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INTRODUCCION




HIPERSENSIBILIDAD

Ze aplica el terminc hipersensibilidad cuando
ocurre una respuesta inmune adaptativa exagerada O
de forma inapropiada gque causa un dafio tisular. La
hipersensibilidad es una ~aracteristica individual
v == manifiesta en el =egundo contactoc <con un
antigeno determinado (FDITT, BROSTOFF & MALE,
1685). Las reacciones de hipersensibilidad se
dividian <linicamente en inmediatas y retardadas
atendiendo al tiempo necesario para la aparicion
de la reaccién desde el contacto con el antigeno.
Gell y Coombs clasificaron las reacciones ade
hipersensibilidad en cuatro categorias. Los tipos
1. I y 111 dependen de 1la interaccién del

antigenc <on leos anticuerpos humorales y tienden a

presentarse clinicamente como reacciones de tipo

“inmediato", = reacciones del tipo IV estan
son de aparicién tardia.

no ocurren necesariamente de modc

conjuntamente (THECDORE,

BLOCGMFIELD & MONDINQ,




En el tipo I 2 hipersensibilidad inmeclata se
produce una respuesta mediada por Ig E 2irig.dn
contra antigencs inocuosg, como el
resultando en la liberacion de mediadores
légicos. como la histamina, por los mastocito

El tipo II o hipersensibilidad cizotoxica
dependiente de los anticuerpos,
resultado de la accién de anticuerpos
~ontra antigenos estructurales de la superficie
celular, o antigenos que se han adherido a dicha
superficie, produciendose el dafio de la celula por

fagocitosis, lisis mediada por el complemento, O

por células K.

El tipo 1II o hipersensibilidad mediada por
inmunocomplejos tiene lugar cuando antigenos
colubles se combinan con anticuerpcs en grandes
cantidades formando inmunocomplejos que se
depositan en los vasos, con cierta predisposicién
por las membranas basales, e inducen una respuesta
inflamatoria con fijacien del complementoc ¥
liberacion de <ustancias quimiotacticas y Vvaso-

activas producieniose un dafio tisular




I¥ o hipersensib:t_sdad  de: mipo
diade por ceélulas, =5 el resuitado
d la ir-eraccioen entre linfocitos 1, previamente

sensibilizados, s espe-:ificos, estando

nediada: : . liberacien de

linfokina= y por citotexiciz (THEODORE,
BLOOMFIE.D & MONDINO, 1983; ROI-T, BROSTOFF &

KALB, 1935},

ALERGIA Y ATOPIA

denomina alergia a cualg-ier estado que
a una respuesta inrc_ne patologica
caracterizada por la degranulacion de los
mastocitos y los bassfilos. Incluye la atopia, la
anafilaxis y ciertos fenomenos de <cegranulacién no
asociados con las respuestas mediadas por Ig E
(KLEIN,
para expresar

una r=ibilizacion : inducida en

cualquier individuo = . sterminada Especis




mediante una estimulacier. antigerica, sensibili-
Zacion, y = SXpresa por canmbios
caracteristicos tras una rueva estimulacién con el
mismo antigeno. Estos cambios incluyen la
confraccion del muscule .iso y la vasodilatacién
capilar y estan causados por la liberacien de
sustancias farmacologicacente activas por los

mastocitos zs6filos s la combinacion del

antigsno <con .8 POs fijados a estas

celulas
El termino atopia =e aplica al estado que
individuos geneéticamente
predispues ; se caracteriza por ia
contraccion de musculatura lisa y
vasodilatacien capilar causada por lz liberacidn
de sustancias farmacologicamente activas por los
mastocitos y los baséfilos tras la combinacion del
antigeno con los anticuerpcs Ig E fijados a dichas

células (KLEIN, 1982).




Historia (MYGIND, 1986)

En 1819, el médico londinense John Ecstock

T

describid ante Real Sociedad Médica de Londres
sus propias "afecciones pericdicas de cidos, nariz

las que denominé catarro estival, y
que pronto fue popularmente conocida como Ziebre
del heno ya que prevalecio la idea de g:e era

provocada per el efluvic del nuevo heno.

padecim
experimentacién y con muestras de polen se prcvoco
rinitis, dermatitis, conjuntivitis y asma. Ademas,
usando portas impregnados con pegamento y mirando
con el microscopip el namero de particulas
recogidas establecié una correlacion directa entre

ia cantidad ae pclern recogido y la intensidad de




1901, Charle
a ur perro frente al wveneno de
segurnia dosis, diez veces inferior a la
lleciod venticincc minutos.
resultado lo dencniné anafilaxis, a
cone:derar que habia desaparecido la proteccion
natural o profilaxis. Afilos mas tarde se sugirio
que _a fiebre del heno, por Wclf-Eiesner emn 1905,
yoBl ania, PO Meltzer en 1910, eran situaciones
de arafilaxia humana.
io despues del experimento de Richet,

Mauricze Arthus demostro como las reacciones

anafilacticas podian ser produvcidas por sustancias

no téxicas per se al inyectar suero de caballo a
un conejo sin causar ningin dafio en la primera
inyeccién, sin embargo en la segunda dosis el
tejido del lugar de la inyeccion se inflamaba y a
veces se necrotizaba. Esta reacciéon anafilactica
loca: fué conocida como fenémeno de Arthus.
Clemens von Pirquet en 1906 propusc el

término alergia para expresar concento




alergia
en s que "los

individuos como @rupo poseen la capacidad peculiar
ST P ] I

de hea 5 B! a ciertas proteinas & 1las

ctales = frecuentemente expuestos por sSUs
nabit de vida y su medio ambiente".

Praustnitz inyec*té en su brazo el

pescado. Al dia

lugar extracto de

Jna reaccion positiva. Pensaron

Gue &1 Suero de Kustner poseia un factor mediador

de tal i a denominada de Praustnitz-Kustner,
denominaron reagina.

las reaginas estaban relacionadas

sin embargo ciertas

estnos ulitimos.

suero por




tijarse durante largo tiempo en la piel y liberar
:eaccion;e con eritema y edema.

n 1967, Teruxo y Kimishigue Ishizaka
demostraron que las reaginas pertenecian a un
grupc previamente desconccido de inmunoglobulinas
al que denominaron gammaglobulina E. Al mismo
tiempo, Johanson y Bennich descubren un nuevo
anticuerpo al que denominan Ig ND en el mieloma de
R . pacients, y determinan que las reaginas
pertececen al grupe de la 'Ig ND. Fue en 19568
~uando se establecis =1 nombre definitivo de

. By

Inmunogiobulinad E (FYGIND, 1986).

Incidencia, Herencia, y Comienzo de la'Atopia

Se estima que aproximadamente el 10 % de la
poblacion exhibe manifestaciones alergicas de tipo

familiar con una mayor incidencia en jovenes

Cerca de la mitad de los pacientes muestran

- = ; . .
signos dJde alergia en la primera
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mayor severidz3, tants mas temprano =25 el comienzZo

an su progenie. Un comienzo

Hay t-es mecanismos geneticos principales que

m

1Y Nivel tctal de Ig E. Un nival bajo de Ig

sen de—inante (ROITT, BRGSTOFF &




\ta.es, que es mas significaziva cuande los
1iveles de Ig E son bajos.

Hipersensibilidad genera.. Existe wuna
asociacisn significativa entre lcs antigenos de
histocempatikilidad HLA-BB& vy i Dhw. ¥y 1a
positividad a las pruebas cutaneas para alergenos
comunes =n individuos atéepicos (RCITT, BROSTOFF &

MALE, 1925).

la atopia

Las causas de la atopia permanecen aun sin
{-ar habiendose sugerido varias tecorfias.

1) Déficit de céliulas T. Existe una evidencia
substancial de gue los linfocitos T desempefian un
papel importante en las repuestas inmunologicas
nediadas por Ig E, y esto ha sugerido que un
defecto en estas células, concretamente los

linfocitos T supresores, pocdria estar involucrado

en la etiologia de la atnpia. En los pacientes con

eco.ta atopico severo se ha cbservado

reduccion de las células formadoras de rosetas E y




3e  los linfocit:

Daclientes con asme

TS 6= thY avddente,

gue existe una relacion entre la lactancia
artificiagl on la dufancia ¥ wna reducecien en el
TUmET O de acasi niveles

sumentados de Ig E

2) Retroaii

mediaderes. { HZREOS I . gier=sn que la

histamina es 78 atopicos de estimular a
los monocito producir prostalglandinas que
pueden suprimir la respuesta de las células T y
contribuir a4 la reaccien (inflamatoria (ROIIT,
BROSTOFF & MALE, 1985).

3) Factores ambiertales. La patogénesis del
fenotipo atépico podria refejar un fenémeno.
dencminado punto de ruptura alérgico, el cual
seria la 1 fe i e la sensibilizacién
coincidente a antigenos ambientales, al tiempo que
un mecanismo amcrtiguador no especifico supresor

de




la exposicion al

del. pacisolie,

Inmunoglobulina E

inmunoglobulina B, ; es una

inmuncglobulina monomerica ~adenas

polipeptidicas ligeras y pesadas de la clase

epsilon. El pesc molecular es ligeramente mayor

188. 000 daltons, tiene un 12 %
u molécula y cir-o dominios
La vida media en suero es de

BROSTOFF & MALE, 198%).
caracteristicas de la Ig E
bilidad 1 capacidad de
fe e 51 itos v basofilos.

g = reside
5




en el fragmento Fc de la molecula y puede =zer
inactivacsa mediante el calentamiento

inmunogicoulina a2 ©6° durante media hora, aquedando

intacta la capacidad de unién al antigeno propia

del frag=ento Fab (RDITT, BRCSTOFF % MALE, 192%)
La I¢g ' E - ha side & men.do denominada
rampcitorropica  debido a su af:nidad por
d misma especie solamente.
ha comprobado que la Iz E humana, per
también puede unirse a Zas células del
términos reaginice, citofilico,
homocitotropico son
1986) .
principal. fupeion fisiocléegica de  las
respuestas mediadas por Ig E es la defensa frente
a parasitos mediante la reaccion frente a aquellos
antigenos wxégenos que penetran a través de las
superficies epiteliales y mucoepiteliales.
respuesta puede ser dividida en cinco fases: eun
fase un plasmocito que exhive 1Ig E en

superficie expu=2sta a un antigeno, y en la

ps acTivado para proeducit anticuerpo




oS anticuerpos se fijan

mastocitos y los bascfilos,

s células en la fase 4 y causando
ig= mediadores quimicos

sus granuios; y finalmente en la
mediadores inducen una respuesta

a expulsar el parasite

Las células plasmaticas secretoras de Ig E y

de estas se encuentran

mayoritariamente en las superficies secretoras de
organismo (KLEIN, 1982). B8e piensa que
sencibilizacién como la mayoria de las

la respuesta Ig E, se efectuan en los

organos de inmuridad locales, aunque en las

secreciones sé¢ln se encuentre una ecscasa cantidad
de anticuerpos Ig E. El desconocimiento de los
eventos celu.ares que ' la activacion de
las celulas B pour los alergenos incliye aspectos
tan fundamentales como el lugar de encuentro y

presentacién antigeno-linfocito B, migracion de




interacciones celulares para

E. ¥ lugar rsail

activacion de lns precursores
presumiblemente
forma similar a c=ros precursores B. Se
células T conzrolan la diferenciacion
precursor g E en células plasmaticas,
generacion de cél_las lg E de memoria y el grado
de expansion clonz.. Se han identificado factores
(*he'.per"> ecpecificamente en la
Se cree gque
fian un papel impcrtante
en este tipo de respuesta y evizan que la reaccion
desencadenada sea perjudicial para los tejidos
involucrados del corganismo, pues se ha comprobado
que la respuesta Ig E inducida en animales de

experimentacion es mas suscaptible a los

mecanismos reguladores que la Ig G (ISHIZAKA,

1978) .
Los, estudios

de las




llevan

celul

noe

virgen

trasformacion

productor de Ig E.

células B de memoria
células portadoras de

inmunoglobulina

ynrtadoras de
su membrana

estas celulas

de Ig =

=
las zadenas
evolucion. Al

aque tambien

son necesarios para el

portadora de Ig M a
para la
en plasmocito

peblacison de
nto

incluye ¢t

las portadoras

~1abnracien de




celulas T estimulantes con las <élulas B de
memorisa para la respuesta ig E secundaria. Estas
han de ser especificas de portader, Yy

su membrana el antigeno (ISHIZAKA,

5e ha observado por otra parte gue la toma d&
contacto repetida coi: un alergendo determinado en
1imales inmunizados supone un descenso de Ig E y
un amumento de Ig G, Para :a explicacion de este
fenomeno se ha pustulado la intervencién de dos
tipos distihto de ceélulas T. Per un lado, 1a
portador que controla la

Pporcian de cf - memoria comisionadas para
diferentes isotipos, que influencia la

distribucion de anticuerpos entre las diferentes

clases. Por otro lado, las células T supresoras

especi ficas de antigeno, que son inducidas por el
tratamiento. La disociacion de la respuesta Ig G e
Ig E puede deberse a diferente sensibilidad de las
células B-Ig E y de las células B-Ig G frente a un
mismo tipo de célula T suprescra. Sin embargo los

investigadores se inclinan por postular dos tipos




csupresoras espec:ficas
tipc de inmunoglobulina (ISHIZAKA,
1978) .
Debido & la particular
region Fc, las moiec:
receptores especi fico
y a los leucecitos tassfilos circulantes.
fijacion de Ig E a mastecites vy basofilos es
altamente preferente, perc no exclusiva, yz que se
ha encontrado Ig E en alguncs eosinéfilos animales
(MAYRHOFER, 1976, y humanos (HUBSCHER, 1977).
La urnién d= las moléculas de
receptores celulares es reversible y no implica
una unién covalente. La constante de equilibrio de
la reaccién de unién == ha estimadc que es del
orden de 10 M-', tantc en basofilos como en

mastocitos (ISHIZAKA, 1978).

Existen dos tipos de poblaciones, tanto en

humanos como en animales de experimentacicon, con
respecto a la cantidad de Ig- E que poseen en
suero. Unos musstran nivele s de Ig E

suero,




Katz (1%78) tienden a demosirar cue el fenoti o de

baja recsrpuest I no refleja la incapacidad
genética : g i#¢ . E. @igp por e}
contrario para suprimir
activamernte e E una manera
afective. Por tanto, la expresion del f-notipo
-~ resulta de la disminucién de la capacidad
individuos para mantener de una manera
fectiva la produccién de anticuerpos Ig -
niveles minimos (KAT.Z, 1978).
Este mismo autor ha descubierto en ratcomnes
una molécula termostable de peso mclecular 150.000
daltons capaz de suprimir la produccion ge ig B. A
la actividad que ejerce tal molécula se la conoce
como Factor Supresor de la Alergia (SFA). Tal
material perece no ser especifico de antigeno
(KATZ, 1978).
Por tanto, la sintesis de anticuerpos Ig E
esta controlada no sélo por un mecanismo regulador
sélula T estimulantes y las
oras especificas &= antigeno, cOmoO

otras lases de inmunoglobulinas,




que tambien esa sujeta a control por un

mo supresor no especifico gque parece actuar

selectivamente en la respuesta por anticuerpos

Ig E. Este supresor no especifico parece depender
de los linfocitos T. Estos sistemas reguladores
pueden ser alterados con ciertas manipulaciones,
-omo bajas docis de rayos X, cicloiosfamida y
etros, 1o gie S5 refleja en una gran produccién de
Ig E sin afectar al resto de las inmunoglobulinas.
Los niveles de Iz E pueden ser devueltos a niveles
normales con la acdicien de SFA (KATZ, 1978).

