lleva a cabo a través de un dominio de la proteina que se une a péptidos especificos del
receptor que contenga fosfotirosinas. Los dominios mejor conocidos son los SH2 y el
PTB. La asociacion de estas proteinas con los receptores autofosforilados supone el
primer paso en la transmision intracelular de sefiales, que comenzo con la unién de los

.. . 11
factores de crecimiento a la superficie celular .

Receptores con actividad enzimatica intrinseca.
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Tlustracion 2. Algunos tipos de receptores con actividad enzimaética

3. Vias de transduccion intracelular de sefiales

La mayoria de los receptores de superficie celular activan enzimas diana
intracelulares, las cuales pueden estar, bien unidas directamente a los receptores, o bien
asociadas a ellos mediante proteinas G. Las enzimas intracelulares sirven como
elementos que trasmiten la sefial hacia lugares posteriores en el interior celular,
propagando y amplificando la sefial iniciada por la unién del factor de crecimiento
(ligando). Existe una cascada de reacciones que trasmite la sefial desde la superficie
celular hasta diversas dianas intracelulares (transduccion intracelular de sefales), siendo
las dianas de estas vias de sefializacion intracelular los factores de transcripcion cuya

funcion es regular la trascripcion génica. En definitiva los mecanismos de sefializacion
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intracelular conectan la superficie celular con el nucleo, dando lugar a variaciones en la

. , 12
expresion génica como respuesta a los estimulos extracelulares .

El AMPc es un segundo mensajero importante en la respuesta de las células a
diversas hormonas y a moléculas olorosas, la mayoria de sus accciones estan mediadas
por la proteina quinasa A, que fosforila tanto a enzimas metabolicas como al factor de

transcripcion CREB'. Tlustracion 3

El GMP ciclico es un segundo mensajero muy importante en la recepcion

visuales en el ojo de los vertebrados.

Los fosfolipidos y el Ca®* son segundos mensajeros encargados de activar con
posterioridad a receptores asociados a proteinas G y proteina quinasa. Los niveles
elevados de Ca”" intracelular activan algunas proteinas diana, incluyendo las protein

quinasa dependintes de calcio/calmodulina.

El segundo mensajero PIPs;, es el resultado de la fosforilizacion del PIP,
(fosfatidil inositol 4,5-bifosfonato), desencadenando la activacion de la protein-
serina/treonina quinasa Akt, que desempefa un papel clave en la supervivencia celular.
La proteina quinasa mTOR, es una de las dianas de la sefializacion de Akt, y es un
importante regulador central del crecimiento celular y acopla la sintesis proteica a la

disponibilidad de factores de crecimiento, nutrientes y energia celular'.

La via de las quinasas MAP (proteinas quinasa activada por mitégenos) es una

cadena de proteina quinasas que se activa a partir de varias sefiales extracelulares. Estas

10
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se acoplan a los receptores del factor de crecimiento por la proteina de uniéon a
GTP,denominada Ras, que inicia la cascada de proteinas quinasas que conduce a la
activacion de la quinasa MAP (ERK), posteriormente ERK fosforila a varias proteinas
citosolicas y nucleares, incluyendo a factores de transcripcion que inducen la expresion
de genes tempranos inmediatos. Otras vias de los MAP quinasas median respuestas de

las células a la inflamacion y el estrés.

Las proteinas STAT son factores de transcripcion con dominios SH2, que
pueden ser activadas directamente por proteina-tirosina quinasas asociadas a receptores
de citoquinas y a receptores de factores de crecimiento . Los receptores de TGF-3 son
proteina-serina/treonina quinasas que fosforilan y activan directamente factores de

transcripcién Smad.

Los factores de transcripcion NF-kB se activan en respuesta a citoquinas,
factores de crecimiento y otros estimulos, esta activacion estd mediada por la
fosforilacion y degradacion de subunidades inhibitorias 1kB.

Las vias Hedgehog, Wnt y Notch juegan papeles clave en la determinacion del
destino celular y la formacién de patrones en el desarrollo. La prevencion de la
degradacion de los factores de transcripcion que forman complejos en citoplasma tiene
lugar mediante las vias Hedgehog y Wnt. Las interacciones directas célula-célula
median la sefalizacion celular de la Via Notch, basada en una escision proteolitica de
Notch, con una posterior traslocacion del dominio intracelular de Notch al nucleo donde
interacciona con un factor de transcripcion para afectar a la expresion de los genes

.15
diana .
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Tlustracion 3. Transduccion intracelular de sefiales

4. Transduccion de seiales y citoesqueleto

Las funciones de las células también estan influidas directamente por la adhesion
celular y por la organizacion del citoesqueleto. Los receptores responsables de la
adhesion celular inician vias de sefializacion intracelular que regulan otros aspectos del
comportamientop celular que incluyen la expresion génica. Los factores de crecimiento
inducen con frecuencia alteraciones en el citoesqueleto, que causan el movimiento de la
célula o cambios en su forma. Los componentes del citoesqueleto actiian tanto como
receptores y como dianas en las vias de sefializacion celular, integrando la variacion de

.. 1 .
la forma y el movimiento celular con otras respuestas celulares'®. Ilustracion 3.

Las integrinas son los principales receptores responsables del anclaje de las
células a la matriz extracelular, en dos tipos de uniones célula-matriz (adhesiones

focales y hemidesmosomas), pero las integrinas también interaccionan con componentes

12
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del citoesqueleto, promoviendo un vinculo estable entre la matriz extracelular y las
celulas adheridas. A parte de este papel estructural, las integrinas actGan como
receptores que activan vias de sefalizacion intracelular, por lo que controlan la
expresion génica y otros aspectos del comportamiento celular en respuesta a la adhesion
celular. La unién de las integrinas a la matriz extracelular estimula las proteina-tirosina
quinasas no receptoras FAK y Scr, dando lugar a la activacién de la fosfolipasa C, la

PI3-quinasa y las vias de sefializacion Ras/Raf/ERK"’.

La sefializacion desde las integrinas ademas de a partir de los receptores de
factores de crecimiento también juega un papel central en el control del movimiento
celular regulando el comportamiento dinamico del citoesqueleto de actina. Los factores
de crecimiento inducen alteraciones en el movimiento y en la forma celular mediante la
rmodelacion del citoesqueleto de actina. Estas alteraciones del citoesqueleto se
producen a través de miembros de la subfamilia Rho de proteinas pequefias de unién a

GTP18 19
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Ilustracion 4. Transduccion de sefales
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5. Redes de seializacion

Ya dentro de la célula, la sefializacion es mucho mdas complicada. Las
actividades de las vias individuales estan reguladas mediante lazos de retroalimentacion
que controlan la extension y duracion de la actividad sefalizadora, de manera similar a
la regulacion retroalimentaria principal de las vias metabolicas. Por otra parte las vias de
sefializacion no operan de manera aislada, sino que existen frecuentes relaciones
cruzadas entre diferentes vias, la transduccion de la sefal intracelular debe entenderse
como una red integrada de vias conectadas, o redes de sefializacion. Las intersecciones
entre las diferentes vias pueden ser positivas, en las que una via estimula a la otra o
negativas, donde una via inhibe a la otra. También se han descrito los feedforward
relays o transmision de alimentacion delantera en los que la actividad de un componente
de una via estimula un componente distante corriente abajo. El conocimiento preciso de
estas redes de sefializacion, y su expresion en términos cuantitativos empleando
enfoques matematicos e informaticos que visualicen la célula como un sistema
bioldgico integrado, es un reto para la biologia celular, en su camino por comprender la

20 21 22

respuesta dinamica de las células en su ambiente . Tlustracion 5

14



1 - INTRODUCCION
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Tlustracion 5. La cascada de la sefalizacion

6. Los factores de crecimiento celular y mecanismos de respuesta celular

La integridad de los diferentes tejidos oculares exige un adecuado y fino balance
entre los procesos de proliferacion, diferenciacion y apoptosis celular. El epitelio, el
estroma, el endotelio corneal y otros tejidos oculares producen una serie de factores de
crecimiento celular que tienen por objeto regular estas decisivas funciones celulares,
jugando un papel decisivo en el funcionamiento ocular 6ptimo. La misma capa lagrimal
sobre la cornea proporciona, ademds de un importante nimero de nutrientes, una fuente
de factores de crecimiento que regulan de forma activa el recambio de células epiteliales
de la superficie ocular. En humor acuoso se encuentran distintos factores de crecimiento
que tienen por objeto mediar en el funcionamiento adecuado de la cornea, y en definitiva

. . 2324 25
mantener una correcta homeostasis en todo el segmento anterior ocular
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Los factores de crecimiento son péptidos solubles, que estan producidos por
distintos tipos celulares. En ocasiones son responsables de la inhibicion de la
proliferacion, migracion y supervivencia celular, pero también pueden promoverla.
Estas acciones pueden ser realizadas a traves de mecanismos autocrinos, yuxtacrinos o
mas frecuentemente paracrinos. Para realizar su accion precisan de unas glicoproteinas
transmembrana, como receptores de superficie celular, que son receptores tirosin Kinasa
(RTK), o receptores G-protein-coupled (RGPC) *® #7 ?*_ Tras la unién del factor de
crecimiento al receptor, se inicia una cascada de reacciones que pueden iniciar la fase
celular de sintesis de DNA(S), con ulterior proliferacion celular. La activacion de los
receptores puede a su vez producir una fosforilacion de la AKT, que es una quinasa
responsable de la sefializacion antiapoptdtica, y una alteracién de la morfologia y
motilidad celular mediante la accién sobre el citoesqueleto de actina. Los factores de
crecimiento no comparten todas las acciones, pero si interactuan entre si para fomentar
determinadas acciones como por ejemplo diferentes procesos de cicatrizacidn o

. - 29
proliferacion ocular ** *°

Sin embargo, aunque no esta claramente especificada la interrelacion entre los
factores de crecimiento celular y la respuesta celular, conocemos algunas cuestiones
importantes como los derivados de los estudios de la estimulacion que ejerce por
ejemplo el factor de crecimiento epidérmico (EGF), sobre de los fibroblastos humanos.
Aqui se ha demostrado la relacion existente entre proliferacion celular y nimero de
complejos factor de crecimiento- receptor, y que ademas el factor de crecimiento ha de
ocupar el receptor al menos 6-8 horas , que es el periodo de tiempo de la progresion del
ciclo celular. Posteriormente los complejos ligando-receptor sufren una rapida

endocitosis cuando se alcanza el nivel de utilizacion maximo, pudiendo los receptores

16
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ser reciclados en membrana plasmatica o ser lisados, con la consiguiente disminucioén
de la disponibilidad de estos. No es necesaria la internalizacion de los complejos

ligando-receptor al ntcleo celular para la prolifercion celular 3

Otro aspecto decisivo es el ambiente extracelular, que puede hacer variar de
forma notoria los efectos de los factores de crecimiento sobre los determinados tipos
celulares. La union de los factores de crecimiento a la matriz extracelular (MEC)™,
regula de forma importante los efectos de estos. A su vez la matriz extracelular puede
ser alterada por accion de los factores de crecimiento, mediante un aumento de la
expresion o afinidad de la integrina, o de las interacciones del citoesqueleto ** **. Esto se
complica si son varios los factores de crecimiento interactuantes, con diferentes
respuestas basadas en concentraciones relativas de estos, como por ejemplo cuando el
TGF-pB inhibe la proliferacion celular epitelial, promovida a su vez por el factor de

crecimiento hepatocitico (HGF) de forma dosis dependiente *°.

Una vez conocido el papel importante que juegan los factores de crecimiento en
el mantenimiento y modulacion de los tejidos, es crucial un conocimiento profundo de
la presencia de los factores de crecimiento en los tejidos oftalmoldgicos, asi como un
adecuado entendimiento de sus acciones, de cara a mejorar los conocimientos sobre el
optimo funcionamiento de las diferentes estructuras oculares, asi como poder intentar
modular sus efectos en procesos de reparacion, mediante potenciales nuevas alternativas

terapéuticas.

17
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7. La trombopoyetina y otras citoquinas y factores de crecimiento en polo
anterior ocular
El termino citoquina, es un genérico utilizado para definir a cualquier mediador
polipeptidico soluble sintetizado y liberado por las células en proceso de sefalizacion y
comunicacion celular. Las citoquinas se liberan para transmitir sefiales a las células
proximas (accion paracrina), estimular un receptor localizado en la superficie de la
célula productora (accion autocrina), o bien actuar en un lugar distante al que acceden
através del torrente circulatorio (accion hormonal). Las citoquinas se dividen en familias
con actividades, origenes y dianas relacionadas, que se conocen como factores de
crecimiento, interleuquinas, linfoquinas, interferones, monoquinas y quimioquinas. El
término factor de crecimiento se aplica a citoquinas implicadas en procesos de

proliferacion y diferenciacion celular.

Tanto las respuestas innatas como las adaptativas inducen la sintesis de
citoquinas, como los factores de crecimiento celular. Los linfocitos T constituyen las
células caracteristicas productoras de estas moléculas en la inmunidad adaptativa, y los
macréfagos, los mastocitos y los polimorfonucleares son capaces de sintetizar muchas
citoquinas al ser estimulados. Estas moléculas ademds no se limitan a actuar como
mediadores y amplificadores de la inflamacion en la respuesta inmunitaria innata y
adaptativa, sino que son capaces de modular el comienzo de estas, por lo que su funcién

reguladora puede tener gran importancia *°.

Se han descrito un gran nimero de de citoquinas que actian de forma relevante

en la inmunologia ocular, como son las interleuquinas, las quimioquinas o y las B , los
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factores de necrosis tumoral, los interferones, algunos neuropéptidos y los factores de

crecimiento celular.

La interleuquina IL-6, producida en macrofagos, linfocitos T, mastocitos y
mastocitos especificos del epitelio ocular, actia sobre linfocitos y diversas células
oculares, y se ha detectado en concentraciones altas en numerosas variantes de uveitis.
La interleuquina IL-2 esta producida por lifocitos T y linfocitos T HD CD4, actta sobre
los propios linfocitos T, activando los linfocitos T ¢cD4 y CD8, y ha sido detectada en
algunas uveitis. Recientemente se han observado en algunos trabajos niveles séricos
elevados de las interleukinas IL-6 e IL-8 en uveitis anteriores no infecciosas, que
decrecen paulatinamente conla evolucion de la enfermedad, y que podrian sugerir la
implicaciéon de mecanismos inmunes asociados a la enfermedad aguda, e incluso la

relacion de la IL-6 con la modulacién de la repuesta inmunitaria *’

En diferentes trabajos y publicaciones aparecen descripciones de una serie de
factores de crecimiento celular, que aparecen en las diferentes estructuras del polo

anterior ocular, los mas significativos son los siguientes:

Factor de crecimiento epidérmico (EGF)

El EGF es un polipéptido compacto de 6 KDa, de conocida actividad mitégena
sobre las células epiteliales, se une a las células que expresan el receptor para EGF
(EGFR). esta union activa la RTK , con la subsecuente sintesis de DNA, produccion de
las moléculas de la MEC como la fibronectina y el acido hialurénico, y una ulterior
proliferacion celular’®. La activacion del receptor también produce una reorganizacion

de la actina del citoesqueleto, promotora de la motilidad celular. La fibronectina ademas
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facilita intercambios entre las integrinas y los EGFR asi como la polarizacioén, y en

.. . ., 4
definitiva la migracion®® .

Ilustracion 6. En las células del epitelio corneal,
especialmente en la region limbar, y en el endotelio corneal, se encuentran receptores de
alta y baja afinidad para el EGF. En las células lesionadas del cristalino podemos
encontrar niveles elevados de receptores de EGF, por lo que se ha propuesto a este
como posible responsable de la opacificacion de la capsula anterior tras la cirugia de la
catarata. Por otra parte se ha encontrado mRNA de EGF en los diferentes tipos de
células corneales, ademas el hallazgo de este factor en glandula lagrimal y lagrima,
contribuye a comprobar sus efectos sobre cornea. Sin embargo existen mas
controversias sobre la presencia de este factor en humor acuoso, apareciendo sélo en
algunos estudios, especialmente cuando se asociaba a traumatismos de las células
epiteliales cristalinianas, o en el borde de la capsulotomia en la cirugia de la catarata,
por lo que se deduce que la presencia en tejidos oculares podria obedecer a su liberacion
en estos casos por estructuras oculares circundantes. Se ha descrito in vitro asi mismo la
capacidad del EGF para inhibir la diferenciacion terminal de las células epiteliales
corneales y de aumentar la proliferacion de forma dosis dependiente*’. In vivo la
aplicacion topica de EGF a concentraciones entre 10 a 20 microgramos ml™ puede

mejorar la velocidad de cicatrizacion de las heridas corneales.

Tlustracion 6. Cultivo celular derivado de stems cell neurales en presencia de EGF
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Factor de crecimiento queratinocitico (KGF)

El KGF forma parte de los factores de crecimiento fibroblastico, esta constituido
por una unica cadena polipéptidica de 28 kDa. Es un conocido nitrdgeno para
queratinocitos, en especial para células epiteliales, y podria actuar a través de una via de
activacion que compartiria con el factor de crecimiento epitelial, el TGF-a y el factor de
crecimiento fibroblastico. Se ha detectado mRNA del receptor de KGF en las células
corneales epiteliales in vitro. La administracion de KGF generala activacion de sintesis
de ADN y promueve el crecimiento del epitelio corneal in vitro a concentraciones de
10-100 ng ml™". La expresion de bajos niveles de KGF por los queratinocitos en corneas
sanas contribuye a mantener el epitelio corneal, pudiendo ser aumentados por la

produccién de KGF por la glandula lagrimal* ** #*

Factor de crecimiento hepatocitico (HGF)

El HGF es una glicoproteina de 90 kDa, de secuencia muy similar al
plasminogeno, sintetizada por células de origen mesenquimal como un precursor
inactivo, y se activan formando heterodimeros en heridas, estimulos inflamatorios o por
las proteasas de la cascada de la coagulacion. Se produce fundamentalmente en los
fibroblastos, influyendo en las células epiteliales mediante mecanismos paracrinos
clasicos. Ademas de un efecto mitdogeno sobre los hepatocitos, también produce un
aumento de la motilidad y cambio de forma en muchas células epiteliales, endoteliales y
melanociticas, transformando a las células epiteliales en un fenotipo fibroblastico. Esta
presente en la glandula lagrimal y en las lagrimas a concentraciones de 200 pg ml™”,
contribuyendo al mantenimiento de la capa epitelial. En humor acuoso podria jugar un
papel en la preservacién de la integridad celular endotelial, mediante su secrecion

. . . . 45 4
autocrina y uniéndose a células endoteliales *° *°
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Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)

El PDGF es un dimero de cisteina de 35 kDa, compuesto de las cadenas A y B,
que se puede presentar como los isomeros PDGF-AA, PDGF-AB y PDGF-BB. Se
encuentra principalmente en los granulos o de plaquetas, y también de monocitos. La
coagulacion sanguinea en el lugar de una lesion da lugar a la liberacion del factor de
crecimiento derivado de las plaquetas, por parte de las plaquetas sanguineas, el PDGF
activa un receptor proteina-tirosina quinasa, estimulando tanto la proliferacion de los
fibroblastos y su migracion hacia el interior de la herida donde su proliferacion y
secrecion de colageno contribuye a la reparacion y cicatrizacion del tejido dafado.
También se han encontrado receptores para PDGF en los fibroblastos corneales y en las
células endoteliales, y se conoce que el PDGF-BB, que es producido por el epitelio en la
zona de unién a la membrana basal, incrementa la proliferacion de células endoteliales e
incrementa la migracion de fibroblastos, ademas junto con el PDGF-AA estimula la
quimiotaxis de las células epiteliales en presencia de fibronectina. E1 PDGF es capaz de

mediar en la respuesta proliferativa de los fibroblastos hacia el TGF-p *’

Factor de transformacion del crecimiento  (TGF-§)

La familia del TGF-$ (B 1,8 2, B 3) son polipéptidos de unos 25 kDa producidos
por una gran variedad de tejidos, se secreta con un péptido asociado de latencia en
forma de complejo inactivo, con gran afinidad de unién a la matriz extracelular para
crear depdsitos de factores de crecimiento latentes. El TGF-$ es el prototipo de una
familia de factores de crecimiento polipeptidicos que controlan la proliferacién y
diferenciacién de varios tipos celulares, se considera que generalmente inhibe el
crecimiento epitelial, endotelial y leucocitario y estimula la proliferacion de

fibroblastos. Se han detectado receptores de este factor en las células corneales

22



1 - INTRODUCCION

estromales y en el epitelio corneal limbar y central, en humor acuoso se ha hallado la
forma B 2 y también se ha hallado TGF B latente en altas concentraciones en las
lagrimas. Sabemos que el TGF-f inhibe la angiogénesis en el segmento anterior del ojo
a las concentraciones en la que aparece en humor acuoso, y también es responsable del
aislamiento inmune caracteristico de la camara anterior, que impide el desarrollo en esta

. . . . 48 49 50
de inflamacion mediada por células .

Factor de crecimiento fibroblastico (FGF)

La familia FGF son un grupo de mas de 20 proteinas de unos 20 kDa que estan
distribuidas por una gran variedad de tejidos, regulando la proliferacion, diferenciacion,
migracion, depodsitos de matriz extracelular y angiogénesis mediante varias vias. Se han
detectado cantidades variables en endotelio y epitelio corneal y en las membranas de
Descemet y Bowman de FGF acidico, y de FGF basico en todos los tipos celulares
corneales asi como en humor acuoso. Se sabe que ambas formas son mitogénicas para
las tres estirpes celulares corneales, y parece tener un importante papel promotor de la
migracion celular endotelial en la cicatrizacion de heridas, ademas la administracion de

FGF aumenta la proliferacion y migracion de las células estromales™'.

Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)

VEGEF es un grupo de isoformas derivadas de un mismo gen, las mas conocidas
son el VEGF121, VEGF 165 y VEGF 189, segiin el numero de aminoacidos que tiene
la proteina secretada. La proteina se une a receptores de alta afinidad como es el
VEGFRI1 (Flt-1) y el VEGFR2 (KDR) que son miembros de la familia de los receptores
quinasa, y se encuentran fundamentalmente, aunque no solo, en las células endoteliales.

Existe ademas un receptor especifico, la neuropilina, para la isoforma VEGF 165. In
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vitro el VEGF induce proliferacion celular endotelial y quimiotaxis, y su produccion
esta aumentada en condiciones de hipoxia. El VEGF fue identificado inicialmente
como un angiogénico, con poder mitdgeno endotelial y como factor de permeabilidad
vascular, con gran capacidad para formar nuevos vasos ya sean fisiologicos como
patoldgicos, y responsable de la rotura de la barrera hematorretiniana que acompafia a la
neovascularizacion. Participa en procesos de inflamacién y a su vez su expresion se
encuentra inducida por citoquinas proinflamatorias como el TNF-a, IL-6,IL-8 y el
receptor soluble de IL-2, es ademas un potente estimulador de la produccion de 6xido
nitrico. También se le ha atribuido un papel neuroprotector sobre las células neuronales

frente a la isquemia > >*.

Factores de crecimiento neurotréfico

Diversos factores de crecimiento tipo neurotréfico como las neurotrofinas 3 y 4,
el factor neurotroéfico derivado de las células gliales y en especial el factor de
crecimiento nervioso (NGF) estan presentes en cornea y son capaces de promover la
proliferacion celular epitelial. NGF y su receptor de alta afinidad TrKA se han detectado
en las tres capas corneales y también en el humor acuoso. Se ha demostrado que este
ultimo factor aumenta la proliferacion y diferenciacion de las células epiteliales
corneales in vitro. La aplicacion topica de este factor in vivo promueve claramente la

., , . . . . 54
curacion de las ulcerar corneales asociadas a alteraciones nerviosas sensitivas™.

Trombopoyetina (TPO)
La TPO, que fue descrita en 1994 por varios grupos de investigadores *°, es un
factor de crecimiento sintetizado principalmente en el higado, de 95-kd, de una tnica

cadena de 353 aminoacidos, incluidos los 21 aminoacidos del péptido sefial. En su
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forma madura tiene, una zona N-terminal de 153-aminoécidos que se une al receptor y
que es idéntica en secuencia a la eritropoyetina en un 23%, y también posee otra zona
C-terminal de 179 aminoacidos muy rica en carbohidratos responsable de la estabilidad

de la proteina®® *7. Tlustracion 7y 8

,I; "l potential N-linked glycosylation sites
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Ilustracion 8. Estructura tridimensional de la TPO

Aparte del higado, donde se sintetiza entre un 70-100%, también se sospecha su
produccion en otros 6rganos aunque no se ha demostrado de forma precisa. Viaja por el
torrente sanguineo, hasta llegar a la médula dsea, donde estimula de forma primaria y
temprana el desarrollo de la hematopoyesis y la megacariocitopoyesis. La TPO también
se puede unir a las plaquetas en el torrente sanguineo, este complejo es proteolisado y

posteriormente degradado, y eliminado *®. Tlustracién 9
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Tlustracion 9. Produccion y actividad sistémica de la TPO

Su concentracion sanguinea esta regulada por la cantidad de su receptor, el c-
Mpl, en plaquetas y megacariocitos. Independientemente de esta regulacion de la TPO,
por la presencia de mRNA de TPO en médula 6sea, el mismo procesado proteolitico de

la molécula de TPO genera formas truncadas que son més activas > .

La TPO, es el principal regulador de la proliferacion y maduracion de los
megacariocitos y produccion de plaquetas, aunque su actuacion no es directa sobre los
megacariocitos maduros, actia en la regulacion y expansion de las stem cell

hematopoyéticas
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El receptor de trombopoyetina, es una citoquina denominada c-Mpl que se une a
la mitad NH, terminal de la molécula de TPO, en este dominio hay dos puentes
disulfuro esenciales para su actividad bioldgica. Por otra parte el dominio COOH
terminal estd altamente glicosilado, circunstancia probablemente necesaria para su
supervivencia en la circulacion sanguinea’. Una vez unido al receptor se induce una

fosforilizacién secuencial de Akt a p70S6kinasa y a mTOR ®'.Ilustracion 10

A
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Tlustracion 10. Receptor de TPO

La TPO a parte de un regulador fisiologico de los megacaricitos y el desarrollo de las
plaquetas, también es un regulador positivo multifucional en hematopoyesis, y quizas en
otros procesos, como por ejemplo la vasculogénesis. Se ha demostrado su relaciéon con
el VEGF, que es vital para para las stem cell, induciendo su produccion, en concreto
promueve la produccion de dos isoformas del VEGF-A, las isoformas VEGF),; y
VEGF ¢5. Pero a su vez el VEGF modula los efectos de TPO sobre las stem cell

hematologicas, en un loop autocrino .

El receptor de trombopoyetina fue descubierto en 1991y La trombopoyetina fue

purificada en 1994. En los tultimos meses han aparecido nuevos productos que
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mimetizan el efecto de TPO, como por ejemplo el Romiplostim que se utiliza via

. . . . 2
subcutanea, o el Eltrombopag que se administra via oral ®* ©.

La produccion plaquetaria esta regulada por el nivel de la actividad del TPO,
especialmente tras la proteolisis de este. Al disminuir el nimero de plaquetas como
resultado de la coagulacion, moléculas maduras de TPO, son procesadas por escision
proteolitica a formas truncadas con mayor actividad biologica, desembocando en una

estimulacion de la megacariopoyesis, y aumento de la produccion de plaquetas.

Hallazgos de laboratorio indican que la expresion del gen de TPO, se incrementa
de forma importante durante los procesos inflamatorios, lo que nos puede llevar a
pensar que se comporta como una proteina de fase aguda. También conocemos que su
sintesis puede ser inducida por la IL-6 en higado, a la vez la IL-6 estimularia la
trombopoyesis mediante la accion de la TPO, y que en determinados procesos
inflamatorios, la trombocitosis existente esta mediada por la IL-6 a través de la accion

de la TPO * % % Tlustracion 10b

~ Inflammation
'~ Infection

Source: Infact Med © 2002 Cliggott Publishing, Division of SCP Communications

Iustracion 10b. Relacién de TPO con IL-6, TNF y otras citoquinas
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La trombocitosis reactiva de las enfermedades inflamatorias se acompafia de

67

aumento del TPO, por el higado También se ha comunicado su funcién reguladora

en la diferenciacion de los mastocitos, con el posible papel en los procesos alérgicos 68,

Ya conocemos la importancia de las plaquetas como importantes agentes en la
defensa de la infeccion y en la induccion de la inflamacion y reparacion de tejidos. Se
ha documentado la elevacion de IL-6 y TPO en el plasma de pacientes con enfermedad
inflamatoria intestinal, asi como en pacientes con artritis reumatoide * "'

TPO y su receptor TPOR se expresan en el sistema nervioso central, y se ha
sugerido el posible papel proapoptdtico, de TPO en sistema nervioso central, pudiendo
contribuir al dafio cerebral "%,

8. Los factores de crecimiento en los procesos inflamatorios y cicatriciales
oculares

Es precisa una adecuada integracion de los procesos de proliferacion, migracion,
diferenciacién, apoptosis y comunicacion intercelular para que se produzca la
reparacion correcta de los tejidos oculares. Para ello se requiere la participacion de
distintos factores de crecimiento y otras citoquinas, que se encuentran presentes en
muchos tejidos oculares como la superficie ocular y la lagrima, y que son
importantisimos reguladores de los procesos de reparacion. Los factores de crecimiento
actuan tras su liberacion inicial en la herida, inducen una posterior mitosis o una
alteracion fenotipica en la célula diana y por ultimo regulan la actividad del proceso

cicatricial mediante complejos circuitos de retroalimentacién .
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Las células epiteliales son capaces a los pocos minutos de producirse el dafio de
secretar citoquinas como la IL-1 y el TNF-a, que provocan una apoptosis de las células
del estroma. El regulador clave del proceso es la IL-1, que es capaz de activar el
aumento de expresion de determinados factores de crecimiento implicados en el
proceso, en epitelio y estroma. Se ha detectado una produccion elevada de KGF, HGF y
EGF, que estimulan la proliferacion celular epitelial y a su vez activan su propia
expresion. A todo esto contribuye ademas un aumento de la produccion de lagrimas,
que aumenta la concentracion a su vez de estas proteinas, se ha demostrado un aumento
del mRNA para HGF y EGF en la glandula lagrimal tras el dafio y hay una expresion en

las células epiteliales y en los queratocitos de los receptores para HGF y KGF™.