El estudio de la Ig E en la rata se ha
desarrcllado principalmente en la raza LOU/C soure
inmunccitomas malignos ileocecales gque en sSu
mayoria scn productores de Ig E monoclonal. Las
propiedades fisico-quimicas de la Ig E de rata
consisten en un peso molecular 198.000 + 10.000
dalton con un coeficiente de sedimentacién 7.6 S.
Ea Ig E. & diferencia de otras inmuncglobulinas,
precipita en sulfatc amonico saturado al 33% y es
termolabil aiterandose la cadena Epsilon tras

calentar a ) lurar 4 ( clnd A piedade:




=h Suero
media se
de rata no
puede ser

¥y al menos

2 union de
mactocito es estrecha
el tipo d&¢ wrién
covalentes. La
ecer en 1los
o ;' gQue & sy
debe estar i1ntegro, 2 = 2 e e e

tienen tal capacidad

alta especificidad de estecic




La G.a tiene en la rata importantes

proriedades homocitotrspicas. Su peso molecular es
de 156.000 dalton, la vida media en suero es S
dias, y en la piel 2.472+0.25 dias. La Ig G:-a de la
rata cruza la barrerz placentaria, esta present

en el calost-o y puede ser absorbida por el tractio
intestinal de ratas lactantes. Ademéds, la Ig G.a
es ;a segunda clase de anticuerpo anafilactico <u
ia rate v posee actividad citofilica pudiendo
fijarse, aunque debilmente, a la membrana del

mastocito (RAZIN, 1982Z..

tocitos y Basofilos

Paul Ehrlich fué el primerc en describir
mastocito por su contenico en granulos que
tefiian metacromaticamente con el azu
toluidina. El mastocito tiene un tamafic
10-20 pum, y su forma varia dependiendo del medio.
El nucleo es oval y situado centralmente, 7y ZoOn

! auTarece enmascarado por Lo




granulos sacretorios, que en numero agroximado de

200 muestran un tamano uniforme, con ©n diametro

de 1 pm. Locs granuiss estan delimitacos por una

membrana grarular, mas apreciable en _a rata que
en el hombre. En la rata la ultraestructura de los
granulos es nomogénea, mientras que en el hombre

caracteristicamente laminar con espirales y
volutas. Esta estructura se pierde durante la
deyranulaciérn (MYGIND, 1386).

El tas:filo es de menor tamad que el
mastocito y difiere estructuralmente de este
altime por mostrar un nucleeo bilobar, m2nor numero
de granulos, y de desigual tamafio (M{GIND, 1986).

Se pensaba que los mastocitos fcrmaban une
poblacién homogénea de células con una morfologia
similar a la del que recientemente ha sido
reconocidc smo mastocito asociados al tejido
conectivo, CTMC. La técnica de tincien usada para
demostrar los CTMC requiere fijacién en formol y
tincién con azul de toluidina. Se

con estos metodos no aparecen




asucikxlos a mucosas, los cuales requieren
fijac:on y tiaciones especiales (ROITT, 198%).

_os CTMC se encuentra alrededor de lus vasos
en la mayoria de los tejidos. y aungue existe

similitud en la merfolngia grosera, pueden diferir

en cuznto al nimero y tamafio de los grarulos y sus

propisdades farmacologicas. Les MMC tienen una
distr:ibucien diferente hallandose la raxima
concentracién en la mucosa del intestino medio y
los pulmones (ROITT, 1985).

Existen importantes diferencias funcionales
entre los MMC vy los CTMC de la rata:

La proliteracién de los MMC es dependiente de
los linfocitos T, mientras que la de los CTMC es
independiente de dichaé células o de sus factores.

El ciromocglicate dissdice y la teofilina
inhiben ambos, en la rata, 1la liberacién de
histamina de los CTMC, pero nc de lcs MMC.

£1 rcontenido en histamina es mayor en los

que en los MMC.

Zn los MMC existe Ig E citoplasmatica. Este

haliazvo es negativo en los CTMC (ROITT, 198%5) .




Lo 1 2 itos basofileos se forman en 1a

meédula osea. - mucha similitud estructural v

funcional rastocitos 'y actuan como
*mastocitos circulantes", median en las reaccinnes

alérgicas sistemicas y generalmente estan
confinados a la médula é3ea y sangre. En alguncs
tipos de inflamacion, los baséfilos migrou a le=
tejidos y participan en las reaccionres alérgicas
locales (MYGIND 1986).

En 1953, Riley y VWest dJdemostraron 1la
presencia de histamina en los mastocitos, haciendo
obvio el papel desempefiado por los mastocitos y
los baséfilos en la alergia. La degranulacién de
estas ceélulas amplifica la interaccion alergeno—
Ig E, media la alergia tipo I, v son por ello
llamadas células mediadoras. El término degranula-
cién es sinénimo de liberacion de histamina o, mas
correctamente de liberacion de mediadores
bioquimicos, tambien llamados autacoides (MYGIND,
1986) .

En

mastocitos




atinidad para la 1g E; hay

aproﬂimadamente

en cada -&lula. Esta constante de fijacion

elevada vy el largo tiempo de permanencia,

cerca de seis semanas, permiten a estas células

concentrar Ig E en su supertficie (MYGIND, 19386).

Los receptores de los mastocizos estan

localizados y =mbebidos en la membrara plasmatica

scasamente expuestos al exterior vy ori=ntados de

tal modo que la Ig E puede fijarse a ellos.

Existen evidencias de gue el receptor es una

glicoproteina zon un 10-15% de carbchicdratos. Una

sola molécula del receptor fija una sola molécula

de Ig E. Ademas de univalentes los receptores son

nmoviles en la membrana celular, tantc si estan

unidos a la Ig E comc si no (METZGER, 1981).
La heparina es la responsable de la tincién

de los mastocitos, pero su importancia como

mediador en la alergia es pequefia.

La heparina es

una molécula cargada

cation histamina. En

mediadores

almacenadcs en

quimicos.

granulos

negativamente que fija al

el hombre existen otros

Unos preformados y

como las va nombradas




histaxzina =par i factores quimiotaticoe

para =o0sinofilos neutrofilos, =1 fator acivador

compuesta por

Leucesrieno

La degranulacién es un 2roces secretocrio
activo que conzume energia y que requiere calcio.
El proceso comienza
la interaccién entre el
Fab de moleculas
ser divalente (dos determinanties
multivalente ya que el puenteoc &

es nciai o para




enzimas, <como la metil transte gque reorientan

fosfolipidos de la memorana . Esto hace que

se abran las puertas del calcio con lc que se
produce un flujo de calcio extracelular tacia el
interior de ‘ 2Bl eakedn . dndues  una
activacion de los microtibulos produciendcse una
contluencia de las membranas celular y
perigranular. La 1liberacion de histamina tiene
iugar por intercambic iénico con el Na“.

Cuando 1los mediadores son liberados, la
estructura laminar de lcs granulos es reemplazada
por un material floculoso iaxo. Los baséfilos
humanos exteriorizan cada granulo por separado,
mientras que en los mastocitos los gréanulos se
fusionan intracelularmente y salen por una canal
comin. Los grAnulos no necesitan ser expulsados de
la célula para liberar los mediadores al liquido
extracelular (MYGIND, 1986).

La respuesta de las células secretoras al
estimulo alergénico depende del contenido de

edi numero de moléculas de Ig E que

uperficie celular, del nivel ae




calecio o ;2 relacion AMPc/GMP.
Niveles ' : la ceélulas mas
resistente a la estimulacién, y el mismc efecto
tienen bajos

Una vez liberados al exterior, los medfiadores
bioguimicos con=enidos en los granulos, Yy

sintetizados ds novo ejercen sSu accion a

diferentes niveles, Sobre la permeabilidad

vascular sobre mosculo 1liso actuan la
histamina, la =S-A, la PGD., y el TxA:; come
sustancias activadoras de la plaquetas actuan el
FAF y el TxA.; el ECF, el LTBa, y el NCF son
factores gquimiotacticos para neutrefilos,
eosinéefilos, o ambos; los enzimas como la
kalicreina contribuyen a la inflamacién por la via
de la bradigquinina. La histamina contribuye a la
reaccién inmediata tras la exposicion al alergeno,
y a la fase tardia facilitando la migracion de
inmunoglobulinas y celulas inflamatorias al 10oco

inflamatorio.




CONJURTIVITIS ALERGICAS

En 1906, Lismens +von Pirg.et define 18
azlergia como una alteracion o e’=vacién de la
capacidad de respuesta frente a sustancias
extrafias al organismo. Es tipico q-e la respuesta
sea inducida por estimulos normalmente inécuos. La
conjuntiva es un sitio frecuente de tales
reacciones y sus manifestaciones son a menudo
dramaticas por su intensiaad. Es facilmente
accesible a alergenos de contacto o transmitidos
por el aire, es un lugar Ze infecciones
bacterianas recurrentes y con frecuencia expuesta

a drogas. AdemAs por su proximidad <on la delicada

piel de los parpados, en si muy reactiva, resulta

a menudo en una dermatcconjuntivitis, que por su

intensidad puede ser alarmante. La conjuntiva es
marcadamente sensible a tales agresiones, diez o
mas veces que la piel segun los efectos
comparativos de inyecciones intramucosas e

intradermi-as (DUKE-ELDEPR, 1965).




Hipersensibilidad conjuntival

1 desarrollo de una hipersensibilidad local
frente a un antigeno espec:ifico en la ccnjuntiva
fue ya anmpliamente demostrado por
Julien (1913), Von Szily (1914), Van Es
(2%918), Woods (1924) y otreos, que demostraron no

s5l0 que la conjuntiva podia ser sensibilizada de

igual modo que otros tejidos formande parte de

procesos anafilacticos generales, sino que también
mostraba una sensibilidad local muy marcada si se
producia un contacto inmediato con el

Asi también lo demostraron 1los experimentos
Ratner y cols (1927) en cobayas. Chait (1950
demostro que la conjuntiva podia servir de via de
entrada a alergenos originando reacciones

sistémicas (DUKE-ELDER, 1965).

Tipos de Conjuntivitis Alérgicas

Conjuntivitis alergica si




del tipo anafilactico inmediato (fiebre

del hanol, mediada por anticuerpos

circulantes
a) Conjuntivitis atopica: deb:da a
contactantes, inhalantes, o ingestantes.
Forma aguda o crenica
b} tipo retardado (tuberculinico),
transferible por celulas linfoides
o) Dermatoconjuntivitis de contacto: causada
por la aplicacien tépica de procductos
quimicos
B Conjuntivitis alérgica microbiana:
originada por orzanismos vivos o muertos, O
sus productos, sean bacterias, virus, hongos
o parasitos
¥) Queratoconjuntivitis medicamentosa: debida
a ingestion de sustancias tales como
arsenico y oro

2) Conjuntivitis alérgica intersticial
a) Queratoconjuntivitis flictenular. -
reaccion de origen retardado, representa una

alergia microbianz endegena




b) Cecnjuntivitis vernal.- es presuntamente
una enfermedad de origen alérgico de tipeo
inmediato. La etiologia es discutida pero

re=s=nta probablemente una alergia exogena

(DUKE-ELDER, 1965).

Conjuntivitis Alérgica Simple

Conjuntivitis Atépica

vista clinico las
conjuntivitis atepicas clasifican en agudas o
créonicas; presentan la misma patologia
general y sintcmas clinicos difiriendo solamente

en la duracien y severidad. Entre ambos extremos

se encuentran las formas subégudas (DUKE-ELDER,

19657 .

1) Conjuntivitie atépica aguda.- Se produce una
reaccion inflamatoria aguda minutos despues de la

cual el paciente




ecta sensibilizado. El cuadro clinico consiste en

hiveremia brusca con quemesis intenso que

cornea, asa comeo picor intenso,

fotofobia y lagrimec profuso.

vasodilatacion
con abundantes eosincfilos.

ramicas de hipersen=ibilidad
ivas. La sintomatologia
el ccont&cte . con

cantraripn, sSi este percist
upa fase subaguda O crornica.
2 Cofientivitis atopicA crohica. -
en pacientes menos sensibles o con exposiciones
repetidas a un alergeno mas diluido y es la forma
mas comun de conjuntivitis atepica
conjuntiva tiene un aspecto inflamado
especialmente en la mitad temporal
infeagics . En 1 2ak subaguda

iperemia v quemosis mientrss que en

aspecto é=2 la mucosa 25 pal




tipo papilar pudiendo aparecer

lus casos cronicos en la conjuntiva
pa.pebral inferior. Hay cong=stién, edema e infil-
trado celular con linfocitos pequefios, células
plasmaticas y eosinsfilos; estos ultimos aparecen
frecuentemente en la secrecién vy en los irotis
conjuntivales. Las pruebas cutineas de ergia
muestran un resultado positivo en 15-30 minutos

-ELDER, 1965, THEODORE, BLOONMFIELD & MONDINO,

Lla suwavidad de los signce ccrtrasta con la
intensiiad de los sintomas. Consisten estos en
zonstante que obligarn al paciente

continuamente los ojos con lo que se
intensiiican sus mclestias. La sintomatologia se
acentua, y a menudo se desencadena, por irritantes
atmosféricos como humo de tabaco, gases de la

combustien, vientoc o cambios térmicos.

Las complicaciones oculares son excepciocnales

casi siempre limitadas a la atopia polinica
La afectacion de cornea ocurre en el

yeratitis epitelial




26

punctata. Se han observado epiescl=riti

th

recurrentes, iritis plasticas, y neurorretinitis
edematosa recurrentes. Estas complicaciones sorn
estacionales y pasajeras desapareciendo tras la
desensibilizacién. Las manifestaciones sistémicas
de la atopia son mas frecuentes e incliuyen
rinitis, sinusitis, eczema, artrit s y
ocasinnalmente migrafia (DUKE-ELDER, 1965).

3) Tipos de conjurntivitis atepicas:

a) Atcpia a pélenes, polinosis, fiebre del
heno. Es la mas comun y tipica. La alergia
conjuntival se asocia a otras localizaciones <onc
la nasal, sinusal o bronquial. Tiene frecuentenen-
te - un caracter hereditario c¢on transmicsion
dominante. El principal alergeno es el polen,
preferentemente el polen de hierba; y la
prevalencia es mayor en el medio rural en los
nmeses de Abril a.Septiembre dependiendo del tipo
de polen.