También han sido detectados niveles elevados de NGF y de sus receptores en las
heridas. Por otra parte también se ha observado un aumento de la plasmina, por lo que
se piensa que esta podria ademdas regular el efecto proliferativo de otros posibles
factores de crecimiento en las células epiteliales y en la migracion de los fibroblastos.
Las células limbares proliferan en respuesta al EGF y KGF, las células epiteliales son
inducidas a migrar por el HGF y el EGF sobre una matriz provisional de fibronectina
que se acumula en la zona de la herida, ya que la fibronectina no forma parte de la
membrana basal epitelial, pero se piensa que promoveria la adhesion y migracion
celular, la secrecion de proteasas y la reconstruccion de uniones integrina-matriz que
permiten la migracion de las células epiteliales, una vez se consigue la confluencia, las
células son activadas para proliferar y eventualmente para diferenciarse formando un
epitelio normal estratificado, en el que la matriz de de fibronectina desaparece y la
composicion normal de la membrana basal en coldgeno y laminina se restaura. Sabemos

que la presencia de del TGF-f en las tltimas fases es el responsable de la prevencion de
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un exceso de proliferacion epitelial al inhibir la expresion del HGF y el KGF, y
también que la aplicacion topica de los factores de crecimiento EGF y KGF acelera el

proceso de cicatrizacion en heridas corneales” .

La proliferacion de queratinocitos comienza 12-24 horas tras la lesion y contintia
varios dias, responden a la IL-1, producen a su vez mas IL-1, y entran en un bucle
autoperpetuado que modula la produccion de factores de crecimiento, la cicatrizacion
epitelial y la remodelacion de la matriz. A su vez los queratinocitos quiescentes son
activados por la lesion para diferenciarse en fibroblastos migratorios y miofibroblastos,
que expresan actina de musculo liso-o. y aumentan la produccion de HGF, KGF,
heparan y queratan sulfato, colageno y metaloproteinasas de matriz, fundamentales a su
vez para la remodelacion estromal. También es necesaria la estimulacion sinérgica del
PDGF junto a la presencia del TGF-f para inducir la diferenciacion al fenotipo del

miofibroblasto 77 78,

Existe un flujo de células inflamatorias hacia la cornea tras 12-24 horas de
producirse la lesion, provenientes de los vasos sanguineos limbares y de la propia
pelicula lagrimal. El epitelio afectado libera citoquinas, que se unen a receptores de los
queratinocitos , capaces de estimular la produccion de multiples factores quimiotacticos
por las células inflamatorias. Tiene una adicional importancia el TGF-f que atrae
fibroblastos, monocitos y macrofagos al foco inflamatorio. Las células inflamatorias
ademas eliminan los restos de las células apoptdticas y liberan PDGF, que es
fundamental para el proceso de cicatrizacion. En definitiva es vital una correcta

combinacion de factores de crecimiento para la adecuada cicatrizacidon, ya que la
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recuperacion incompleta o andémala provocaria un dafio tisular afiadido y

consecuentemente un malfuncionamiento ocular ”° ¥,

9. Los factores de crecimiento en la fisiopatologia de las enfermedades del
segmento anterior ocular
Tanto en la funcidén corneal normal como en la cicatrizacion de las heridas, los
factores de crecimiento juegan un papel crucial regulador. Aunque son muchos los
trabajos que avalan que los factores de crecimiento presentes en humor acuoso son
responsables del perfecto funcionamiento del microambiente del polo anterior ocular,
también es conocido que a su vez estos factores son responsables, al menos en parte, de
algunos procesos patologicos, como lo atestigua el hecho de que la composicion de
estos factores de crecimiento presentes en humor acuoso varia significativamente en

distintos procesos inflamatorios o en patologias como el glaucoma.

Durante el proceso de reparacion ante infecciones o traumatismos, el desarrollo
de una excesiva matriz extracelular (MEC) con excesiva infiltracion celular inflamatoria
e invasion de neovasos, conlleva la aparicion de edema y opacificacion, y es el TGF-
un factor probablemente asociado a esta circunstancia, al ser un potente estimulador de
la produccion de MEC y quimiotaxis celular inflamatoria, y de hecho, la inhibicion de
este factor mediante un receptor soluble es capaz de disminuir el edema y la
opacificacion. Ademas la inhibicion de la inflamaciéon mediada por el TGF-f también
previene la neovascularizacion corneal, porque las células inflamatorias también
producen VEGF y FGF. En algunas patologias concretas como el penfigoide ocular
cicatricial, o como en el sindrome de Stevens-Johnson se ha observado una activacion

del TGF-p®' .
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En los procesos oculares con neovascularizacion, como son entre otros, la
neovascularizacion iridiana o corneal, la retinopatia diabética proliferante, la
degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) o la proliferacion vitreorretiniana
(PVR) es precisa la participacion del VEGF. A nivel de polo anterior se ha demostrado
que la invasion de vasos sanguineos y células globet en cornea tras la destruccion de las
células limbares, esta mediada por el VEGF, describiéndose receptores para este factor
tanto en el epitelio normal como en el inflamado, y su mRNA en niveles basales
corneales. Se podria prevenir la consiguiente conjuntivalizacion corneal bloqueando

. 83 84
este factor de crecimiento .

En la patogénesis del glaucoma primario de angulo abierto se ha implicado al
factor de crecimiento TGF-B, ya que existe un aumento significativo del nivel de TGF-f
total y activado en el humor acuoso de pacientes glaucomatosos, frente a sujetos
normales. EI TGF-B es un promotor de la sintesis de MEC, inhibidor de la degradacion
proteolitica, y reductor de la proliferacion y motilidad celular de la malla trabecular, y
parece que en la patogénesis del glaucoma primario de angulo abierto existe un exceso
de deposito de la MEC, y una reduccion de la celularidad en la malla trabecular, que
produciria la elevacion de la presion intraocular ante la resistencia a la salida del humor
acuoso por esta malla. Todas las técnicas encaminadas a la inhibicion del TGF-f

podrian por tanto ser efectivas en el tratamiento de este tipo de glaucoma *°.

10. Factores de crecimiento celular y uveitis
Hasta la fecha no se ha estudiado mucho sobre la interrelacion existente entre los
factores de crecimiento y las uveitis. Han sido estudiados algunos factores de

crecimiento: el factor derivado del epitelio pigmentario ( pigment epithelium derived
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factor —-PEDF-) y el VEGF. También se han encontrado niveles elevados de diferentes
interleuquinas y factores de crecimiento como TGF-f, TNF-a, e Interferon-y. Por otra
parte conocemos que el edema macular estd estrechamente relacionado con niveles
elevados de VEGF, y también existe una correlacion directa entre la elevacion del

PEDF vy los niveles antioxidantes, que serian protectores frente a la inflamacion 86,87

Sin embargo se desconocen una serie de cuestiones como cuales son los niveles
de la mayoria de los principales factores de crecimiento, si existe algin patrén
especifico de alteracion segun el subtipo de uveitis, si estan correlaciones entre los
distintos factores de crecimiento o sencillamente si existe alguna correlacion entre los
niveles de los factores de crecimiento en humor acuoso y los parametros clinicos.
Ultimamente se han publicado algunos esquemas que tratan de explicar como estos
cambios descritos pueden participar en la patogenia de las uveitis, Van Laar JA, Van
Hagen PM, Cytokines in Uveitis. Clin Med Res. 2006; 4: 248-249, y Chen W, Zhao
B, Jiang R, et al. Cytokine Expression Profile in Aqueous Humor and Sera of Patients

with Acute Anterior Uveitis. Curr Mol Med. 2015;15:543-9. Ilustracion 11
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Ilustracion 11. Citoquinas, factores de crecimiento celular y uveitis
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11. Utilizacién de factores de crecimiento en oftalmologia
Es conocida la capacidad del suero autdlogo, rico en plaquetas y factores de
crecimiento para el tratamiento de ulceras corneales refractarias. Entre los componentes
del suero con mayor importancia estan el EGF, el factor transformante de crecimiento
beta (TGF- ), la vitamina A, la fibronectina, la albumina, la a2 macroglobulina, el
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-AB), neuropéptidos como la

. 88 89
sustancia P

. Por otra parte muchos de los avances en corneas artificiales se basan
en la utilizacion de factores de crecimiento para su integracion *°. También se han
utilizado factores de crecimiento como el EGF topico, in vivo para promover la
proliferacion y migracion de células epiteliales sobre la superficie de polimeros
corneales, siendo demostrada su capacidad para acelerar el cierre de las heridas
corneales traumaticas °'. Ultimamente se han demostrado excelentes resultados con el
uso neuroprotectoer del factor PEDF, aplicado para la regeneracion corneal. He
J, Cortina MS, Kakazu A, et al. The PEDF Neuroprotective Domain Plus DHA Induces

Corneal Nerve Regeneration After Experimental Surgery. Invest Ophthalmol Vis

Sci. 2015 Jun;56:3505-13.
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LAS UVEITIS

1. Anatomia de la ivea

La uvea es una capa vascular y pigmentada que se encuentra entre la retina y la
esclerotica. Esta formada por el iris, el cuerpo ciliar y la coroides. El iris y el cuerpo
ciliar poseen unas estructuras musculares muy especializadas, el resto del tracto uveal
también se ocupa de la nutricién ocular a través de la secrecion de humor acuoso por
parte del epitelio del cuerpo ciliar, y del mantenimiento y nutricién de la retina externa
por parte de la circulacién coroidea. Las extirpes celulares caracteristicas son las que
forman el epitelio pigmentario del iris y de la retina y derivan del neuroectodermo de la
ctipula Optica, y por otra parte estan los melanocitos, que estan dispersos por todo el
tracto uveal y derivan de la cresta neural, estos contienen melanina en los melanosomas,
que puede variar entre individuos, y es la causante del color del iris y del grado de

pigmentacion del fondo de ojo °2 Ilustracion 12

Tlustracion 12. Uvea anterior y sus relaciones anatdmicas

El iris

Su funcioén principal es el control del grado de iluminaciéon que llega a la retina,
y esto se logra mediante el tono del esfinter, derivado del neuroectodermo y controlado
por el parasimpatico y de los musculos dilatadores, derivados también del

neuroectodermo y controlados por el simpatico. Por otra parte el epitelio pigmentario de
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la superficie posterior evita la entrada de luz extrafia no axial, contribuyendo a mejorar
la optica ocular, uno de los motivos por los cuales en los albinos hay baja agudeza
visual. El tejido conjuntivo iridiano de sostén procede de la cresta neural craneal y los

vasos de la cresta neural y del mesodermo *°. Ilustracién 13

Superficie posterior

Tlustracion 13. Iris y sus capas

El cuerpo ciliar

El cuerpo ciliar se une a la esclera anteriormente en el espolon escleral, a 1,5
mm del limbo, y lateralmente mediante las laminas supraciliares al iris y al cristalino
meialmente, y a la ora serrata y la coroides posteriormente. Se divide en dos partes
fundamentales, la pars plicata o corona ciliaris: porcion anterior de 2 mm de ancha que
contiene entre 70 y 80 procesos ciliares, procesos intermedios mas pequefios y los
anclajes celulares, y la pars plana o orbiculus ciliaris: porcion posterior de 3,3-4,5 mm
de anchura que empieza 3-4 mm por detras del limbo, y que también contiene anclajes
zonulares. Existe una densa insercion de la base del vitreo en esta area y en la retina
ecuatorial anterior. El musculo ciliar, que se encuentra en el parte anterior, es el
responsable del control de la acomodacion, teniendo en un corte transversal forma
triangular. Las fibras del musculo ciliar son radiales y se disponen en su parte interna en
forma circunferencial, mientras que las fibras mas externas son longitudinales, y su
contraccion transfiere tension indirecta a la malla trabecular a través del espolon escleral
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(lo que explica en alguna manera el efecto hipotensor de la pilocarpina). Los procesos
ciliares, poseen un estroma vascular y estdn cubiertos por dos capas de epitelio
pigmentario que son la continuacion posterior del epitelio iridiano y la continuacion
anterior del de la retina. La capa interna mas superficial, tiene unas uniones
intercelulares estrechas y no estd pigmentada, es la responsable de la secrecion del
humor acuoso, los capilares de los procesos ciliares son fenestrados. Las fibras
zonulares, sustentan el cristalino y se disponen radialmente desde los surcos situados

e 94
entre los procesos ciliares™ .

Tlustracién 14: Corte anatdmico macroscopico del cuerpo ciliar

La coroides

La coroides se adhiere internamente a la retina, a la esclera a través de las
laminas supracoroideas, a las venas vorticosas por fuera, al cuerpo ciliar por delante y al
nervio optico posteriormente. La lamina supracoroidea es un area de delicado tejido
conjuntivo que forma un espacio potencial inmediatamente por debajo de la esclerotica,
en este espacio se localizan los vasos y nervios ciliares largos, y es donde se reunen los
derrames coroideos y donde ademas tiene lugar el drenaje uveoescleral del humor
acuoso. La coroides posee un extenso lecho vascular derivado de la cresta neural y el
mesodermo, en el que los mayores vasos se localizan externamente, las arterias son

38



1 - INTRODUCCION

cortas y de gran calibre, y todo ello forma la coriocapilar, una red de capilares
fenestrados situados inmediatamente por debajo de la membrana de Bruch. Es la
responsable del aporte vascular a la retina externa mediante el epitelio pigmentario de la
retina (EPR). El estroma de la coroides procede de la cresta neural y contiene ademas

linfocitos, melanocitos y fibras de colageno *°.

Aporte sanguineo al tracto uveal

La uvea, y en especial la coroides tienen un flujo sanguineo muy elevado. La
coroides ha de suministrar oxigeno al epitelio pigmentario y a los fotorreceptores de la
retina por difusion, los metabolitos son transportados a través del epitelio pigmentario
desde, y hacia la retina mediante procesos de transporte activo.

Los vasos del tracto uveal proceden de la circulacion ciliar posterior, que se
anastomosa por delante con las arterias ciliares anteriores. Las arterias ciliares
posteriores cortas abandonan la arteria oftalmica en la zona posterior de la orbita y se
dirigen hacia delante para penetrar circunferencialmente en la esclerdtica, alrededor de
la papila, en alrededor de 12-15 ramificaciones. Estas ramas llegan a la papila optica, al
nervio retrobulbar y a la coroides. En la papila, dos ramas ciliares posteriores largas
discurren medial y lateralmente hacia adelante por la lamina supracoroidea, hasta
anastomosarse con las arterias ciliares anteriores adyacentes al circulo mayor del iris.
Las arterias ciliares anteriores también derivan de la arteria oftalmica, se sitan en los
musculos oculares externos, dos arterias en los rectos medial superior e inferior y una en
el lateral, y penetran en la esclerdtica a nivel de las inserciones de estos musculos.

Contribuyen a la irrigacion del iris, cuerpo ciliar y coroides anterior.
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Las arterias coroideas se dividen rdpidamente para formar los coriocapilares
situados debajo de la membrana de Bruch, estos capilares tienen fenestraciones entre las
células endoteliales que permiten la extravasacion del plasma al espacio extracelular.
Aunque existen anastomosis anatdmicas entre los vasos coroideos, fisiologicamente los
cororiocapilares funcionan segiin una base lobular, en la que el segmento mas pequefio
es el 16bulo coriocapilar, irrigado por una arteriola coroidea terminal. El retorno venoso
coroideo drena en las venas orbitarias, a través de cuatro venas vorticosas (una por cada

cuadrante), que atraviesan la escler6tica en el ecuador.

El iris esta irrigado por ramas del circulo arterial mayor del iris, que esta situado
en el cuerpo ciliar, y que se extiende desde la periferia del iris hacia la pupila, la
mayoria de vasos son radiales y forman anastomosis arteriales, que se denominan
circulo arterial menor del iris y se localizan en el collarete de este, en la zona pupilar se

dividen en redes capilares. El drenaje venoso va al cuerpo ciliar.

El cuerpo ciliar también esta irrigado por ramas del circulo mayor arterial del

iris, el drenaje se efectlia a través de las venas vorticosas y por las venas epiesclerales.
El retorno venoso coroideo drena en las venas orbitarias, a través de cuatro

. . - 96
venas vorticosas (una por cada cuadrante), que atraviesan la esclerética en el ecuador ™.

Tlustracion 15.
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Ilustracion 15. Red vascular tracto uveal

Inervacién de la tivea

En el iris existen tres tipos de terminaciones nerviosas. Las fibras simpaticas
provenientes del ganglio cervical superior discurren junto a la arteria cardtida y se unen
a la division oftalmica del trigémino, luego pasan al nervio nasociliar y entran al ojo a
través de los nervios ciliares posteriores largos, se encargan de la dilatacion pupilar. Las
fibras parasimpaticas del III par craneal penetran en el ojo desde el ganglio ciliar a
través de los nervios ciliares cortos y son los responsables de la contraccion pupilar. Los
nervios sensitivos proceden de la rama oftalmica del trigémino, son terminaciones no

especializadas que se distribuyen difusamente por el estroma iridiano.

En el cuerpo ciliar, también actuan las fibras parasimpaticas del III par, y se encargan

de la acomodacion, la inervacion sensitiva deriva del trigémino.

En coroides, existe una estimulacion simpatica de los vasos coroideos encargada de

evitar la hiperperfusion de la coroides durante el estrés y también hay fibras
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parasimpaticas, que vienen del nervio facial y controlan la vasodilatacion. La inervacion

sensitiva también depende de la division oftalmica del trigémino *’.

2. Caracteristicas histologicas de la ivea

Iris

En el iris se distinguen cuatro capas: La capa anterior, constituida por
fibroblastos y melanocitos, la capa estromal, costituida por vasos sanguineos, nervios,
melanocitos (responsable del color del iris), células redondas (melanocitos con
pigmento fagocitado), tejido conjuntivo, colageno, matriz mucopolisacérida y musculo
liso (esfinter del iris); la capa del musculo dilatador, constituida por células
musculares lisas, cuyos nucleos constituyen la capa anterior del epitelio pigmentado del
iris y la capa pigmentada posterior, costituida por células densamente pigmentadas **.

Tlustracion 16.

Dilatador
Esfinter Epitelio

[lustracion 16. Corte histologico de Iris
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Cuerpo ciliar

En el cuerpo ciliar se distinguen siete capas: La membrana basal del epitelio
ciliar no pigmentado o membrana basal interna, que limita con el humor acuoso, el
epitelio ciliar no pigmentado, que es el productor del humor acuoso y que se continua
con la capa posterior del epitelio pigmentado del iris, el epitelio ciliar pigmentado, que
se contintia con la capa anterior del epitelio pigmentado del iris, la membrana basal del
epitelio ciliar pigmentado o membrana basal externa y que recubre el estroma, el propio
estroma con sus vasos y fibroblastos, el musculo liso ciliar con sus porciones
longitudinal, radial y circular y por ultimo la lamina fusca, que es el espacio potencial

entre la esclera y el cuerpo ciliar y que contiene ldminas superficiales de colageno.

Coroides

La coroides esta constituida por cuatro capas principales: la primera es la
membrana de Bruch, que esta compuesta a su vez por por la lamina basal del EPR, la
capa colagena interna, la capa elastica media, la capa coldgena externa y la lamina basal
de la coriocapilar, la segunda es la coriocapilar, compuesta de capilares fenestrados
dispuestos en lobulos con una arteriola central, la tercera capa es ¢l estroma (capas
vasculares media de Sattler y externa de Haller) en la que se hallan las arterias y venas
no fenestradas, colageno, fibras nerviosas, melanocitos, macro6fagos y linfocitos, y por
ultimo la cuarta capa, que es la lamina fusca o espacio supracoroideo, que corresponde
a un espacio potencial entre la coroides y la esclera que contiene las laminas
supracoroideas de tejido conectivo, fibras nerviosas, plexos coroideos, células

ganglionares, melanocitos y fibrocitos. Ilustraciéon 17.
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Coroides
Coriocapilar

Vértices
Epitelio ¢ tano

Membrana basal

Estroma

Tlustracion 17. Corte histoldgico de coroides (arriba) . Esquema (abajo)

3. El humor acuoso

El humor acuoso es secretado por el epitelio ciliar con una tasa de 2-3
microlitros por minuto y proporciona nutrientes para dar soporte a la funcion de los
tejidos del segmento anterior ocular, como el cristalino avascular, la cornea y la malla
trabecular, pero también elimina los deshechos metabdlicos de estos tejidos. También
ayuda a mantener la presion intraocular adecuada. Estd compuesto por liquidos y
electrolitos de forma muy similar al plasma, aunque la secreciéon acuosa no es un
ultrafiltrado del plasma, como anteriormente se pensaba, ya que esta producido por la

capa epitelial del cuerpo ciliar por procesos dependientes de energia *°.

La composicion idnica del humor acuoso estd determinada por sistemas de

transporte activo selectivo que participan en la secrecion del humor acuoso por el
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epitelio ciliar. La actividad de estos sistemas y su distribucion celular a lo largo de las
membranas celulares de las células del epitelio ciliar pigmentado y del epitelio ciliar no
pigmentado determinan la secrecion neta unidireccional desde el estroma hasta la
camara anterior mediante tres pasos: captacion de solutos y agua en la superficie
estromal por células del epitelio ciliar pigmentado, transferencia desde las células del
epitelio ciliar pigmentado hasta las del epitelio ciliar no pigmentado a través de uniones
intercelulares comunicantes y transferencia de solutos y agua por las células del epitelio
ciliar no pigmentado hasta la camara posterior. De la misma forma se piensa que hay un
mecanismo para transportar solutos y agua desde la camara posterior de nuevo hacia el
estroma. En esta reabsorcion unidireccional puede participar otro grupo de

transportadores para devolver el Na+, el K+ y el Cl- de nuevo al estroma '%.

Las propiedades secretoras del epitelio ciliar no estan limitadas a iones y
electrolitos, sino que también se extienden a una amplia gama de moléculas de diferente
masa molecular, muchas de ellas se sintetizan a nivel local en el epitelio ciliar y después
son secretadas por las células del epitelio ciliar no pigmentado a través de la via

reguladora hacia el humor acuoso.

El epitelio ciliar muestra propiedades neuroendocrinas que se relacionan
directamente con la elaboracion del humor acuoso y su regulacion. La composicion del
humor acuoso esta en un equilibrio dindmico determinado tanto por su velocidad de
produccion y de flujo de salida como por intercambios con los tejidos del segmento

anterior. Ilustracion 18
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Eees Limbo comeoesclera\

Esclerdtica .
Fibras longitudinales
o meridionales

Membrana de Schlemm del musculo ciliar

Malla trabecular

Céamara anterior

Fibras oblicuas o radia

Fibras circulares del musculo ciliar

del musculo ciliar

Procesos ciliares

Tlustracion 18. Procesos ciliares y sus relaciones anatomicas

El humor acuoso contiene iones inorganicos y aniones o0rganicos
(fundamentalmente lactato), carbohidratos, glutation y urea, oxigeno y dioxido de
carbono, gran variedad de proteinas (el 50% albimina y transferrina) y factores de

crecimiento.

Existe sodio, potasio y magnesio a concentraciones similares al plasma, y calcio
a mitad de concentracion, también se encuentra fosfato, cobre, hierro y cinc, los dos
aniones principales son el cloruro y el bicarbonato. El lactato es el anidén organico mas
frecuente y el acido ascorbico el constituyente mas especifico. La concentracion de
glucosa es el 70% de la plasmatica, y aumenta en diabéticos, existe diez veces mas

inositol que en plasma.

Posiblemente las proteinas plasmaticas penetran en el humor acuoso a través de
la raiz del iris, ya que la capa celular del epitelio ciliar no pigmentado establece una
barrera hematoacuosa. La concentracion de proteinas en humor acuoso es de 0,02 g/ 100
ml (7 g/100 ml en plasma), las mas abundantes son la albumina y la transferrina.
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Existen datos de que muchas proteinas se podrian sintetizar dentro del cuerpo ciliar,
como el componente del complemento C4, la a 2- macroglobulina, la apolipoproteina
D, la selenoproteina P, peroxidasas de glutation plasmaticas, angiotensinégeno. Se ha
encontrado catepsina D y O, plasminogeno, activador del plasmindgeno (aunque se han
detectado s6lo minimas cantidades de plasmina), y también existen algunas enzimas que
juegan un papel importante, como la hialuronidasa, la anhidrasa carbonica y la lisozima.
También sabemos que las enzimas procesadoras de neuropéptidos y los péptidos
bioactivos son sintetizados y secretados por las células epiteliares ciliares hacia el

101
humor acuoso .

Las propiedades fisicas y quimicas del humor acuoso tienen un papel sustancial
en la modulacién de la proliferacion, diferenciacion, viabilidad funcional y curacion de
las heridas de los tejidos oculares. Estas propiedades estdn mediadas en parte por
diversos factores de crecimiento, que han sido hallados en humor acuoso. Se ha
identificado la secrecion por parte del epitelio ciliar no pigmentado, del factor derivado
del epitelio pigmentario (que tiene actividad neuroprotectora sobre las neuronas) en el
humor acuoso. Los factores de crecimiento del humor acuoso realizan diversas
actividades biologicas sinérgicas o a veces opuestas. El hecho de que exista una
ausencia de mitosis significativas en el endotelio corneal y en la malla trabecular
probablemente esta relacionado con un fino equilibrio entre los distintos factores de
crecimiento, asi como también la respuesta hiperplasica anormal del tejido epitelial del
cristalino y del endotelio corneal que se produce en muchas inflamaciones y agresiones
traumaticas oculares podria estar causada por la alteracion del equilibrio de distintos
factores de crecimiento en el humor acuoso. No obstante la biodisponibilidad de un

determinado factor de crecimiento estd directamente determinada por la expresion de
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receptores en los tejidos especificos, las interacciones con componentes de la matriz

., . . . 102
extracelular y la concentracion de proteasas circulantes y unidas a la matriz '

Se conoce que en algunas enfermedades como la diabetes mellitus, las proteinas
de union al factor de crecimiento similar a insulina (IGF-I) estan muy elevadas en el
vitreo de pacientes diabéticos, incluso antes de producirse una retinopatia diabética, y la

IGF-I esta muy elevada cuando existe una retinopatia diabética ',

También es conocido que tanto en retinopatia proliferativa, como en oclusion de
la vena central de la retina o en la neovascularizacion del iris hay un aumento del de la
concentracion del VEGF, por lo que este factor es un mediador de la respuesta
vasoproliferativa a estimulos hipoxicos observados en distintas enfermedades sistémicas

oculares

4 . La respuesta inmunitaria en la Gvea.

En la camara anterior ocular, el humor acuoso es un medio especial para la
sefializacion celular, la comunicacion intercelular entre citoquinas o células inmunitarias
y las células residentes en los tejidos del iris, el cuerpo ciliar y el endotelio corneal.
Aunque el humor acuoso no contiene una concentracion alta de proteinas en
comparacion con el suero, es capaz de participar en la reaccion inmune. Algunas
macromoléculas plasmaticas son capaces de superar la barrera creada por el epitelio no
pigmentado y atraviesan la ivea mediante difusion penetrando en camara anterior a
través del iris. La inoculacién de un antigeno en camara anterior puede desencadenar

. s on s 104
una eficaz respuesta mmune sistémica 0 .
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El iris y el cuerpo ciliar contienen numerosos macrofagos y células dendriticas
que actian como células presentadoras de antigenos y como posibles células efectoras.
Aunque no es muy probable la existencia de un procesamiento inmunitario local, las
células presentadoras de antigeno abandonan el ojo a través de la malla trabecular y se
dirigen al bazo, cuyo procesamiento favorece las respuestas T H2 y la activacion
preferente de los linfocitos T supresores CDS8. En la ivea anterior normal se pueden
encontrar algunos linfocitos T, y algunos pocos mastocitos, pero aparentemente no hay

. . ., . , . 105
linfocitos B, eosinéfilos, ni neutréfilos polimorfonucleares .

El sistema inmunorregulador existente en camara anterior denominado como
privilegio inmunitario, se basa en la observacion de una mayor supervivencia de los
implantes tumorales o los aloinjertos en esta region, este privilegio se observa en
muchas posibles moléculas antigénicas, como los antigenos de trasplantes, los antigenos
tumorales, los haptenos, proteinas solubles, autoantigenos , bacterias y virus. El
privilegio inmunitario depende tanto de la fase aferente como de la eferente del arco de
respuesta inmunitaria. La fase aferente se inicia con el contacto del antigeno en camara
anterior cuando ciertos macrofagos especializados del iris reconocen y captan esta
molécula. La funcién de presentacion de antigenos de estos macrofagos de la tivea se ha
alterado como consecuencia de su exposicion a citoquinas inmunorreguladoras que se
encuentran en el humor acuoso y el tejido uveal, en particular el TGF-B2. Los
macréfagos oculares estimulados por antigenos y expuestos por a TGF-§ atraviesan la
malla trabecular y el canal de Schlemm hasta alcanzar la circulacion venosa, donde
migran a bazo. En el bazo tiene lugar el procesamiento de la sefial antigénica, lo que da

lugar a la activacion tanto de linfocitos T, B y linfocitos T supresores. Los linfocitos T
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supresores CD8 modifican las respuestas de linfocitos T cooperadores CD4 frente al

’ . . ’ . . 1
antigeno inmunizador especifico en todas las localizaciones corporales .

En definitiva la respuesta efectora asi desencadenada se distingue por la
supresion selectiva de respuestas de hipersensibilidad retardada frente al antigeno
implicado y la disminucion selectiva de isotipos de anticuerpo fijadores de
complemento. La fase efectora secundaria del segmento anterior es también
inmunodepresora y recibe el nombre de inhibicién efectora. Los linfocitos T de
hipersensibilidad retardada T H1, los linfocitos T citotdxicos, los linfocitos T citoliticos
naturales y la activacion del complemento parecen actuar con una eficiencia menor en la

Givea que en otras localizaciones '*’.

El ligando Fas (FasL), o ligando CD95, se expresa propiamente en el iris y en el
endotelio corneal. Habitualmente FasL, se expresa en el timo (y en algunas otras
regiones también caracterizadas por el privilegio inmunitario como los testiculos), y es
una molécula con capacidad para desencadenar la muerte celular programada
(apoptosis) de los linfocitos. En conclusion FasL puede inducir la destruccion
apoptoética de los linfocitos T infiltrantes con el fin de inhibir la funcién efectora de
estas células. La desaparicion por lo tanto de este preciado mecanismo protector seria el

precedente para el desarrollo de las uveitis. Ilustracion 19
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Tlustracion 19. Corte histolégico de Uveitis experimental en rata

5. Definicion y clasificacion de las uveitis
Las estructuras vasculares pigmentadas de la capa media del ojo forman la uvea,
que incluye la coroides, el cuerpo ciliar y el iris. De forma sencilla y general definimos
uveitis como la inflamacion de la uvea, pero son muy variadas las causas que pueden
llevar a crear una inflamacion de estas estructuras internas oculares, y a su vez algunas

entidades pueden afectar tanto a la ivea como a otras estructuras oculares adyacentes.

Asi mismo, las uveitis pueden estar asociadas a enfermedades sistémicas, por lo
que es importante investigar esta posibilidad como primer paso para un aproximacion a
la enfermedad. Las uveitis a su vez se clasifican en subclases teniendo en cuenta la
clasificacion anatémica de la uveitis, y la clasificacion etiologica, fundamentalmente en
dos grandes grupos: infecciosas y no infecciosas (autoinmunes) '°% 1% 10 111.

Clasicamente han existido diferentes sistemas de clasificacion para las uveitis,
fundamentados en variados criterios anatdmicos (region uveal afectada), clinicos
(aguda, crénica o recurrente), etioldogicos (infecciosa o no infecciosa) o

anatomopatoldgicos (granuloatosa o no granulomatosa), pero recientemente en el 2005

y por parte del Standardization of Uveitis Nomenclature(SUN) Working Group se han
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desarrollado un nuevo sistema de clasificacion anatomica, elementos descriptores y

sistemas normalizados de cuantificacion, y terminologia aplicable para el seguimiento

de las uveitis. Ahora se dividen las uveitis en categorias etioldgicas (infecciosa o no), y

se subclasifican de forma anatéomica basica en uveitis anterior, posterior, intermedia y

difusa o panuveitis. A su vez se incluyen elementos descriptores basados en el proceso

clinico evolutivo, y ofrece una serie de recomendaciones necesarias acerca de la

terminologia especifica utilizada en cuanto a cuantificacion, caracterizacion y

seguimiento de la enfermeda

112 113,
d

Tabla 1. Clasificacion anatémica de las uveitis (SUN)

Inflamac

primaria

Ent

Uveitis Camara anterior Iritis, iridociclitis, ciclitis anterior

anterior

Uveitis Vitreo Pars planitis, ciclitis posterior, hialitis

intermedia

Uveitis Retina o coroides Coroiditis focal, multifocal o difusa,

posterior coriorretinitis,  retinocoroiditis,  retinitis,
neurorretinitis

Panuveitis Camara anterior, vitreo,

y retina o coroides
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Tabla 2. Parametros descriptores de uveitis (SUN)

Categoria Descriptor Caracteristicas

Comienzo | Repentino,
gradual
Duracién | Limitada Menor o igual 3 meses
Persistente Mayor a 3 meses
Evolucion | Aguda Inicio subito, duracion limitada
Recurrente Episodios de recurrencia separados periodos de
inactividad sin tratamiento de > 3 meses
Cronica tratamiento de > 3 meses
Recidivas en plazos menores a 3 meses tras suprimir
tratamiento

Tabla 3. Actividad de la uveitis. (SUN)

Concepto Definicion

Inactiva Celularidad 0 en camara anterior

Actividad tendente a | Aumento de 2 niveles en intensidad de inflamacién (células

empeoramiento en camara anterior, opacidad vitrea...)o incremento de grado
3+a4+

Actividad tendente a | Disminucion de 2 niveles de intensidad de inflamacion

mejoria (células en camara anterior, opacidad vitrea...) o disminucion
a grado 0

Remision Enfermedad inactiva igual o mas de 3 meses tras interrupcion
de todos los tratamientos oculares
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Uveitis anterior

Definimos Uveitis anterior, segin el grupo de trabajo SUN, la uveitis cuya
localizacion primaria esta en camara anterior. Las manifestaciones clinicas pueden ser
muy variadas, abarcando desde un ojo practicamente sin aparentes alteraciones, hasta un
0jo rojo con grados variables de dolor e inflamacién, pudiendo ser estas muy severas.
Clasicamente se utiliza el término iritis cuando la inflamacién se limita a camara
anterior e iridociclitis cuando se extiende a camara posterior. Si se afecta cornea o la

esclerotica se denominan respectivamente queratouveitis o esclerouveitis.

Las uveitis anteriores, al contrario de las uveitis posteriores, suelen ser en su
mayoria estériles, es decir, no se relacionan con agentes infecciosos, y por lo tanto no
observaremos hipopion a excepcion de los cuadros no infecciosos relacionados con el
HLA-B27 y el Sindrome de Behget. La mayoria de los casos de Uveitis anteriores son
aislados y remiten en aproximadamente 6 semanas, son las llamadas iritis idiopaticas,
las crisis glaucomatocicliticas, que asocian elevacion de la presion intraocular y tras
traumatismos oculares anteriores, todos ellos autolimitados. Otro cuadro importante es
la Uveitis asociada a Artritis Idiopatica Juvenil, o como se denomina en Estados
Unidos, artritis reumatoide juvenil, que aunque aparentemente al observar un ojo blanco
y tranquilo en el nifio, pueda asociar un grave cuadro inflamatorio en cdmara anterior.
Por otra parte cuadros como la Uveitis heterocromica de Fuchs pueden presentar
pequeias inflamaciones en camara anterior, pero asociar en la evolucion a largo plazo

de la enfermedad glaucoma o cataratas.
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Uveitis intermedias

Esta entidad queda definida, segin el grupo de trabajo SUN como una
inflamacioén fundamentalmente localizable en vitreo. La sintomatologia principal es la
percepcion de moscas volantes que pueden afectar al eje visual, y posteriormente un
déficit visual por edema macular cistoide cronico asociado, o por la formacion de

cataratas. No se objetiva ninguna alteraciébn a nivel externo.

Uveitis posterior

Se define, seglin el sistema de clasificacion SUN, como la inflamacion ocular
que afecta fundamentalmente a retina y coroides. Podemos encontrar focos de
inflamcidn activa a estos niveles, asi como células inflamatorias sobre estos en el vitreo.
Existen areas focales, multifocales o difusas de coroiditis o retinitis asociados a
diferentes grados de actividad celular en vitreo. Se pueden manifestar clinicamente
como una retinitis focal o multifocal o bien afectar mas a coroides y manifestarse
secundariamente como retinitis, afectar o no vitreo o vasculatura retiniana. A modo de
ejemplo, la infeccion por citomegalovirus cursa con una retinitis multifocal, con escasas
células vitreas; la toxoplasmosis provoca retinocoroiditis focal con vitritis intensa,
mientras la histoplasmosis se manifiesta como una corirretinitis mutifocal sin afectacion

vitrea.

Panuveitis

En las panuveitis o uveitis difusas, la inflamacion se localiza primariamente en
camara anterior, vitreo, retina y coroides. Existen multiples enfermedades infecciosas o
no, que se manifiestan como una inflamacion ocular difusa, como la tuberculosis, la

enfermedad de Lyme, la sifilis, o la sarcoidosis, la oftalmia simpatica, la enfermedad de
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Vogt-Koyanagi-Harada y la enfermedad de Behget. Existen algunas entidades como la
uveitis inducida por el cristalino o las toxocariasis que pueden iniciarse como un cuadro

anterior o posterior y después evolucionar a un cuadro difuso.

6. Epidemiologia de las uveitis

La incidencia de uveitis depende de la comunidad estudiada y del centro. La
prevalencia mas alta de todas las uveitis es la uveitis anterior, seguido de panuveitis,
uveitis posterior y por Gltimo uveitis intermedia. En general es mas frecuente el origen
idiopético en las uveitis anteriores, mientras que las causas infecciosas predominan en la
afectacion posterior ''*. En el estudio de Gritz en EEUU en 2004, las uveitis anteriores
eran el 70,2 % del total de uveitis, en el estudio de Bodaghi en Francia en 2001 el 28,5
%, en el de Sengun en Turquia en 2005 el 43,5 %, segun Yang en China en 2005 el
45,6%, para Islam en Arabia Saudi en 2002 fue 59,5%, y para Singh en India en 2004
el 49,29 '3 16 T 181D “precyentemente se desconoce o no se puede detectar el
suceso o agente desencadenante de la inflamacion, no es posible aislar ningun patégeno
especifico. La uveitis anterior es la forma mas frecuente de uveitis, aglutinando la
mayoria de casos de esta enfermedad. Tiene una incidencia global anual entre 8-52
casos por 100.000 habitantes '*°. Esta tasa se incrementa con la edad siendo superior a
102 y hasta 341 por 100.000 habitantes en mayores de 65 afios. La etiologia varia
mucho con la distribuciéon geografica, y aunque la etiologia idiopatica es la mas
frecuente sobretodo en uveitis anteriores, en algunos paises hay algunas etiologias con
una especial incidencia, como por ejemplo el sindrome de Behget que es mucho mas
elevado en Turquia y en China, o la retinocoroidopatia en perdigonada que es mas
frecuente en Europa occidental. El sindrome de Vogt-Koyanagi-Harada es mas

frecuente en China y Japon, y en la India tiene una etiologia destacada la tuberculosis,
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mientras que la uveitis virica y la toxoplasmosis tiene un papel importante en Oriente

. - 121
Medio y Francia .

Existen muy pocos estudios poblacionales que permitan conocer la incidencia y
prevalencia de uveitis en Espafia, no obstante es de suponer que las cifras deben ser
similares a los estudios realizados en Europa. Destacan dos estudios epidemioldgicos
sobre uveitis realizados en Espafia, el primero se realizé sobre datos de la década de los
ochenta del siglo XX, sobre doscientos pacientes y demostré un predominio de las
formas anteriores con un 61% de los casos, seguido de las uveitis posteriores con un
20,5 %, las panuveitis un 15% y las intermedias un 3,5%. En cuanto a la etiologia la
mayoria se catalogaron de idiopaticas con un 50,5 %, siendo la causa infecciosa mas

frecuente la toxoplasmosis y la causa no infecciosa la espondilitis anquilosante '*2.

El segundo estudio se realizé en la década de los 90, sobre 402 pacientes que
acudian por primera vez a una consulta especializada en uveits, durante cuatro afios. Los
datos obtenidos fueron similares al estudio anterior con un 61 % de localizacion

anterior, un 13 % posterior, un 19 % de panuveitis y un 6 % de uveitis intermedia '** .

7. Etiopatogenia de las uveitis
En general las causas de uveitis se dividen en infecciosas y no infecciosas,
siendo estas ultimas denominadas “autoinmunes”. Esta primera distincién inicial
implica el descartar en general cualquier causa infecciosa, lo que ademas supone una
condicion indispensable a la hora de establecer el tratamiento que, en general, suelen ser
los esteroides o los inmunosupresores, ya que estos podrian empeorar los cuadros

infecciosos. Esta circunstancia obvia a veces no es facil en la practica clinica, ya que

57



1 - INTRODUCCION

muchas uveitis infecciosas cursan con sintomas y signos idénticos a los cuadros no

infecciosos, y ademads las respuestas inmunes a cuadros infecciosos y no infecciosos

son iguales.

Tabla 4. Etiopatogenia de las uveitis

AUTOINMUNES

INFECCIOSAS LOCALES SISTEMICAS

e Bacterianas e Pars planitis e Sarcoidosis
e Virus e Sd. Manchas blancas e Vogt-Koyanagi-
e Hongos ¢ Coroiditis serpiginosa Harada
e Protozoos e Coroidopatia en e Behget
e Helmintos perdigonada e Vasculitis
e Otros e Oftalmia simpatica e Esclerosis multiple
Uve heterocromica de Artropatias
Fuchs inflamatorias
e C(risis
Glaucomatocicliticas

En las uveitis infecciosas, ademas de la invasion directa de los tejidos
intraoculares por gérmenes a través de soluciones de continuidad en las paredes
(endoftalmitis exdgenas), estos también pueden llegar al ojo por via enddgena,
denominandose endoftalmitis infecciosas enddgenas o a cuadros mas delimitados como
las uveitis por toxoplasma, toxocara, micobacterias, virus, sifilis, borrelia, Bartonella
henselae o Tropheryma whippelli. Estos cuadros suelen acompafarse de mayor o

menor grado de enfermedad sistémica acompaiiante'*.

58



1 - INTRODUCCION

Las uveitis no-infecciosas o “autoinmunes”, el 50% estaran circunscritas al ojo y
el resto formaran parte de un cuadro generalizado como las artropatias inflamatorias, las
enfermedades del colageno, las vasculitis o las enfermedades granulomatosas
multisistémicas no-infecciosas. Curiosamente se ha propuesto un posible papel de
determinados agentes infecciosos en la etiopatogenia, tanto en su inicio como en su
perpetuacion, de estas uveitis supuestamente no-infecciosas. Estos cuadros estarian
iniciados por una respuesta inmune andmala o desviada, genéticamente determinada
frente a una invasion por un agente infeccioso. Existen altas sospechas de que la uveitis
anterior aguda recurrente, especialmente la HLA B,; +, puede estar relacionada con
infecciones por bacterias gramnegativas del tracto urinario o digestivo'> '?. Habria una
respuesta inmune autorreactiva que estaria ocasionada por una reaccion cruzada entre
antigenos bacterianos y proteinas propias de nuestro organismo (autoantigenos)'”’. En
circunstancias normales esto deberia evitarse mediante el denominado fendmeno de
tolerancia a los autoantigenos que se produce en el timo en las primeras etapas del
desarrollo, como se describe en la teoria de la seleccion del desarrollo de Burnet, y
posteriormente en la vida adulta extratimicos, en periferia por mecanismos que incluyen
la deleccion clonal, la anergia clonal y la supresion activa, todo ello dirigido a evitar
respuestas potencialmente dafiinas, y productoras de enfermedad. En definitiva la
induccién de la autoinmunidad representa un fallo en los mecanismos reguladores
extratimicos responsables del control de la autorreactividad. Serian los agentes
infecciosos los desencadenantes de la autoinmunidad al romper el mecanismo

regulador "2 1% 130,

También existen uveitis en las que hay linfocitos T autorreactivos o

autoanticuerpos relacionados con autoantigenos especificos, como por ejemplo la
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uveitis por oftalmia simpatica o en la enfermedad de Vogt-Koyanagi-Harada. Es de
suponer que existen personas con una predisposicion genética a desarrollar respuestas
inmunes alteradas.

En otras uveitis no-infecciosos, como el sindrome de manchas blancas, también

se han propuesto mecanismos que incluyen infecciones virales.

Las caracteristicas clinicas de las uveitis no suelen orientar hacia la naturaleza
infecciosa o no infecciosa. Las uveitis no infecciosas forman parte de un espectro de
respuestas autoinmunes que poseen mecanismos inmunes efectores productores de dafio
tisular comunes. Aunque las uveitis no infecciosas se consideran procesos mediados por
linfocitos T colaboradores CD4+, y estos linfocitos activados se encuentran en muchos
pacientes, no existen evidencias completas de autoinmunidad en la mayoria de los

L . 131
casos de las llamadas uveitis “autoinmunes” "'

Las células T CD4+ reconocedoras de autoantigenos serian normalmente
eliminadas por seleccion clonal en el timo durante las primeras etapas de la vida, o
posteriormente si escaparan a este mecanismo, por otros de tolerancia extratimicos. En
las uveitis, las respuestas autoinmunes patogénicas se producirian tras un fallo en la
tolerancia periférica por distintos estimulos externos. Los linfocitos CD4+ iniciaran la
enfermedad autoinmune tras la expansion clonal periférica y la presentacion antigénica
a los tejidos diana, independientemente de cual sea el agente desencadenante. En las
uveitis estos procesos activan los CD4+ iniciandose una cascada proinflamatoria con el
ulterior dafio tisular. Los CD4+ producen respuestas Thl o Th2, dependiendo del tipo
predominante de citoquinas producidas. En las uveitis, como en la mayoria de

enfermedades organoespecificas, se acepta que estan mediadas predominantemente por
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el tipo Thl. Los linfocitos T activados expresan en su superficie algunos marcadores
como IL-2R, CD69, CD45Ro y el ICAM-1,y secretan citoquinas proinflamatorias como
la IL-2, la IL-10, el IFN-y y el TNF-a. Todas esta moléculas han sido encontradas en
pacientes con uveitis, tanto en sangre periférica como en fluidos oculares'* '3,

No se conoce con exactitud el papel de las respuestas celulares especificas
intraoculares para un determinado antigeno, y tampoco se ha demostrado
definitivamente ningin antigeno, como autoantigeno provocador de uveitis. Se han
provocado modelos experimentales de uveitis tras la inyeccion de determinados
antigenos, generalmente antigenos retinianos y de la demostracion en animales de

experimentacion de células T autorreactivas y autoanticuerpos frente a dichos

antigenos 134,

Ademas de los antigenos retinianos provocadores de uveitis, se han demostrado
otros, sobre todo en las pars planitis, como diversos componentes de vitreo
(proteoglicanos y colageno) y una proteina DE 36 kd que muestra similitud con una
proteina de ciertos hongos, no obstante ninguno de estos u otros autoantigenos potenciales

. Lo 135
han sido demostrados ser los agentes causantes, o alo menos desencadentes de uveitis .

Existe una asociacion clara y largamente reconocida entre las enfermedades
autoinmunes y los factores genéticos, también se estd prestando atencion a los
polimorfismos de genes de diversas citoquinas y reguladores de la muerte celular como
el FasL, y su contribucion a estas patologias. Las dos asociaciones mas fuertes entre
marcadores genéticos y uveitis son las existentes entre el HLA-B27 en raza blanca,
HLA-B7 y HLA-BS en raza negra, y varias artropatias inflamatorias, especialmente la

espondilitis anquilosante en blancos, y también el HLA-A29 y la coroidopatia en
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perdigonada. Se han descrito otras asociaciones mas débiles, como el HLA-B51 y la
Enfermedad de Behget, el HLA-B7 y el sindrome de presunta histoplasmosis ocular,
entre el HLA-DRB1*04001 y *0405 y la oftalmia simpatica y el sindrome de Vogt-
Koyanagi-Harada, o entre el HLA-DR15 y la asociacion con esclerosis multiple en la

pars planitis '*°.

La existencia de muchas subcategorias de uveitis, la rareza de algunas entidades
y la heterogenicidad de las poblaciones ha creado una problematica a la hora de poder
comprender y avanzar en el conocimiento de los mecanismos etiopatogénicos de loas
uveitis, por lo que buena parte de los datos que conocemos de estas enfermedades han
sido deducidos de los modelos experimentales. Los mas utilizados son los denominados
como uveitis experimentales autoinmunes, estos modelos permiten variaciones muy
interesantes, que afectan a la presencia o ausencia de enfermedad y su gravedad,
utilizando diversas razas de animales de experimentacion genéticamente modificadas,
que aportan informacién mas especifica respecto al comportamiento de la uveitis ante la
ausencia de un determinado gen o molécula, o por variaciones en el protocolo de

inmunizacion.

De todos los modelos de uveitis autoinmunes experimentales, los que afectan al
polo posterior usan predominantemente AgS e interphotoreceptor retinoid binding
protein  (IRBP), si se usan endotoxina u otros antigenos, se puede obtener una
panuveitis o una uveitis anterior. Todos estos modelos estan predominantemente
mediados por linfocitos CD4+ Thl y por ello por las citoquinas proinflamatorias
derivadas principalmente del subtipo Thl (IFN-y, IL-2, IL-12, TNF-a), junto a una

intensa infiltracién leucocitaria'®’.
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La interpretacion de los hechos que ocurren en las uveitis experimentales se
relaciona con la hipotesis actual sobre el desarrollo de las enfermedades autoinmunes en
el ser humano: existiria una activacion sistémica de linfocitos T autorreactivos
especificos para un determinado antigeno que llegarian a los tejidos oftalmologicos,
donde las células presentadoras de antigeno locales les presentarian dicho antigeno.
Posteriormente la secrecion de las citoquinas inflamatorias derivadas de dichos
linfocitos Th1 se perpetuaria por la atraccion quimitactica de otras células inflamatorias
al foco y por la secrecion dichas moléculas por otras células residentes, como las células

del epitelio pigmentario de la retina, activadas por las citoquinas previamente liberadas.

A pesar de que el ojo es un d6rgano que goza de privilegio inmune (ACAID) y
privilegio inmune asociado a otros espacios intraoculares), en las uveitis ocurren toda
esta cascada ciclica de fendmenos inflamatorios, probablemente cuando por algin
motivo se rompe este privilegio inmune. Los linfocitos circulantes, si estan activados se
podran unir a las paredes de los vasos coroideos y retinianos, llegando asi a los tejidos
oculares diana y pudiendo provocar inflamacion. En animales de experimentacion dicha
activacion linfocitaria ocurre tras inmunizacion sistémica con un antigeno capaz de
inducir uveitis, pero en el ser humano ain se desconoce por qué en determinas

. . e 138
circunstancias se inicia el proceso

8. Clinica de las uveitis
Sintomatologia de la uveitis
La sintomatologia depende de la zona uveal afectada, la rapidez de instauracion,

la duracion del proceso y la evolucién del cuadro.
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Las uveitis anteriores de inicio agudo como las iridociclitis, cursan con dolor,
epifora, fotofobia, ojo rojo y visién borrosa, mientras que las iridociclitis cronicas por
ejemplo de los casos de artritis reumatoide juvenil pueden ser bastante asintomatica, o
cursar con una disminucion de agudeza visual, que a veces esta producida mas bien por
complicaciones como queratopatia en banda, cataratas o edema macular cistoide, mas
que por la propia uveitis. Otros cuadros como la uveitis anterior recurrente puede
establecer periodos de inactividad de 3 meses o mas, sin tratamiento seguidos de otros

de reaparicion de la sintomatologia.

En la uveitis intermedia la sintomatologia principal es debida a la aparicion de
sombras en la retina por acimulo de células inflamatorias (bolas de nieve) en vitreo, que
el paciente percibe como miodesopsias. También puede producirse una disminucioén de
la agudeza visual que puede ser debida a las opacidades sobre el eje visual o a un edema

macular cistoide asociado.

Las uveitis posteriores, se manifiestan fundamentalmente por una pérdida de
agudeza visual indolora, asociada a una combinacion de sintomas que incluyen moscas
volantes, fotopsias, metamorfopsias, escotomas o nictalopia. La pérdida de vision es
debida a una afectacion macular directa por la coroiditis o la retinitis, o a una
complicacion posterior como la formaciéon de una membrana epirretiniana, isquemia
retiniana o neovascularizacion coroidea. A veces el edema macular también puede
inducir un cambio de refraccion midpico o hipermetropico con la consecuente
disminucion de agudeza visual. La presencia de células inflamatorias, fibrina o

proteinas en el eje visual producen a su vez alteraciones visuales.
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Cuando aparece dolor en una uveitis aguda este es debido a la inflamacion del
iris, o a la presencia de un glaucoma secundario. Si se produce por un posible espasmo
ciliar en el contexto de una uveitis anterior aguda, este se irradia al area del V par

craneal.

Signos de uveitis

Diferentes procesos infecciosos, traumaticos, neoplasicos o autoinmunitarios,
crean una respuesta inflamatoria, que se traduce en unos determinados signos oculares
en las uveitis. Los mediadores quimicos mas importantes de la fase aguda de la
inflamacioén son la serotonina, el complemento y la plasmina. Los leucotrienos, las
kininas y las prostaglandinas modulan la siguiente fase de la fase aguda antagonizando
la wvasoconstriccion. El complemento activado actia como un complemento
leucotéctico. Los polimorfonucleares, eosindfilos y mastocitos forman parte en la
produccion de los signos inflamatorios, pero son los linfocitos las células inflamatorias
mas decisivas en el proceso inflamatorio de las uveitis. En definitiva se produce una
dilatacién vascular que se traduce en una inyeccion ciliar, un incremento de la
permeabilidad vascular que produce una turbidez en el humor acuoso y una quimiotaxis
de células inflamatorias hacia los tejidos oculares con la consiguiente reaccion celular

en vitreo y humor acuoso.

Los principales signos de uveitis en el segmento anterior son la miosis, los
precipitados queraticos endoteliales, la presencia de células, turbidez (flare), fibrina e
hipopion en cdmara anterior, la dispersion de pigmento o la aparicion de nddulos
iridianos, las sinequias anteriores y posteriores o una queratopatia en banda en las

uveitis de larga evolucion. Los precipitados queraticos son actimulos de células
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inflamatorias en el endotelio corneal, en ocasiones son de gran tamafio y amarillentos,
denominandose en “grasa de carnero” y asocidndose en general a procesos inflamatorios
granulomatosos. Ilustracion 20. Se observa ademds una inyeccion ciliar caracteristica por
congestion de los vasos perilimbicos, acompafiada en ocasiones por una inyeccion

conjuntival o epiescleral difusa.

Tustracion 20. Precipitados queraticos (izquierda), y en grasa de carnero (derecha)

La reaccion de la cdmara anterior puede ser serosa, por afluencia de proteinas,
purulenta (hipopion) por la presencia de leucocitos polimorfonucleares y residuos
necroéticos, fibrinosa con exudados de fibrina e incluso hematica al acompafiarse las

células inflamatorias de eritrocitos. Ilustraciones 21 y 22

Tlustracion 21. Hipopion en uveitis
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Ilustracion 22. Fibrina en camara anterior

Existe un método especifico para cuantificar la intensidad de la reaccion
inflamatoria en camara anterior mediante la cuantificacion de las células y proteinas
presentes en esta, que se realiza mediante el recuento del nimero de células presentes
bajo gran aumento en lampara de hendidura en un area de 1x1 mm con un angulo de luz
de 45°-60°. De forma similar también se puede cuantificar el Tyndall proteico o
turbidez. Tablas 4 y 5. En iris se pueden encontrar sinequias anteriores y posteriores,
nédulos de Koeppe en margen pupilar, nddulos de Busacca en el estroma iridiano y
nédulos de Berlin en el angulo, y en ocasiones granulomas de heterocromia
caracteristicos de la iridociclitis heterocromica de Fuchs o atrofia del estroma en la
uveitis herpética. También se puede ver afectado el cuerpo ciliar y la malla trabecular,
disminuyendo la produccion de humor acuoso y aumentando el flujo alternativo, lo que
se traduce habitualmente en un descenso de la presion intraocular, aunque a veces
pueden haber aumentos bruscos de la presion como consecuencia de la obstruccion de la
malla por células y residuos inflamatorios, inflamacion directa de esta (trabeculitis) o

obstruccion pupilar al flujo por iris abombado y cierre angular '*°.

67



1 - INTRODUCCION

Tabla 5. Sistema de clasificacion SUN de las células en camara anterior

Grado Células por campo ‘

0 <1
0,5+ 1-5
1+ 6-15
2+ 16-25
3+ 26-50
4+ >50

Ilustracion 23. Efecto Tyndall en camara anterior, vito en lampara de hendidura.

Tabla 6. Clasificacion del Tyndall humoral en camara anterior

segun SUN Working Group.
0 Ausente
1+ Leve
2+ Moderado (detalles claros iris y cristalino)
3+ Acusado (se ve borroso de iris y cristalino)
4+ Intenso (fibrina, humor acuoso plasminoide)
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En el segmento intermedio ocular se observan niveles variables de turbidez
vitrea, debidos a la presencia de células y material proteico, se emplean fotografias
normalizadas para realizar comparaciones del nivel de actividad. Podemos asi mismo
encontrar en vitreo filamentos o también opacidades en bola de nieve, especialmente en
cuadros de uveitis intermedias asociadas a sarcoidosis, otras veces encontramos
exudados en la pars plana (también denominados bancos de nieve) que cuando estan
activos adquieren un aspecto difuminado o irregular. En cuadros cronicos pueden
aparecer membranas cicliticas con posterior desprendimiento de cuerpo ciliar e

hipotonia.

Los signos que aparecen en el segmento posterior pueden ser la consecuencia
de la apariciéon de un foco tinico, multiple o una afectaciéon difusa. Se han descrito
infiltrados retinianos o coroideos, infiltraciones o envainamientos arteriales o venosos,
presencia de atrofia o hipertrofia del epitelio pigmentario de la retina, atrofia o
inflamaciéon de papila, retina o coroides, fibrosis retiniana o subretiniana,
desprendimentos de retina, ya sean exudativos traccionales o regmatogenos y la

neovascularizacion retiniana o coroidea.