La fiebre del heno comienza a manifestarse
tras la pubertad, auvnque en los casos de mayor

aracter hereditaric puede empezar antes y <cn la




edad tiendos a suavizarSe vy A remitip. Los
episodios tienen un comienzec brusco: en pocos
minutos los ojos se tornan humedos y Ze colos rojo
brillante, a veces con edema palpebral, ademas hay
picor intenso y escozor. A estos sintomas se anade
un intenso coriza y se intensifican en situaciones
ambientales de humos o cambios de temperatura. Al
desaparecer el alergeno remite el cuadro en pocas
horas sin secuelas. £in embargo tras exposicicnes
repetidas y frecuentes, la conjuntiva toma un
aspecto inflamado y los ojos se vuelven irritables
hasta que acaba  1a estacien del polen.  La
irritacién continua da lugar a la formacién de
foliculos y papilas que desaparecen al eliminar el
estimulo alergénico durante una temporada (DUKE-
ELDER, 1965).

b) Atopia a otras proteinas vegetales. Es
menos frecuente que la anterior peroc igualmente
dramhdtice. Se ha descrito la hipersensibilidad
ccnjuntival frente a maiz, trigo y rosas, flor de
centeno y otros. También las esporas de los hongos

nec patogenos pueden actuar como alersenos




ambi=ntes Thunedos LUKE-ELDER,

c) Atopia a proteinas animales. Los derivados

de .2 piel de algunos animales especialmente gatos

y c2tallos, y con menos frec.=ncia perros, pueden
act.ar comc atopenos inhalantes y producir asma
conjuntivitis atopica. Tambien 1la lana de

-

jerceis o las plumas de ave de colchones y
almchadas pueden dar el ismo cuadro. Las
reacciones suscitadas pueden s2r muy sensibles e
indiscriminadas, o por el centrario ser especi

a una determinada raza como

d) Atopia debida a

lo= individuos con : alimenticia se
desarrollan <onjuntivitis a<cpicas. No es bien
conocido si la sensibilizacion es frente a algun
producto de la digestién c del metabolismo. Los
productos mas frecuentenmente implicades son
huevaos, leche, pescado, mcluscos, crustaceos,
cereales, arroz, frutas y chocclate (DUKE-ELDER,

196%) .




CONJUNTIVITIS VERNAL

La conjuntivitis vernal es una inflamacién
intersticial de conjuntiva, bilateral y
recurrente, con incidencia periodica estacicnal,
de caracter autolimizado y etiolecgia desconocida.

caracteriza por presencia de papilas
aplanadas generalmen*= en la conjuntiva tarsal con
disposicién en empedrado, hipertrofia gelatinosa
de la conjuntiva limbica, discreta o confluyente,
y un tipo especial de gqueratitis; se asocia a
picor, hiperemia lagrimeo, y secrecion mucosa 0O
lardacea que contiene eosinofilos (DUKE-ELDER,

1965 .

Historia

La conjuntivitis ernal fue inicialmente

escrita por Avrlt en 1845 ; cbservacion de

casce de int:




von Graefe describié _as preli-
tizicas de la conjuntiva tarsal a las
granulaciones en pavizento". En
introdujo el término catarro vernal
o primaveral. Horner, en 1880, describié unos
puntos blanccs gque aparecian a ambos lados del
nueve afios mas tarce confirmeo
y denonminé "puntos de Irantas Horner®.

Gradle describio la seme janza =ntre
conjuntivitis wvernal y la de la fiebre del heno.
Herbert en 1903, descubrie eosinétfilos en el
frotis conjunti estos pacientes. =1 trabajo
mas exhaustivc sobre esta enfermedad fue publicado

en 1950 por Bz IGELMAN

Epidemiologia

La conjuntivitis vernal afecta principalmente

a varones, 7C a 90% segun las series, hasta la

de entonces aumenta la

0s 20 aneos




igualmente atectados.

tua entr los s 13

Despues de los 30

padecen la enferm

O 'CONNOR, 1981; HIDALGQO et al.,

Todas las razas son

1a enfermedad

aunque la raza

ma frecuentemente la forma

O 'CONNOR, 1981), sin embargo

las formas mas de

severa
(THECDCRE, BLOQMFIEL

La conjuntivitis

extendida varia e€n
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area geografica.
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es una de las

e

conjuntivitis wvernal. Ern

episodioz comienzan en los meses

remiten en los meses frios. Se bha

casos de emigrantes del hemisferio

sur al norte como se 2a modificado la epoca de
comienzo y remision de los episodios. En nuestrc
area geografica la enfermedad comienza en
primavera y se prolcnga durante el verano,
remitiendo progresivamente. En invierno los
sintomas desaparecen habitualmente peroc no lecs

cambios proliferativos, que solo en la forma

limbica leve suelen remitir.

La conjuntivitis wvernal es una enfermedad
binocular, aunque el comienzo puede no ser
simultadneo en ambos ojos. Las manifestaciones
conjuntivales pueden encontrarse en dos formas

diferentes, la palpebral la limbica, aunque en
F




un amplio porcentaje de casos, 30-70 %, ocurren

simultaneamente (DUKE-ELDER, 1965).

1) Sintomas

El picor ez la queja mas frecuente de los
pacientes con conjuntivitis wvernal. Aparece como
el sintonma m&s  precoz cuandeo los cambios
conjuntivales son aun minimos. Durante el curso de
la enfermsdad el picor acompafia a la recurrencias
y exacerbaciones, desapareciendo en las
remisiones.

Sensacion de cuerpo extrafio, quemazon,
lagrimeo, y fotofobia en caso de participacison
corneal, son tambien sintomas de la conjuntivitis

vernal aunque oOcurren c¢cOn menor irecuencia

(BEIGELMAN, 1950).

2) Signos

Las dos formas de conjuntiviti vernal

generalmente ocurren juntas, aungue predomina una




de ellas. La forma limbica es predominante e
negros e indios americanos. La forma palpebral
interesa predominantemente la conjuntiva tarsai
superior. Los cambios en la conjuniiva tarsal
inferior, si existen, <€0On muy moderados, y So©.2
excepcionalmente se =2I=cta la plica (DUKE-ELDEE,
196

Se puedzn distingulr dos estadios:

Primer estadio.- Existe solamente hiperemia
conjuntival, secrecion escasa y picor intensc,
puede no progresar Yy guedar en una forma abortiva

adoptando la conjuntiva un aspecto deslustrado y

lefioso (DUKE-ELDER, 1965), o progresar en el plazo

de dias, a lo sumo dos sSemanas, a la forma
hiperplasica (BEIGELMAN, 1950).

Segundo estadio.- Como consecuencia de la
hiperplasia tisular 12 conjuntiva adopta un
aspecto engrosado, y <0On la ayuda de magnificacién
pueden observarse diminutas papilas menores de
0,1 mm. La vascularizacién de estas papilas es
caracteristica. En =21 area afectada, una trama

vascular profunda envia ramas perpendiculares, que




a simple vista parecen petequias, y que a Su Vvez
originan una segunda trama superficial confiriendo
a la conjuntiva un aspecto reticular
~aracteristico. Mas frecuente que ' esta forma

“lisa" de conjuntivitis vernal es la formacion de

papilas gruesas ce diferentes tamafios, separadas o

agrupadas, y que afectan principalmente al borde
superior de la conjuntiva tarsal (BEIGELMAN, 1950;
DUKE-ELDER, 1965). La abundancia de papilas hace
que se aplanen debidc a la presién contra la
cérnea, adoptando el aspecto ern empedrado tan
~aracteristico (ALLANSMITH, 1978). Durante los
periodos de actividad las papilas en empedrado se
vuelven hiperémicas e inflamadas con edema e
inf:ltrado celular inflamatorio (EASTY, 1985).
Como resultado de la hiperplasia tisular puede
aparecer un ptosis de 2-3 mm que suele ser
simétrico y confiere un aspecto sofioliento al
paciente. Las papilas estan cubiertas por un velio
lechoso que se retira facilmente con una torunda

de algoden (ALLANSMITH, 16785 .




En el parpacdo inferior suele acumularse, en
el ter-io interno, una secrecién mucosa compacta
de co.or amarillento sucio pero que noc pega los
parpadios. Histolégicamente esta formada por moco,
celulas epiteliales descamadas, celulas mono-
nucleadas y polimorfonucleares. sobre todo
eosincfilos  asi como grénulos eosinofilicos
(ALLAKSMITH, 1978); esta secrecién es notablemente
alcalina (DUKE-ELDER, 1965

fa forma limbica de la conjuntivitis vernal

se inicia por una congestién vascular que se

acompafia de una opacificacion difusa o localizada

del limbo con pérdida del patrén reticulado y sin
engrosamiento. Posteriormente, en el curso de
semanas 0 meses, aparecen sobre el limbo maltiples
nédulcs, pequefios, semitransparentes y gelatinosos
que son esencialmente papilas como las tarsales.
El sitio predilecto de aparicién es a ampos lados
de la cérnea, en la hendidura interpalpebral. El
color de estos nédulos es variable dependiendo del

grado de vascularizacion, estando mas conges-—




tionados er los meses calidos. (BEIGELMAN, 195C.
DUKE-ELDER, 1963).
Entre los nodulos limbicos pueden aparecer

acumulos de aspecto calzareo -onocidos como puntos

de HORNER-TRANTAS y gque varian considerablemente

en numero, tamafio, forma, color y localizacicén,
aunque mas frecuenteme:rte sSon pequefios, redondos.
blances, y se localizan preferentemente en o
limbo superior. Una caracteristica importante es
su caracter efimero, solo unos dias o a lo sumc
una semana. (BEIGELMAN, 1950). Pueden aparecer en
cualquier estadio y estan constituidos por
acumulos de eosinefilos (ALLANSMITH, 1978 .
También pueden aparecer en el limbo fositas
marginales o estructuras linfoides que
representan, en opinion de HORNER, Areas de
regresion entre las formaciones hiperplasicas
que han recobrado su transparencia normal
(BEIGELMAN, .:50).

La conjuntiva bulbar suele mantener Su

aspe ‘0 normal, a pesar de los cambios tarsales ¥y




limbicos, aungue con cierta frecuencia aparece

hiperemica y quemotica (BEIGELMAN, 1950).

En ios casos, graves las lesiones linticas
pueden extenderse a la cornea. El epitelio corneal
puede ser invadido por lesiones idénticas a las
del limbo esclerocorneal y que destruyer la capa
de PBowman. Es caracteristico que mientras esta
invasion avanza hacia el centro y la periferia
deja la unién esclerocorneal libre y |Dbien
definida. En ocasiones, este tejido invasor puede
vasc larizarse semejando un  pannus, incluso
pueden aparecer sobre el pequefios nédulos con
puntos de HORNER-TRANTAS siendo precisn
diferenciarlo del tracomatoso (BEIGELMAN, 1950;
DUKE-ELDER, 1965).

Ademas de las alteracicnes corneales causadas
por la invasion directa de las lesiones limbicas,
la cé~nea puede afectarse en el curso de 1la
conjuntivitis vernal y asi pueden aparecer
lesicnes epiteliales conocidas como *queratitis
epitelialis vernalis" de Togby <(TOGBY, 1933).

Ocurre mas frecuentemente 2n la forma palpebral y




en v forma basica la lesién es puntii rme;
consiste en pequefias placas gricsaceas de epitelio
necrosado en los dos tercins superiores de la

cornea, que tifien con flvoresceina y causan

fotofcbia, posteriormente ueden ser <or uyentes
Yy

y p-oducir opacidades de forma variada en la
coermnea. La ulcera cornezal vernal es mas
infrecuente, aparece preferentexente en la forma
palpetral, se situa en la parte superior de la
cornea y es de forma ovalada <on el :je mayor
transversal. Esta limitada a las capas cuperiores
de la cérnea y no suele vascularizarse. El centro
lo forma un material necrético y el su~lo esta
{ufilt-ado. Se a -mpafia de escasos sintomas de
rritacién, no progresa y puede durar varias
comanas deiando al cicatrizar una opacidad en la
lamina de Bowman (BEIGELMAN, 1950¢; DUKE-ELDER,
1965) .

Otras complicacioues son el pseudogerontoxon,

el queratocono y el queratoglcbo.




Anatomia Patologica

Fxisten tres formas anatomoclinicas de la
enfermedad: palpebral, limbica y mixta. Histclegi-
camente las tres formas sen similares
diferenciandose solo en la localiczacisn de las
lesiones.

Los cambivs ocurren en el epitelio y en la
sustancia propia, siendo estos ultimos los mas
extensos y precoces.

Al microscopin éptico se observa:

1) Sustancia propia: los primeros cambics
consisten en vascdilatariéen y edema. Pronto
aparece =1 infiltrado celular constituido princi-
palmerte por linfocitos, células plasmaticas ¥
ecsinofilos, ademas pueden encontrarse en
cantidades variables otras células como bascfilos,
neutrofilos, fibroblastos, histiocites y

mastocitos que incluso infiltran el epitelio

(REIiGELMAN, 195C; ALLANSMITH, 1978).




En los primeros estadios de la enfermedad el
infiltrado mues+ra tendencia a ser perivascular y
se situa inmediatamente debajo del epitelio.
Posteriormente las celulas inflamatcrieas se
dispersan por toda la sustancia propia y su
relacion con 1os vasos se hace mencs patente,
ademas aparecen nuevos vVasos y se hipertrofia el
tejido conectivo; ~omo consecuencia se forman
r6duios elevados sobre la placa tarsal que

conforman el estroma de las papilas. En este

m

stadio el numero tctal de celulas inflamatorias
no excede del normal; asi podria ser que la proli-
feraciéon conjuntiva fibrosa fuera un mecanismo de
acomodacién para albergar un numero absoluto mayor
de células inflamatorias (ALLANSMITH, 1978)

Los linfocitos pueden encontrarse aislados,
dispersos, agrupados y 2n grandes masas, a veces
formando pseudofolicules que carecen de centro
germinal (BEIGELMAN, 1950). Mediante el uso de
anticuerpos monoclonales se ha observado en los
enfermoe de cornjuntivitis vernal un aumento de

linfocitos inductores/esti wlantes y de linfocitos

14




supresores/citotexicos respecta de la poblacion
rormal. Ademas los linfocitos inductores/
estimulantes constituyen el compcnente mas
importante de las ceélulas T en el intiltrado
celular. Estas células se encuentran en su mayoria
en grandes grupos alrededor de los vasos

Sanguinens O, menos frecuentemente, diseminados

por la sustancia propia cerca del epitelio. Por el

contrario los linfocitos supresores/citctexicos,
localizzdos en su mayoria en la sustancia propia
proxima al epitelio o en el epitelio mismo
representan una minima parte dei infitrado poer
liifoci=os ({BHAN, FUJIKAWA & FOSTER, 1982,
FUJIKAWA, FOSTER & BHAN, 1986).

Las células plasmadticas aparecen despues que
los linfocitos en el infiltrado celular y se
encuentran en numero elevado durante las
exacerbaciones, desapareciendo en las remisiones.
ALLANSMITH ha encontrado ceélulas plasmaticas
productoras de Ig A, Ig De Ig E en nomero elevado
(ALLANSMITH, 1978)>. En la conjuntivitis vernal,

los plasmocitos productores de Ig E estan




tres veces respectc de los individuos normales
segun revelan estudios iz con anticuerpos
fluorescentes (BLOCH-MICHEL et al, 1977; CARRERAS,
19830 .

Los eosinefilos apar=cen er menor proporcién
v se distribuyen por las capas superficiales del

estroma cerca del epitelio, al «cual pueden

atravesar por movimientos ameboides y aparecer en

las secreciones de ¢ - acientes. A veces pueden
ssr vistecs atravesando las paredes de los vasos.

nimerc de eosinofilos
puede no disminuir apreciablemente.

Los mastocit se localizan muy cerca de los
vazos, incluso . en ] paredes, y aparecen
masivamente durants las remisiones.

Los histiocitos estan presentes siempre Yy
muestran actividad fagoci+ica (BEIGELMAJ, 1950).