Valoracion sistémica del paciente con uveitis

Para una adecuada valoracion y abordaje etioldgico del paciente con uveitis es
preciso investigar mediante una anamnesis completa que incluye una revision de los
diferentes sistemas organicos, para ello se han propuesto distintos cuestionarios clinicos
dirigidos al paciente con uveitis, como el que propone Foster y Vitale (Foster, Saunders
2002). En este cuestionario se investiga sobre los antecedentes familiares, ya que

algunas enfermedades reumaticas o del tejido conectivo asociadas a inflamacion ocular
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pueden tener cierta predisposicion genética y afectar a varios miembros de una familia;
en ocasiones pueden detectarse en sangre marcadores, como determinados antigenos de
histocompatiblidad (HLA), cuya presencia predispone a padecer episodios de

inflamacion ocular.

A veces también podemos descubrir procesos infecciosos adquiridos via
materno-fetal durante la gestacion o el parto como la toxoplasmosis, sifilis,
citomegalovirus o herpes. La existencia en el entorno familiar de tuberculosis, también

puede ser un dato importante para poder establecer un posible diagnoéstico.

Los datos demograficos son de gran ayuda, deben incluir la edad, sexo y raza ya
que determinados cuadros son mds frecuentes en algunos grupos de edad, las
enfermedades reumadticas son mas frecuentes en mujeres o por ejemplo en blancos
caucasicos es mas frecuente padecer uveitis anteriores relacionadas con el HLA-B27, en
negros africanos la oncocercosis, en negros americanos la sarcoidosis, en amerindios el
sindrome de presunta histoplasmosis ocular, en mediterraneos y orientales la
enfermedad de Behget, en japoneses la enfermedad de Vogt-Koyanagi-Harada y en

judios la enfermedad inflamatoria intestinal.

Asi mismo realizaremos una historia geografica y social encaminada a investigar
el contacto con animales domésticos o salvajes, los habitos dietéticos, la profesion,
residencia o viajes a determinadas areas geograficas, antecedentes traumaticos, picaduras
de insectos, historia sexual o consumo de drogas. El contacto con animales puede resultar
util si sospechamos toxoplasmosis, toxocariasis, brucelosis, criptococosis, enfermedad de

Lyme, leptoespirosis o neurorretinitis subaguda unilateral difusa.
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Determinadas profesiones o actividades pueden estar relacionadas con algunas
formas de uveitis, como por ejemplo la uveitis por leptospiras en poceros, la
enfermedad de Lyme en cazadores, las enfermedades de trasmision sexual en
prostitutas, o la criptococosis en criadores de aves. Los habitos dietéticos también nos
pueden servir de ayuda, por ejemplo en casos de ingesta de aguas contaminadas,
personas que ingieren carne cruda o productos lacteos no controlados, en los casos de

giardiasis, cisticercosis, brucelosis o toxoplasmosis.

El lugar de residencia o los viajes a determinadas zonas con un endemismo
concreto puede sernos de utilidad ante determinadas uveitis. No debemos olvidar los
posibles antecedentes de picaduras de artropodos vectores como las garrapatas y
mosquitos de patologias como la enfermedad de Lyme, la fiebre nodosa, la oncocercosis

o la uveitis por pelos de procesionaria.

La adiccion a drogas por via parenteral, puede ser un importante dato a tener en
cuenta en especial en casos de infecciones fingicas o infecciones oportunistas en
pacientes VIH+.

Por ultimo y de gran importancia son los habitos y practicas sexuales,
especialmente en casos de elevada promiscuidad, homosexualidad y prostitucion,
relacionandose entre otros cuadros con las uveitis luéticas, sindrome de Reiter o los
casos de uveitis por SIDA.

En la anamnesis del paciente se debe determinar si el inicio del cuadro es brusco
0 progresivo, ya que esta circunstancia nos puede ayudar a delimitar el cuadro entre un
amplio grupo de posibles diagndsticos. También la presencia de una inflamacién intensa

o leve influird en la clasificacion y el prondstico. La distribucion de la afectacion ocular,
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ya sea focal, multifoca, o difusa, o si afecta a un ojo o a los dos, tiene una gran
importancia. Las uveitis cronicas se definen habitualmente como granulomatosas o no
granulomatosas, las no granulomatosas se suelen acompaiar de infiltrados formados por
linfocitos y células plasmaticas, mientras que las granulomatosas incluyen en el
infiltrado ademas células epiteliodes y células gigantes. Los granulomas aislados son
tipicos de la sarcoidosis; la inflamacién granulomatosa mas difusa se asocia mas al
sindrome de Vogt-Koyanagi-Harada y a la oftalmia simpatica. La enfermedad
granulomatosa zonal se observa mas en la uveitis inducida por el cristalino. No obstante
es importante destacar que el aspecto clinico granulomatoso o no granulomatoso de la
uveitis no se correlaciona necesariamente con su descripcion histopatologica y puede
relacionarse mas con el estado de la enfermedad en ese momento, de la cantidad de

antigeno presentado o del estado de inmunocompetencia del organismo.

No debemos olvidar que las uveitis ademas de ser un proceso aislado, pueden
representar una parte de un proceso sistémico, aunque frecuentemente con poca relacion
con la actividad inflamatoria en otras partes del cuerpo, o incluso preceder a la aparicion
de la inflamacion en otras localizaciones. Esto obliga en ocasiones a un preciso estudio
sistémico, y a realizar una adecuada anamnesis, que como se comentd anteriormente

incluya de forma detallada los antecedentes personales y familiares.

La evaluacion del estado de salud del paciente es fundamental ya que la
existencia de una inmunodeficiencia, el consumo de drogas por via parenteral, la
nutricién parenteral y la profesion del sujeto representan algunos factores de riesgo que
nos pueden orientar en el proceso diagnostico. Muchos trastornos neopléasicos, en

ocasiones se presentan como un proceso inflamatorio, el linfoma de células gigantes, el
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retinoblastoma, la leucemia y el melanoma maligno pueden aparentar una uveitis. El
xantogranuloma juvenil, el sindrome de dispersion pigmentaria, la retinitis pigmentosa

y la isquemia deben formar parte del diagnéstico diferencial de la uveitis 140 141 142 143

9. Pruebas basicas clinicas y de laboratorio en el estudio de las uveitis.

No se dispone actualmente de ninguna bateria normalizada de pruebas para la
uveitis. Para el diagnostico es necesario realizar una evaluacion analitica y médica
orientada por los antecedentes y la exploracion fisica, todo ello adaptado a las etiologias
mas probables en cada paciente. Las pruebas complementarias necesarias deberian ser
solicitadas tras la realizacion de un adecuado diagnostico diferencial. En general cuando
no hay una sospecha clara de las causas de la uveitis, las pruebas clasicas basicas
solicitadas incluyen el hemograma completo, la velocidad de sedimentacion globular,
las concentraciones de la enzima conversora de la angiotensina y la lisozima, la
serologia de sifilis y una radiografia de torax, y si hay factores de riesgo pruebas de

deteccion de tuberculosis y enfermedad de Lyme.

Algunas pruebas complementarias pueden tener bastante utilidad en la
evaluacion de los pacientes con algunos tipos de uveitis. La angiografia con
fluoresceina permite detectar ala afectacion del polo posterior como por ejemplo el
edema macular cistoide, la wvasculitis retiniana, la neovascularizacién coroidea, la
inflamacién del nervio Optico, retina o coroides. La angiografia con verde de
indocianina, revela coroidopatia o vasculopatias de forma mas especifica. Con la
ecografia podemos observar engrosamientos coroideos, desprendimientos de retina
opacidades vitreas o membranas cicliticas en pacientes con mala visualizacién por la

presencia de opacidad de medios. La tomografia de coherencia optica, como método de
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imagen transversal aporta informacion decisiva en pacientes con uveitis y edema
macular, engrosamiento retiniano, neovascularizacion coroidea o desprendimento
seroso de retina, a la vez que evaliia de forma precisa los de fectos de fibras nerviosas y
campo visual en pacientes con glaucoma y uveitis. Mediante la paracentesis de camara
anterior se pueden obtener muestras de humor acuoso, con mucha utilidad para evaluar
por ejemplo la produccion local de anticuerpos mediante el coeficiente de Goldmann-
Witmer en el diagndstico de la toxoplasmosis o para el diagndstico mediante PCR de
otros muchos cuadros de uveitis infecciosas, o también ante sospecha de linfomas
intraoculares primarios. En ocasiones son necesarias técnicas mas complejas que
incluyen biopsias de vitreo o coriorretinianas, para casos complicados, en los que no

hemos podido llegar a un diagnéstico con las técnicas convencionales '** '*.

10. Uveitis anteriores no infecciosas (autoinmunitarias)

Muchas formas de uveitis anteriores, intermedias , posteriores y panuveitis
pueden ser debidas a una serie de estimulos ambientales, genéticos e inmunitarios
innatos y adaptativos. En muchas ocasiones desconocemos o no podemos detectar el
suceso o agente desencadenante de la inflamacion. Son casos de uveitis en los cuales no
es posible aislar ningin patéogeno especifico. Estas entidades autoinmunes no
infecciosas habitualmente se tratan con farmacos antiinflamatorios una vez que se ha
descartado el origen infeccioso por microorganismos habituales e identificado cualquier

trastorno autoinmunitario sistémico subyacente por medio de pruebas adecuadas.

La uveitis anterior es la forma mas frecuente de todas las uveitis, tiene una
incidencia anual de ocho casos por cien mil habitantes, incrementandose la tasa con la

edad hasta llegar a 102-340 por cien mil habitantes en mayores de 65 afios. En primer
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lugar las dividiremos en uveitis anteriores agudas y uveitis anteriores cronicas, dentro
de las primeras se incluyen todas las denominadas iritis o iridociclitis no

14
granulomatosas agudas'*°

Clasificacion de la Uveitis Anteriores Autoinmunitarias:

1. Uveitis anterior aguda
a. Uveitis relacionadas con HLA B-27
i. Espondilitis Anquilosante
ii. Sindrome de Reiter
ili. Enfermedad intestinal Inflamatoria
iv. Artritis psoridsica
v. Artritis postinfecciosa o reactiva
b. Uveitis y enfermedad tubulointersticial
c. Crisis glaucomatocicliticas.
d. Uveitis asociadas a cristalino
e. Inflamacién postoperatoria asociada a lentes intraoculares
f. Ubveitis inducida por fairmacos
2. Uveitis anteriores crénicas
a. Artritis Reumatoide Juvenil o Artritis Idiopatica Juvenil
b. Iridociclitis Heterocréomica de Fuchs

c. Iridociclitis Idiopatica
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Uveitis anteriores agudas (iritis e iridociclitis no granulomatosas agudas)

Estas uveitis se caracterizan por presentar una sintomatologia caracterizada por
dolor, enrojecimiento y fotofobia mas o menos subita a menudo junto a una
disminucion de vision. Son caracteristicos los precipitados queraticos finos y fibrina
dispersa por el endotelio corneal. Se puede observar un edema corneal agudo por la
disfuncion endotelial. Hay una reaccion inflamatoria en camara anterior, caracterizada
por una intensa respuesta celular y manifestada por un Tyndall humoral variable, en
casos graves se observa ademas coagulos proteicos en humor acuoso e incluso mas
raramente hipopion. A veces también se forman membranas de seclusion e iris
abombados, como consecuencia de la formacion de mallas de fibrina sobre el margen
pupilar. En ocasiones se puede observar una dilatacion de los vasos iridianos y mas
raramente un hiphema. Es posible también observar discreta celularidad en vitreo

anterior y muy infrecuente una vitritis difusa.

El proceso, que puede durar pocos dias o semanas, se caracteriza por
presentarse en forma de crisis, agudas y de forma unilateral, aunque con frecuentes
episodios de recidivas que a menudo alternan un ojo u otro, siendo muy infrecuente la
presentacion bilateral. En ocasiones los vasos pueden sufrir dafios importantes, con
un aumento permanente de la permeabilidad, por lo que la evolucion intermitente
aguda puede convertirse en un proceso cronico. Existe una segunda forma de
presentacion, aguda y bilateral que caracteristicamente se presenta asociada a una

nefritis tubulointersticial 7 %%,

El tratamiento se fundamenta en el uso de corticoides tdpicos, que se administran

con mucha frecuencia cada 1 o 2 horas, complementandose si fuera necesario con el uso
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de estos de forma periocular u orales, el tratamiento se mantendra hasta controlar
completamente la inflamacion, también se asocian ciclopléjicos y midriéticos, tanto para
controlar los sintomas, como para evitar algunas complicaciones como la formacion de
sinequias. El diagnoéstico rapido y eficaz, asi como el tratamiento inicial agresivo son
basicos para evitar el aumento de la permeabilidad vascular permanente, que conlleva una
cronificacion del cuadro. Por otra parte la administracion de farmacos inhibidores del
factor de necrosis tumoral (TNF) reducen de manera eficaz las recidivas de las uveitis

anteriores en pacintes con uveitis asociadas al alelo HLA-B27'%.

El HLA-B27 es un alelo localizado en el brazo corto el cromosoma 6, esta
presente solo en el 1,4%-8% de la poblacion. El 50-60 % de los pacientes con uveitis
anterior aguda tienen este gen. Esta indicado conocer la presencia de este alelo en casos
de uveitis anteriores no granulomatosas recurrentes, aunque su positividad no establezca
un diagndstico de certeza. Existe un grupo de espondiloartropatias, por otra parte
seronegativas para el factor reumatoide, que se asocian con la positividad para este alelo

y con la presencia de episodios de uveitis (ver tabla clasificacion de uveitis):

La espondilitis anquilosante, se caracterizan por lumbalgias y rigidez en la
region lumbar, que caracteristicamente mejoran con el ejercicio, en las radiografias de
sacroiliacas se puede observar esclerosis y pérdida del espacio interarticular, asi como
osificacion ligamentosa y cambios similares en sifisis de pubis. E1 90% de los pacientes
con espondilitis anquilosante son HLA-B27 positivos, pero la posibilidad de que un
individuo HLA-B27 positivo desarrolle una artritis o una enfermedad ocular es solo del
25 %, de igual manera que es frecuente que pacientes con uveitis y resultados positivos

muchas veces no tienen sintomatologia de afectacion articular. Las espondilitis son de
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gravedad muy variable, pudiendo ser casi asintomaticas a muy severas e incapacitantes.
Otras manifestaciones sistémicas descritas son la fibrosis apical pulmonar e
insuficiencia véalvular adrtica. La enfermedad se trata con AINES, y en casos mas

. 150 151 152
severos con sulfasalacina'® 13! 1

En el Sindrome de Reiter, el HLA-B27 es positivo en el 90% de los casos, es
mas frecuente en hombres y estd caracterizado por la clasica triada de uretritis
inespecifica, poliartritis y conjuntivitis, aunque en ocasiones también se pueden observar
uveitis. Se ha propuesto, que episodios de gastroenteritis puedan desencadenar el cuadro,
microorganismos como Chamydia, Shigella, Salmonella, Yersinia y U urealyticum se han
asociado a este sindrome. Un mes tras el episodio inicial descrito apareceria una artritis
oligoarticular asimétrica que afecta preferentemente a rodillas, tobillos, pies y manos, y en
casi un 70 % a sacroiliacas. A parte de la triada clasica se ha descrito una erupcion
eritematosa descamativa en palmas y plantas (queratodermia blenorragica), y un
exantema eritematoso descamativo en glande (balanitis circinada), ambos también
criterios diagndsticos. Aunque son las conjuntivitis (mucopurulentas y papilares) las
lesiones oculares mas frecuentemente asociada a este sindrome, en un 10 % de pacientes
se han descritos uveitis anteriores agudas, que en ocasiones son bilaterales y en otras se

cronifican al alterarse de forma grave la barrera hematoacuosa. Ilustracion 23b

Tustracién23b.Enfermedad de Reiter. Artritis (izquierda) y quratoconjuntivitis (derecha)
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En el 5% -12% de los pacientes con Colitis Ulcerosa y el 2,5 % de los de
Enfermedad de Crohn, se ha descrito la presencia de uveitis aguda, siendo la
enfermedad intestinal muchas veces asintomatica o manifestarse tras la aparicion de la
uveitis. A su vez el 20% de pacientes con enfermedad intestinal inflamatoria puede
presentar sacrolileitis, siendo mas del 60% positivos para el HLA-B27, especialmente si
presentan conjuntamente uveitis, curiosamente los pacientes con enfermedad
inflamatoria intestinal que desarrollan esclerouveitis suelen ser HLA-B27 negativos,
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asemejandose mas a los sintomas de la artritis reumatoide y sin asociar sacroileitis. .

En la artritis psoridsica, a parte de las manifestaciones cutaneas tipicas de la
psoriasis, existe inflamacion de las articulaciones interfalangicas terminales y afectacion
ungueal, y se han descrito hasta un 25 % de casos de uveitis anteriores agudas, un 20 %
asocian sacroileitis, y también un porcentaje significativo enfermedad inflamatoria
intestinal. También se han descrito casos de uveitis en pacientes con psoriasis, sin
afectacion articular, con un comportamiento diferente, a menudo bilateral, mas
prolongado y con mayor frecuencia de asociacion con vasculitis retiniana, edema

macular quistico y papilitis '>*.

Dentro de las uveitis anteriores agudas, existe un cuadro que se asocia a la
Nefritis tubulointersticial, y que afecta a mujeres adolescentes y jovenes, entre 12 a 30
afios. Generalmente, aunque no siempre, los sintomas sistémicos de fiebre, artralgias,
exantemas y nefritis tubulointersticial preceden al desarrollo de la uveitis anterior, que
suele cursar con enrojecimiento y dolor ocular, fotofobia y vision borrosa en un primer
brote, siendo mas severos en los siguiente, pudiendo desarrollar mayor reaccion de

camara anterior, fibrina precipitados queraticos y sinequias posteriores. En ocasiones se
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asocia a alteraciones posteriores como opacidad vitrea, papilitis y exudados o edema
retiniano. Se establecen unos criterios diagnosticos que incluyen la elevacion de la
creatinina o la disminucion de su aclaramiento, la anormalidad del sedimento urinario y
la sintomatologia general de fiebre, pérdidad de peso, anorexia, fatiga, artralgias y
mialgias. La causa de la enfermedad es desconocida, aunque se presupone su origen

. . . . 155
autoinmune, y el tratamiento se base en dosis altas de corticoides ™.

El sindrome de Posner- Schlossman o crisis glaucomatociclitica, es una
uveitis unilateral anterior aguda leve, que se caracteriza por un gran aumento de la
presion intraocular, edema corneal, precipitados queraticos, células en camara anterior y
Tyndall humoral de bajo grado, junto a una pequefia dilatacién pupilar, dura desde horas
a pocos dias, y caracteristicamente es muy recidivante. Se ha asociado al locus génico
HLA-B54. No se conoce la causa y su diagndstico es de exclusion. El tratamiento se

basa en corticoides topicos y antiglaucomatosos topicos u orales.

En ocasiones las uveitis se producen por una reaccion inmunitaria frente al
material cristaliniano, como consecuencia de una alteracion de la capsula anterior de
este ya sea traumatica, quirargica o incluso degenerativa en las cataratas maduras. El
mecanismo preciso se desconoce, pero se supone una reaccion autoinmunitaria frente a
las proteinas del cristalino. Clinicamente se manifiesta por una uveitis granulomatosa o
no, con precipitados queraticos , con grados variables de reaccion en camara anterior,
con incluso la formacion de hipopion, son frecuentes las sinequias posteriores y el
aumento de la presion intraocular, y también se observa discreta inflamacion en vitreo

anterior '*°,
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La uveitis asociada a la implantacion de lentes intraoculares, incluye cuadros
inflamatorios leves o la forma severa del sindrome UGH (uveitis-glaucoma-hifema). La
manipulacion quirGrgica y la implantaciéon de lentes puede activar la cascada del
complemento y favorecer la quimiotaxis de neutrofilos. Hoy en dia es muy poco
frecuente la aparicion de uveitis por estos dispositivos, por la mejora en el acabado de
las lentes y por la fabricacion de materiales mas biocompatibles, no obstante el
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sindrome de UGH, se sigue describiendo de forma ocasional >"'.

Se han descrito casos de uveitis inducidas por farmaces. Para poder determinar
si un determinado farmaco es el causante de una uveitis se aplican una serie de criterios
generales aplicados, que incluyen el que la reaccion sea frecuente y documentada, que
el cese del cuadro se produzca tras la interrupcion del farmaco, el que se hayan
excluido otras posibles etiologias, que la Intensidad del cuadro sea mayor con dosis
mayores del farmaco en cuestion, que hayan Indicios objetivos que confirmen la
reaccion adversa, que podamos observar efectos similares en pacientes determinados
que usan farmacos semejantes, y que la nueva exposicion al farmaco de sospecha haga

158 159
reaparecer el cuadro .

Dentro de los tratamientos sistémicos, los mas relacionados han sido la
rifabutina, un derivado muy eficaz semisintético de la rifamicina y la rifampicina que se
utiliza para el tratamiento del Mycobaterium aviae intracellulare, los bifosfonatos,que
son inhibidores de la resorcion dsea las sulfonamidas, la dietilcarbamacina, que se usa
para la filariasis, los anticonceptivos orales y el topiramato, un antiepiléptico que se usa
para epilepsias rebeldes, migrafias y pérdidad de peso. Son muy frecuentes los

tratamientos topicos que pueden provocar uveitis, como el metipranolol, un
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antiadrenérgico, inhibidores de la colinesterasa, y analogos de las prostaglandinas

1 ,
% Los farmacos

(Travoprost, latanoprost y brimatoprost) y los corticoides topicos
inyectados en el ojo también pueden producir uveitis, destacan los anticuerpos, la
uroquinasa, y el cidofovir. Para el tratamiento se utilizan los corticoides topicos, los
ciclopléjicos, y en casos recidivantes la suspension del farmaco sistémico causante del
cuadro. También se han descrito algunas uveitis en pacientes que han recibido vacunas
como la de la gripe o la vacuna con el Bacilo de Calmette-Guérin, o tras la prueba

cuténea de la tuberculina con el derivado proteico purificado (PPD) °'.

Uveitis anteriores crénicas

Dentro de las uveitis anteriores cronicas, destacan las Uveitis asociada a
Artritis Reumatoide Juvenil (ARJ), este cuadro también se denomina artritis
idiopatica juvenil, como la denomina la International League of Associations of
Rheumatologists y antes se denomind artritis cronica juvenil. La ARJ es la enfermedad
sistémica que mas se asocia a uveitis anteriores en la poblacion pediatrica, se caracteriza
por una artritis de comienzo antes de los 16 afios, y se mantiene al menos 6 semanas.
Asi mismo se pueden presentar en tres categorias, en las que hay afectacién ocular,
como son:

La enfermedad de Still, que son el 20 % de todos los casos de ARJ, se ha
descrito en menores de 5 afos, su comienzo es sistémico con fiebre, exantema,
linfadenopatia y hepatoesplenomegalia, pudiendo la afectacion articular ser minima o

ausente inicialmente. La afectacion ocular es poco frecuente, solo el 6%.

La poliarticular, que son el 40 % de todas las ARJ, aunque sélo un 7-14 %

desarrollan uveitis anteriores, y en la que la afectacion es de 5 o mas articulaciones
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inicialmente durante las 6 primeras semanas de evolucion. Significativamente las factor

reumatoide +, no producen uveitis.

El tercer grupo, las de inicio pauciarticular (afectacion de cuatro o menos
articulaciones inicialmente), son la mayoria, alrededor del 80-90 % de todas las ARJ. Se
subdivide en el tipo 1, en el que se afecta mayoritariamente a nifias nenores de 5 afios y
suelen tener el anticuerpo antinuclear (ANA) +, y en un 25% desarrollan uveitis
anteriores, y el tipo 2, que es mas frecuente en niflos mayores y suelen desarrollar
uveitis mas bien agudas y recurrentes que cronicas, ademas tienen un tendencia elevada
a padecer posteriormente espondilopatias seronegativas para el factor reumatoide y

positivas para el HLA B27 '62,

En general, las uveitis son mas frecuentes en el grupo pauciarticular, en los
ANA+ y en nifias, siendola mayoria negativos para el factor reumatoide. La correlacion
existente entre el proceso ocular y articular es escasa o nula. Clinicamente son uveitis
poco sintomaticas, con ojo blaquecino y poco inflamado, presentan en ocasiones dolor
moderado, fotofobia y vision borrrosa, en la explorcion se pueden observar precipitados
queraticos finos, queratopatia en banda, tyndall humoral y celular, sinequias anteriores y
posteriores y cataratas. Dado que la sintomatologia es escasa, es muy importante
realizar una exploracion minuciosa en estos nifios, ya que las complicaciones pueden ser
muy severas. Muchas veces el cuadro sistémico es muy leve o estd ausente al principio,
por lo que tiene gran valor una exploracion reumatolégica precisa y la deteccion de los
ANA ' El tratamiento se basa en un principio en el uso de corticoides topicos y
midridticos, pero frecuentemente en los casos mdas graves son necesarios los

corticoesteroides sistémicos y perioculares. Ya que la utilizacion cronica de corticoides
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en nifios es problemdtica se estan utilizando dosis bajas de metrotexate de
mantenimiento '**. Los nuevos inhibidores del TNF-a , como el anticuerpo monoclonal
quimérico infliximab '® | u otros méas novedosos como el adalimumab, representan una
modalidad terapéutica muy interesante en estos nifios, ya que reduce el niimero de
recidivas. Por otro parte el manejo de las complicaciones como son las cataratas y el
glaucoma, todavia permanece muy controvertido, ya que no existe consenso sobre, a
parte de la lensectomia y vitrectomia anterior aconsejada, si se debe implantar lente
intraocular o no, o cual es la mejor técnica quirurgica para el manejo de los glaucomas

que no se controlan con la medicacién topica "% Tlustracion 24

AP

Tustracion 24. Queratopatia en banda en paciente con AlJ.

Otro grupo importante dentro de las uveitis crénicas es la Iridociclitis
heterocromica de Fuchs. En algunas series representa hasta el 3 % de los pacientes
remitidos a unidades hospitalarias especializadas en uveitis, sin embargo muchas veces
el cuadro puede pasar desapercibido. Se trata de un cuadro poco sintomatico, bilateral,
caracterizado por grados variables de vision borrosa y molestias leves. En la
exploracion se aprecia una heterocromia, por atrofia difusa del estroma iridiano con
atrofia variable también del epitelio pigmentario, acompafiado de pequefios precipitados
queraticos estrellados y de distribucion difusa, y células inflamatorias en cémara
anterior y espacio vitreo anterior. Es rara la aparicion de sinequias, pero es frecuente el
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glaucoma y las cataratas. Aunque no se conoce la etiologia se le ha vinculado a
infecciones oculares por toxoplasma o virus del herpes simple, y recientemente con el
virus de la rubeola '’. Para el tratamiento, cuando es necesario, se utilizan corticoides
topicos que reducen la inflamacion aunque no suelen hacer desaparecer el cuadro, que
en ocasiones suele durar décadas, aln asi el prondstico es favorable, salvo las
complicaciones de cataratas y glaucoma que suelen responder correctamente al

tratamiento quirargico '®®. Ilustracién 25

Tlustracion 25. Precipitados en estrella en uveitis heterocromica de Fuchs

11. Bases del tratamiento de las uveitis anteriores no infecciosas

Ante una uveitis, lo primero que tenemos que tener en cuenta, de cara al
tratamiento, es saber si la inflamacion de origen afecta exclusivamente a la ivea anterior
o si se extiende a uvea intermedia o Uvea posterior, ya que el manejo serad
completamente diferente. Una vez se han descartado otras causas especificas de uveitis,

como la herpética, comenzaremos el tratamiento.

El tratamiento de cualquier uveitis inmune se comenzara de forma topica
utilizando corticoides y ciclopléjico-midriaticos. La mayor parte de los pacientes tienen
una buena respuesta, y un excelente prondstico, pero siempre que se instaure el
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tratamiento adecuado de la forma mas precoz posible. El tratamiento debe ser rapido y
agresivo, debe considerarse una urgencia médica, ya que el diferirlo puede crear
complicaciones, a veces irreversibles como las sinequias, el glaucoma, las cataratas o el
edema macular quistico. Existen varias excepciones al uso inicial de solo tratamiento
topico, como son la uveitis asociada a la artritis cronica juvenil o la uveitis asociada a la
enfermedad de Behget, en las que suele existir una actividad muy severa y requieren por
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lo general asoclar Inmunosupresion sistemica .

Comenzaremos con corticoides topicos en forma de colirio y pomada antes de
acostarse, el tipo de corticoide a utilizar ha de ser de alta potencia antiinflamatoria y
facil penetracion ocular, por lo que se suele utilizar preferentemente la dexametasona en
formulacion alcohol, también pueden usarse la betametasona y la prednisolona, esta
ultima aunque de menor potencia antiinflamatoria dado que va formulada en acetato

. ., . 1
tiene una muy buena penetracion intraocular .

Es muy importante mantener una frecuencia muy elevada de instilacion, que
dependiendo de la severidad del cuadro puede requerir cada 1 - 3 horas, e incluso en
cuadros muy severos se puede utilizar la pauta cada 15 minutos. El tratamiento se
mantendra hasta que el proceso comience a remitir, momento en el cual
comenzaremos a bajar el corticoide de forma gradual y lenta, no retirandolo nunca
antes de 4-6 semanas, para evitar el efecto rebote de la inflamacion. Cuanto mas
recurrentes sean los episodios mas lentamente iremos bajando el tratamiento, incluso
existen pacientes que requieren dosis minimas de corticoides tdpicos durante largos
periodos de tiempo. No debemos ademas vigilar de forma continuada al paciente por

los posibles efectos adversos que pueden producir estas altas dosis de corticoides,
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como son la hipertension ocular, las cataratas o mayor susceptibilidad a presentar

. . . 171
infecciones asociadas '"'.