En estadios avanzados se puede apreciar un
aumento de las ‘ fijas del tejido
conjuntivo, pero siempre mocderada y fuera de toda
proporciér. con la  hiperplasia de las fibras

conectivas (MORGAN, 1371




Los haces 4= colageno de la sustancia propila

sufren desde =l principio de la enfermedad una
hiperplasia, y en las capas profundas se
anastomosan libreme lugar a una red
irregular cuyos i contienen células
inflamatorias, invaginaciones epiteliales, vasos
sanguineocs Yy guistes. Mas importante que la
hiperplasia .2 degeneracioén hialina que sufren
ias fibras c.ageno, uniéndose estas en bandas
nomogén=as acidof:licas Este proceso de
degenseracion was evidente en las capas
superficiales = tes al epitelio. Durante las
remisiones el teiido conectivo se desintegra y los
fragmentos pueden ser retirados por lo que la
lesién exuberante se reduce. También ocurren
degeneraciones : y calcarea en areas aisladas
{BEIGELMAN,

En limbica ocurren los mismos
cambios, L i -ion del tejido fibroso con

degeneracién hialina del estroma e infiltracioén

-maticas, linfocitos y eosinofilos




anmbios epiteliales aparecen
precozmernte, ocurriendo fenéwmenos proliferativos
y degenerativos. Los cambios degenerativos son mas
precoces y evidentes en las capas superficiales

donde ararecen vacuolas y granulos acidofilicos en

el citopiasma y picnosis en el nucleo. A veces el

recubre la parte mas elevada de las

quedar reducido a una sola capa de

fenomenos degenerativos son mas

la forma limbica. Los cambios

consisten en aumento del numero de

diez o mas capas de ceélulas

irregular i tanto del tipo cubico
comc de=1 tipo en empalizada, © bien en la
proliferacion del epitelio hacia el interior de la
masa fitrosa subyacente, unas veces en forma de
cordones sélidos y otras de procesos glandulares
simples con eosinofilos en su luz, que pueden
ofrecer al corte el aspecto de nidos celulares o
quistes. Las células caliciformes aumentan
en namero y actividad,

tondos de saco que se forman




zntre las papilas. Los <cambios degenerativos y
vreliferativos unidos a cierta queratinizacioén dan
lugar la transformacién de un epitelio columnar
estratificado con 2 é 3 capas, en un epitelio
scamoso =stratificado con 8 & 9 capas (BEIGELMAN,
1950; DUKE-ELDER, 1965).

En intima relacion con los canbios
degenerativos del epitelic estan los pseudoquistes
y los puntos de HORNER-TRANTAS. Los pseudoquistes
se originan aparentemente por dos mecanismos: el
orimero ccnsiste en la aposicién de dos capas
epiteliales entre las papilas con acumuio de
mucina, procedente de la acumulacién mucinosa de
las células epiteliales, ern el fondo de la cripta.

El segundo consiste en degeneraciéon de las células

epiteliales mas internas de la capa epitelial

hiperplasica. Los puntos de HORNER-TRANTAS son
areas circunscritas de células epiteliales que han
degenerado rapidamente en una masa amorfa. A veces
pueden encontrarse granulos eosinofilicos
procedentes de la desintegracion de eosinofilos.

—

Te situan en las capas profundas del epitelio o en




las prolongaciones epiteliales; con el tiempo

progresan hacia las capas superficiales y rompen
a traves del epitelio (BEIGEI MAN, 1950).

Con el microscopioco electronico se cbserva,
adewmAs de lo descrito, la presencia de basofilos
como una constante de la enfermedad; se situan en
la sustancia propia y en el epitelio. Allansmith
encuentra 200 basofilos por milimstro cubico en la
conjuntiva de los pacientes de conrjuntivitis
vernal y ninguno en las conjuntivas normales.
También encuentra mastocitos de mode rutinario en
el epitelio; normalmente estan ausentes en esa
s{4tuacion (ALLANSMITH, 1878). BSe ha comprobado
ademas que en las fases agudas el 80% de los
mastocitos estan degranulados mientras que cn las
conjuntivas normales estan integros (HENRIQUEZ et

al, 1983).

Tratamiento

La cosensibilizacion

los alergenos no ha




investigada debido probablemente a la multitud de

ellos que parecen intervenir en la eticlogia, sin

embargo, la experiencia existente nv demuestra,
hasta e. momento, que  produzca una mejoria
significativa (EASTY, 1985).

Los antihistaminicos, locales o sistemicos,
han mostrado ser efectivos solz en los casos
leves (EA3TY, 1985).

Los corticosteroides per viz topica es la
terapia mas efectiva de la que =e dispone,
obstante, les efectos secundarios i esta
(glaucoma, formacion de cataratas Yy agravamiento
de dlceras corneales), y la cduracien de la-
enfermedad limitan considerablemente su uso
(ALLANSMITH, 1978).

El cromoglicato disédico, desde su
intr >duccién (EASTY et al, 1971), na confirmado su
efecto beneficioso en los pacientes con
conjuntivitis vernal, aungue no elimina la
necesidad uso de antiinflamatorios mas
potentes, comoc los corticosteroides durante los

episodios agudos (EAETY, 1935). Su unica propiedad




=5 la de prevenir la degranulacicn del mastocito

ALLANEMITH, 1078).

En nuestro medio, =1 uso de cromoglicato

iieédico no se ha mostrado eficaz (HIDALGO &
ZARRERAZ, 1082) y de igua. modo en Israel (HYAMS,
ZIALIK & NEUMANN, 1875)
Los ensayos realizados con 2l acido
salicilico por wvia oral han resultado

=speranzadores (ARELSON, BUTRUS & VESTON 1983;

con persistencia de los
pesar

ser necesaria la

paciente de lus alergends ambientales wusvales
(EASTY, 198%)

Entre la terapeutica de apoyo, las compresas
frias, los colirios astringentes, mucoliticos como
las soluciones al 1 y 2 % de carbonatc sédico
monohidratado (THEODORE, BLOOMFIELD & MONDING,

i983) o la acetilcisteina en gotas para disolver




la secrecién muccsa (EASTY, 1985), son de
utilidad para aliviar los sintomas.

La crioterzapia 0 la excisién de las
vegetaciones proporcionan un aiivio efimero

(THEODORE, BLOOMFIELD & MONDINO, 19€3>. Cuando se

forman placas ccrneales los pacientes dejan de

~

responder a la terapia con corticosteroides
topicos, siendo necesario la eliminacién de dicha

placa.

Etiopatogenia

La patogenia de la conjuntivitis vernal
permanece en discusion. Se han considerado tres
posibles teorias no excluyentes entre si. Asi, se
han implicado determinados factores fisicos,
alteraLiones endocrinas, y un estado alérgico.

ia incidencia estacional de la conjuntivitis
vernal ha sugericdc que factores como el calor, la
humedad, y e- ecialmernte la luz, saobre todo en la
porcién ultravicleta del espectro,

algun papel, : B s etiols




mismos, sino como contribuyentes o desencadenan.es
de la enfermedad.

Una alteracién endocrina ha sido siempre
implicada en todas las enfermedades de etiologia
oscura como es el caso de la conjuntivitis vernal.
Asi. se ha hecho responsable en este caso a un
tipo especial de constitucién denominada tipo
liufadtico que se caracteriza por labilidad
vasomotora, taquicardia, hiperplasia 1linfoide e

hipoadrenalismo general (ANGELUCCI, 1848). Parece

evidente que la conjuntivitis vernal se asocia

frecuente, pero no invariablemente a trastornos

constitucionales de este tipao, y la preponderancia
en jévenes sugiere una influencia endocrina, 1lo
que no implica que dicha diatesis sea causal
(DUKE-ELDER, 1965).

Actualmente parece estar bien establecido que
en 1la conjuntivitis vernal esta implicado un
mecanismo de hipersensibilidad tipo I La
etiologia alérgica se apoya en los siguientes
datos: al tendencia a afectar a individuos

-

jovenes, b) ocurrencia estacional de ios




episodios, c¢) presencia de abundantes eosinéfilos
en la secrecién conjuntival (DUKE-ELDER, 1965, 4)
considerable incidencia de otras enfermedades
atépicas en los pacientes de conjuntivitis vernal
y en sus familiares (SMOLIN & O CONNOR, 1981),
e) la existencia de un paralelismo clinico entre
la conjuntivitis vermnal y ° cor.juntivitis de la

fiebre del hLeno cuyo caracter atépico esta bien

establecido (GRAYSOFN, 1979), f) positividad de las

pruebas cuthAneas de alergia en un alto porcentaje
de pacientes con conjuntivitis vernal,
significativamente mayor que el correspodiente
para la poblacién general pero nc tan alto como en
la fiebr del heno (ALLANSMITH & GILLETTE, 1980),
g) los pacientes con conjuntivitis vernal muestran
niveles medios de Ig E en suero y lagrima mas
altos que los individuos normales aunque solo los
niveles séricos son uignificativamente mas altos;
los niveles séricos y lagrimales de Ig E de
enfermos y normales muestran respectivamente una
correlacisn significativa, lo que sugiere que los

niveles de Ig E en lagrima son una funcién de los




niveles de lg E en suero (ALLANSMITH, HAHN &

SIMZX, 1976,, h) presencia Ze anticuerpoes ik B

espe=:ificos frente a alergecncs inhalanies en la
sec:recion lagrimal ie =05 pacientes con
con:untivitis vernal (BALLCw y MENDELSON, 1980;
EASTY et al., 1980), i) loz niveles de histamina
en .agrima estan significat:vamente elevados en
acientes con conjuntivitis vernal respecto de
sujetos normales (AEZLSCTIH et al. . 1977), ©
otras inflamaciones oculares (ABELEZOW,

ALLANSMITH, 1980), 3. elevacion en lagrima

del eosinofilo y de

individuos noruales (o]
enfermedades oculares (UDELL et al. 1981).

No ocbstante, la evidencia de un mecanismo
alérgico en la conjuntivitis vernal no . es
concluyente para explicar la patogemnia.

Asi , A.lansmith sefia’a la existencia,
minoritaria, de casos de coniuntivitis vernal sin
picor, con papi’as, eos

froti conjuntivales
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conjuntivitis vernal tipica esta aun por dilucidar
(ALLANSMITH, -978). Ademas, la existencia de la
conjuntivitis gigantopapilar de los portadcres ae
lentillas en la que la histologia es identica a la
de la conjuntivitis vernal, aunque <cOn MNWeNOS
eosinéfilos, y cuadro clinico indistiguible con
=ta ultima, junto con la existaencia de enfermos

ri

g ¢

e g B s

0

a =levada y otros con lg E normal,
han llevado a Allansmith, a Easty y a Baryshak a
sugerir gue la conjuntivitis vernal es un s: ndrome
plurietiolegico. Er los climas calidos, en un gran
numero de pacientes, la sintomatologia dura tedo
2 afio, la Ig E es normal en suero y lagrima, no
hay una historia familiar de atopia, y no
responden al tratamiento con cromoglicato diseéedico
(ALLANSMITE, 1978; BARYSHAK et al., 1982; EASTY et
al., 19R0; HIDALGO Y CARRERAS, 1986)).

Easty clasifica las conjuntivitis por
hipersensibilidad inmediata en cinco grupos
atendiendo a sus caracteristicas:

1) Conjuntivitis tipo fiebre del heno, con

cambios conijuntivales cliniccs minimcos oy
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trarsit

oriaos, asociades a Ig E especifica en

lagrima y habitualmente =n sSuer

8}

[
5%

“onjuntivitis vernal con papilas finas sin

—
L7]
(P} ]

especifica en suero o lagrima.

»
'

Conjuntivitis vernal con Ig E especifica

en _agrima perc no en suero.

) Contuntivitis varnal asociada a
enfermedades atepicas en nincs, con papilas

en empedrado, elevacica de 13 Ig E serica ¥

antizuerpos especificos en SuUEr0 ¥y lagrima.

(8}

5) Tonjuntivitis wvernal de -ocmienzo tardio

acscciado a atopia =avera, ~on signos ¥y

sin-2mas acentuados, Iz E serica muy elevada

14

hipersensibilidad a un amp-io espectro de

alergenos (EASTY, 198%).

También sugiere que el grupo sin Ig E y sin
historia familiar de atopia esta mediadoc por una
sy bclase de la Ig G. Sin embarge Su estudio

realizade -~on inmunofluorescencia no aporta ningun

bt

resultado concluyente (EASTY et al., 1977) .




En la conjuntivitis vernal los mecanismos
ato6picos realizan un papel primordial, no obstaate
i1a coincidencia de baséfilos en el tejido
conjuntival, el aumento de nuomerc de mastocitos,
a lesion endotelial diseminada, el gran aumento
de la masa tisular y el aumento de linfocitos y

slulas plasmaticas indican que esta ocurriendo
algo mAs que una <simple anafilaxis (ALLANSMITE,
1¢78). As:, diversos autores (MEISLER et al.,
1980; SMOLIN y O CONNOR, 1981) coinciden en la
participacién de un mecanismo de hipersensibilidad
mediada por ceiulas, o tipo IV. El aspecto clinico
e histoléegico es «consistente con un mecanismo
conjunto de hipersensibilidad tipes I y IV, y en
especial un tipo de esta ultima, la
hipersensibilidad basofilica cutanea (SMOLIN &
O°'CONNORS, 1981; KELLEY, 1985). Consiste esta

Gltima en una inmunidad mediada por ceélulas 1 con

infiltracién prominente de baséfilos y mastocitos,

y que a menudo aparece sgbre un substrato
alérgico. Existen suficientes razones para

considerar que ambas formas de inmunidad se




refuerzan entre  si., Las linfoquinas de los

linfocitos activados promueven tanto la

acumulacién local de mastocitos y basefilos, como
una respuesta local y sistéemica de anticuerpo lg
E, que a su vesz lleva a una infiltracion celular
local, liberacién de mediadores de los mastocitos
y probablemente otras formas de respuesta inmune

(WAKSMAN, 1980).
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OBJETIVOS DEL TRABAJO

La conjuntivitis vernal es un padecimiento
alergico cronico descrito exclusivamente en la
clinica humana. La investigaciéon de su patogenia

s-a4 sujeta por tanto a ias limitaciones que
impone el estudio de pacientes en el medio
ciinicoe.

La disponibilidad de un modelo animal de una
en-ermedad humana es una util herramienta que
permite la maripulacién de alguna de las variables
que intervienen en el proceso patolegico.

Existen algunos modelos animales de

padecimiontos alérgicos agudos de la conjuntiva,

pero el desarrollo de un modelo cronico ha exigido
un

conocimiento muy preciso de la patogenia de los
necanismos celulares inmunolégicaos. Solo
recientemente se ha obtenido un modelo de
respuesta crénica en ccbayas. En la rata, los
modelos existentes se han limitado a la fase aguda
sclamente. Dado que el sistema inmunolégico de la
rata es el mejor conocido, cualquier modelo
desarrollado en este animal permite una mas facil
compresiéon de los mecanismos fisiopatologicos.
Nuestro empefic ha sido la elaboracién de un
modelo experirental de conjuntivitis alérgica
en ratas que nus permita estudiar alguno
fenémernos inflamatorios propios de la

ivitis vernal.




MATERIAL

Y

METODOS




MATERIAL Y METODOS

Como animales de experimentacien sSe usaron
ratas macho de la cepa Wistar exogamicas, <on un
peso inicial aproximado de 150 gramos (Pan Lab

.L.Y. Se pBbservée en 1as ratas hiperemia ¥
secrecion en ausencia de cualguier manipulacién.
El frotis practicado tefiido con gram revele la

resencia de diplobacilos gram negativos que,

egun el antibiograma realizado, eran sensibles a

la neomicina por lo que se instauré tratamiento

topico con esta.