Ocasionalmente se precisa la infiltracion de corticoides perioculares, cuando se
asocia un edema macular quistico, hay una mala respuesta inicial al tratamiento o
sospechamos un incumplimiento. Excepcionalmente son necesarios los corticoides
sistémicos o los inmunosupresores, especialmente en casos de artritis cronica juvenil y

enfermedad de Behget'”

También deben usarse colirios ciclopléjico-midridticos tanto para controlar el
dolor producido por el espasmo del musculo ciliar como para prevenir la formacion de
sinequias posteriores o romper las ya presentes. Generalmente se comienza con atropina
al 1% cada 8-12 horas por su mayor potencia y duraciéon de accion, especialmente en
inflamaciones intensas con mucho dolor, y posteriormente cuando el cuadro va
remitiendo se sigue con tropicamida que permite cierto juego pupilar, o con
homatropina, en pautas descendentes hasta terminar con una Unica administracion

. S 173
nocturna, para permitir la acomodacion diurna’ .

En los casos de uveitis anteriores agudas unilaterales recidivantes asociadas a
HLA B-27 se ha comunicado que el uso de sulfasalazina podria reducir la frecuencia y
severidad de las crisis, y en pacientes con uveitis agudas y espondilitis anquilosantes se
ha observado también un menor nimero de cuadros de uveitis cuando estan siendo

b '7* . Ultimamente se esté utilizando los nuevos anti-TNF, de

tratados con inflixima
ultima generacion, como el Adalimumab y otros, con notable éxito, en algunos casos de

uveitis no infecciosas persistentes o resitentes a los tratamientos clasicos.
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La organizacion mundial de la salud (OMS), define la ceguera como la situacion
en la que el mejor ojo alcanza una agudeza visual maxima corregida de 0,05, o un
campo visual inferior a 10°, mientras que se define déficit visual severo cuando la mejor
vision corregida en el mejor ojo es superior a 0,05 e inferior a 0,1.

En 2001 el nimero de ciegos era de 44,8 millones de personas en el mundo.
Las causas mas frecuentes de ceguera en los paises desarrollados en adultos menores de
60 afios son las degeneraciones tapetorretinianas, las enfermedades congénitas y la
diabetes, cada una con el 20 % de los casos, las uveitis con el 10% , y los accidentes con
el 5 % de los casos. Por otra parte en los paises en desarrollo la uveitis puede
representar hasta el 20 % de las causas de ceguera. En algunos trabajos se han descrito
hasta un 4% de pacientes con ceguera por uveitis .

En las uveitis la principal causa de ceguera o pérdida visual profunda es el
edema macular quistico, y se han descrito complicaciones derivadas de la uveitis en mas
de la mitad de los pacientes, requiriendo hasta el 23 %, algiin procedimiento quirtirgico.
También es cierto, que en las uveitis anteriores las complicaciones severas son mucho
mas infrecuentes que en el resto de las uveitis.

En la mayoria de las uveitis la morbilidad ocular estd relacionada con la
repeticion de los episodios o por el mantenimiento de la actividad inflamatoria, incluso
siendo esta de bajo grado. Ademas la actividad inflamatoria prolongada puede producir
dafios a nivel de la malla trabecular con el consiguiente desarrollo de un glaucoma
secundario inflamatorio de dificil control, o la produccién de cataratas, e incluso puede
haber un dafio ocular o sistémico por la yatrogenia producida por un tratamiento

prolongado ***.
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La uveitis es la causa mas comun de enfermedad inflamatoria ocular, la
incidencia anual varia mucho segun las poblaciones estudiadas, variando entre 8-52
personas por cada 100.000 habitantes , y tiene una prevalencia entre 1,7 y 714 casos por
100.000 habitantes’. La uveitis anterior es la forma mas frecuente de uveitis aglutinando
la mayoria de casos de esta enfermedad. Existen muy pocos estudios poblacionales que
permitan conocer la incidencia y prevalencia de uveitis en nuestro Espafia, en el ultimo
estudio realizado en nuestro pais se confirmaba que la mayor parte de las uveitis eran
anteriores y de causa idiopatica, con resultados similares a los realizados en el resto de
Europa, en los que el 52-64 % eran uveitis anteriores y entre 35-71 % eran de causa
idiopatica ©.

Aunque las uveitis anteriores no infecciosas o autoinmunes se describen como
procesos de origen idiopatico, desconociéndose el suceso o el agente desencadenante
de la inflamacion , si conocemos que son el resultado de una respuesta autoinmune tras
la activacion sistémica de linfocitos T autorreactivos especificos y la mediacion de
diferentes citoquinas como las interleuquinas, el factor de necrosis tumoral, el
interferon y algunos factores de crecimiento, habiéndose encontrado todas estas

, . L. . cpr e 7
moléculas en pacientes con uveitis, tanto a nivel ocular como en sangre periférica .

Los factores de crecimiento no comparten todas las acciones, pero si interactian
entre si para fomentar determinadas acciones como por ejemplo diferentes procesos de
cicatrizacion o proliferacion celular ®. Son muchos los trabajos que avalan que los
factores de crecimiento presentes en humor acuoso son responsables del perfecto
funcionamiento del microambiente del polo anterior ocular, y también es conocido que
a su vez estos factores son responsables, al menos en parte, de algunos procesos

patoldgicos, como lo atestigua el hecho de que la composicion de estos factores de
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crecimiento presentes en humor acuoso varie significativamente en distintos procesos
inflamatorios o en patologias como el glaucoma ° '°. Las citoquinas proinflamatorias
juegan un papel critico en la iniciacion y la propagacion de numerosas enfermedades
autoinmunes originadas por una disregulacion de la respuesta autoinmune. Todas estas
citoquinas interfieren activamente entre los mediadores celulares, inmunoldgicos y
bioquimicos a muchos niveles. Parece que la regulacion de esta actividad
proinflamatoria puede estar mediada por citoquinas antiinflamatorias e
inmunosupresoras como la IL4,11-10 o el TGF-p '

Los factores de crecimiento son elementos reguladores clave de la funcion
corneal normal y en la cicatrizacion de las heridas, aunque también algunas formas son
responsables de diversas patologias '>. También es conocida la capacidad del suero
autélogo, rico en plaquetas y en diversos factores de crecimiento para el tratamiento de
Glceras corneales refractarias . Por otra parte muchos de los avances en corneas
artificiales se basan en la utilizacion de factores de crecimiento para su integracion y
también se han utilizado factores de crecimiento como el EGF topico, para promover la
proliferacion y migracion de células epiteliales sobre la superficie de polimeros
corneales, e igualmente ha sido demostrada su capacidad para acelerar el cierre de las

. o 14 15
heridas corneales traumaticas .

Se ha intentado relacionar a determinados factores de crecimiento celular con
numerosos procesos patologicos del polo anterior ocular, al haberse encontrado
elevados en distintas circunstancias, y al conocerse su participacion en muchos procesos
patoldgicos en esta area, ya sea de forma directa o promocionando a otras proteinas
implicadas en procesos inflamatorios y de reparacion, también se ha propuesto que el

control de estos factores podria modificar un determinado suceso patoldgico, como por
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ejemplo seria el intentar inhibir TGF-B, como una parte de la estrategia terapéutica en el

tratamiento del glaucoma, o el bloqueo del VEGF, para prevenir la neovascularizacion.

La TPO, aparte de ser el principal regulador de la proliferaciéon y maduracion de
los megacariocitos y de la produccion de plaquetas, también es un regulador positivo
multifuncional en la hematopoyesis '®, y probablemente en otros procesos, como por

. . . - 1
ejemplo la vasculogénesis, demostrandose su estrecha relaciéon con el VEGF 7.

Distintos trabajos indican que la expresion del gen de TPO, se incrementa de
forma importante durante los procesos inflamatorios, lo que nos puede llevar a pensar
que se comporta como una proteina de fase aguda. Se han encontrado correlaciones
positivas entre la TPO y la PCR sin que parezca influir el nimero de plaquetas, por lo
que la TPO actuaria como una proteina de fase aguda, y ademas parece intimamente
relacionada con la accion de la IL6, en procesos inflamatorios. En este sentido también
conocemos que su sintesis puede ser inducida por la IL-6 en higado, a la vez la IL-6
estimularia la trombopoyesis mediante la accion de la TPO, y que en determinados
procesos inflamatorios, la trombocitosis reactiva existente esta mediada por la IL-6 a

través de la accion de la TPO'™ 19 2,

La TPO ha sido relacionado en numerosos estudios con determinados procesos
inflamatorios e inmunoalérgicos, en los que podria jugar un importante papel regulador
2122 Se ha comunicado por ejemplo su funcion reguladora en la diferenciacion de los
mastocitos, y el aumento de TPO en pacientes con asma alérgica, lo que también nos
sugiere la posibilidad de su participacion en procesos inmunoalérgicos ** **. También es

conocida la importancia de las plaquetas como destacados agentes en la defensa de la

infecciéon y en la induccién de la inflamaciéon y reparacion de tejidos, y se ha

110



2 - JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

documentado la elevaciéon de IL-6 y TPO en el plasma de pacientes con enfermedad
. .. . , . .- . 25 2627 28
inflamatoria intestinal, asi como en pacientes con artritis reumatoide .

Por otra parte en otros estudios se ha relacionado con los cambios inflamatorios
que suceden en algunas infecciones del sistema nervioso central (SNC), sugiriendo una

actividad proapoptética, asi como una distinta regulacion de su produccion en SNC a la

. , .1 29
que sucede en el higado, 6rgano donde esta se produce en mayor medida™ .

La integridad ocular depende del adecuado balance entre proliferacion,
diferenciacion, motilidad y apoptosis celular. Los distintos tejidos oculares, y entre ellos
el humor acuoso, contienen y producen una gran variedad de factores de crecimiento,
que pueden regular muchas funciones celulares y determinar un papel decisivo en el
mantenimiento de la actividad ocular normal.

Entendiendo la produccion y la funcion de los factores de crecimiento en los
tejidos oculares mejorara el conocimiento del mantenimiento de los tejidos, y la
modulacion de los procesos inflamatorios, donde los factores de crecimiento juegan un
papel significativo dirigiendo el comportamiento celular y finalmente conseguir

regimenes terapéuticos mas efectivos.

Sobre las uveitis en concreto no se sabe demasiado sobre la posible relacion con
los factores de crecimiento, aunque si sabemos algunos hechos, como por ejemplo que
determinadas citoquinas podrian influir sobre la evolucion de la enfermedad, ya que hay
una elevacion sérica de algunas citoquinas como IL6 ¢ IL 8. En concreto la elevacion
de la IL 8 podria sugerir un mecanismo inmune innato en la enfermedad aguda,
mientras que la IL 6 participaria en la modulacion de la inflamacion en la enfermedad

30 31

cronica . Por otra parte también sabemos que se utilizan con gran eficacia para el

tratamiento de algunas uveitis, terapias biologicas basadas en farmacos que bloquean
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determinadas citoquinas y factores del crecimiento **. Es conocida ademas la relacion
entre la elevacion del factor de crecimiento VEGF y el edema macular, y también se
conoce la relacion entre la elevacion del factor de crecimiento PEDF y el nivel
antioxidante protector en la inflamacién **. Sin embargo se desconocen cuestiones
determinantes como son los niveles de la mayoria de los principales factores de
crecimiento, si presentan alguna correlacion entre ellos, si existe algin patron especifico
de alteracion para cada determinado tipo de uveitis, o si se puede definir alguna relacion
entre el nivel de los factores en humor acuoso y los parametros clinicos. Es de esperar
que un desequilibrio de los factores de crecimiento pueda aumentar el riesgo de

desarrollar una uveitis.

Actualmente se dispone de nuevas moléculas sintéticas que mimetizan el efecto
de TPO, como por ejemplo el Romiplostim y el Eltrombopag.

Hechos, como el conocimiento del papel que juega la apoptosis en la resolucion
de las uveitis, y el conocimiento de la participaciéon de la TPO en los procesos
proapoptéticos de organos como el SNC, donde ademas se ha demostrado una
regulacion de la produccion de TPO, distinta a la hepatica habitual ya conocida; nos
llevan a pensar ademas en una posibilidad terapéutica a medio plazo en el tratamiento
de las uveitis. Todo ello si se confirmara la hipotesis de que la elevacion significativa
obtenida de los niveles de TPO en nuestros pacientes con uveitis anterior aguda no
infecciosa frente al grupo control, seria una consecuencia del proceso reparador de la

re: 34 35 36 37
uveitis y no una causa .

112



2 - JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

BIBLIOGRAFIA

" Resnikoff S et al. Global data on visual impairment in the year 2002. Bulletin of the
World Health Organization, 2004, 82:844-51.

2 Simons K, Visual acuity and the functional definition of blindness. In: Tasman W,
Jaeger E, eds. Duane’s clinical ophthalmology. Philadelphia JB: Lippincott;1990

3 The World Health Report. Data on visual inpairment. Prevention of blindness.
http//www.who.int/pdb/pbl/data.htm#definitions.

* Rothova A, Suttorp-Van Schulten MS, Treffers WF, et al. Causes and frecuency of
blindness in patients with intraocular inflammatory disease. Br J Ophthalmol
1996;80:332-36.

> Gritz DC, Wong IG, Incidence and prevalence of uveitis in Nothern California. The
Nothern California Epidemiology of Uveitis study. Ophthalmology 2004; 111:491-500.
® Bafiares A, Jover JA, Fernandez B, et al. Patterns of uveitis as a guide in making
rheumathologic and immmunologic diagnosis. Arthritis Rheum 1997;40:358-70.

7 Welge-Lussen U, May CA, et al. Role of tissue growth factors in acqueous humor
homeostasis. Curr Opin Ophthalmol 2001;12(2):94-9.

¥ Jones SM, Kazlauskas A. Connecting signaling and cell cycle progression in growth
factor-stimulated cells. Oncogene 19(49):5558-67.

? Yanai RN, Yamada N, et al. Mitogenic and antiapoptotic effects of various growth
factors on human corneal fibroblasts. Invest Ophthalmol Vis Sci 43(7): 2122-6.

19 Salom D, Diaz-Llopis, M, Garcia-Delpech S, Udaondo P, Sancho-Tello M, Romero J.
Aqueous humor levels of vascular endotelial Growth factor in retinitis pigmentosa.

Invest Ophthalmol Vis Sci.

113



2 - JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

"'Kim EY, Moudgil KD. Regulation of autoimmune inflammation by pro-inflammatory
cytokines Immunol Lett. 2008 Oct 30;120(1-2):1-5.

"2 Trinkaus-Randall V. Cornea. Principles of Tissue Engineering. Lanza RP,. Langer R
and Vacanti J. San Diego: Academic Press, 2000; 471-491.

13 Rolando M, Zierhut M. The ocular surface and tear film and their dysfunction in dry
eye disease. Surv Ophthalmol 2001; suppl 2: 203-10

" Trinkaus-Randall V, Nugant MA. Biological response to a synthetic cornea. J Control
release 1998; 53:205-14.

'3 Ppastor JC, Calonge M. Epidermal growth factor and corneal wound healing. A
multicenter study. Cornea 1992; 11: 311-314.

' Migliaccio AR. Role of Thrombopoietin in Mast Cell Differentiation. Ann N 'Y Acad
Sci 2007.

7 Eguchi M, Masuda H, Kwon S, et al . Lesion-targeted thrombopoietin potentiates
vasculogenesis by enhacing motility and enlivenment of transplanted endothelial
progenitor cells via activation of Akt/mTOR/p70s6kinase signaling pathway. J Mol Cell
cardiol 2008; 45:661-9

'8 Ceresa IF, Noris P, Ambaglio C, et al. Thrombopoietin is not uniquely responsible of
thrombocytosis in inflammatory disorders. Platelets 2007;18:579-582.

1 Custodi P, Duranti M, et al. Circulating thrombopoietin in reactive conditions
behaves like an acute phase reactant 1999;21(4):271-5

20 Kaser A, Brandacher G, Steurer W, et al. Interleukin-6 stimulates thrombopoisis
though thrombopoietin: role in inflammatory thrombocytosis. Blood 2001;98:2720-5.

*! Kaushansky K. Thrombopoietin and the hematopoitic stem cell. Ann NY Acad Sci

2005;1044:139-141.

114



2 - JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

22 Burmester H, Wolber EM, Freitag P.Thrombopoietin production in wild-type and
interleukin-6 knockout mice with acute inflammation. J Interferon Cytokine Res 2005;
25(7):407-13.

¥ Kemona-Chetnik I, Bodzenta-Lukaszyk A, Butkiewicz A, et al. Thrombocytopoiesis
in allergic athsma. Pol Arch Med 2007;117:9-13.

2 Wolber EM, Fandrey J, Frackowski V, Jelkmann W. Hepatic thrombopoietin mRNA
is increased in acute inflammation. Thromb Haemost 2001; 86:1421-4.

% Klinger MH, Jeikmann W. Role of blood platelets in infection and inflammation. J
Interferon Cytokine Res 2007;22:913-22.

26 Heits F, Stahl M, Ludwig D, et al . Elevated serum thrombopoietin and intreleukin-6
concentrations in thrombocytosis associated with inflammatory bowel disease. J
Interferon Cytokine Res 1999;19:757-60.

*" Ertenli 1, Kiraz S, Oztirk MA, et al. Pathologic thrombopoiesis of rheumatoid
arthritis. Rheumatol Int 2003; 23:49-50

% Ishiguro A, Suzuki Y, Mito M,et al. Elevation of serum thrombopoietin precedes

thrombocytosis in acute infections. Br J Haematol. 2002 Mar;116(3):612-8.

¥ Reinhol A, Zhang J, Gessner R, et al. High thrombopoietin concentration in the
cerebrospinal fluid of neonate with sepsis and intraventricular hemorrhage may
contribute to brain damage. J Interferon Cytokine Res 2007; 27:137-145

30 Kramer M, Monselise Y, Bahar I, et al.. Serum cytokine levels in active uveitis and
remission. Curr Eye Res. 2007 Jul-Aug;32(7-8):669-75

31 Menezo V, Bond SK, Towler HM, et al. Cytokine gene polymorphisms involved in
chronicity and complications of anterior uveitis. Cytokine. 2006;35(3-4):200-6.

32 Jap A, Chee SP. Immunosuppressive therapy for ocular diseases. Curr Opin

Ophthalmol. 2008 Nov;19(6):535-40.

115



2 - JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

33 Franchini A, Malagoli D, Ottawiani E. Cytokines and Invertebrates: TGF- B and
PDGF. Current Pharmaceutical Design 2006; 12: 3025-31

3 Wadhwa M, Thorpe R. Haematopoietic growth factors and their therapeutic use.
Thromb Haemost 2008;99:863-73.

% Kuter DJ. Thrombopoietin and thrombopoitin mimetics in the treatment of
thrombocytopenia. Annu Rev Public Health 2008.

* Fukushima-Shintani M, Suzuki KI, Iwatsuki Y, et al. AKR-501 (YM477) a novel

orally-active thrombopoietin receptor agonist. Eur J Haematol. 2009 Jan 16

37 Erickson-Miller CL, Delorme E, Tian SS, et al. Preclinical Activity of Eltrombopag

(SB-497115), an Oral, Non-peptide Thrombopoietin Receptor Agonist.

Stem Cells. 2008 Nov 26

116



3. HIPOTESIS Y
OBJETIVOS DEL
ESTUDIO







3 - HIPOTESIS Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO

3.1 Hipotesis del estudio

Es muy probable que los factores de crecimiento celular estén implicados de alguna
forma en la fisiopatologia de las uveitis, ya sea en la patogenia, en el proceso inflamatorio o mas

bien en los procesos de reparacion y recuperacion de la homeostasis tisular.

Se plantea la posibilidad de conocer si existe en el humor acuoso de pacientes con
uveitis anterior aguda no infecciosa, un aumento de los niveles del factor de crecimiento celular

TPO, frente a los niveles obtenidos en los mismos pacientes en sangre.

La confirmacion de este hallazgo contribuiria a confirmar la hipétesis de que el perfil
de factores de crecimiento en este tipo de uveitis podria ser una consecuencia con fines

reparadores y de recuperacion de la homeostasis tisular en las uveitis.

3.2 Objetivos del estudio

3.2.1 Objetivos principales

El objetivo principal del estudio es comparar entre los niveles de TPO en humor acuoso
y los de suero, en pacientes con uveitis anteriores agudas no infecciosas, determinando si

existen diferencias estadisticamente significativas

3.2.2 Objetivos secundarios

1. Intentar obtener evidencias de una posible implicacion de TPO en la
patogenia de la enfermedad, y las posibles implicaciones diagnosticas o
terapéuticas que esto podria acarrear en un futuro.

2. Intentar obtener evidencias de una posible produccion local de TPO, a nivel

uveal.
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4.1 DISENO DEL ESTUDIO

El disefio del trabajo es un estudio de casos y controles, prospectivo,
observacional, comparativo, controlado, no aleatorizado y monocéntrico, que investiga
los niveles de TPO en humor acuoso y en suero de 16 pacientes con uveitis anteriores
no infecciosas, remitidos a la Unidad de Uveitis del Servicio de Oftalmologia del
Hospital Universitario La Fe de Valencia, centro de referencia en el estudio y
tratamiento de esta patologia, con un area poblacional de 805.000 habitantes.

Los controles se obtuvieron del humor acuoso y del suero de otros 16 pacientes
que iban a ser intervenidos de cataratas, que cumplian los criterios de inclusion y
exclusion, ademas de no tener antecedentes de patologia inflamatoria intraocular,
enfermedad sistémica, ni que estuvieran sometidos a tratamiento farmacologico general.

El protocolo de estudio cumplia los requisitos de la Declaracion de Helsinki, y
fue revisado y aprobado por el Comité de FEtica e Investigacion del Hospital
Universitario La Fe de Valencia. Se obtuvo un consentimiento informado de cada

paciente, que especificaba el motivo del estudio. Apéndice 2.

4.2 CRITERIOS DE SELECCION DE PACIENTES
Los criterios de inclusion y exclusion de los pacientes a incluir en el estudio

fueron los siguientes:

Criterios de inclusion:
1. Padecer una uveitis anterior aguda clasica, excluyendo las hipertensivas y
las granulomatosas.
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2. Pacientes no tratados, en un primer episodio de uveitis anterior clésica,
dentro de los primeros 2-7 dias de inicio de los sintomas.

3. Cumplir un criterio minimo de inflamacién ocular (grado de celularidad)
catalogado como moderado a grave (grados 2 a 4) segun criterios de la
International Ocular Inflammation Society y de la Standaritation Uveitis

Nomenclature . Tabla 5

Criterios de exclusion:
1. Cualquier uveitis hipertensiva o granulomatosa.
2. Entidades clinicas definidas como la Heterocromia de Fuchs o el
Sindrome de Posner-Schlossman, o uveitis con positividad para la familia
herpesvirus o toxoplasma en el analisis por polymerase chain reaction (PCR)
de la muestra tomada de humor acuoso.
3. Cirugia ocular previa en los seis meses anteriores a la muestra.
4. Pacientes con serologia positiva para HIV, lues o sarcoidosis (este tltimo
mediante deteccion de ECA).
5. Edema macular quistico, mediante técnica de optical coherence
tomography (OCT).
6. Pacientes con historia clinica previa de enfermedad sistémica asociada
como tuberculosis, artropatias, enfermedad granulomatosa intestinal,
sarcoidosis y esclerosis multiple, mediante anamnesis o exploracion clinico-

radiolégica, o prueba de HLA B27.

Los criterios seleccion de los pacientes del grupo control fueron los siguientes:

1. Presentar cataratas que precisen una intervencion quiriirgica
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2. No presentar ninguna otra patologia ocular o sistémica
3. Emparejamiento por la edad con al menos un paciente del grupo con

uveitis anterior aguda (+ 10 afios)

4.3. EXPLORACION CLINICA DE LOS PACIENTES
4.3.1 Anamnesis.

Se realiz6 una anamnesis que incluia:

. Edad al diagnéstico y tiempo de evolucion de la enfermedad
. Tratamiento al que esta sometido el paciente.

. Habitos toxicos

. Antecedentes personales y tratamientos asociados.

. Antecedentes familiares

. Anamnesis dirigida para uveitis

Se investig6 mediante anamnesis completa que incluyd una revision de los
diferentes sistemas orgéanicos, y para ello se utilizd una adaptacion del cuestionario
clinico propuesto por Foster y Vitale (Foster, Saunders 2002), encaminado a descartar

entidades clinicas definidas. Anexo 1

4.3.2 Exploracion Oftalmolégica.
Se realizo a todos los pacientes una exploracion oftalmologica completa en
ambos 0jos, segun protocolos estandarizados, incluyendo:

o Agudeza visual, mediante optotipos EDTRS
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e Exploracion mediante bimicroscopia con lampara de hendidura en busca
de los signos clinicos de la enfermedad como son miosis, precipitados
queraticos endoteliales, presencia de células, turbidez (flare), fibrina e
hipopion en camara anterior, dispersion de pigmento o la aparicion de
nddulos iridianos, las sinequias anteriores y posteriores o una queratopatia
en banda en las uveitis de larga evolucion. EI método especifico que se
utiliz6 para cuantificar la intensidad de la reaccion inflamatoria en camara
anterior fue la cuantificacion de las células y el Tyndall proteico, que se
realiza mediante el recuento del numero de células presentes bajo gran
aumento en lampara de hendidura en un area de 1x1 mm con un angulo de
luz de 45°-60°, segun criterios del Standardization of Uveitis Nomenclature
Working Group. Tablas 5y 6

e Tonometria ocular, mediante tondmetro de aplanacion de Goldmann,

e estimada en milimetros de mercurio (mmHg).

e Oftalmoscopia. La dilatacion pupilar se realizé mediante la instilacion de
e colirios de Tropicamida y Fenilefrina, en dos dosis, con intervalos entre
ellas de 10 minutos y exploracién a los 30 minutos tras la primera dosis. La
valoracion del fondo de ojo se llevo a cabo con lampara de hendidura y lente

de 78 Dioptrias.

4.3.3 Pruebas de laboratorio.
e Prueba de la PCR. Se realizé la prueba de polymerase chain reaction
(PCR), a las muestras de humor acuoso con objeto de descartar uveitis con
positividad para la familia herpesvirus o toxoplasma. La PCR es una técnica

que permite la amplificacion del ADN a partir de pequefias cantidades del
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material. La PCR ha sido empleada en el diagnostico de uveitis viral, viral
endoftalmitis y enfermedad ocular parasitaria. El proceso requiere ADN de un
organismo que es presumiblemente patdgeno o genes objetivo del huesped.
Los iniciadores o primers (hebras cortas de ADN que marcan la seccion del
ADN objetivo que va a ser copiada) son empleadas con una enzima
polimerasa (que cataliza la replicacion de los genes) para crear numerosas
copias del gen objeto de sospecha, de manera que se genere suficiente
material como para ser visualizado en un gel de electroforesis. De esta la PCR
es una herramienta muy sensible, que puede ser utilizada para identificar la
presencia de organismos que no pueden ser ni observados directamente ni
cultivados facilmente, como el CMV, virus del herpes zoster y herpes
simplex, virus de Epstein-Barr, y algunas bacterias como Mycobacterium spp,
Borrelia burgorferi, o parésitos como Toxoplasma gondii '.

e Serologia. Se realizé serologia de los pacientes con objeto de descartar
positividad para enfermedades como el VIH y laes

e Bioquimica. Se realiz6 una bioquimica bésica y una detecccion de ECA a

los pacientes con objeto de descartar sarcoidosis.

4.3.4 Tomografia de Coherencia Optica

La Tomografia de Coherencia Optica OCT es un método empleado para lograr

la visualizacién de alta resolucién del tejido en cortes transversos. Es una manera no

invasiva de evaluar el espesor retiniano. Estd basada en la interferometria de baja

coherencia y nos permite valorar mediante imagenes bi y tridimensionales las diferentes

capas histologicas retinianas y su grosor, asi como valorar el espesor, el volumen medio

y el perfil macular. ITlustracion 26
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Rejilla de difraccion

Colimador  Lentedel
escaner

Lentes

'Disporitivo de

7 cargaicoplada
(cco)

OCT DE DOMINIO ESPECTRAL

Espejo dicroico

Tlustracion 26. Interferometria de Michelson (izquierda).

Funcionamiento técnico OCT (derecha).

El edema macular cistoideo es una de las complicaciones potenciales de una
inflamacion intraocular de larga evolucion, que lleva a pérdida visual, se ha descrito una
mayor correlacion entre el espesor retiniano en OCT y la agudeza visual que con la
angiografia con fluoresceina, especialmente en uveitis >. Se realizé una OCT centrado

. . . see 3
en macula, para descartar la presencia de edema macular asociado a la uveitis .

Tlustracion 27

Tlustracion 27. OCT macular normal (arriba). OCT macular con edema macular

en paciente con uveitis anterior aguda no infecciosa (abajo).
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4.4 OBTENCION Y PROCESADO DE LAS MUESTRAS

Los pacientes fueron sometidos a extracciéon de humor acuoso, previa profilaxis
pre y post-extraccion. La profilaxis consistido en la aplicacion topica conjuntival de
colirio de ofloxacina durante 3 dias antes y tres dias después de la paracentesis.
Inmediatamente antes y después de la extraccion se aplicé povidona yodada en saco
conjuntival en dilucién oftalmica del 50%. La paracentesis para la extraccion de la
muestra se realizd con aguja de 30 G, en lampara de hendidura y en consulta. Los
tamafios muestrales eran al menos de 0,05-0,2 ml de humor acuoso, y se depositaron en
tubos estériles de Eppendorf, en dos alicuotas diferentes de 0,1 ml, para ser congeladas
a —80° C, una para su posterior procesado de factores de crecimiento y la otra para
realizar las pruebas de PCR rutinarias para descartar procesos infecciosos intraoculares.
Las muestras se etiquetaron y clasificaron de forma enmascarada con respecto al grupo

al que pertenecian.

En el grupo control, pacientes que iban a ser sometidos a cirugia de cataratas, se
realizaria de igual forma la extraccion de humor acuoso y suero, esta vez en quiréfano,

en el momento previo a la cirugia.

Las muestras de suero se obtuvieron mediante extraccion estandar de sangre

periférica, tanto en pacientes con uveitis como en los controles.

La determinacion cuantitativa de la concentracion de las proteinas en suero y
humor acuoso se realiz6 mediante la técnica de ELISA (Enzyme-Linked Immuno
Sorbent Assay), comercializada por Searchlights Human Angiogenesis Array” (Pierce

Biotechnology, Inc., Rockford, IL, USA).
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La técnica utilizada es altamente especifica para la cuantificacién entre otros de
citoquinas en solucion. Cuando se afiade el sustrato se produce una reacion de color que
se desarrollara de forma proporcional a la cantidad de citoquina unida. La concentracion
de citoquinas se determina por comparacion con las curvas estandar de concentraciones
conocidas de la citoquina. La sensibilidad del test depende principalmente de la afinidad
de los anticuerpos y de la amplificacion del sistema usado. El test de ELISA es capaz de

detectar picogramos/ml.

Descripcion de la técnica de ELISA:

El procedimiento de ELISA (acréonimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay: ‘ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas’) es un test de inmunoensayo en la
cual unantigeno inmovilizado se detecta mediante un anticuerpo enlazado a una
enzima capaz de generar un producto detectable, que se puede detectar generalmente
por un cambio de coloracion. En definitiva un anticuerpo primario que reconoce al
antigeno y que a su vez es reconocido por un anticuerpo secundario que lleva enlazado
la enzima anteriormente mencionada. La aparicion de colorantes permite medir

indirectamente mediante espectrofotometria el antigeno en la muestra.

Se usa en muchos laboratorios para determinar si un anticuerpo particular esta
presente en la muestra de sangre de un paciente. Aunque el procedimiento es rutinario y
sencillo, involucra a un gran nimero de variables, tales como seleccion de reactivo,
temperatura, medicion de volumen y tiempo, que si no se ajustan correctamente, puede

afectar los pasos sucesivos y el resultado de la prueba.
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Este principio tiene muchas de las las propiedades de un inmunoensayo ideal: es
versatil, robusto y simple en su realizacion, mediante el uso de la fase solida, una
separacion facil entre la fraccion retenida y la fraccion libre.

Ademas se han propuesto y desarrollado diferentes métodos de amplificacion de
la sefial (luminiscentes, cascadas enzimaticas...) que han permitido elevar la sensibilidad

de algunos ELISA a la obtenida en el RIA (radioinmunoensayo) hormonal. Tlustracion 28

Fundamento del ELISA

Ag o Ac Ag o Ac

5 Conjugado:
fijado a enla Ac unido a
una fase Muestra ENZIMA SUSTRATO
Solida .I. +
CAMBIO
DE
COLOR

Ilustracidon 28. Fundamento de la técnica de ELISA

Este método ha tenido una enorme aplicacion en todos aquellos campos en los
que se precisaba la cuantificacion de productos mediante anticuerpos: diagnostico
clinico, deteccion viral, clasificacion de anticuerpos en isotipos, busqueda de

anticuerpos monoclonales, etc.

En cuanto a los dispositivos empleados en la técnica de ELISA, Se han ensayado
numerosas fases solidas, desde los tubos de cristal de los origenes hasta las actuales

microplacas de 96 pocillos de plastico tratado, para aumentar su capacidad de adsorcion
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(en su superficie) de moléculas, y con fondos de pocillo 6pticamente claros que
permitan realizar las medidas de densidad Optica en instrumentos especificos,
espectrofotometros de lectura de placas que han recibido el nombre de lectores ELISA.
Actualmente se estan desarrollando dispositivos de mayor capacidad —por ejemplo,
con 384 y 1536 pocillos—, adecuados para los sistemas descreening masivo de los

sistemas robotizados (HTS, High-throughput system).

La técnica estd basada en los lectores ELISA que son espectrofotometros
capaces de realizar lecturas seriadas de cada uno de los pocillos de la placa ELISA. A
diferencia de un espectrofotdmetro convencional, con capacidad de leer todas las
longitudes de onda del ultravioleta y el visible de manera continua, los lectores de
ELISA disponen de sistemas de filtros que solo permiten la lectura de una o pocas
longitudes de onda; son la que se corresponden con las necesarias para determinar la

densidad optica de los cromdgenos mas comiinmente utilizados.

Las cuatro fases de un ensayo ELISA son las siguientes:

1. Conjugacion del anticuerpo o del antigeno con una enzima (peroxidasa,
fosfatasa alcalina...). El anticuerpo conjugado a la enzima se emplea en los
ensayos directos e indirectos, sandwich, etc. El antigeno marcado se emplea en
ensayos de competicion de antigeno. Dicha unioén anticuerpo-enzima o
antigeno-enzima ha de producirse durante un determinado periodo de tiempo en
aras de producir una solucion coloreada y que pueda ser valorada visualmente o
cuantificada por medio de un espectrofotdmetro (normalmente a una longitud de

onda de 414 nm). Si no transcurre el tiempo adecuado para que se dé la
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reaccion, no se evidenciard ningun color, interpretdndose este resultado como

un falso negativo y disminuyendo la sensibilidad de la técnica.

2. Uniédn del antigeno (o del anticuerpo) a los pocillos. La unién de anticuerpos o

3.

antigenos se realiza con facilidad a la superficie de plasticos tratados que tienen
gran afinidad por proteinas. Asi, el procedimiento de recubrimiento de los
pocillos debe realizarse cuidadosamente. Si se usa mucho antigeno, se pueden
obtener falsos positivos. Por el contrario, si se usa poco antigeno, el exceso dara
lugar a una reaccion falsa negativa.

Formacion de una o mas capas de inmunocomplejos. En el caso del antigeno
unido a la placa, se puede detectar mediante un anticuerpo anti-antigeno
marcado (ELISA directo) o empleando un anticuerpo primario anti-antigeno y
un secundario anti-primario marcado (ELISA indirecto). Este segundo método
permite la amplificacion de la sefial al poderse unir uno o mas anticuerpos
secundarios a cada anticuerpo primario. En el caso del anticuerpo unido a la
placa, se incuba con una mezcla de antigeno y antigeno marcado. Se ensayan
diferentes relaciones de antigeno frio frente a una cantidad fija de antigeno
marcado. Es el ensayo de competicion del antigeno. En esta etapa es muy
importante controlar los factores tiempo y temperatura de incubacion para evitar
la aparicion de falsos negativos. En el caso del tiempo, si es inferior a 15
minutos, no ocurrird la interaccion antigeno-anticuerpo y el color no serad
evidente al final del ensayo, dando un falso negativo. Por su parte, si la
temperatura de incubacion es muy baja, la formacion del complejo antigeno-
anticuerpo tampoco se completard en el tiempo establecido, mientras que si es
muy alta, las proteinas (antigeno y anticuerpo) se desnaturalizan y, por tanto,

disminuyen su capacidad para interaccionar, dando igualmente falsos negativos.
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4. Revelado de la reaccién enzimatica. Después de un lavado para eliminar todas
las moléculas marcadas no fijadas en forma de inmunocomplejos, se afiade el
sustrato enzimatico en solucion. Se deja reaccionar y se lee la densidad optica

mediante espectrofotometria. [lustracion 29

m Reaccidn enzimatica

con producto

A coloreado
Anticuerpo Anticuerpo /
primario secundario "'_) A

Ilustracion 29. Pasos de la técnica de ELISA

Se han desarrollado multiples variantes de ensayos ELISA que permiten la
cuantificacion de un antigeno en solucion, la deteccion de un anticuerpo en una solucion
(por ejemplo en el clonaje de anticuerpos monoclonales) o la determinacién de la

subclase (idiotipo) de un anticuerpo. Las técnicas de ELISA mas utilizadas son:

o ELISA directo (ensayo ELISA simple de dos capas). Las placas ELISA se preparan
recubriendo los pocillos con las soluciones en las que se sospecha se encuentra el
antigeno. Se incuban con anticuerpos marcados. Indican la presencia de antigeno en
la solucién analizada. Es necesario incluir controles negativos que seran muestras

del mismo tipo que las analizadas (sangre, orina...), pero en las que se tenga la
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certeza de la ausencia del antigeno buscado. Asimismo se incluyen controles

positivos (soluciones donde se encuentra el antigeno buscado).

ELISA indirecto. Las placas ELISA se preparan de la misma forma a la anterior.
Los controles positivos y negativos son los mismos. El sistema de deteccion emplea
dos anticuerpos: uno primario contra el antigeno y uno secundario marcado contra
el primario. La deteccion tiene mayor sensibilidad por presentar una amplificacion
de sefial debida a la unidon de dos o mas anticuerpos secundarios por cada primario.
Es el ensayo mas popular, como lo es la inmunofluorescencia indirecta, pues un
mismo secundario marcado y un mismo sistema enzimatico permiten cuantificar
una gran variedad de antigenos; por eso es un método mas polivalente y barato,
aunque se pierda algo de precision por tener un eslabon mas con respecto al método
directo. La dilucién de la solucién que contiene el anticuerpo primario —por
ejemplo, suero sanguineo— es un factor muy importante a tener en cuenta para
evitar la aparicion de falsos negativos, ya que si la muestra estd muy diluida, no
saldra positiva si la titulacion de anticuerpos es muy baja. (Es decir, aunque los
anticuerpos estan presentes, la prueba no da positivo porque la concentracion de
anticuerpos especificos contra el antigeno que esta pegado en el fondo del pocillo no
es suficiente como para dar una sefial detectable.). E1 ELISA indirecto es el método
de eleccion para detectar la presencia de anticuerpos séricos contra el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), agente causante del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Segun esta técnica, proteinas recombinantes
de la envoltura y el nucleo del VIH se absorben como antigenos en fase solida a los
pocillos. Las personas afectadas de VIH producen anticuerpos séricos contra
epitopos en estas proteinas viricas. En general, el ELISA indirecto permite detectar

anticuepos séricos contra VIH desde las primeras seis semanas de una infeccion.
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o ELISA «sandwich» (Ensayo de captura de antigeno y deteccion mediante
inmunocomplejos). Se trata de un ensayo muy empleado en el que se recubre el
pocillo con un primer anticuerpo anti-antigeno. Después de lavar el exceso de
anticuerpo, se aplica la muestra problema en la que se encuentra el antigeno, que
sera retenido en el pocillo al ser reconocido por el primer anticuerpo. Después de un
segundo lavado que elimina el material no retenido, se aplica una soluciéon con un
segundo anticuerpo anti-antigeno marcado. Asi, pues, cada molécula de antigeno
estara unida a un anticuerpo en la base que lo retiene y un segundo anticuerpo, al
menos, que lo marca. Este ensayo tiene una gran especificidad y sensibilidad debido

a la amplificacion de sefial que permite el segundo anticuerpo.

La Quimiluminiscencia, se base en que durante determinadas reacciones quimicas,
la luz generada por este fendmeno constituye una alternativa conveniente y muy
sensible para las mediciones de absorbancia en ELISA. Los tipos de ELISA que
recurren a la quimioluminiscencia utilizan un sustrato que genera luz, en lugar del
sustrato cromogeno de las reacciones ELISA ordinarias. Tales son los casos de la
oxidacion del compuesto luminol por peroxido de hidrogeno y la enzima peroxidasa de
rabano (HRP), que producen luz. La luz que se genera en dichas reacciones puede
detectarse gracias a su capacidad de sensibilizar una pelicula fotografica. La medicion
cuantitativa de la emision de luz puede hacerse mediante el uso de un luminémetro. La
ventaja de las pruebas de quimioluminiscencia sobre las cromogenas es la mejoria de la
sensibilidad. En general, el limite de deteccion puede aumentarse al menos diez veces si
se cambia un sustrato cromogeno por uno que emita luz, y mas de doscientas veces

cuando se adicionan agentes potenciadores.
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Los marcadores enzimaticos mas comunmente utilizados y los los sustratos que se

emplean para su revelado y el modo de prepararlos, son:

o HRPO (peroxidasa de rdbano) OPD 10mg/25 mL de tampoén citrato sodico
0,15 M pH 5; afladir microL de 30 % perdxido de hidrégeno 30 %.

e TMB 2,5 mg/250 microL de DMSO; hasta 25 ml con tampén citrato sédico 0,1 M
pH 6; anadir 5 microL de peroxido de hidrogeno 30 %.

e ABTS 60 mg/100 mL de tampoén citrato soédico 0,1 M pH 6; afiadir 35 microL de
peroxido de hidrogeno 30 %; parar con fluoruro soédico 1,25 %; leer a 405 nm.

e DAB 10 mg/20 mL de tampo6n Tris 50 mM pH 7,4; filtrar y afiadir 20 microL de
peroxido de hidrogeno 1 %.

e CNP 6 mgen I mL de metanol; afiadir 10 mL de tampoén Tris 50 mM pH 7,4; filtrar
y afiadir 40 microL de perdxido de hidrogeno 30 %.

o AEC 80mg en 1 mL de N,N'-dimetilformamida + 200 microL de tampén acetato
0,1 M pH 4,5; filtrar y afiadir 50 microL de peréxido de hidrégeno 30 %.

o ASA 80 mg/100 mL de agua destilada caliente; ajustar a pH 6,0 con 1 mM NaOH y
afiadir 10 % por volumen de 0,05 % perdxido de hidrogeno; parar con 25 microL de
NaOH 1 M.

o AP (fosfatasa alcalina) PNPP 5 mg/5 mL de tampdén dietanolamina-HCl 0,1 M
pH 9,8 + 1 mM cloruro de magnesio.

e NAPFB (4) 4 mg de fosfato de naftol en 200 microL de dimetilformamida en un
tubo de vidrio (B) 10 mg de sal Fast Blue BB/10 ml de tampdn Tris 0,05 M pH 9,2 -

2 mM cloruro de magnesio. Mezclar 4 + By filtrar.
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e NAPR (4) 4 mg de fosfato de naftol en 200 microL de dimetilformamida en un tubo
de vidrio (B) 10 mg de sal Red BB/ 10 ml de tamp6n Tris 0,05M pH 9,2 - 2 mM
cloruro de magnesio. Mezclar 4 + By filtrar.

e BCIP 1 mg/mL en solucion AMP (2-amino-2-metil-propanol).

e beta-G ONPG 2,5 mg/ml en tampdn fosfato sédico 0,1 M pH 7,0 + 1 mM cloruro de
magnesio + 0,1 M beta-mercaptoetanol.

e ureasa BP 8 mg/1,48 ml de 0,01 M NaOHj; llevarlo a 100 ml con agua desionizada;
afiadir 100 mg de urea y EDTA a 0,2 mM; ajustar el pH a 4,8 con | mM NaOH o
HCI; almacenar a 4 °C.

e PG IS Afadir a cada placa de ELISA 25 microL de cada uno de los reactivos
siguientes en secuencia: (4) 1 % (peso/vol) gelatina en 0,1 M tampoén fosfayo
pH 7,0; (B) 1 % (peso/vol) almidon en agua destilada caliente; (C) 3,04 mg/mL de
benzil-penicilina en 0,1 M tampon fosfato pH 7,0 (5000 U/mL); (D) 0,01 N ioduro

en 0,1 M KI solucion stock (en una botella oscura)

Procedimiento de la técnica de ELISA en nuestro estudio.

La determinacion cuantitativa de la concentracion de las proteinas en suero y
humor acuoso se realiz6 mediante la técnica de ELISA (Enzyme-Linked Immuno
Sorbent Assay), comercializada por Searchlights Human Angiogenesis Array” (Pierce
Biotechnology, Inc., Rockford, IL, USA), que contiene anticuerpos especificos para las
proteinas diana TPO, estos anticuerpos se unen a las proteinas especificas que contienen
las muestras y los estandares. Las proteinas que no se unieron a los anticuerpos fueron
eliminadas mediante lavado. A continuacion se afiadié el anticuerpo biotinilado

detector, el cual se une a un segundo lugar en las proteinas diana. Después de eliminar
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el exceso anticuerpo biotinilado, se afiadié Streptavidin-HRP Reagent. Se utilizd
sustrato quimiluminiscente femto Supersignal® ELISA, la reaccion entre el substrato y
el enzima HRP produce una sefial luminiscente que es detectada con una camara CCD
de refrigeracion. La cantidad de sefial producida es proporcional a la cantidad de cada

una de las proteinas diana presentes en las muestras o los estandares.

HAP-Linked Antibody

\/
Y | st
a8
*

Detection Antibody
=

e

ICanlure Antibody

Sandwich Elisa

Ilustracion 30. Reaccion entre substrato y enzima HRP

Para la preparacion de las muestras de humor acuoso, se realizaron diluciones de
1:5 de las muestras de suero y plasma antes del proceso de ensayo. El almacenamiento
se hizo a temperatura entre 2-8°C cuando se van a utilizar las muestras durante las
siguientes 24 horas, pero es preciso hacerlo a —70 °C, si se prevé una utilizacion

posterior, para el 6ptimo estado de éstas.

La preparacion de los estandares se realizo de la siguiente manera:
Primero se reconstituyen los estandares de las dos proteinas diana, utilizando
para ello el diluyente de las muestras, el volumen necesario de diluyente queda indicado

en el vial de cada una de las proteinas diana. Tablas 7y 8
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Se afiade 50 pl de cada estandar reconstituido al tubo marcado como estandar 1 y
1.150 pl de diluyente de muestras.

Se pipetean 300 pl del diluyente de muestras a los tubos marcados como
estandar 2 al 6. Después se pipetea 100 pl del estandar 1 en el tubo estandar 2 y
mezclar, posteriormente pipetear 100 pl del estandar 2 en el estandar 3 y mezclar. Este
proceso se repite sucesivamente hasta el estandar 5. El tubo 6 no recibe estandar

reconstituido (proteina diana), y nos sirve como valor cero.

El procedimiento general de la técnica consiste en afiadir 50 ul de estandar y
de muestra. Incubar la bandeja cubierta a temperatura ambiente (20-25°C) durante una
hora agitando a 200 rpm. Lavar la bandeja tres veces. Afiadir 50 ul del preparado
Biotinylated Antibody Reagent en cada pocillo. Incubar la bandeja cubierta a
temperatura ambiente (20-25°C) durante 30 minutos agitando a 200 rpm. Lavar la
bandeja tres veces. Afadir 50 ul de streptavidin-HRP Reagent a cada pocillo. Incubar la
bandeja cubierta a temperatura ambiente (20-25°C) durante 30 minutos agitando a 200
rpm. Lavar la bandeja tres veces. Preparar SuperSignal® Substrate y aiadir 50 ul de
este substrato a cada pocillo y leer en 1-10 minutos. Leer la luminiscencia usando una

camara de refrigeracion CCd y calcular los resultados. Ilustracion 31
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Ilustracion 31. Resumen de la técnica ELISA completa

En tabla 7 y 8 aparecen respectivamente, todos los valores obtenidos de los

estandares y de los rangos de las curvas y sensibilidad.

El procedimiento de lavado de la placa consiste en primer lugar en el
vaciamiento del contenido de los pocillos en la pila, a continuaciéon se llenan los
pocillos con tampén de lavado y después se vuelca en la pila. Por tltimo, se sacude la
placa en papel absorbente. Los lavados se hacen de forma vigorosa y se deben repetir

tres veces
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Tabla 7. Valores de los estandares

TPO pg/ml

Estandar 1

Estandar 2

Estandar 3

Estandar 4

Estandar 5

Estandar 6

Tabla 8 . Rango de las curvas estandar y sensibilidad de la prueba

TPO en pg/ml

Sensibilidad XY

4.5. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos demograficos del estudio fueron analizados usando el paquete

estadistico de Windows, Version 19.0 (IBM Corp,, Armonk, NY,USA).

Los datos se expresaron como media + desviacion estandar de la media

Se realizaron pruebas de normalidad de las variables. Los datos de edad se

compararon estadisticamente utilizando t de Student, para datos independientes.

Para comparar los datos de los niveles de TPO de los diversos grupos, se utilizo
el test de Mann-Whitney U para datos independientes. Aceptando P<0,05 como un valor
estadisticamente significativo.
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5.1. Datos demograficos

Se obtuvieron un total de 32 muestras de suero y de humor acuoso de 16
pacientes con uveitis (9 hombres y 7 mujeres) y de 16 pacientes sanos que sirvieron

como controles (10 hombres y 6 mujeres).
Todos los pacientes eran de raza caucasica.

La edad media del grupo de pacientes con uveitis fue de 51,6 afios (media = DE;

51,6 + 12,5 afios, rango de 35 a 79 afos)

La edad media del grupo control fue de 59,2 afios (59,2 = 11,2 afios, rango de 44

a 79 afios)

No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre las edades
medias del grupo de pacientes con uveitis y del grupo control. T de Student para datos

independientes, P=0,08.

Sexo : En el grupo uveitis 9 hombres y 7 mujeres, en el grupo control 11

hombres y 6 mujeres. Tabla 9
Tabla 9. Edad y sexo de los pacientes

Edad media (afios) + DE (rango) | Sexo (Hombre/mujer)

51,6+ 12,5 (35-79) 9:7

Control 59,2 + 11,2 (44-77) 11:5
(n=16)
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En la Tabla 10 se detallan todas las caracteristicas demogréficas, edad y sexo, de todos

los pacientes del grupo de uveitis que intervinieron en el estudio.

Tabla 10. Resultados demograficos: edad y sexo, en pacientes con uveitis
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En la Tabla 11 se detallan todas las caracteristicas demograficas, edad y sexo, de

todos los pacientes del grupo control.

Tabla 11. Caracteristicas demograficas: edad y sexo, grupo control.

A continuacion se detallan los resultados de las pruebas estadisticas de Normalidad.

Tabla 12

149



5 - RESULTADOS

€009€°0 PTEVO'T snqiuwo ounsoby,q
6TTL80 STZ9T0 sIsopny| ouysoby,q
95SST0 9TOZY'T ojusiwebsas ounsoby,q
12474 X) 70860 sim-oadeys ap M
pepijeuLou 10JON[I/AOUIWS
eJ ap B4Ju0d us ejnu eiuspirg G89/6°0 €6060°0 -A0JoBowoy ap 1s8 ]
eqanid
(%) :uoisnjpuoy d jealu e| ap seansipejs3y
(1oysi4

655900~ op) euiayy sisouny] 95S8L°0 (18ysiH ap) oussly ojusILEebssS
£2009°C sisouny) T660L'0 ojusiwebsas
‘0 eueipayy CCESSTT eoidl] uoleInsaq
SZ9'TS epsyy 9T Jesisonw ouewe |

(sn1aAn pep3 ) Li oLies

pepljewJoN ap seqanid

pepieuioN seqonid ‘sodnig anus peps eaneredwo)) “eonsipessy ‘g1 e[qel

150



5 - RESULTADOS

€97S0°0 8/888‘S snquwo ounsoby,q
I aveto'o BILLET- sisouny| ousoBy,q
GS/29°0 8TS8Y0 ojusiwebsas ounsoby,q
19890°0 £S68°0 sim-oadeys ap M
pepieuLou 10JNJI/AOUIS
e] 8p B/juU09 Us ejnu ejousping €EE8L0 €S6TT°0 -noJobouwijoy| ap 3sa|
eqanid
(%4$) :uoisnjauos d janiu e] op Seoy)sIpe)sy
(1oysi4

80109°T- op) eusayy sisouny] 95657°0 (1aysi ap) ousa)y ojusiwebses
6TT0ST sisouny) 9SYE€T'0 ojusiwebsas
‘0 eueipeyy VLSYT'TIT eodl] uoieInsaqg
ST'6S eipsyy 9T |esjsanw ouewe |

(ssjopu0 pep3) z# aLvs

(‘3u02) pepijewIoN seqanid ‘sodnid onus peps eaneredwo)) "eonsIpeIsy ‘7] BIqeL

151



5 - RESULTADOS

Tabla 12. Estadistica. Comparativa edad entre grupos. Pruebas Normalidad (cont.)

Comparacion de Medias [ Con el Test T Suponiendo Varianzas Iguales

(homoscedasticidad) ]

Estadistica Descriptiva

VAR Tamafio Media Varianza
muestral
Edad Uveitis 16 51,625 157,58333
Edad Controles 16 59,25 126,46667
Resumen
Grados de Libertad 30 Diferencia de Medias Hipotetizada 0,
Estadisticas de la Prueba 1,80968 Varianza Combinada 142,025

Distribucion de Dos Colas

onwvelp 008037 {ValorCritco (5%) 2,04227

Distribucion de Una Cola

nivel p 0,04019 t Valor Critico (5%) 1,69726
Criterio G

Estadisticas de la Prueba 0,19805 nivel p 0,02996
Valor Critico (5%) 0,17

Criterio de Pagurova

Estadisticas de la Prueba 1,80968 nivel p 0,91948
Parametro de relacion de varianzas 0,55477 Valor Critico (5%) 0,06324

No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre las edades

medias del grupo de pacientes con uveitis y del grupo control. T de Student para datos

independientes, P=0,08.
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5.2. Resultados analiticos

Los niveles medios de TPO en muestras de suero fueron 35,4 +12,94 pg/mL

(rango 21,1-61,2 pg/mL) en el grupo de pacientes con uveitis.

Los niveles medios de TPO en muestras de suero de pacientes del grupo control

fueron de 32,87+9,8 pg/mL (rango 15,3-50,7 pg/mL).

No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
TPO en suero entre el grupo de pacientes con uveitis y el grupo de pacientes control,

prueba de U Mann-Whitney, P=0,82.

En las tablas 13 y 14, se detallan respectivamente todos los valores obtenidos de

TPO en el suero de los pacientes con uveitis y los valores del grupo control.
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Tabla 13. Resultados de TPO en suero de pacientes con uveitis

N° Paciente diagndstico edad sexo TPO suero pg/mL
1 uveitis 59 hombre 35,6
2 uveitis 53 mujer 28,2
3 uveitis 55 mujer 21,1
4 uveitis 40 hombre 31,2
5 uveitis 70 hombre 26,5
6 uveitis 47 hombre 61,2
7 uveitis 45 mujer 23,1
8 uveitis 58 hombre 37,6
9 uveitis 79 hombre 54,6
10 uveitis 49 mujer 33,5
11 uveitis 68 hombre 32,6
12 uveitis 47 mujer 26,6
13 uveitis 38 hombre 23,2
14 uveitis 43 mujer 51,4
15 uveitis 35 hombre 25,3
16 uveitis 40 mujer 54,7
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Tabla 14. Resultados de TPO en suero de pacientes del grupo control

N° Paciente diagndstico edad sexo TPO suero pg/mL
1 control 50 hombre 45,2
2 control 48 hombre 43,4
3 control 52 hombre 23,9
4 control 46 mujer 30,5
5 control 50 hombre 50,7
6 control 52 hombre 32,0
7 control 69 hombre 40,1
8 control 75 mujer 22,2
9 control 77 hombre 29,3
10 control 55 hombre 23,9
11 control 44 mujer 28,4
12 control 55 mujer 15,3
13 control 71 mujer 41,0
14 control 64 hombre 42,3
15 control 70 hombre 29,2
16 control 70 hombre 28,6

En las tablas 15 y 16, se muestra respectivamente el analisis estadistico de los

resultados de las muestras de TPO en el plasma de los pacientes con uveitis, y el de los

controles
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Tabla 15. Andlisis estadistico de los valores de TPO en plasma de pacientes con uveitis.

Serie #1 (TP'CV{en plasma Uveitis )

Recuento 16 Sesgamiento 0,82781
Medl'a 35,4 Error Estéandar del Sesgamient 0,52786
Medlla LCL 26,98063 Kurtosis 2,27187
Medla US)L 43,81937 Error Estandar de la Kurtosis 0,88231
Desviacion Tipica 12,94053 Sesgamiento Alterno (de Fishe. 0,91602
Errqr Estéandar (de la Media) 3,23513 Kurtosis Alterna (de Fisher) -0,52568
Minimo 21,1 Coeficiente de Variacion 0,36555
Méximo 61,2 Desviacion Media 10,3375
Rango 40,1 Segundo Momento 156,99125
Suma 566,4 Tercer Momento 1.628,33138
Error Estandar de la Suma 51,76212 Cuarto Momento 55.993,04544
Suma de Cuadrados Total 22.562,42 Mediana 31,9
Suma de Cuadrados Ajustada  2.511,86 Error de la Mediana 1,01366
Media Geométrica 33,43311 Percentil 25% (Q1) 26,5
Media Arménica 31,76131 Percentil 75% (Q2) 51,4
Moda #N/A IQR 24,9
Varianza 167,45733 MAD 6.15

Tabla 16. Analisis estadistico de los valores de TPO en plasma de los controles

Serie #3 (TPO plasma Controles)

Recuento 16 Sesgamiento 0,1522
Media 32,875 Error Estédndar del Sesgamient 0,52786
Media LCL 26,49496 Kurtosis 2,10532
Media UCL 39,25504 Error Estandar de la Kurtosis 0,88231
Desviacién Tipica 9,80609 Sesgamiento Alterno (de Fishe. 0,16842
Error Estandar (de la Media) 2,45152 Kurtosis Alterna (de Fisher) -0,75903
Minimo 15,3 Coeficiente de Variacion 0,29828
Maximo 50,7 Desviacion Media 8,18125
'Rango 35,4 Segundo Momento 90,14938
Suma 526, Tercer Momento 130,27397
Estéandar de la Suma 39,22435 Cuarto Momento 17.109,76629

le Cuadrados Total 18.734,64 Mediana 29,9

2 de Cuadrados Ajustada  1.442,39 Error de la Mediana 0,76813
Geométrica 31,43733 Percentil 25% (Q1) 28,4
Wnica 29,93263 Percentil 75% (Q2) 423

23,9 IQR 13,9

96,15933 MAD 6,85

En las tabla 17, se muestra el andlisis estadistico realizado de la comparativa

entre los valores de TPO encontrados en el plasma de los pacientes con uveitis frente
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al grupo control . No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en los
niveles de TPO en suero entre el grupo de pacientes con uveitis y el grupo de pacientes

control, prueba de U Mann-Whitney, P=0,82.