Ant{geros

Se usaron los siguientes antigenos: extracto
proteico de Nippostrcngilus brasiliensis (Nb),
extracto proteico de Ascaris suum, Yy coniugzados

haptenc-prot=2ina.
P




Extracto proteica dea Nippostrongilus
brasiliensis (Nb). Se obtuve 2 partir de larvas en
tercer estadio liofilizedas. 8= trituraron eh
solucién salina al 9% y se congelaron enm nitrogeno
ligquido y descongelaron a 377 repetidamente. Tras

la centrifugacién del homcgenizado a 17,000 g

durante 60 minutos a & e S dializo el

cobrenadante durante 48 horas en PBS 0,15 M a pH
7.3 en cuatro cambios de 2.5 litros. Se centrifugsd

)

nuevamente y se fiitro con MiIllipore 0.45 pm antes

da hacer las alicuctas y guardar a ~20 C, La
determinacién de proteinas se realizé por el
método de Bradford contra unha curva standard de
albumina bovina (Bio Rad) (KOJIMA & OVARY, 1975).
Extracto proteico de Ascaris suum (Asc). Se
obtuvieron ascaris adultos vivos del intestino de
cerdos sacrificados en el Matadero Municipal. Se
lavaron varias veces en exceso de salino para
eliminar restos intestinales. Se trituraron y sSe€
homogenizaron a 4°C en Potter-Elvehjem con
asistencia eléctrica, con una relacién de una

parte de gusanos y dos partes de Tris-ClH 0.1 M,




a pH 7.2. Se centrifugaron a 12.000 g durante 30
minutos a 4°C y <e extrajo el sobrenadante
opalescente que se dializo de igual modo que para
el Nb. Se hicieron =z2licuptas y se conservarcr a
-20°C tras medir e: contenido proteico por el
método de Bradford <Bio Rad) (DOBSON, MORSETE &
SOULSBY, 1971)

Conjugados hapteno-proteina. Como protei nas

portadoras se usaron las albumina séricas bovina,

porcina, ovina, equina, ¥y humana, oOvoalbumina,
gammaglobulina bovina ¥y percina (Sigmay, la
proteina del extracto proteico de Nippo (Nb) y la
proteina del extracto de ascaris (Asc). Como
haptenos se usd® el TNP (acido 2,4,6 Trinitro-
bencenosulfénico de Eastman). Para la conjugacioén
se disolvieron por separado la proteina ¥ el
hapteno en bicarbonato sbédico 1 M. Mientras se
mantenia el recipiente <con la proteina en
agitacion continua se afladio el hapteno gota a
gota, se protegié de la luz com papel de aluminio
y se dejo en agitacion dos horas a temperatura

ambiente y tcda 1la noche a 4°C (HUDSON & HAY,




Se dializé =n membrana con PBS 0.1% M pH
cuatro cambios de 2.% 1 cada uno, finali-zando
cuando la lectura del bafio en espectrofotémetro a

360 nm era inferior a 0.005 (GARVEY, CREMER &

HUDSON, 1077 . e filtré el conjugado con

Millipore 0.45 pm, se hicieron alicuotas y &ge
conservaron a 4°C. Los antigenos fueron prepzarades
calculando un indice de conjugacion de 15 moZes de
hapteno por mel de proteina en el caso de las
albuminas, 5 moles de hapteno por mol de proteina
en 21 caso de las gzlobulinas y 7 moles de hapteno
por 100.000 dalton de proteina en el caso del Asc
y del Nb. Todos los antigenos fueron preparados ad

hoc para cada grupo de experimentacion.

Adyuvante.

Se usé la alumina (hidroxido de aluminio, de
Merck) en sSuspension en Tris-ClH a pE 7 3,
esterilizada en autoclave, dividida en alicuctas y
conservada a 4°C (LEVINE & VAZ, 1971; MURPHEY et

al. ., 137473




Marcaje de Albamina Sérica Bovina con I'=*= (BSA-
1' =85

En un tubo de plastico sumergido en cubeta a
4'C se afiadieron en el siguiente orden 1) 500 pCi
de I'#* (5 uly, 2) 200 pg de BSA (500 pgr) 3> 5 pl
de una solucién conteniendo INa 0.6 mg/ml en
tampén salino Veronal (VBS), 4) 5 pl de wuna
solucion de Lactoperoxidasa 1 mg/ml, 5) 5 ul de
peroxido de hidrégeno diluido al 1710.00. Se agite
cuidadosamente y se dejo 15 minutos a 4°C y se
afiadieron 10 ul de una solucién conteniendo INa
6 mg/ml y N-Na 0.03 mg/ml, en VBS para detener la
reaccién. Se completé el volumen hasta 2 ml con
VBS. Para la determinacién del grado de unién se
determiro el numero de cuentas por minuto (cpm) en
contador de radiaciones gamma, de una alicuota de
10 ul de la solucien fTinal. Posteriormente se
afadieron a esta alicuota, 10 ul de suero Lumano
normal y 3 ml de acido tricloroacético al 20 %, se
mezclé y se centrifuge a 3.000 g durante 60

nminutos eliminando el sobrenadante,

determinaron las cpm el precipitado.




porcentaje de alkimina unida se determine por la

relacison entre 21 numero de cpm antes y despues de

precipitar. Final.mrente se dializée en
durante una noche a2 4°C en dos litros de
asitacién rotatoria ¥y se hicieron alicup!

conservaron a -70'C (MISHEL & SHIIGI 1980).

Inmunizacion.
Se indujo un =2stado ue hipersensibilidad tipo
siguiendo la pauta de Tada:
Inyeccién intraperitoneal
pgr de la proteina del parédsite
de alumina en 0.5 ml de ClNa 0.15 M para
los linfocitos T coadyuvantes/
a la proteina portadora.
intraperitoneal de 1 pug de
respectivamente, con 1 mg de
de ClNa .15 M. que
sensibiliza a las celulas B frente a la proteina
portadora y al hazteno (TADA OKUMURA & TANIGUCHI,

74; ISHIZAKA, 1%78).




Ademas se ensayaron otras dosis

inmunizacién con el Asc:
Dia 0. 0.1 g Auc. Pia 15: 1 pg R-——14P.
Dia 0: 10 ug Asc. Dia 15: 10 pg Asc-TNP.
Dia O: 100 pg Asc. Dia 15: 100 pg Asc-TNF.

Siempre con el mismo adyuvante y en el mismo vehiculo.

Sangrado.

Se realizo en uno de los grupos transcurridos

i

cinco dias ds la inmunizacien por puncién
intracardiaca bajc anestesia con é&ter. Para 1la
extraccién del suero se centrifuge a 2.500g

durante 10 minutos, guardando el sobrenadante a

=20 .

Provocacién de respuesta alérgica en

conjuntiva.

En los grupos inmunizados con Nb y TNP-Nb, el
antigeno usado para la provocacion de la respuesta

alergica en la conjuntiva fué intrecducido por via
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intraconjuntival «con jeringuilla de insulina
calibre 26 G, en un volumen de 5 ul ccnteniendo
% ug de proteina. Se estudié la respuesta frente a
TNP-Nb, TNP-Pv (TNP conjugado a una proteina no
usada en la inmunizaciéen, cada vez distinta y no
repetida) y a Pv (la misma proteina sin conjugar).
Como Pv se usaron las albimina séricas bovina,
porcina, ovina, equina, humana, ovoalbumina, y las
gammaglobulina bovina y porcina (Sigma), La
estimulacién de la respuesta alérgica fué iniciada
una semana después de la inmunizacién y repetida a
intervalos semanales hasta agotar clinicamente
dicha respuesta. La observacién se hizo con luz
ambiente, sin magnificacién y valorada segin el
grado de edema conjuntival. Los grupos de ratas
inmunizados con Asc y TNP-Asc fueron provocados
instilando previamente sobre la conjuntiva 5 ul de
Ditiotreitol ©0.01 M S minutos antes de la
aplicacién del antigeno, tambien tépicamente
(TROCME et al., 1986), en un volumen de S5 pul
conteniendo 5 ug de proteinas. Se estudié Ila

respuesta frente a TNP-Asc, Asc, TNP-Pv, y Pv.
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Deteccién de Anticuerpos de la Cluse Ig E
Circulantes.

Se realizo por el métoiz de la anafilaxia
cutir.ea pasiva (PCA). En el lome de ratas no
inm.-izadas rapado 48 horzs antes, ¥ o heaje
anesz=sia por inhalacien de <ter, se inysctaron
intradermicamente con aguja 2% G. 0.1 ml de los
suer-s diluidos de las ratas en =2studio y sueros
nor==les de control. Transcurridas 43 horas se
inyesté cn la vena dorsal de. pene 1l ml de una
solu-ién conteniendo 1 mg/ml de TNP-Asc o TNP-Pv
con azul de Evans al 0.5 %, previa inyeccioén de
histamina como control positivo de la reaccion. A
la media hora se sacrificaror los animales y se
les quité la piel ocbservando en el dorso el
resultado de la reaccien por 1la tincien que
provoca la extravasacion del azul de Evans unido a

las proteinas s2ricas(VATANABE & OVARY, 1977).




Valoracion Cuantitativa Objetiva de la Respuesta.

En dos grupos d= ratas inmunizados con 1 ig

Asc en el dia 0 ¥ 1 ug TNP-Asc en el dia 15 ei

primero: y 10 pg Asc =n el dia 0 y 10 pg TNE-Asc

en el dia 15 el segundo se estimulo la respuesta

conjuntival con TNP-As: en el ojo derecho, y Pv en
=] ojo izquierdo en =. primer grupo, mientras que
el segundo grupo reci:ié TNP-Pv en el ojo derecho
y Py B el 0jb izquierdo. Inmediatamente después
de ia provocacién se inyectd en la vena dorsal del
pene de cada rata una solucién conteniendo 1 pg de
BSA-I'"% en 0.5 ml 32e cleruro sedico 0.15 M
Transcurrida media hora se sacrificaron los
animales y se extirparon en blogque: globos
oculares, conjuntivas y anejos, y contenido
orbitario de ambos ojos por separado. Se peso cada
bloque individualmente en balanza Metzler de
precisién, y se midio en un contador gamma el
numero de cpm de cada o0jo, estableciendo un
cociente entre el numero de cpm y el peso de cada

ojo (ALLANSMITH et al, 981l).




Métodos Histolegicos.

Las' car - untivas y el parpadeo’ sipericgy. de
ambos ojos f:ueron extirpados a los 30 minutos, 24,
y 48 horas d= la estimvlacion y fijadas en formol
al 10 %, prccesadas e incluidas en parafina. Se
hicieron corz=s de 3 um de espesor sagitales a la
conjuntiva vy =montados sobre portas albuxinados. Se
realizaron t.oncicnes —-on hematoxilina-ecsina y con
PAP y contraste con Verde-Metilo-Pironina de

Branchet.

Recuento del Infiltrado Inflamatorio.

Se realize a doble mAscara en cortes tefiidos
con hematox:i.ina-eosina o <con PAP de ratas
pertenecientes a los grupos G, He I en las que el
ojo derecho habia sido estimulado con THEP-Asc y el
izquierdo con TNP-Pv. Se contée el infiltrado con

el objetivo 40X y ocular 10X con rejilla. Para

recuento se subdividié el espacio subepitelial

campos de 5S¢ cuadriculas cada unc y se anoteo




numer - total de celulas por :-zmpo hasta recorrer

todo =1 espacio subepitelial. Tinalmente se hizo

la meiia de células por campz de cada pieza. la

comparacion estadistica se rex_izé con el test de
muestras apareadas de Wilcoxon. Otrac
comparaciones se realizaron pc- el test de Student

y por el coeticiente ve correlz:zién de Kendall.

Método Peroxidasa-Antiperoxidasa

igo. con : Sternberger

1979)

12 Desparafinado
Se escogen los cortes de conjuntiva a
estudiar y cortes de ccnjuntiva y ganglio
para los controles positivec y negativo.
- Con lapiz de punta de <iamante sSe enmarcan
‘ps cortes en un derle circule y se
identifican convenientemernte.

- Se sumergen en tres bafios de xilel de

—inutos de duracion cada L=2nO.




e lavan en alcochol absoluto.

en bafio alcohol absolutc

oe sumergen

durante tres minutos.

alcohol de 95° durante tres

minutos

2¢ Primera inhibicion de 1a actividad peroxidass

endogena

- Se sumergen en una solucion centeniendo 0.5

wl de CiH al 2% pox cada 25 ml de alcohct

absoluto durante 20 minutcs.

a 1la hidratacien hasta agua

destilada siguiendo concentraciones

decrecientes de alcohol.

actividad peroxidasa

42 Segundo tloquec de la

endogena.

- Se secan las preparaciones hasta

interno del marco




- Se afiade peroxido de hidrogeno xl 2 % sohre

las piezas hasta cubrirlos y se incuban a

temperatura ambiente durante 30 minitos.
iavan con PBS 0.1 M & pH 1.5 oot WiES

de £ minutos.

52 Bloqueo de la fijacion inespecifica.

o

- Se secan los pertas hasta el borZe interno

blogqueante al 1/19 sobre 1o0s

la preparacioen,y =€ incuban
en ~amara homeda a 37°C en estufa Zurante 30
minutos.
- Se elimina el exceso de suero sin lavar,

solo agitando el porta.

62 ijacion del anticuerpo primario.
_ Se secan los portas hasta el borde del

marco.

- Se afiade el anticuerpo primaric sobre el

especimen en estudio y sobre el control




p-sitivo, dejando los controles negativos con
s_ero bloqueante.

- Se incuba en camara humeda a 4°'C durante
24

- e lavan tres veces con F32S.

™ Fijacion del anticuerpo de enlace.

- Se secan los portas hasta el borde interno
del marco.

- Se afiaden sobre todos lecs cortes 1-3 gotas
d=1 anticuerpo de enlace hasta cubrirlos.

= Se incuban a 37°'C durante 30 minutes en
camara humeda.

- Se lavan tres veces con PBS.

i@ Fijacioén del anticuerpo marcador.
- &Se secan los portas hasta el borde del
marcn.
- Se afiaden 1-3 gotas del anticuerpo marcador
sobre todos los cortes.
- Se incuban en camara humeda a 37°C durante
30 minutos.

lavan tres veces con PBS.




ion substrato.
el borde del

los portas hasta

solucion de

en TBS a la

Se in-uban con una

al 0.0% %

diaminobencidina (DAB)
le ha afiadido una gota de peroxido de

rogeno a. 3 % en agua destilada por cada 2

qU
hid

ml de solucion de DAB. El proceso de revelado
rajo control microscépico, con un

fectua
enp2 maximo de revelado de 10 minutos.

- Ze lavan -on agua destilada abundantenmente

para detener el revelado.

Deshidratacion y montaje.
e sumerg=en directamente en alcohol de 95°C

alcohol absoluto.
en xilol, y se montan en medio

Se sumergen

inerte.




Aant.Cusrpos primarios
conejo frente a Ig E
Rat/lg G-ad

y RARat/lg G.a),

Ishizaka, a las

respectivamente, montad

blogqu=sante al 1r3100.

anticuerpo de

de cerdo.
El PBS realizo atendiendo a

formula:

ClBa: 7.75 g/1; K:HFOa: 1.50 g/l

pH se ajuste a 7.6 con NaOH.

ontrol positivo se uso

la =siguiente

KH: PQa:




con el anticuerpan prizario, siguiendo

=] protocoio completo.