Tabla 17. Analisis estadistico. Comparativa entre valores TPO en plasma entre

pacientes con uveitis y grupo control .

COMPARACION DE 2 MUESTRAS INDEPENDIENTES
PLASMA UVEITIS FRENTE A CONTROLES
TAMANO MUESTRAL AMBAS SERIES= 16
TEST DE LA U DE MANN-WHITNEY

W1 SUMA RANGOS, SERIE 1, 270 UMAYOR 122
W2 SUMA RANGOS, SERIE 2 U134
258
MEDIA W1 MEDIA W2
264 264
DESVIACION TIPICA W MULTIPLICITY FACTOR
26,53071 6
Z NIVEL P
0,22613 0,8211
TEST DE KOLMOGOROV-SMIRNOV
DIFERENCIA MAXIMA NIVEL P
0,25 0,63251

TEST DE RACHAS DE WALD-WOLFOWITZ

RECUENTO DE RACHAS R z
31 2,42593
NIVEL P
0,01527
CRITERIO DE ROSENBAUM
Q DE ROSENBAUM VALOR CRITICO (2%)
5 N/A

Los niveles de TPO en humor acuoso fueron de 54,46 + 16,24 (media = DE)

pg/dl (rango 32,50-86,30 pg/mL) en los ojos de los pacientes con uveitis. Tabla 18
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Tabla 18. Niveles de TPO en humor acuoso en pacientes con uveitis

N° paciente | Diagnéstico Nivel de TPO
- en pg/ml
Uveitis 59 Hombre 49,20
Uveitis 53 Mujer 44,50
Uveitis 55 Mujer 32,50
- Uveitis 40 Hombre 47,80
- Uveitis 70 Hombre 40,00
- Uveitis 47 Hombre 86,30
Uveitis 45 Mujer 38,60
_ Uveitis 58 Hombre 65,20
_ Uveitis 79 Hombre 71,40
Uveitis 49 Mujer 77,10
Uveitis 68 Hombre 46,10
Uveitis 47 Mujer 47,50
Uveitis 38 Hombre 43,00
Uveitis 43 Mujer 69,70
Uveitis 35 Hombre 41,70
Uveitis 40 Mujer 70,90

Los niveles de TPO en humor acuoso del grupo control fueron de 34,32 + 11,63

pg/ml (rango 14,80-51,20 pg/mL). Tabla 19
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Tabla 19. Niveles de TPO en humor acuoso en el grupo control

Diagnéstico

Control 50
Control 48
Control 52
Control 46
Control 50
Control 52
Control 69
Control 75
Control 77
Control 55
Control 44
Control 55
Control 71
Control 64
Control 70
Control 70

Hombre
Hombre
Hombre
Mujer
Hombre
Hombre
Hombre
Mujer
Hombre
Mujer
Hombre
Mujer
Mujer
Hombre
Hombre

Hombre

Nivel de TPO

en pg/ml

50,80
51,20
25,40
33,70
50,90
35,00
39,50
23,20
30,80
24,00
27,80
14,80
39,00
39,2

34,1

29,6

En las tablas 20 y 21, se muestran respectivamente el andlisis estadistico de los

resultados de las muestras de TPO en humor acuoso de los pacientes con uveitis, y el de

los controles.
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Tala 20. Analisis estadistico de los niveles de TPO en humor acuoso de

pacientes con uveitis.

Serie #2 (TPO en acuoso Uveitis)

Recuento 16 Sesgamiento 0,55146
Media 54,46875 Error Estéandar del Sesgamient: 0,52786
Media LCL 43,9004 Kurtosis 1,95612
Media UCL 65,0371 Error Estandar de la Kurtosis 0,88231
Desviacion Tipica 16,24351 Sesgamiento Alterno (de Fishe. 0,61023
Error Estandar (de la Media) 4,06088 Kurtosis Alterna (de Fisher) -0,96807
Minimo 32,5 Coeficiente de Variacion 0,29822
Maximo 86,3 Desviacion Media 14,22344
Rango 53,8 Segundo Momento 247,3609
Suma 871,5 Tercer Momento 2.14541118
Error Estandar de la Suma 64,97404 Cuarto Momento HHHHAHHAHHH
Suma de Cuadrados Total 51.427,29 Mediana 4765
Suma de Cuadrados Ajustada #HHHEHHHRE Error de la Mediana 1,27239
Media Geométrica 52,32368 Percentil 25% (Q1) 43,
Media Arménica 50,35769 Percentil 75% (Q2) 70,9
Moda #N/A IQR 27,9
Varianza 263,85163 MAD 8,35

Tabla 21. Analisis en humor acuoso de TPO de los controles

Serie #4 (TPO acuoso Controles)

Recuento 16 Sesgamiento 0,18657
Media 34,3125 Error Estandar del Sesgamient 0,52786
Media LCL 27,44176 Kurtosis 236139
Media UCL 41,18324 Error Estandar de la Kurtosis 0,88231
Desviacién Tipica 10,5603 Sesgamiento Alterno (de Fishe 0,20645
Error Esténdar (de la Media) 2.64007 Kurtosis Alterna (de Fisher) -0,40026
Minimo 14,8 Coeficiente de Variacion 0,30777
Maximo 51,2 Desviacion Media 8 17656
Rango 36,4 Segundo Momento 104,54984
Suma 549, Tercer Momento 199,44838
Error Estandar de la Suma 42,24118 Cuarto Momento 25.811,52964
Suma de Cuadrados Total 20.510,36 Mediana _ 332,?
Suma de Cuadrados Ajustada 1.672,7975 Error de_ la Mediana 0,8277 .
Media Geométrica 32,69609 Percennll 25% (Q1) §9.5
Media Armonica 30,95788 Percentil 75% (Q2) 115
Moda #N/A IQR : 8;
Varianza 111,51983 MAD ;
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Se encontr6 una diferencia significativa entre ambos grupos en humor acuoso
(Test U de Mann-Whitney, P=0,0008) en el que los pacientes con uveitis presentaron

niveles significativamente superiores en comparacion con el grupo control. Tabla 22a

Tabla 22a. Diferencias TPO en humor acuoso entre pacientes con uveitis y controles

Grupo de pacientes Niveles TPO en humor acuoso (pg/ml),

media =+ DE

Pacientes con uveitis 54,46 + 16,24
Grupo control 3432+ 11,63

P= 0,001

Los rangos obtenidos se expresan en la tabla 22b

Tabla 22b. Rangos promedio de los resultados de TPO en humor acuoso de grupo

de pacientes con uveitis y grupo control.

I Rangos I

Rango Suma de
Grupo N promedio rangos
EDAD  uveitis 16 13,44 215,00
control 16 19,56 313,00
Total 32
TPO uveitis 16 22,06 353,00
control 16 10,94 175,00
Total 32

En las tabla 23, se muestra el andlisis estadistico realizado de la comparativa
entre los valores de TPO encontrados en el humor acuoso de los pacientes con uveitis

frente al grupo control
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Tabla 23. Analisis estadistico. Comparativa TPO, humor acuoso uveitis y controles

COMPARACION DE 2 MUESTRAS INDEPENDIENTES
ACUOSO UVEITIS FRENTE A CONTROLES
TAMANO MUESTRAL AMBAS SERIES= 16
TEST DE LA U DE MANN-WHITNEY

W1 SUMA RANGOS, SERIE 1, 353 UMAYOR 39
W2 SUMA RANGOS, SERIE 2 U217
175
MEDIA W1 MEDIA W2
264 264
DESVIACION T{PICA W MULTIPLICITY FACTOR
26,533 0,E+0
z NIVEL P
3,35431 0,0008
TEST DE KOLMOGOROV-SMIRNOV
DIFERENCIA MAXIMA NIVEL P
0,6875 0,00043
TEST DE RACHAS DE WALD-WOLFOWITZ
RECUENTO DE RACHAS R z
32 2,60563
NIVEL P
0,00917
CRITERIO DE ROSENBAUM
Q DE ROSENBAUM VALOR CRITICO (2%)
13 N/A

En esta serie de casos estudiada de pacientes con uveitis anterior aguda no
infecciosa se ha encontrado incrementado en humor acuoso, en comparaciéon con los
controles, el valor del factor del crecimiento celular trombopoyetina, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa. Por otra parte no se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas entre los valores obtenidos para TPO en suero, entre los

pacientes con uveitis y entre los pacientes controles. Tabla 24
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Tabla 24. Diagrama de cajas y bigotes. Comparativa nivel de TPO en humor acuoso

entre pacientes con uveitis y grupo control.
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En este estudio se han medido los niveles del factor de crecimiento TPO, en
humor acuoso y en suero de pacientes con uveitis anterior aguda no infecciosa,
demostrando un incremento significativo de los niveles de TPO en humor acuoso y no

€n sucro.

El hecho de haber encontrado estos niveles significativamente elevados de TPO
en el humor acuso de los pacientes con uveitis, nos plantea diferentes cuestiones

relacionadas con la causa y las posibles consecuencias de este hecho.

A continuacién expondremos la discusion de las observaciones antes presentadas

6.1 Las uveitis y los factores de crecimiento celular

Las uveitis anteriores, las formas mas frecuente de uveitis, son frecuentemente
idiopaticas, y desconocemos en la mayoria de los casos el agente desencadenante. La
integridad de los diferentes tejidos oculares exige un perfecto equilibrio entre los
procesos de proliferacion, diferenciacion y apoptosis celular, y ello depende del
delicado balance entre los factores de crecimiento celular, producidos muchos de ellos
en estos mismos tejidos. En el humor acuoso se encuentran distintos factores de
crecimiento que tienen por objeto mantener una correcta homeostasis en todo el

: 123
segmento anterior ocular .

Los factores de crecimiento celulares, en ocasiones son responsables de la
inhibicion de la proliferacion, migracion y supervivencia celular, pero también pueden
promoverla, jugando un papel importante en el mantenimiento y modulacién de los

tejidos. Aunque no estd claramente especificada la interrelacion entre los factores de
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crecimiento celular y la respuesta celular, conocemos algunas cuestiones importantes
como las derivadas de los estudios de la estimulacién que ejerce, por ejemplo el factor

de crecimiento epidérmico (EGF), sobre de los fibroblastos humanos 4

Por otra parte el hecho de que para el tratamiento de las uveitis se estén
utilizando cada vez con mas éxito terapias con agentes bioldgicos, que van dirigidas
contra diversas, y cada vez nuevas citoquinas y factores de crecimiento, refuerza la idea

de la importancia que tienen estos en la fisiopatologia de las uveitis’.

El ambiente extracelular también puede hacer variar de forma notoria los
efectos de los factores de crecimiento sobre los determinados tipos celulares, la union de
los factores de crecimiento a la matriz extracelular (MEC), regula de forma importante
los efectos de estos, y a su vez la matriz extracelular puede ser alterada por accion de los

.. 6
factores de crecimiento °.

Como ya se ha comentado, existen multiples estudios que han medido los
niveles de diferentes citoquinas en humor acuoso, incluso en pacientes con uveitis, pero
previamente a nuestro estudio no existen publicaciones conocidas sobre los niveles de

TPO en humor acuoso.

Los niveles séricos de TPO que obtuvimos en nuestro estudio son similares a
los publicados y descritos en otros estudios (Takase H, Futagami Y, Yoshida T, et al.
Cytokine profile in aqueus humor and serd of patiens with infectious or nonifectious

uveitis. Invest Ohthalmol Vis Sci 2006;47:1557-61)
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6.2 Justificacion del aumento de TPO. Posibles causas

En el presente estudio se evaluaron los niveles en humor acuoso del factor de
crecimiento celular TPO, en pacientes que estaban diagnosticados de uveitis anterior

aguda no infecciosa o inmunoldgica.

Se encontraron unos niveles significativamente aumentados, en relaciéon con
otros pacientes libres de esta enfermedad. Anteriormente no se habia determinado
analiticamente la presencia de TPO en el humor acuoso de pacientes con uveitis anterior

aguda

Al hacer patente que los niveles de TPO en los paciente con uveitis anteriores
agudas no infecciosas son superiores al de los controles se establecen dos cuestiones

fundamentales: Primero ;cuales serian las causas? y ¢clales serian las consecuencias?

La TPO es el principal regulador de la proliferacion, maduraciéon de los
megacariocitos y de la produccion de plaquetas, actuando sobre las stem cell
hematopoyéticas, pero también es un regulador positivo multifucional en
hematopoyesis, y quizas en otros procesos, como la vasculogénesis, al interactuar con el
VEGF 7. La trombopoyetina se activa a través de la liberacion de diferentes citoquinas

proinflamatorias como la IL-1,IL-3, IL-6 e IL-11.

Las citoquinas proinflamatorias juegan un papel critico en la iniciacion y la
propagacion de numerosas enfermedades autoinmunes originadas por una disregulacion
de la repuesta autoinmune. Todas estas citoquinas interfieren activamente entre los
mediadores celulares, inmunoldgicos y bioquimicos a muchos niveles. Parece que la
regulacion de esta actividad proinflamatoria puede estar mediada por citoquinas
antiinflamatorias e inmunosupresoras como la IL4,IL-10 o el TGF-p ®. Distintos

trabajos indican que la expresion del gen de TPO, se incrementa de forma importante
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durante los procesos inflamatorios, lo que nos puede llevar a pensar que se comporta

como una proteina de fase aguda.

También conocemos que su sintesis puede ser inducida por la IL-6 en higado, a
la vez la IL-6 estimularia la trombopoyesis mediante la accion de la TPO, y que en
determinados procesos inflamatorios, la trombocitosis reactiva existente esta mediada

por la IL-6 a través de la accion de la TPO ° ' !,

Otro dato que nos habla de la importante interrelacion entre IL-6 y la TPO, es el
hecho de que la administracion de IL-6 en pacientes con cancer se traduce en un

. . L. 12
incremento de los niveles séricos de TPO

Se han hallado correlaciones positivas entre la la TPO y la PCR sin que parezca
influir el numero de plaquetas, el TPO actua como una proteina de fase aguda, y parece

;. . .y . . 13 14
intimamente relacionada con la accion de la IL6, en procesos inflamatorios '* ™.

En algunas enfermedades inflamatorias como en la Enfermedad de Schonlein —
Henoch, también se ha observado este aumento de la IL-6, que se postula como un
reactante de fase aguda, y ademds con un incremento secundario en la produccién de

TPO 3

También se ha comunicado la funcién reguladora de la TPO en la diferenciacion
de los mastocitos, y su aumento en pacientes con asma alérgica, lo que también nos

. e ege .. ., . L, . 16 1
sugiere la posibilidad de su participacion en procesos inmunoalérgicos ¢ 7.

Es conocida la importancia de las plaquetas como importantes agentes en la

defensa de la infeccion y en la induccion de la inflamacién y reparacion de tejidos.
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Se ha documentado la elevacion de IL-6 y TPO en el plasma de pacientes con
enfermedad inflamatoria intestinal, asi como en pacientes con artritis reumatoide ' ' 2°

Todo ello nos podria hacer pensar que este aumento de la TPO, podria

entenderse dentro del proceso inflamatorio de las uveitis.

6.3 Aumento de la TPO. Potenciales consecuencias funcionales

En cuanto a las consecuencias que podria suponer este aumento significativo de
la TPO en las uveitis, 0 como esperamos que este aumento afecta al cuadro, o las
consecuencias que la elevacion de la TPO puede tener sobre la enfermedad nos obliga a
comentar algunos aspectos derivados de algunas investigaciones que implican a la TPO

en el proceso de algunas entidades:

En diversos estudios en modelos experimentales de wuveitis anteriores
autoinmunes se ha sugerido el importante papel que puede jugar la apoptosis en la
resolucion de las uveitis, ya que la apoptosis seguida de la fagocitosis juega un papel

. L, . . ., 2122
critico en la disminucion del infiltrado celular y la posterior resolucion del cuadro

23 24 25 26

Por otra parte otros estudios han demostrado un incremento de la TPO en los
cambios inflamatorios que suceden en algunas infecciones del sistema nervioso central
(SNC), sugiriendo una actividad proapoptdtica, asi como una distinta regulacion de su
produccion en SNC a la que sucede en el higado, 6rgano donde esta se produce en

Lo 27
mayor medida
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Como consecuencia practica de esta elevacion de la TPO y si se confirma que el
aumento de la TPO, puede jugar un papel en la resolucién del cuadro, podemos

utilizarla para modular el proceso de reparacion ya que la tenemos disponible

La trombopoyetina ya fue purificada en 1994, y recientemente se han sintetizado
nuevas moléculas que mimetizan el efecto de TPO, como por ejemplo el Romiplostim
que se utiliza via subcutanea, o el Eltrombopag que se administra via oral. Todas estas
circunstancias nos podrian hacer suponer una posibilidad terapéutica a medio plazo en
el tratamiento de las uveitis, si se confirmara la hipdtesis que la elevacion significativa
obtenida de los niveles de trombopoyetina en nuestros pacientes con uveitis anterior
aguda no infecciosa frente al grupo control, seria una consecuencia del proceso

[ 28 29
reparador de la uveitis y no una causa 2* * %,

6.4 Lineas de investigacién futura. Aplicaciones del estudio

Los factores de crecimiento se postulan como componentes decisivos en el
mantenimiento de los diferentes tejidos y la relacion con su entorno, mediante una
estrecha regulacion de los fenémenos de proliferacion, migracion, diferenciacion y
apoptosis celular. El propio fenémeno de cicatrizacion también exige un correcto
balance de factores de crecimiento, implicados en la coordinacién de los procesos de

crecimiento epitelial y estromal.

Al igual que el conocimiento de la relacion del TGF-B y el glaucoma, ha hecho
variar los enfoque terapéuticos en el glaucoma, todos estos nuevos conocimientos en
relacion con los diferentes factores de crecimiento en las uveitis, puede ayudarnos en

el conocimiento de la patologia y en su manejo.
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La elevacion estadisticamente significativa (P < 0,001), del factor de crecimiento
celular TPO, en humor acuoso de pacientes con uveitis anterior aguda no infecciosa, nos
hace pensar en un primer momento si esta circunstancia es consecuencia o quizas causa

del proceso inflamatorio intraocular.

En definitiva el hallazgo de estos niveles extraordinariamente elevados de este
factor de crecimiento revelaria un posible papel de este factor en el proceso reparador de
la enfermedad inflamatoria y en la recuperacion de la adecuada homeostasis tisular. De
forma secundaria un mayor conocimiento de este y otros factores de crecimiento
celular, nos ayudaria a conocer mejor la fisiopatologia de las uveitis y otras entidades

. . a0 . . -y 132
inflamatorias oculares, y contribuiria a poder idear nuevas estrategias terapéuticas '

33 34

Es innegable lo atractiva que resulta la posibilidad de poder controlar Ila
actividad de los factores de crecimiento, con las connotaciones terapéuticas que esto
conlleva, como podria ser por ejemplo en el manejo de ciertas patologias, el poder
controlar el proceso de cicatrizacion, promoviéndolo o inhibiéndolo segin el caso
concreto, pero no debemos olvidar, que el actuar sobre un determinado factor de
crecimiento, puede inducir un desequilibrio entre factores, que desemboque, por
ejemplo, en la pérdida del importantisimo fendmeno ACAID, o inmunoprivilegio de
camara anterior, con el consiguiente aumento del riesgo de desarrollar una uveitis, o un
aumento de la proliferacion del endotelio corneal o la instauracion de una

neovascularizacion.

Los avances en ingenieria genética y de tejidos, y el uso de células capaces de
producir determinados y especificos factores de crecimiento nos ofrece un panorama

prometedor y apasionante.

173



6 - DESARROLLO ARGUMENTAL

BIBLIOGRAFIA

' Trinkaus-Randall, V. Cornea. In: Lanza RP, Langer R, Vacanti J. Principles of tissue
engineering. San Diego: Academic Press; 2000: 471-491

? Welge-Lussen U, May CA. Role of tissue growth factors in aqueous humor homeostasis. Curr
Opin Ophthalmol 12:94-9.

* Jones SM, Kazlauskas A. Connecting signaling and cell cycle progression in growth factor-
stimulated cells. Oncogene 2000; 19:558-767.

* Dinbergs ID, Brown L. Cellular response to transforming growth factor B 1 and basic
fibroblast growth depends on release kinetics and extracellular matrix interactions. J Biol Chem
1996; 271: 29822-9.

> Jap A, Chee SP. Immunosuppressive therapy for ocular diseases. Curr Opin Ophthalmol. 2008
Nov;19(6):535-40

® Rolando, M, Zierhut M. The ocular surface and tear film and their dysfunction in dry eye
disease. Surv Ophthalmol 2001; 45:203-10.

" Eguchi M, Masuda H, Kwon S, et al. Lesion-targeted thrombopoietin potentiates vasculogenesis
by enhacing motility and enlivenment of transplanted endothelial progenitor cells via activation of
Akt/mTOR/p70s6kinase signaling pathway. J Mol Cell cardiol 2008; 45:661-9

¥ Kim EY, Moudgil KD. Regulation of autoimmune inflammation by pro-inflammatory
cytokines Immunol Lett. 2008 Oct 30;120(1-2):1-5.

*Burmester H, Wolber EM, Freitag P, et al. Thrombopoietin production in wild-type and
interleukin-6 knockot mice with acute inflammation. J Interferon Cytokine Res 2005;25:407-13.
1 Kaser A, Brandacher G, Steurer W, et al. Interleukin-6 stimulates thrombopoisis though
thrombopoietin: role in inflammatory thrombocytosis. Blood 2001;98:2720-5.

! Ceresa IF, Noris P, Ambaglio C, et al. Thrombopoietin is not uniquely responsible of

thrombocytosis in inflammatory disorders. Platelets 2007;18:579-582.

174



6 - DESARROLLO ARGUMENTAL

"2 Hollen CW, Henthorn J, Koziol JA, et al. Elevated serum interleukin-6 levels in patients with
reactive thrombocytosis. Br J Haematol 1991; 79:286-90.

13 Cerutti A, Custodi P, Duranti M, et al. Circulating thrombopoietin in reactive conditions
behaves like an acute phase reactant 1999;21(4):271-5

" Ishiguro A, Suzuki Y, Mito Met al. Elevation of serum thrombopoietin precedes
thrombocytosis in acute infections. Br J] Haematol. 2002 Mar;116(3):612-8.

5 1Lin CY, Yang YH, Lee CC, et al. Thrombopoietin interleukin-6 levels in Henoch-Schonlein
purpura. J Microbiol Immunol Infect 2006;39: 476-482.

16 Wolber EM, Fandrey J, Frackowski V, Jelkmann W. Hepatic thrombopoietin mRNA is
increased in acute inflammation. Thromb Haemost 2001; 86:1421-4.

7 Migliaccio AR. Role of thrombopoietin in mast cell differentation. Ann NY Acad Sci
2007;27.

'8 Kemona-Chetnik I, Bodzenta-Lukaszyk A, Butkiewicz A, et al. Thrombocytopoiesis in
allergic athsma. Pol Arch Med 2007;117:9-13.

! Heits F, Stahl M, Ludwig D, et al . Elevated serum thrombopoietin and intreleukin-6
concentrations in thrombocytosis associated with inflammatory bowel disease. J Interferon
Cytokine Res 1999;19:757-60.

0 Klinger MH, Jeikmann W. Role of blood platelets in infection and inflammation. J Interferon
Cytokine Res 2007;22:913-22.

?''Yu HG, Chung H, Lee WJ. Apoptosis of CD4" T cells occurs in experimental autoimmune
anterior uveitis (EAAU). Clin Exp Immunol. 1999;118:357-363.

2 Yang P, Herzberg NH, Zhou H, Broersma L, de Smet M, Kijlstra A. Apoptosis of infiltrating
cells in experimental autoimmune uveoretinitis. Chin Med J (Engl). 2000;113:643-646.

2 Poulaki V, Mitsiades N, Mastorakos G, Caspi RR, Chrousos GP, Bouzas E. Fas/Fas ligand-
associated apoptosis in experimental autoimmune uveoretinitis in rodents: role of

proinflammatory corticotropin-releasing hormone. Exp Eye Res. 2001;72:623-629.

175



6 - DESARROLLO ARGUMENTAL

2% Smith JR, Hart PH, Standfield SD, Coster DJ, Wing SJ, Williams KA. Apoptosis is a
prominent feature of acute anterior uveitis in the Fischer 344 rat. Br J Ophthalmol.
2000;84:205-211.

»Li Q, Sun B, Matteson DM, O’Brien TP, Chan CC. Cytokines and apoptotic molecules in
experimental melanin-protein induced uveitis (EMIU) and experimental autoimmune
uveoretinitis (EAU). Autoimmunity. 1999;30:171-182.

% Jha P, Matta B, Lyzogubov L, et al. Crucial role of apoptosis in the resolution of experimental
autoinmune anterior uveitis. Invest Ophthalmol Vis Sci 2007;48:5091-100.

¥ Ertenli 1, Kiraz S, Oztark MA, et al. Pathologic thrombopoiesis of rheumatoid arthritis.
Rheumatol Int 2003; 23:49-50.

% Reinhol A, Zhang J, Gessner R, et al. High thrombopoietin concentration in the cerebrospinal
fluid of neonate with sepsis and intraventricular hemorrhage may contribute to brain damage. J
Interferon Cytokine Res 2007; 27:137-145

¥ Wadhwa M, Thorpe R. Haematopoietic growth factors and their therapeutic use. Thromb
Haemost 2008;99:863-73.

3% Kuter DJ. Thrombopoietin and thrombopoitin mimetics in the treatment of thrombocytopenia.
Annu Rev Public Health 2008.

3! Haznedaroglu IC, Goker H, Turgut M, Buyukasik Y, Benekli M. Thrombopoietin as a drug:
Biological expectations, clinical realities, and future directions. Clin Appl Thrombosis /
Hemostasis 2002, 8, 193-212.

*? Kaushansky K. Thrombopoietin and the hematopoietic stem cell. Ann NY Acad Sci 2005;
1044: 139-41

33 Fukushima-Shintani M, Suzuki KI, Iwatsuki Y, et al. AKR-501 (YM477) a novel orally-
active thrombopoietin receptor agonist. Eur J Haematol. 2009 Jan 16

3* Erickson-Miller CL, Delorme E, Tian SS, et al. Preclinical Activity of Eltrombopag (SB-

497115), an Oral, Non-peptide Thrombopoietin Receptor Agonist. Stem Cells. 2008 Nov 26

176



7. Conclusiones







7 - CONCLUSIONES

7.1 CONCLUSIONES PRINCIPALES

Existe un aumento significativo del factor de crecimiento celular
Trombopoyetina, en el humor acuoso de pacientes con uveitis anterior
aguda no infecciosa en nuestro estudio.

No existe un aumento significativo del factor de crecimiento celular
Trombopoyetina en el suero de pacientes con uveitis anterior aguda no

infecciosa, en nuestro estudio.

7.2 CONCLUSIONES SECUNDARIAS

El aumento de los niveles de Trombopoyetina en el humor acuoso de
pacientes con uveitis anteriores agudas no infecciosas, puede intuirse
como el resultado de su posible produccién local, y podria ademas, de
alguna manera, suponerse su participacion en el proceso inflamatorio de
las uveitis. La TPO, como citoquina ligada a procesos proapoptéticos y
reparativos, jugaria un papel en la resolucion de esta patolgia.

Dada la disponibilidad comercial de la TPO, podria ser utilizada en el

tratamiento de este tipo de uveitis.
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Apéndice 1

Consentimiento Informado para el estudio:

“Niveles intraoculares de Trombopoyetina en pacientes con uveitis anterior aguda

no infecciosa”

Fecha:

D. de aios de edad,

con domicilio

en

y DNI

DECLARO:

Se me ha explicado por parte del médico y he entendido que:
1. Se me va ha extraer una muestra de humor acuoso del ojo para incluirla en un estudio
de factores de crecimiento asociados a uveitis anterior aguda.
2. El propésito del estudio es estudiar la asociacion de estos factores de crecimiento con

la patogenia de la uveitis anterior aguda.
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3. La investigacion consiste en determinar los niveles de estos factores de crecimiento
en el humor acuoso del ojo.

4. La extraccion del humor acuoso del ojo consiste en realizar una puncion de la parte
mas anterior del ojo previa anestesia topica.

5. El/la Dr./Dra. .....cccccecevvrirennns me ha explicado el procedimiento arriba indicado
incluyendo la naturaleza y propdsito del mismo asi como las diferentes alternativas,
riesgos, y posibilidades de complicaciones pese a las precauciones habituales.

6. El servicio de oftalmologia guardara confidencialidad de los resultados y las muestras
no se utilizaran para otros estudios, y en ese caso se solicitaria un nuevo consentimiento
al paciente.

Doy mi consentimiento para su realizacién y participacion en este estudio.