RESULTADOS




~as inmunizadas en =21 dia 0O con

1 ug de N! 3 =g de aliomina, y 1 ug de TNP-ib

mas i mg de alumina en :l dia 15, fué dividido para

la proveocacién, a martir del dia 21 en dos grupos:

En el primer grupo, Nb 1 (Ver tabla 1), se
inyecte en la <¢onjuntiva del o0jic deriéczo una
solucion contenierndo 1 mg/ml de INF-Nb, y en el
ojo izquierdo TNT-Pv a la misma cencentracion,
siendc el volumen inyectado en cada conjuntiva de
10° ul aproximadamente. La pequefia burbuja y los
signos irritativos desaparecfan en pocos minutos
despues de la inyeccion. A los 10 minutos de la
provecacion comenzaban a apar=cer signos
inflamatorios consistentes en edema, hiperemia Yy
secrecion acuosa. gue eran de intensidad maxima a
los 30 minutos.

La provocacien de la respuesta alérgica fueé

iniciada una semana despuss de la inmunizacion y
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TABLA 1




ljatos tras la inyeccicC

La valoracion de la

inicoeos

protusion
edema hace gue 2l

del ojo

signos

des . 4. respuscta

nales hasta que
infiamatecrios

del ant:igeno.

iz=ensidad de los signes

alergica se hizo en

vfcEg 1)

por el intenso

palpebral! se despegue

Como proteinas portaicras del hapteno en el

caso de la proteina variable (Pv) fueron usadas

semanalmente: 1) albumina

albumina bovina,

movina, 2 ovoalbumina,

albumina de cerdo,




FOTO 1

(Respuesta negativa)




FOTO 2

(Respuesta de una cruz)




FOTC 3

(Respuesta de dos cruces)




5) gammaglobulira bovina, 6) albumina equina,

7) albomina humanz, 8) hemocianina de lapa (KLH’

En los oizs provncacns con TNP-Nb, la
respuesta fué =moderada en .as tres gprimeras
provocaciones con edema 2 hiperemia evidentes pero
no intensos, siendo maxima entre la cuarta y la
séptima semanas, en que el edema provocaba gran
protusién de la conjuntiva e hinchazon del parpado
superior en el 8%% de los casos, y moderada o ieve
en el resto.

En ing provocados con TNP-FV, la
respuesta fuée masz moderada en la mayoria de los
casos e incluso dificil de valorar o negativas. lLa
maxima intensidad se registre en las semanas 52 y
62 en todos 1los individuos gue dieron una
respuesta similar en el ojo contralateral
provocados con TNP-Nb. En la octava semana la
respuesta inflamatoria disminuyo notablemente y se
interrumpieron las provocaciones.

El segundo grupo, Nb 2, (Ver tabla 2) fueé
provocado con TNP-Pv en el ojo derecho, y la misma

Pv en al i gig { = i en el mismc orden




Inmunizacién 3 J1a 0, 1 pgr Nb;
. 1 opgr TNP-Nb

SEMANA

/ 01 TNP-Nb =s===dj

En la cuarta semana se inyectd a tocas las ratas unma nueva cosis de | pgr de

TNP-Nb por via 1ntraperitoneal,

“. Zncontrada muerta,




ue &l grupo ¥b 1, La Pv, usada como control, no
trovoco en ningun momentc la aparicion de signos
inflamatorios, aparte de la hinchazen inicial
croducida por la inyecci<n de antigeno, Yy que

dio de 10 minutos. En las ratas
provocadas conjuntivalmente con TNP-Pv se obsel vo
una respuesta positiva ccn signos inflamatorios

_eves 0 meoderados =n la mayoria de los casos en

s primerasdos semanas. Zn la tercera y cuarta

cemana la respuesta niz2 negativa en todes los
casos.

este momento sSe administré wuna nueva
inyeccioen intraperitoneal de 1 pg de TNP-ND

-

o

v se procedio a provocar el ojo izquierdo
-~ocn TNP-Nb. En la siguiente provocacién hubo una
respuesta intensa en ' ojos en todas las

o

ratas, con escasas diferencias entre los ojos
orovocados con TNP-Pv y lcs provocados con TNP-Nb,
mAyor que la conseguida en las primeras
=stimulaciones en ios ojos provocados con TNP-Pv,

cotenida = segundo Erupo.

ensidad en la sexta




BRUPD Asc |

Inmunizacién fool cariReRs
o1 per TNP-RSC

SEMANA
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En todos los 0jos se adminristes OTT por via tépica 5 ainutos artes de la

provocacién

Después de la décima semana, sz hacen tres provocaciores mds que resultan

regativas en todas las ratas




nar*ir de la seéeptima decrecioc hasta
o moderada en la octava.
lote de animales, irmunizado en el

de Asc mas 1 mg de alumina, y 1 pg

1 mg de alumina en e. dia 15, Asc-1

(Ver tablz 3) fue provecado a a partir del dia 21
con la arlicacién del antigeno en zotas sobre la
conjuntiva, previa administracion ztambién topica
cinco min:-tos antes de S5 pl de solucién 0.1 M
de Ditiozreitol. En el ojo dereche =e apiice
TNP=ASc, ¥ en el contralateral solaﬁente Asc.
Durante (=3 primeras dos semanas se aprecié una
respuesta positiva solo en los ojos  provocados
con TNP-Asc, en tanto que en los provocados con
Asc fueron negativos. En la tercera semana la
respuesta en el ojo derecho se hizo muy intensa
llegando el edema a separar el borde palpebral del
ojo. Al mismo tiempo aparecic una respuesta
positiva, e incluso intensa en los ojos provocados
con Asc que liegd a alcanzar la intensidad de los
ojos provaocados con TNP-Asc. respuesta se

mantuvo, au i . intensigad,




tres semanas mas, comenzo a hacerse

o negativa i la septima
gradualmente hasta =c . las semanas
undécima y duodecima 51 = inflamatorios
inmediatos eran minimos o© ausentes deteniendose
las provocaciones en la semana decimotercera.

Un 1lote de animales fué inmunizadao en el
dia 0 con 0.1 ug de Asc mas ! mg de alumina,y 1l upg
de TNP-As: mas ! mg de alumina en el dia 15 y
estimulado a partir del diz 21 con TNP-Asc en el
cio derechc y TNP-Pv en el oje izquierdo. Las

2spuestas fueroua negativas o dudosas durante tres

semanas por lo que se desecho este grupo y esta

pauta de inmunizacien.
Se inmunizaron otros tres grupos:
G) dia 0: 1 ug de Asc mas 1 mg de alumina;
dia 15: 1 pg de TNP-Asc mas ! mg de aluamina
H> dia 0: 10 pg de Asc mas 1 mg de alumina;
dia 15: 10 ug TNP-Asc mas 1 mg de aluamina
[> dia 0: 100 pg de Asc mas 1 mg de alumina;

dia 15 100 ug de TNP-Asc mas 1 mg de alumina.




El primero de ellos, grupo G, fue provocado

durante tres semanas con TNP-Asc en el ojo
derecho, y TNP-Pv en el wjo izZquierdo. Los dos
grupos restantes, 2rupos [ fuercon subdivididos
para la provocacién, y en ambos se realizé de ia

misma manera:

-

rata 1, ojo derecho: TNP-Asc, o0jo izgquierdo:

Asc; ratas =2 .y

-

., pbjo derecho: TNP-Asc, ojB
iznuierdo: TNP-Pv; ratas 4 y 5, poje derechc TNP-
Pv, ojo izquierdon: Iv.

Como preteina portadora variable (Fv) fueron
usadas por orden: albumina bovina, albumina de
cerdec y aibumina de oveja.

Las respuestas obtenidas (Ver tadlas 4, S5 y
6) fueron mas evidentes en los ojos
provocados con TNP-Asc, que llegaron a exhibir la
maxima intensidad descrita para los grupos

anteriores.
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TABLA 4




SRUPQ H
[nmunizacién 4 Di1a 0: 10 p5- Asc
Dia i5; 10 u3t TNP-fs

SEMANP

| NOI
i
1

)
i




§RUPD I
{nmunizacién 3 J1a 0; 100 pgr Asc
: 100 pgr TNP-As




La provwgcacien: con. FNP-rPv. dig . re

th

puestas
debiles y efimeras cuando al ojo contralateral se
administraba Pv, sin embargo, en los casos en que
este era provecado con cen TNP-Asc, la respuesta

™ AT
i

NFP-Pv fue intensificandose en sucesivas

- e

Qs 4 , € I se administre DTIT por

{84
B
o
8]
ih
g
~
[ o
‘o

via topica 5 minutcs antes de la proveocacioen con

gl antigeno

En todos los grupos, Nb-1, Np~-2. Asc-1, G, B,
e I, se observaron las conjuntivas 24 y 48 horas
despues de cada provocacion. Estas presentaban un
aspecto deslustrado, perramiento del dibujo

vascular, engrosamiento € hiperemia. Estos signos

tueron mas intenso

n

y duraderos en las ratas que
fueron provocadas con el hapteno wunido a la
proteina portadora usada en la inmunizacion, Nb y
Asc.

Para la valoracien objetiva de la respuesta
inflamatoria en la -~onjuntiva se inmunizaroa dos

-

grupos <on las siguientes pautas:

B,




grupo J: dia 0: 1 pug Asc mas 1 mg de alcmina;
dia 15: 1 ug TNP-Asc mas 1 mg de alumina.

grupa I: dia O: 10 Hg Asc mas 1 mg de
alumina; dia 15: 10 pg de TNP-Asc mas 1 ng de
alumina

En el dia 21, se procedié a la provocacieén de
la respuesta alérgica en ambos grupos. Tras la
administracién tépica del Ditiotreitel sobre la
conjuntiva, sSe provocéd la respuesta alérgica e

inmediatamente después se inyectio 1 pg de ESA-I1'=%

b =

- Y -

hlta vena dorsal del pens. Transcurrida media

10

hora se extirparon los globos oculares, y tras ser
pesados, se midic el numero de cuentas por minuto
(cpm) en un <ontador de radiaciones gamma. Se
establecieron los cocientes entre las cpm y el
peso en cada rata, y se compararon
estadisticamente en ambos grupos. El primer grupo

(Ver tabla 7) se provoco con TNP-As~. en el 2jo

derecho, mientras el ojo izquierdo recibia
albumina bovina como control. La <comparacion
estadistica dié una t. .= 3'797 con 11 grados de

livertad, siendo significativo para p~9'00Z.




a los que se les administro BSA.

a
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Q
0
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0

y los ojos control (GS}

Comparaciéon entre los ojo
Test de Student.

1 pg TEP-Asc

1 pug Asc

Dia 15:

Grupo J 4+ Dia O:

texe = 3,797

11

grados de libertad

p € 0,002
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(0S) a los que se les

y los ojos control

(OD)

administré BSA.

Test de Student.

10 pg de Asc

0:

Inmunizacién - Dia

Grupc K

10 ug de THP-Asc

Dia 15:

grados de libertad = 4

TABLA 8




1 segundo grupo (Ver tabla 8> fue rprovocado
can TNP-Fv sn- el ©je derecho vy Py an &1 ojo
izquierdo, wusandose 1igu 2 albumina bovina
como Pv. La comparacion estadistica con el test d
Student dis una t. . 3'671 con 4 Rrades de
libertad, siendo significativo para p<0.05.

La deteccion de anticuerpos de la clase Ig E
circulantes se realizo por el meétodo de la
anafilaxia cutanea pasiva (PCA). Se estudiaron los

2 ¥y & de]l grupo H ¥y ¥ de
y 4 del grupo
dilucioaes i:3, 1i: 1104 'y de los grupos } y K

a las dilucione L% :8. Lome antigenos se

usaron =1 TNFP-Asc =n todos lo y THP-Fv en

los grupos J y H.

El resultado en el grupo H a la dilucién 1:2
fué positive en la rata H-1 con 12 mmde @ y en la
rata H-2 con LS mm mm d= @. La rata H-4 fue
negativa. A la dilucien 1:5, ia rata H-1

dudosa :con una respuesta menor

de @. A




ta rata H-2 dic una respuesta positiva con 10 mm

de .

En el grupo 1, a la dilucien 1.2 fue positiva
para ratas 1-1 con 25 mm de @ e [-2 con 26 mm
de @, y negativa para las rates 1-3 e 1-4, A la
ditucion 1:5, 1a respuesta fué nositive pars I1-=1
con 18 ms de @, -y econ (15 my para  1-2. A la
dijuelon  1:10; die wuna respuesta
positiva con 10 mm de @, y la rata I1-2 die 6 mm de
%)

En los grupos J y K, la provocacion de la PCA
con TNP-Asc fue positiva a la dilucién 1:4 en las
fatas J-2 cor IR M de 5, J-7 o S muode B, J=11

K-3 con 20 mm de @ y K-4 con 18 mm
de 8. En la rata J-3 la respuesta fué dudesa con 3
me de @. A la dilucian 1/8 fué positivo para el
suerg de 1a rata K-2 con 11} mm de ©. Para la
pravecacién de la PCA con TNP-Pv se hize una
las ratas. La respuesta

positiva a la dilucian

La investigacion de

con suerps calentados




horas y un periode de incubacién de 4 horas

resultados negativos o dudosos con halos

tincion menores de 2 mm de @




grupos J y K}

(Antigenc usado: TNP-Asc)




ratas d= 1lo

fueron sacrificadas a los

H, »a To
y Se extirparon las

de 10s grupos G,
30 minutos, 24 y 48 horas
conjuntivas de ambos ojos.
con hematcxilina-eosina mostro
3¢ miiutos de

La tincion
sacrificadas

un intenso edema
desestructuracion y perdida de

a leos
estroma Yy

ratas
cacion, de
la

-
intensa vascdilatacion arteriolar y

degranulacion intensa y extensa
infiltrado

6,
escasc

4
aunque mayor que en los

capilar ffoto
de lo ma

inflamatorio (foto
(foto 5).

stocitos
T3,

infilzrado inflamatcrioc era

controles

A las 24 horas el
evidente aungque moderado cumpuesto principalmente
ecosinoefilos

celu plasmaticas,

por

linfocitos,
en menor cantidad macrofigos y monocitos y PMNN

Y
inflamatorio era

(fotos & y 9).
referantenente

Iy

inten=so,




subepitelial y perivascular con ‘nfiltracion
pitelio. El edema persistia a las 48 horas
desestructuracion completa  y  pérdida ' de  lIa
arquitectura del epitelio y estroma. Los
mastocitos aparecian completamente granulados en
la mayoria de los casos (fotos 10 y 1)

En la mayor parte de 10S casz0os se oObserve
proliferacion epitelial con aumento del nimero de
capas, y formacién de papilas con proliferacion
conectiva, y c¢on un eje vascular.

Las tinciones con PAP para Ig E y 1lg G:a
mostraron abudantes células tefiidas en ambos ojos
de las ratas provocadas (fotos 12-15). El
contraste con verde-metilo-pironina que tifie el
ADN de azul verdoso, el ARN de rojo y los granulos

epiteliales también de rojo, mostré que se

trataban de células plasmaticas y de mastocitos y

algunos eosinofilos. Los plasmocitos tefiidos
fueron hallados en situacién subepitelial y
perivascular, y algunas veces infiltrando el

epitelio (fotos 16-22).




Se compararon los ojos estimulados con
TNP-Asc con los ojos estimulados con TNP-Pv en
cuanto al numero de celulias componentes del
infiltrade, edema epitelial, proliferacioen
epitelial y formacion de papilas.

En primer lugar se procedie a comparar
estadisticamente los resultados de los dos
observadores y no se encontraron diferencias
significativas entre ambos (Tabla 9).

Posteriormente se comparé el infiltrado

inflamatorio entre los ojos provocados con TNP-Asc

y los provocados con TNP-Pv (Tabla 10). Los
resultados mostraron que existia un mayor
iufiltrado estadisticamente significativa con
p < 0.02 en los ojos provocados con la proteina
portadora usada en la inmunizacién unida al
hapteno respecto de los provocados con la proteina
variable conjugada también al hapteno.

También se estudio el nimero de plasmocitos
productores de Ig E (Tabla 11) y de Ig Gza (Tabla

12) en ambos grupos:




La comparacién estadistica mostré que no
existian diferencias significativas entre los ojos
provocados con TNP-Asc y ios provocados con TNP-Pv

Sin embtargo, el nimero de plasmocitos
productores de Ig E si estaba en relacién con la
intensidad del infiltrado inflematorio y existia
una correlacién positiva estadisticamente

significativa con p < 0°05 entre ambos (Tabla

13>.

También existia una correlacién
estadisticamente significativa con p < 0°01 entre
el numero de plasmocitos jroductores de Ig Gza y
el infiltrado inflamatorio (Tabla 14).

Del mismo nodo, habia una correlacién
positivae est:disticamente significativa con
p < 005 entre el nimero medio por campo «ae
plasrmacitos productores de Ig E, y el de
plasaccitos productores de Ig Gza (Tabla 15). El
porcentaje de plasmocitos productores de Ig E era
mayor que el de Ig G za, siendo la diferencia
estadisticamente significativa con p < 0°02

(Tabla 16).




FOTO S

(Conjuntiva control tefiida con

he .itoxilina-eosina)




FOTO 6

(Conjuntiva a los 30' de la provocacion

tefiida con hematoxilina-eonsina)




FOTO 7

(Conjuntiva a los 30' de la provocacién

tefilida con hematoxilina-eosina)




FOTO 8

(Conjuntiva a las 24 horas de la provocacién con

TNP-Pv. Tefiida con hematoxilina-eosina)




FOTO o

(Conjuntiva a las 24 horas de la provocacién con

TNP-Asc. Tefiida con hematoxilina-eosina)




FOTO 10

(Conjuntiva a las 48 horas de la provocacién con

TNP-Pv. Tefiida con hematoxilina-eosina)




FOTO 11

(Conjuntiva a las 48 horas de la provocacién con

TNP-Asc. Tefiida con hematoxilina-eosina)




FOTO 12

(Conjuntiva provocada con TNP-Pv.

Tincion con PAP para Ig E sin contrastar)




FOTO 13

(Conjuntiva provocada con TNP-Asc.

Tinciérn para Ig E sin contrastar’




FOTO 14

(Conjuntiva provocada con TNP-Pv.

Tincién con PAP para Ig Gza sin ccatrastar)




FOTC 15

(Conjuntiva provocada con THNP-Asc.

Tincién con PAP para Ig Gza sin corntrastar)




FOTO 16

(Control positivo de ganglio linfatico.

Tincién con PAP para Ig E y contrastada con VMP)




FOTO 17

(Control positivo de ganlio linféatico.

Tincién con PAP para Ig E y contrastada con VMP)




FOTO 18

(Conjuntiva provocada. Tincién con PAP

para Ig E y contrastada con VMP)




FOTC 19

(Conjuntiva provocada. Tincién con PAP

pare Ig E y contrastada con VMP)




FOT0 20

(Conjuntiva provocada. iincién con PAP

pa' + Ig E y contrastada con VMP)




FOTO 21
(Conjuntiva provocada. Tincién con PAP

para Ig G:a y contrastada con VMP)



FOTO 22

(Conjuntiva provocada. Tiacién con PAP

para Ig G-a y contrastada con VMP)




Comparacion entre los resultados de los otservadores en el
conta e del numero de células por campo.

i
MEDIA PIEZA i
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Comparacion en el numero de plasmccitos productores de Ig E entre
TNP-&sc (OD) y TNP-Pv (0S)

§2 plasmocitos productores de Ig E per campo

numerg total de células por campo.

Test de Wilcoxon pareado.

A (CDY B (08S)
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12

10
10 parejas
No significativo




Comparacion en el numero de plasmocitos productores de Ig Gza

entre TNP-Asc (OD) y TENP-Pv (0S
N2 plasmocitos pfoductores de Ig G:a por campo

N & mmm e e e e e
numero total de células por campo.

Test de Vilcoxon pareado.

8 parejas
No significativo.

TABLA 12




Coeficente de correlacion de Kendall entre el numero total de
células y el numero de p.asmocitos por campo productores de Ig E.

Nx: nomero medic por campo de celulas.

Nv: numero de plasmocitos productores de Ig E.
Rx: rango de Nx

Ry: rango de Ky
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Coeficiente de correlacion de Kendall entre el nimero total
celulas y el nimero de plasmocitos por campo productores
Ig G.a

Nr: numerc medio de células por campo.

Nz: numero medio de plasmocitos productores de [g Gza por campo.
Rx: rango de Bx

Rz: rango de Nz
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Cceficente de correlacion de Kendall entre el nimero medio de
plasmocitos por campa productores de Ig E.y el numero medio por
campo de plasmocitos productores de Ig G:a.

Ny: nimero medio por campo de plasmocitos productores de Ig E.

Nz: ndmerc medio per campo de plasmocitos productores de Ig G:a.
Ry: ranzo de Ny

Rz: rango de Nz
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Existen diferencias entre la: difer=ntes
cepas de ratas en la produccion de anticuerpos
reaginicos. La cepa Wistar exogamica. que nosciros

bemos utilizado, es comparable con la Brown licrway

en la produccison de tales anticuerpos, y azba

responden mejor a la inmunizacién que las « pas

ACI y Fsd4a (MURPHEY et al, 1974) e 1la Sprague-

Dswley <(ABADIE & PFrOUVOST-DANON, 1980). La zepa
Brown - Norway ha <=ido clasificada junto co=z 1la
Maxx., como "alta reagin-respondedora", mier=ras
que otras, como la Fisher Lewis, =zon
"reagin-respondedoras bajas" PET:LLO,
8763 . Wistar ha i d ampliazente
utilizada en la investigacion de
mediadas por Ig E (BAZIN & PLATTEAU, 1976; PAUVELS
et al., 1979, PAUVELS et al. 1983; TADA, OKUMURA &

- a%

TANIGUCHI, 1972; MOTA, 1364; WATANABE & KORAYASI,

1983; MAYRHOFER, BAZIN & GOVANS, 1976;

BECKERS & QUERINJEANL, 1974; IS0 et

ha encontrado una




PROUVOST-DANCN, 1980; BAZIN & PAUVELS,

Erl :las ratas de " da ‘ceps Wistar R lops

mecios ba=ales de lg E =on de 0,02 mg/ ml

BEZXERS & QUERINJEAN, 1974).
edad de las ratas es un factor importante
en la preduccion de Ig E. Se ha demostirado en la
epa Brown-Norway come la respussta de Ig E
cspecifica alcanza el maximo en ratas de 2 meses y
decrece progresivamente con la edad. Los niveles
totales de Ig E en suero aumentan progresivamente
desde 1la edad de 1 mes hasta los S5 mneses, ¥
decrecen gradualmente hasta la edad de 1 afio
(PAUWELS et al., 1979). Las ratas que hemcs
utilizado empezaron a ser inmunizadas entre las 3
y las § semanas de edad y se mantuvieron hasta un
tienmpo mAximo de 4 meses.

La respuesta mediada por ig E es
timodependiente, y todos leos antigenos capaces de
estimular una respuesta por ig E son
timodependientes. Los antigenos derivados de
rarasitos como el Nippostrongylus brasiliensis y

el Ascaris suum y los conjugados hapteno-proteina




frecuentemente =sn  la respuesta  dnmane
y esta generaimente aceptado que
conjugadas son lcs antigenos mas
la induccion de tales respuestas

1976; BAZIN & PAUWELS, 1982).

La inmunizaciéen con el extracto proteico de
Nippostrongylus brasiliensis, Nb, producido por el
método ya descrito (KOJIMA & OVARY, 1675,
estimuie en el raton la produccion de fg B v @ de
Iz Gra frente al hapteno usado en la inmunizacién
{OVARY « al., 19713, e igialments en 1a FAaLn
(DGILVIE, 1967; WILSON & BLOCH, 1968).

El extracto crudo de ascaris, preparado segun
la técnica descrita en esta tesis (DOBSON, 1971),
2s capaz de estimular la produccion de anticuerpos

de la clase Ig E e Ig Gza cuando es administrado

con alumina, como se ha demostrado en ccbayas

(STREJAN & CAMPBELL, 1966), ratas (STREJAN &

CAMPBELL, 1968), vy conejos (STREJAN & CAMPBELL,
1970 . Su capacidad inmunogénica para la
produccion de reaginas es superior a la de otros

antigenos cominmente usados come la ovoalbamina,




KLH © la albumina bovina (STREJAN et ai 1973). El
antigeno Asc-1, aislado del extracto de Aas-zaris,
de P.M. 18.000 dalton es el responsable de las
propiedades antigénicas del extracto (HUSSAIN,
BRADBURY & STREJAN, 1973).

El indice de conjugacién del hapteno a la
proteina portadora tiene importancia en ia
produccién de anticuerpos anti-hapteno. Se bha
demostrado en cobayas que un bajc indice
conjugacion (ej: 8 grupos hapténicos por mol
proteina) induce la formacién de anticuerpos en
gran cantidad contra la proteina portadora y
contra el hapteno, y que la especificidad de los
anticuerpos anti-hapteno es mayor que en el caso
de un alto indice de conjugacién (30 6 mas grupos
hapténi.os por mol de proteina. Los autores
sugieren que en las proteinas con un alto indice

de conjugacién el hapteno "cubre" o modifica los

determinantes antigénicos de la proteina portadora

de modo que el anticuerpo no puede reaccionar con
i0s determinantes antigénicos de 1la molécula

nativa. Asi, las proteinas con un bajo indice de




conjugacion aparecen como lcs mejores inmunégenos
en la produccion de anticuerpos anti-hapteno
(QUIJADA et al., 1974). Los conjugados TNP-Asc
usados en esta tesis tenian 7 moles de TNP por mol
de Asc. En la rata se ha demostrado que el hapteno
conjugado al Asc posee una capacidad inmunogénica
mayor que unido a otras proteinas. Ademads, si el
indice de conjugacion al hapteno es muy elevado no
es mAs inmunogénico y produce otras clases de
anticuerpos diferentes de 1la Ig E (STREJAN &
MARSH, 1971)

Levine y Vaz (1970) demostraron en ratones
que se podia inducir la formacién persistente y
repetible de reaginas con dosis pequefas, del
orden de 0°1 a 1 ug de ovoalbamina con adyuvante
de alimina, repetidas de modo espaciado. Dosis
mayores, del orden de 100 ug inducian grandes
titulos de 1Ig G: pero respuestas débiles y
transitorias de reaginas. Pequefias dosis de
inmunizacién, del orden de 1 a 10 pg, contribuyen

a una respuesta proiongada y repetible, mejor que

altas dosis de inmunizacién, superiores a 1 mg,




que inducen una supresién de la. respuesta
secundaria. (JARRET & STEVART, 1974; PAUVEL et al.,
1978). En ratas Vistar se bha comprcbado la
presencia de reaginas en suero hasta 70 dias, tras
una sola inyeccion de ovoalbumina,
independientemente de 1la dosis empleada en un
rango entre 1 upug y 100 pg, ccn coadyuvante de
alumina (MURPHEY et al., 1974)

La mayoria de los estudios de la produccién
de reaginas en ratas han sido realizados usando la
administracion intraperitoneal del antigeno (BAZIN
& PAUVELS, 1982). También han sido utilizadas
otras vias de inmunizacién. La administraciémn oral
es capaz de producir wuna respuesta repetible
mediada por Ig E (BAZIN & PLATTEAU, 1976; JARRETT
et al., 1976) pero con frecuencia puede inducir
tolerancia (BAZIN & PAUVELS, 1982). La
administracién por aerosol es capaz también de

inducir una respuesta mediada por Ig E (VAN HOUT &

JOHNSON, 1972), sin embargo, la induccién de la

respuesta es inconstante (BAZIN & PAUVELS, 1982).

La inmunizacién por via intraperitoneal




(ALLANSMIITH, 1981), intraduodenal, intragastrica
(PU et al., 1983) o intraconjuntival (HENRIQUEZ et

al.,1983; PU et al., 1983) inducen un estado de

hipersensibilidad capaz de producir una respuesta

local en 1la ccnjuntiva. En nuestro modelo la
inmunizacién por via intraperitoneal fué efectiva
para la induccién de un estado general de
hipersensibilidad que permitié la provocacién

la respuesta alérgica a nivel conjuntival. Como
demostrard mas adelante, en algunos grupos
provocacién conjuntival servia como dosis
recuerdo.

La cantidad de Ig E especifica que se produce
inmunizando solameate con el antigeno es muy
pequefia, y en general es necesario un adyuvante
para una produccion primaria sustanciosa de Ig E
(BAZIN & PAUVELS, 1982,). El tipo de adyuvante es
muy importante La aldmina, Al(OH)>, utilizada en
este estudio, es un buén adyuvante, comparable a
la Bordetella pertussis en la produccién de
anticuerpos de la clase Ig E (JARRETT, et al.,

1972 y de la clase Ig G=a (GNITH et &al.;, 1970;




MURPHEY et al., 1974). De hecho Pauwels et al.,

(1979) no encuentran diferencias estadisticamente
significativas entre los niveles de Ig E en ratas
Vistar inmunizadas frente ovoal bumina con
coadyuvante de Al(OH)s: o con Bordetella pertussis.
No es bién conocida la acciéon de la alumina. Se ha
postulado que 1la aldimina podria favorecer la
presencia de céluvlas T adyuvantes/estimulantes
especializadas en la cooperacién con las células B
productoras de Ig E (KISHIMOTO & ISHIZAKA, 1973).
La hipétesis de un mecanismo depot establece que
la alomina inmoviliza el antigeno, evitando 1la
diseminacién prematura desde el lugar de la
inmunizacién o desde el ganglio 1linfatico de
drenaje, y permite asi la lenta libefacién del
antigeno hacia el sistema inmune, con una
estimulacién antigénica prolongada. Es necesaria
una buena adsorcién del antigeno a la alimina para
una completa actividad del adyuvante. Otra
explicacion es que la alumina evita la solubilidad
del antigeno y 1la posibilidad de tolerancia

(BOMFORD, 1984). Respecto de 1la actuacién del




antigeno sobre el sistema inmune, la alumina

ocasiona la acumulaciéon de macréfagos en lugar de

la inyeccién, y se sugiere que de esta magera se

presenta el antigeno a los linfocitos T. Ademas,
la alumina es fagocitada por los macrofagos y es
toxica para ellos in vitro y podria inducir
cambios en la membrana plasmAtica ©o en la
lisosomial y esto induciria una mejor presentacién
del antigeno o la secrecién de factores. La
alimina también produce un atrapamiento de los
linfocitos en el @ganglio linfAtico y  una
reconduccién de los linfocitos hacia el ganglio
linfatico (BOMFORD, 1984). En cualquier caso, el
papel de los macrofagos tisulares en la
presentacion el antigeno y la ausencia de antigeno
libre circulante parecen ser factores de vital
importancia para que se produzca una respuesta del
tipo Ig E. Esto ha sido demostrado por Kudo, Sehon
y Schwenk (1978), quienes han logrado respuestas
del tipo Ig E en cepas de ratones, tanto altamente
respondedores como pobremente respondedores,

inmunizados con macréfagos singeneicos previamente




inmunizades <c¢on el antigeno. La alumina ha
mostrado ademAs que precipita una respuesta, en
cursa, mediadar por Ig E, cuando es administrada
sola en ratas inmunizadas anteriormente y
clasificadas como no respnndedoras (BERGSTRAND et
al,, 19833,

El adyuvante completo de Freund (CFA) induce
respuestas mediadas por reaginas débiles y
transitorias, o nulas, y se ha sugerido que podria
tener un efecto inhibitorio (TADA, OKUMURA &
TANIGUCHI, 1972; KISHIMOTO & [ISHIZAKA, 1973;
PAUVELS et al, 1979; CARRERAS & PRENDERGAST,
1986) .