El paciente El investigador
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APENDICE 2

CUESTIONARIO PARA EL PACIENTE

ANAMNESIS PARA DIAGNOSTICO UVEITIS

Nombre
Numero de Historia/SIP

Fecha

CUESTIONARIO DIAGNOSTICO PARA UVEITIS

ANTECEDENTES FAMILIARES

é¢Ha presentado alguien de su familia alguna de estas enfermedades?

e Cancer
e Diabetes
e Alergias

e  Artritis o reuma

o  Sifilis

e Tuberculosis

e Anemia o rasgo falciforme

e Gota

é¢Ha presentado alguien de su familia algiin problema en algun area de las siguientes?

e QOjos
e Piel
e Rifiones

e Pulmones
e Estomago o intestino

e Sistema nervioso o cerebro
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ANTECEDENTES SOCIALES

e Edad

e Profesién actual

e (Haresidido alguna vez fuera de Espafia?

e Silo ha hecho. éDénde?

e (Hatenido perro?

e (Hatenido gato?

e ¢Ha consumido carne cruda?

e ¢Ha consumido leche o queso no pausterizados?

e (Ha estado en alguna ocasién con animales enfermos?

e (Bebe agua no tratada procedente de rios, pozos o lagos?
e (Fuma tabaco?

e ¢Ha consumido drogas por via intravenosa?

e (Ha mantenido alguna vez relacién bisexual u homosexual?
e (Hatomado alguna vez pildoras anticonceptivas?

ANTECEDENTES MEDICOS PERSONALES

¢Es alérgico a algun medicamento?

e Siesasi, éacual ocudles?

Enumere todos los medicamente que utilice, con y sin receta.

Enumere todas las operaciones sobre los ojos y la fecha de ellas

Enumere todas las operaciones sobre el resto del cuerpo y la fecha de ellas

¢éSe le ha diagnosticado alguna vez de alguna de estas enfermedades?

e Anemia
e (Cancer
e Diabetes
e Hepatitis

e Hipertension

e Pleuresia

e Neumonia

e Ulceras

e Herpes o calentura
e Varicela

e Herpes zoster

e Rubeola

e Sarampion

e Parotiditis o paperas
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e Clamydias o Tracoma
o Sifilis

e Gonorrea

e Enfermedad de transmisién Sexual
e Tuberculosis

e lepra

e Leptospirosis

e Enfermedad de Lyme
e Histoplasmosis

e (Cdandidas

e Coccidiodomicosis

e Esporotricosis

e Toxoplasmosis

e Toxocariasis

e (isticercosis

e Triquinosis

e Enfermedad de Whipple
e SIDA

e Rinitis alérgica

o Alergias

e Vasculitis

e Artritis

e Artritis Reumatoide
e Lupus

e Esclerodermia

¢Ha padecido alguna de estas enfermedades ?

e Sindrome de Reiter

e Colitis

e Enfermedad de Crohn

e Colitis Ulcerosa

e Enfermedad de Behget

e Sarcoidosis

e Espondilitis Anquilosante

e Eritema nodoso

e Arteritis de células gigantes
e Esclerosis Multiple

e Coroiditis serpinginosa

e Iridociclitis Heterocrémica de Fuchs

e Sindrome de Vogt-Koyanagi-Harada

¢Ha padecido alguna de estas enfermedades?
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Salud General

e Escalofrios

e Fiebre (persistente o recurrente)

e Sudoracién nocturna

e Fatiga

e Falta de apetito

e Pérdida de peso espontanea

e Mal estar general, sensacion de enfermedad

Cabeza

e Dolor de cabeza

e Desmayos

e Falta de sensibilidad u hormigueos
e Paralisis

e Epilepsia o convulsiones

e Pérdida de audicidon

e Zumbidos, ruidos

e Infecciones

e Dolor o hinchazén Iébulo de las oreja

Nariz y Garganta

e Irritacidn nariz o boca

e Hemorragias nasales

e Estornudos frecuentes

Piel

e Erupciones

e Ulceras

e Facilidad para quemadura solar (fotosensibles)
e Placas blancas en piel o cabello

e Caida del cabello

e Picaduras de garrapatas o insectos

e Dedos frios y dolorosos

e Picorintenso
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Respiratorio

Resfriados graves o frecuentes

Tos constante

Expulsion de sangre con la tos (hemoptosis)
Gripe o infeccidn por virus reciente
Ataques de estornudos o asma

Dificultad para respirar

¢Ha presentado alguna vez algunos de estos sintomas?

Cardiovasculares

Dolor pecho
Falta de aliento
Hinchazdn de piernas

Sanguineos

Moratones
Hemorragias
Transfusiones sanguineas

Gastrointestinales

Dificultad para tragar
Diarrea

Heces con sangre
Ulceras de estémago
Ictericia, piel amarillenta

Huesos y articulaciones

Articulaciones rigidas

Ganglios dolorosos o inflamados

Rigidez espalda baja

Dolor de espalda al dormir o despertarse

Dolor muscular

Genitourinarios

Problemas rifion

Problemas de vejiga

Sangre al orinar

Pérdidas de orina

Lesiones o ulceras en genitales
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e  Prostatitis
e Dolor testicular

éEsta embarazada?

éPlanea quedarse embarazada?
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APENDICE 3

ARTICULO PUBLICADO CON LOS RESULTADOS DEL ESTUDIO
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Levels of thrombopoietin in aqueous humor of patients with
noninfectious acute anterior uveitis

José-Juan Mondejar,"* David Salom,'® Salvador Garcia-Delpech,? and Manuel Diaz-Llopis'

Abstract

Introduction

The annual incidence of anterior uveitis in the United States is 8 per 100,000
inhabitants. 1 Its origin is generally idiopathic; the event or agent that triggers the
inflammation is unknown.1 There is no direct evidence that noninfectious anterior
acute uveitis is an autoimmune disease, but various environmental and genetic
stimuli, along with innate and adaptive immune responses, relate to this type of
uveitis. Some cytokines are found in the eyes and peripheral blood of patients with
uveitis.2—5 Some recent studies have reported increased levels of cell growth
factors, such as pigment epithelium derived factor (PEDF)6-8 and vascular
endothelial growth factor (VEGF), in the aqueous humors of patients with uveitis —
both with and without macular edema, and even during periods of disease
inactivity.9,10

Cell growth factors control cell growth and differentiation; regulating development
and cell survival. They perform a crucial role in controlling cell proliferation.
Alterations in signaling mediated by growth factors may be related to several
inflammatory diseases. They also mutually interact to promote various healing or
cell proliferation processes.11-18

Thrombopoietin (TPO) is a growth factor synthesized mainly in the liver. It is the
main regulator of the proliferation and maturation of megakaryocytes and of the
production of platelets, by which hematopoietic stem cells are regulated. It is also a
positive vasculogenesis regulator,19—21 and its relationship with VEGF has been
shown to be essential for stem cells, inducing their production and specifically
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promoting the production of two VEGF-A isoforms, VEGF121 and VEGF165
isoforms. VEGF also modulates the effects of TPO on hematological stem cells in
an autocrine loop.22 It has also been implicated in the pathophysiology of multiple
inflammatory and immunoallergic conditions such as allergic asthma or
inflammatory bowel disease, in which it appears to play a significant
immunoregulatory role.23,24 Studies with experimental mice models have
demonstrated that VEGF acts as an acute-phase protein, and that its synthesis is
induced by interleukin (IL)-6.25 However, no studies of TPO levels in the aqueous
humors of patients with uveitis have been reported to date.

This factor has been implicated in the pathophysiology of multiple inflammatory
and immunoallergic conditions, where it could play an immunoregulatory role. The
objective of the present study was to quantitatively measure TPO levels in the
aqueous humors of patients with noninfectious acute anterior uveitis to establish
whether or not they are impaired in these conditions.

Materials and methods

This is a single-center, non-randomized, controlled, prospective, observational,
comparative case study which evaluates TPO levels in the serum and aqueous
humors of patients with noninfectious anterior uveitis referred to the Uveitis Unit of
the Department of Ophthalmology of the Hospital Universitario La Fe (Valencia,
Spain), a center of national reference for the study and treatment of this condition.
Controls were obtained from the serum and aqueous humors of patients who were
due to have cataract surgery, and who had no history of intraocular inflammatory
disease, systemic disease or long-term drug therapy.

The study protocol met the requirements of the Declaration of Helsinki, and was
reviewed and approved by the Ethics Committee of the Hospital Universitario La
Fe. Informed consent was obtained from all participants and specified the reason for
the study.

The patient inclusion and exclusion criteria for the study were as follows:26

Inclusion criteria:

1. Diagnosis of classic acute anterior uveitis.

2. Untreated patients in the first episode of classic anterior uveitis, within the
first 2—7 days of symptomatology. Eye inflammation (slit lamp microscopy
grading of cells) rated moderate to severe (grade 2 to 4) according to the
criteria of the International Ocular Inflammation Society and the
Standardization Uveitis Nomenclature.26,27

Exclusion Criteria:

1. Diagnosis of hypertensive or granulomatous uveitis.

2. Specific clinical conditions, including Fuchs heterochromic iridocyclitisor
Posner-Schlossman syndrome, uveitis caused by herpes, or toxoplasma in
the aqueous humor sample, revealed by polymerase chain reaction (PCR).

3. Eye surgery in the 6 months prior to obtaining the sample.
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4. Serology positive for HIV, syphilis or sarcoidosis (the latter revealed by
angiotensin converting enzyme serum detection).

5. Cystoid macular edema, detected using optical coherence tomography
(ocr).

6. Associated systemic diseases in the clinical history or revealed by clinical-
radiological examination, or by HLA-B27 test.

Serum was obtained from peripheral blood of patients and controls.

Anterior chamber paracentesis prophylaxis, consisting of topical application of
ofloxacin eye drops for three days, was performed before and after removal of
aqueous humors. Immediately before removal, iodinated povidone in an ophthalmic
dilution was applied to the conjunctival sac.28 Paracentesis for sampling was
performed at the clinic with a 30 G needle, with the aid of a slit lamp. Samples of at
least 0.05-0.2 mL of aqueous humor were collected from each patient, and placed in
sterile tubes and were stored immediately at —80°C for subsequent processing. The
specimens were classified and labeled in a masked fashion. All specimens were
assayed for TPO in a double-blind arrangement with respect to their group. In the
control group, composed of patients due to undergo cataract surgery, aqueous
humors were removed immediately prior to surgery. The control group was age-
matched with the uveitis group.

Quantitative measurement of protein concentrations in serum and aqueous humor
samples was performed using the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
marketed by Searchlights Human Angiogenesis Array” (Pierce Biotechnology, Inc.,
Rockford, IL, USA).

The TPO value in standard curves was in the range of 12-3,000 pg/mL and the
sensitivity of TPO measurement was 5.9 pg/mL. All procedures were performed on
the same day, and according to the manufacturer’s instructions.

The demographic data of the subjects were analyzed using the Windows statistical
package SPSS Statistics for Windows, Version 19.0 (IBM Corp., Armonk, NY,
USA). The Mann—Whitney U-test for independent data was used to compare TPO
levels in the groups, acceptingP<0.05 as a significant value.

Results

A total of 32 serum and aqueous humor samples were obtained from 16 patients
with uveitis (nine male and seven female), and 16 controls (ten male and six
female). All patients were Caucasian. No statistically significant differences were
detected between the mean ages of the patients with uveitis (mean + standard
deviation [SD]; 51.6£12.5 years, range 35—79 years), and controls (59.2+11.2 years,
range 4479 years), Student’s ¢-test for independent data,P=0.08.

With respect to the control group, the sensitivity of the ELISA test used was 5.9
pg/mL. Table 1shows the values obtained for TPO levels according to the ELISA
technique in both groups. The mean TPO level measured in serum samples was
35.4£12.94 pg/mL (range 21.1-61.2 pg/mL) in patients with uveitis, and 32.87+9.8
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pg/mL (range 15.3-50.7 pg/mL) in controls. No statistically significant difference
was found between the control group and the individualized patients with anterior
uveitis (Mann—Whitney U-test, P=0.82).

Table 1

TPO levels in the serum and aqueous humor of uveitis patients and the control
group measured by enzyme-linked immunosorbent assay, presented along with the
age and sex of subjects

The mean TPO level measured in the aqueous humor samples was 54.46+16.24
pg/mL (range 32.50—-86.30 pg/mL) in patients with uveitis, and 34.32+11.63 pg/mL
(range 14.80-51.20 pg/mL) in controls. A significant difference was found between
the two groups (Mann—Whitney U-test, P=0.0008), with the patients with uveitis
exhibiting significantly higher levels of TPO than the control group (Figure 1).

PO (pgmL]

....... Conirl

Figure 1

Thrombopoietin (TPO) levels in the aqueous humors of 16 patients with uveitis and
16 controls.

Discussion

The observation of higher levels of TPO in patients with noninfectious acute anterior
uveitis raises questions relating to the cause and possible consequences of this
condition.

Although TPO plays an important multifunctional regulatory role in hematopoiesis
and vasculogenesis that is closely related to VEGF29 there are many data that also
relate it to inflammatory conditions. TPO is activated through the release of various
proinflammatory cytokines, such as IL-1, IL-3, IL-6 and IL-11. These
proinflammatory cytokines play a critical role in the triggering and development of
multiple autoimmune conditions caused by dysregulation of the autoimmune
response. All these cytokines interfere actively with cell immune and biochemical
mediators at many levels. The regulation of this proinflammatory activity appears to
be mediated by anti-inflammatory and immunosuppressive cytokines, such as 1L-4,
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IL-10 or transforming growth factor (TGF)-B.30 There are several reports of a
significant increase in the expression of the 7PO gene under inflammatory
conditions, which suggests that it acts as an acute-phase protein.31 It is also
established that the synthesis of TPO in the liver can be induced by IL-6, while IL-6
stimulates thrombopoiesis through the action of TPO, and that the reactive
thrombocytosis associated with some inflammatory conditions is mediated by IL-6
through the action of TPO.32-34 A significant correlation between IL-6 and TPO is
evident in the fact that the administration of IL-6 in patients with cancer produces an
increase in TPO serum levels.35

Positive correlations have been found between TPO and C-reactive protein (CRP),
but do not appear to affect platelet count. TPO acts as an acute-phase protein, and
appears to be closely related to the action of IL-6 in inflammatory conditions.36,37

In some inflammatory diseases, such as Schonlein—Henoch disease, an increase in
TPO has also been described along with IL-6, which is thought to be an acute-phase
reactant; in fact, a secondary increase in the production of TPO has been reported in
this condition.38 TPO increases related to IL-6 have also been reported in the
coronary disease inflammatory condition.39

The regulatory function of TPO has also been described in the differentiation of
mast cells and its increase in patients with allergic asthma, which points to its
involvement in immunoallergic conditions.21,22.40,41 The importance of platelets
as major agents in the defense against infection and the induction of tissue
inflammation and repair has been confirmed.42 Increases of IL-6 and TPO in the
plasma of patients with inflammatory bowel disease and in sufferers of rheumatoid
arthritis have also been documented.42,43

This body of evidence suggests that the increase of TPO — characteristic of uveitis,
is associated with increments of other growth factors present in the aqueous humors
of patients with this inflammatory condition, such as PEDF and VEGF.6-9

Compared to the control group, TPO levels in the aqueous humor in patients with
noninfectious acute anterior uveitis were significantly higher, but there was no
difference detected between plasma levels of TPO in patients vs controls.

We cannot directly determine the source of TPO in aqueous humors, but we think it
is possible that its increase is not a result of the rupture of the blood—aqueous barrier,
but rather derived from an increase in local production. It would be important to
know whether this may be related to the pathophysiology of the disease, either as a
cause or consequence, since many studies have shown that TPO expression
increases during many inflammatory processes. Further studies are required to
consider this possibility.

On the other hand, we should also contemplate the consequences that this increase in
TPO may cause in the outcome of uveitis. Several studies in experimental models of
autoimmune anterior uveitis have suggested that apoptosis plays a significant role in
the resolution of uveitis, since apoptosis followed by phagocytosis is critical in the
reduction of cell infiltration and subsequent resolution of the condition.44—49

In addition, other studies have related an increase in TPO to the inflammatory
changes occurring in some central nervous system (CNS) infections, suggesting a
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proapoptotic activity and a different regulation of production in the CNS to that in
the liver, where it mostly occurs.50,51

One possible clinical application of this increase in TPO is its use in the modulation
or resolution of uveitis. Indeed, unlike other growth factors, it is already
commercially available.52

The statistically significant increase (P>0.001) of the cell growth factor TPO in the
aqueous humors of patients with noninfectious acute anterior uveitis indicates an
involvement of this factor in this ocular inflammatory condition, perhaps as a
mechanism of the repair process and linked to apoptosis. Any further knowledge of
this and other cell growth factors is likely to lead to a better understanding of the
pathophysiology of uveitis and other inflammatory conditions of the eye, and will no
doubt be of great help in designing new therapeutic approaches involving new
molecules, such as Romiplostim or Eltrombopag, which mimic the effect of
TPO.53,54

In conclusion, the enhanced levels of TPO in the aqueous humor of patients with
uveitis observed in this study lead us to support a cytoprotective role of this factor in
inflammatory repair processes and the recovery of tissue homeostasis.

Go to:
Footnotes
Disclosure
The authors have no conflicts of interest in this work.

Go to:

References

1. Reeves SW, Sloan FA, Lee PP, Jaffe GJ. Uveitis in the elderly; epidemiological data
from the National Long-term care Survey Medicare

cohort. Ophthalmology. 2006;113:307—321.[PubMed]

2. Read S, Mauze S, Asseman C. CD38+CD45RB (low) CD4+ T cells: a population of T
cells with immune regulatory activities in vitro. Eur J Ophthalmol. 1998;28:3435—
3437. [PubMed]

3. Dick AD. Immune mechanism of uveitis: insights into disease and pathogenesis
and treatment.Int Ophthalmol Clin. 2000;40:1-18. [PubMed]

4. Curnow SJ, Falciani F, Durrani OM, et al. Multiplex bead immunoassay analysis of
aqueous humor reveals distinct cytokine profiles in uveitis. Invest Ophthalmol Vis
Sci. 2005;46:4251-4259. [PubMed]

196



APENDICE DOCUMENTAL

5. Simon D, Denniston AK, Tomlins PJ, et al. Soluble gp130, an antagonist of IL-6
transsignaling, is elevated in uveitis aqueous humor. Invest Ophthalmol Vis
Sci. 2008;49:3988-3991. [PubMed]

6. Curnow SJ, Murray PI. Inflammatory mediators of uveitis: cytokines and
chemokines. Curr Opin Ophthalmol. 2006;17(6):532-537. [PubMed]

7. Yoshida Y, Yamagishi S, Matsui T, et al. Positive correlation of pigment epithelium
derived factor and total antioxidant capacity in aqueous humor of patients with
uveitis and proliferative diabetic retinopathy. Br J Ophthalmol. 2007;91:1133—-
1134. [PMC free article] [PubMed]

8. Yoshida Y, Yamagishi S, Matsui T, et al. Increased levels of pigment epithelium
derived factor in aqueous humor of patients with uveitis. BrJ
Ophthalmol. 2007;91:149-150.[PMC free article] [PubMed]

9. Fine HF, Baffi J, Reed GF, Csaky KG, Nussenblatt RB. Aqueous humor and plasma
vascular endothelial growth factor in uveitis-associated cystoids macular
edema. Am J Ophthalmol. 2001;132:794-796. [PubMed]

10. Paroli MP, Teodori C, D’Alessandro M, Mariani P, lannucci G, Paroli M.
Increased vascular endothelial growth factor levels in agueous humor and serum of
patients with quiescent uveitis. Eur J Ophthalmol. 2007;17:938-942. [PubMed]

11. Arai K, Lee F, Miyajima S, Miyatake N. Cytokines; Coordinators of immune and
inflammatory responses. Ann Rev Biochem. 1990;59:783-836. [PubMed]

12. Yanai R, Yamada N. Mitogenic and antiapoptotic effects of various growth
factors on human corneal fibroblasts. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2002;43:2122—-
2126. [PubMed]

13. Roberts AB. The ever-increasing complexity of TGF-B signaling. Cytokine Growth
Factor Rev. 2002;13:3-5. [PubMed]

14. Kuhl PR, Griffith-Cima G. Tethered epidermal growth factor as a paradigm for
growth factor-induced stimulation from the solid phase. Nat Med. 1996;2:1022—
1027. [PubMed]

15. Dinbergs ID, Brown L. Cellular response to transforming growth factor 1 and
basic fibroblast growth depends on release kinetics and extracellular matrix
interactions. J Biol Chem.1996;271:29822-29829. [PubMed]

16. Nathan C, Sporn M. Cytokines in context. J Cell Biol. 1991;113:981-986.[PMC
free article] [PubMed]

197



APENDICE DOCUMENTAL

17. Maldonado B, Furcht LT. Epidermal growth factor stimulates integrin-mediated
cell migration of cultured human corneal epithelial cells on fibronectin and
arginineglycine-aspartic acid peptide. Invest Ophthalmol Vis Sci. 1995;36:2120—-
2126. [PubMed]

18. Imanishi J, Kamiyama K. Growth factors: importance in wound healing and
maintenance of transparency of the cornea. Prog Retin Eye Res. 2000;19:113—
129. [PubMed]

19. Willm J, Akkerman N. Thrombopoietin and platelet function. Semin Thromb
Hemost.2006;32:295-304. [PubMed]

20. Begley CG, Basser RL. Biologic and structural differences of thrombopoietin
growth factors. Semin Hematol. 2000;37:19-27. [PubMed]

21. Kuter DJ, Begley CG. Recombinant human thrombopoietin basic biology and
evaluation of clinical studies. Blood. 2002;100:3547-3569. [PubMed]

22. Kaushansky K. Thrombopoietin and the hematopoietic stem cell. Ann NY Acad
Sci.2005;1044:139-141. [PubMed]

23. Kemona-Chetnik I, Bodzenta-Lukaszyk A, Butkiewicz A, Dymnicka-Piekarska V,
Kemona H. Thrombocytopoiesis in allergic asthma. Pol Arch Med. 2007;117:9—
13. [PubMed]

24. Heits F, Stahl M, Ludwig D, Stange EF, Jelkmann W. Elevated serum
thrombopoietin and intreleukin-6 concentrations in thrombocytosis associated
with inflammatory bowel disease. J Interferon Cytokine Res. 1999;19:757—-
760. [PubMed]

25. Burmester H, Wolber EM, Freitag P, Fandrey J, Jelkmann W. Thrombopoietin
production in wild-type and interleukin-6 knockout mice with acute inflammation. J
Interferon Cytokine Res. 2005;25:407-413. [PubMed]

26. Bloch-Michel E, Nussenblatt RB. International uveitis study group
recommendations for the evaluations of intraocular inflammatory disease. AmJ
Ophthalmol. 1987;103:234—-235.[PubMed]

27. Jabs DA, Nussenblatt JT. The standardization of uveitis nomenclature (SUN)
Working group. Standardization of uveitis nomenclature for reporting clinical data.
Results of the first international workshop. Am J Ophthalmol. 2005;140:509—

516. [PubMed]

198



APENDICE DOCUMENTAL

28. Cheung CMG, Durrani OM, Murray PI. The safety of anterior chamber
paracentesis in patients with uveitis. Br J Ophthalmology. 2004;88:582-583. [PMC
free article] [PubMed]

29. Eguchi M, Masuda H, Kwon S, et al. Lesion-targeted thrombopoietin potentiates
vasculogenesis by enhacing motility and enlivenment of transplanted endothelial
progenitor cells via activation of Akt/mTOR/p70s6kinase signaling pathway. J Mol
Cell Cardiol. 2008;45:661-669. [PubMed]

30. Kim EY, Moudgil KD. Regulation of autoimmune inflammation by pro-
inflammatory cytokines. Immunol Lett. 2008;120:1-5. [PMC free article] [PubMed]

31. Cerutti A, Custodi P, Duranti M, Noris P, Balduini CL. Thrombopoietin levels in
patients with primary and reactive thrombocytosis. Br ) Haematol. 1997;99:281—
284. [PubMed]

32. Burmester H, Wolber EM, Freitag P, et al. Thrombopoietin production in wild-
type and interleukin-6 knockout mice with acute inflammation. J Interferon
Cytokine Res. 2005;25:407—413. [PubMed]

33. Kaser A, Brandacher G, Steurer W, et al. Interleukin-6 stimulates
thrombopoiesis through thrombopoietin: role in inflammatory
thrombocytosis. Blood. 2001;98:2720-2725. [PubMed]

34. Ceresa IF, Noris P, Ambaglio C, et al. Thrombopoietin is not uniquely
responsible of thrombocytosis in inflammatory disorders. Platelets. 2007;18:579—
582. [PubMed]

35. Hollen CW, Henthorn J, Koziol JA, et al. Elevated serum interleukin-6 levels in
patients with reactive thrombocytosis. Br J Haematol. 1991;79:286—-290. [PubMed]

36. Cerutti A, Custodi P, Duranti M, Cazzola M, Balduini CL. Circulating
thrombopoietin in reactive conditions behaves like an acute phase reactant. Clin
Lab Haematol. 1999;21:271-275. [PubMed]

37. Ishiguro A, Suzuki Y, Mito M, et al. Elevation of serum thrombopoietin precedes
thrombocytosis in acute infections. Br J Haematol. 2002;116:612—618. [PubMed]

38. Lin CY, Yang YH, Lee CC, Huang CL, Wang LC, Chiang BL. Thrombopoietin
interleukin-6 levels in Henoch-Schénlein purpura. J Microbiol Immunol
Infect. 2006;39:476—-482. [PubMed]

39. Cotton JM, Hong Y, Hawe E, et al. Rise of circulating thrombopoietin following
cardiothoracic surgery is potentiated in patients with coronary atherosclerosis:

199



APENDICE DOCUMENTAL

correlation with a preceding increase in levels of interleukin-6. Thromb
Haemost. 2003;89:538-543. [PubMed]

40. Wolber EM, Fandrey J, Frackowski V, Jelkmann W. Hepatic thrombopoietin
mRNA is increased in acute inflammation. Thromb Haemost. 2001;86:1421—
1424. [PubMed]

41. Migliaccio AR. Role of thrombopoietin in mast cell differentiation. Ann NY Acad
Sci.2007;27:152-174. [PubMed]

42. Klinger MH, Jeikmann W. Role of blood platelets in infection and
inflammation. J Interferon Cytokine Res. 2007;22:913-922. [PubMed]

43. Heits F, Stahl M, Ludwig D, Stange EF, Jelkmann W. Elevated serum
thrombopoietin and intreleukin-6 concentrations in thrombocytosis associated
with inflammatory bowel disease. J Interferon Cytokine Res. 1999;19:757—
760. [PubMed]

44. Yu HG, Chung H, Lee WJ. Apoptosis of CD4" T cells occurs in experimental
autoimmune anterior uveitis (EAAU) Clin Exp Immunol. 1999;118:357-363. [PMC
free article] [PubMed]

45. Yang P, Herzberg NH, Zhou H, Broersma L, de Smet M, Kijlstra A. Apoptosis of
infiltrating cells in experimental autoimmune uveoretinitis. Chin Med J
(Engl) 2000;113:643—-646.[PubMed]

46. Poulaki V, Mitsiades N, Mastorakos G, Caspi RR, Chrousos GP, Bouzas E. Fas/Fas
ligand-associated apoptosis in experimental autoimmune uveoretinitis in rodents:
role of proinflammatory corticotropin-releasing hormone. Exp Eye

Res. 2001;72:623-629. [PubMed]

47. Smith JR, Hart PH, Standfield SD, Coster DJ, Wing SJ, Williams KA. Apoptosis is a
prominent feature of acute anterior uveitis in the Fischer 344 rat. BrJ
Ophthalmol.2000;84:205-211. [PMC free article] [PubMed]

48. Li Q, Sun B, Matteson DM, O’Brien TP, Chan CC. Cytokines and apoptotic
molecules in experimental melanin-protein induced uveitis (EMIU) and
experimental autoimmune uveoretinitis (EAU) Autoimmunity. 1999;30:171-
182. [PubMed]

49. Jha P, Matta B, Lyzogubov L, Tytarenko R, Bora PS, Bora NS. Crucial role of
apoptosis in the resolution of experimental autoimmune anterior uveitis. Invest
Ophthalmol Vis Sci.2007;48:5091-5100. [PubMed]

200



APENDICE DOCUMENTAL

50. Reinhol A, Zhang J, Gessner R, Felderhoff-Mueser U, Obladen M, Dame C. High
thrombopoietin concentration in the cerebrospinal fluid of neonate with sepsis and
intraventricular hemorrhage may contribute to brain damage. J Interferon Cytokine
Res.2007;27:137-145. [PubMed]

51. Ertenli |, Kiraz S, Ozturk MA, Haznedaroglu |, Celik I, Calgtineri M. Pathologic
thrombopoiesis of rheumatoid arthritis. Rheumatol Int. 2003;23:49-50. [PubMed]

52. Stasi R, Evangelista ML, Amadori S. Novel thrombopoietic agents: a review of
their use in idiopathic thrombocytopenic purpura. Drugs. 2008;68:901—
912. [PubMed]

53. Haznedaroglu IC, Goker H, Turgut M, Buyukasik Y, Benekli M. Thrombopoietin
as a drug: biological expectations, clinical realities, and future directions. Clin Appl
Thrombosis/Hemostasis. 2002;8:193-212. [PubMed]

54. Wadhwa M, Thorpe R. Haematopoietic growth factors and their therapeutic
use. Thromb Haemost. 2008;99:863—873. [PubMed]

Articles from Clinical Ophthalmology (Auckland, N.Z.) are provided here courtesy of Dove

Press

201