Asi, en la exposicien inicial el macréfago
presenta el antigeno a los linfocitos T
adyuvantes/estimulantes y B* al tiempr que los
estimula. Las celulas T adyuvantes/estimulantes, a
su vez, cooperan con los linfocitos B en 1la

produccién de Ig E. El antigeno tambien estimula a

las células T supresoras que a su vez regulan a

los linfocitos T adyuvantes/estimulantes y a los




linfocitos B (OVARY et al, 1976; ROITT, BROSTOFF &
MALE, 1985).

El esquema de inmunizacién utilizadc conduce
a la produccién de anticuerpos circulantes del
tipo Ig E y a una respuesta de hipersensibilidad
inmediata. La inyeccién de la proteina portadora
sin conjugar cen @ el adyuvante de alimina
sensibiliza a las células T especificas para el
portador. Tras una segunda inyecciéon de proteina
portadura unida al hapteno mAs el adyuvante, estas
células T colaboran con células B especificas del
hapteno y las estimulan para la formacioéon de

anticuerpos de la clase Ig E frente al hapteno.

Esto ha sido demostrado tanto en el caso del Asc y

TNP-Asc en conejos (KISHINOTO & ISHIZAKA, 1973) y

ratas (TADA, OKUMURA Y TAWIGUCHI, 1974), como en
el caso del Nb y TNP-Nb, en ratones (KOJIMA &
OVARY, 1975). Este esquema de inmunizacién aumenta
la respuesta de anticuerpos de la clase Ig E
frente al hapteno por el llamado "efecto portador®
(ISHIZAKA, 1976) . El animal queda ademas

inmunizado frente a la proteina portadora en el




caso del Asc (STREJAN & CAMPBELL, 1966), y se
produce un estado de iamunidad celular ademas del
estado de inmunidad humoral (McMYNE & STREJAN,
1681). La misma pauta de inmunizacion con Nb y
TNP-Nb, ha conducido a la aparicién de respuestas
de hipersensibilidad inmediata en la conjuntiva
(CARRERAS & PRENDERGAST, 19£6)

El intervalo entre la inyeccion de la
proteina portadora y 1la inyeccion del hapteno
unido a dicha proteina tiene importancia en la
produccién de Ig E. Kojima y Ovary (1975
observaron en ratones que el numero de células
adyuvantes/estimulantes alcanzaban el maximo nivel
14 dias después de la exposicién a la proteina
portadora y que la exposicién al hapteno en ese
momento inducia la mAxima respuesta a este. En

nuestro modelo las ratas fueron inmunizadas con el

portador en el dia 0, y con el hapteno unido a la

proteina portadora en el dia 15.
Nuestra ratas produjeron anticuerpos de la
clase Ig E contra los antigenos empleados. Las

PCAs realizadas confirmaron la existencia de




anticuerpos de la clase Ig E frente al THNP-Asc y
frente al hapteno. Los titulos obtenidos frente a
TNP-Asc son muy superiores a los cbtenidos frente

al hapteno conjugado a otra proteina portadora.

Tada, Okumura y Taniguchi (1972> encontraron

también mayores titulos de reaginas frente a
DNP-Asc que frente a DNP-BSA en ratas Vistar
inmunizadas con Asc y con DNP-Asc. Existen varias
razones que los explican. En primer lugar, el uso
de derivados hapténicos de baja conjugacien
producen l2 formacién de anticuerpos frente al
hapteno y frente a la proteina portadora de gran
afinidad, mientras que los derivados hapténicos de
alto indice de conjugacién producen gran cantidad
de anticuerpos frente al hapteno y no frente a la
proteina portadora y son de baja afinidad; ademas
el titulo de anticuerpos obtenidos es mayor en el
primer caso (QUIJADA et al, 1974). En nuestro
modelo el bajo indice de conjugacién wutilizado
permitié la formacién de anticuerpos de la clase
Ig E frente al hapteno y frente a la proteina

portadora, de modo que 1la respuesta frente al




TNP-Asc estuvec mediada por anticuerpos frente al
hapteno, la proteina portadora y frente a nuevos
determinantes antigénicos desarrollados por el
conjugado haptenco-proteina  C(ISHIZAKA,

egundo termino, cuando el hapteno va unid
proteina portadora diferente de la usada para la
inmunizacién y n» relacionada con ella, solamente
s2 niden los anticuerpos de la cla: centra
el hapteno y no contra la proteina portadcra, Asc
(OVARY & BENACERRAF, 1963). Cuando se usa el
hapteno unido a la misma proteina usada en la
inmunizacién la reaccién se desencadena frente al
hapteno, la proteina portadora y frente a ambos
(TADA, OKUMURA & TANIGUCHI, 1974). Asi, en la
respuesta frente a TNP-Asc intervinieron
anticuerpos frente al TNP, y frente a la proteina
portadora, y frente al conjugado en si, mientras
que al usar el TNP unido a una proteina diferente,

albomina bovina, solo se detectaron anticuerpos

frente al hapteno. El moderado titulo de

anticuerpos conseguido frente a ambos se debe a

que las desis de inmunizacion usadas en nuestro




modelo, ] : T fueron considerablemente
mencres gue  las - LSadas Ppor  Btros autores Que
consiguen titulos mayores (TADA, OKUMURA &
TANIGUCHI, 1974). E&in embargo pequefilas dosis de
inmunizacion permiten una respuesta repetible ¥y
prolongada, mas apta para nuestro modelo, mientras

que altas dosis de inmunizacién producen una

respuesta de corta duracién (JARRETT & STEWART,

1974; PAUVELS et al., 1978; JARRETT & HALL, 1981).

Los anticuerpos de la clase Ig G:a son
capaces de unirse a los mastocitos y provocar la
degranulacién tras reaccionar con el antigeno
(BACH, BLOCH & AUSTEN, 1971). La investigacion de
estos anticuerpos frente a TNP-Pv no dié unos
resultados claramente positivos, si bién si mostro
leves indicios.de positividad. Jarrett y Stewart
(1974) tampoco encontrarcn anticuerpos de la clase
g Gza en ratas inmunizadas frente a ovoalbumina.
Smith et al (1973) estudiarcn la formacién de
reaginas en ratas inmunizadas con DNP-BGG y
concluyeron que la detecciéon de anticuerpos dz la

clase Ig Gza por los métodos al uso




(termoestabilidad y periodo de incubacion de 2-4
horas) no podian ser utilizados sin fracciaonar
previamente el suerao.

La respuesta inflamatoria inmediata tras la
administracien del DIT y del antigeno sobre la
conjuntiva consistic en un edema palpebral y

conjuntival, e hiperemia intensos, llegando en

algunos casos a separar el borde del parpado del

globo ocular. La histologia a 1las 30 minuteos
*Jstro degranulacion intensa y extensa de los
mastocitos con vasodilatacién capilar y
arteriocolar, edema epitelial y estromal intenso que
producian desestructuracién importante de estroma
y epitelio. Esta es la tipica respuesta de las
mediadas por Ig E en la conjuntiva como han
descrito otros autores en humanos (THEODORE,
BLOOMFIELD & MONDINO, 1983), ratas C(ALLANSMITH et
al., 1981; HENRIQUEZ et al., 1983; CARRERAS &
PRENDERGAST, 1986), cobayas (DWYER & DARCUGAR,
1971; KHATAMI et al., 1984; HALL et al., 1084).

El ditiotreitol (DTT) es un compuesto

sulfidrilico y comparte con otros compuestos de su
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clase, como la iodoacetamida, 1la capacidad de
romper la uniones intercelulares fuertes, como las
que tienen Jugar entre las células epiteliales
(EFSTEIN & ANDERSON, 1984), y facilita de esta
manera la penetracion del antigeno en la submucosa
(TROCME et al., 1986}, con lo que =& eovita o1
trauma inducido por la inyeccion del antigeno.

Tras la enirada del antigeno, TNP-Asc, TNP-NDb
{inyectado), TNP-Pv, © Asc, se une a dos © mas
moleculas de 1Ig E fijadas a 1la superficie del
nastocito y se produce l.a degranulacion de este
que libera factores quimiotacticos, y sustancias
activadoras y espasmogenas. Estos mediadores
producen .a vasodilatacion, aumento de la
permeabilidad vascular, edema y la atracciéon de
eosindfilos, neutrofilos y monocitos, iIincluyendo
linfocitos (ROITT, BROSTOF & MALE, 198%), como
ocurrioc en nuestros casos.

Allansmith et al.- (1981) estudiaron los
fendmenos anafilacticos inmediatos en ratas
inmunizadas con ovcalbumina mas aldumina. Para la

provocacion de la respuesta inyectaron ovoalbimina
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LY

en la conjuntiva, paorpade y en el espacio
retrobulbar de las ratas. Tras 15-45 mnminutos
observaron inflamacion de los tejidos oculares mAs
prominentes en el parpado y aumento de peso del
contenido orbitario respecto de los ocjos control.
Posteriormente, (ALLANSMITH et el 1983)
estudiaron los cambios inducidos en los mastocitos
tras la provocacién en un modelo similar.
Observaron que a la media hora de 1la provocacieén
los mastocitos estaban completamente degranulados.
A la hora estaban degranulados o presentaban
exocitosis. A las seis horas, el 70% estaban
degranulados pero ninguno presentaba exocitosis. A
laz 24 horas, todos los mastocitos estaban
granulados. No encontraron cambios en el namero de
mastocitos respecto de los ojos control.

La valoracién cuantitativa objetiva de 1la
respuesta demostré el aumento de la permeabilidad
vascular que sucede en los fenomenos anafilacticos
tras la liberacion de mediadores por los
mastocitos, inducida por la unién del aatigeno con

la Ig E unida al mastocito. Los ojos estimulados




con ei antigeno, TNP-Asc o TNP-Pv mostraron mayor
retencion de BSA-1'#*® que los ojos control a los
que se les administré solo la Pv con una
diferencia estadisticamente significativa en ambos
casos. AdemAs algunos casos en los gque no se
observo una respuesta clinica . evidente, si

=

mostraron una mayor retencién de BSA-I'“® por lo
gque la <sensibilidad de la prueba es patente.
Nuestros resultados son similares a los obtenidos
por Allansmitkh et al. (1981) quienes tras inyectar
el antigeno en los anejos oculares, y albumina de
rata marcada con I'"® obtienen diferencias
significativas entre los ojos provocados y los
ojos control. Este modelo es comparable al usado
por Iso et al. (1980) para el ensayo de la
eficacia de faArmacos antinflamatorios. Estos
autores inducen una PCA local en la conjuntiva y

miden la eficacia de los farmacos usados por 1la

cantidad de colorante extravasado. HNuestro método

es mas simple y tiene menos fuentes de error.

Trocmé et al. (1987) en un modelo de ratas

inmunizadas con DNP-Asc provocan la respuesta con




DNF-lisina por via topica y observan que el
hapteno induce una respuesta inflamatoria de tipo
anafilactico con edema, vasodilatacion y retencién
de BSA-I'*®, incluso en los casos e€en que no hubo
respuesta clinica evidente. Nuestros métodos
similares dieron resultados coincidentes ccmc se
observa en lo expuesto.

La fase tardia de la anafilaxis es
consecuencia de los mediadores farmacolégicos
derivados de los mastocitos. Comienza tras 4-6
horas de la exposicién al antigeno y termina entre
las 24 y las 48 horas, y se caracteriza por
eritema e infiltracién. El infiltrado celular de
la fase tardia de la anafilaxis a las 8 horas se
caracteriza en el humano por un aumento en diez
veces en el nUmero de células infiltrantes, la
mitad mononucleares, en su mayoria linfocitos
(SOLLEY et al., 1976). Tanenbaum et al., (1980)

estudian la fase tardia en la piel e la rata y

encuentran que a las 8 horas el infiitrado celular

estd compuesto principalmente por neutréfilos

mientras que los linfocitos eran escasos. A las 24




horas, los linfocites y los macrsfagos dominaban
el infiltrado. En roedores, el infiltrado inicial
esta principalmente compuestc por neutrofilos y
eosinéefilos. Estas células son gradulamente
reemplazadas entre las 8 y las 24 horas por

ceélulas mononucleares (XALINER, 1984). Allansmith

et al. (1984) estudiaron la fase aguda y tardia de

la anafilaxis en el parpado de las ratas vy
observaron que a las 6 heras los signos clinicos
eran muy leves y que a las 24 horas los ojos
aparecian normales. A las 6 horas, eosinéfilos y
neutréfilos habian alcanzado el mAximo nivel,
mientras que les linfocitos no  presentaban
modificacién en el nomeroc o en la morfologia. A
las 24 horas, eosinéfilos y neutréfilos volvieron
a los niveles basales, y los linfocitos seguian
sin mostrar variaciones

En nuestro modelo las ratas provocadas con
TNP-Pv, y TNP-Asc, que inducen una respuesta del
tipo humcral, mostraban a las 24 horas inflamacién
evidente de la conjuntiva caracterizada por

hiperemia, leve edema de la conjuntiva, ue
P




)
horas
y 48 horas mostré un iniiltrado
Yinfomonocitaric, con precsencia de
moderados ecsinofilos y alpunos neutrotfilos.

Estos resultados en la conjuntiva de la rata
:pinciden con los descritos para la fase tardia
descriteos para el hombre y la ratz por Sclley et
32 - ) anenbaum et al. (1980) y Kaliner
({1984) .

La duracisn de la respuesta mediada cor Ig E
es multifactorial y depende de factores genetices,

e 1a  dosis d inmunizacieén inicial, y de
mecanismos de ccoperacién celular gque regulan el
mantenimiento, agotamiento o la supresién de la
respuesta de Ig E.

En nuestro modelo las ratas de la cepa Wistar

ron inmunizadas con dosi= mnimas de antigeno,

Mg, y se obtuvieron respuestas

la cenjuntiva nediadas por Ig




y de mayor
que las
investigacion de
ne se realize mas
ra praovocacion.
las ratas provocadas
(grupa Nb-1) o TIKP-Asc (grupos G, H., e

ojo, y 1I¥P-Pvy en el contralateral,

mantuvi=ron la respuesta durante mas tiempo que

ratas provocadas con TNP-Pv en un ojo y la
ma Pv en el contralateral (grupos Nb-2, G, H, e
S= observe también que la reinmunizacién con

una nueva dosis de TNP-Nb (grupo Nb-2) restablecio

la reznuesta frente TNP-Pv que se mantuvo




mas “~iempo al cambiar la provczacion
contralateral con TNP-Nb.
e explican a

que regulan

Fe

portadera con las
anticuerpos de la clase Ig
en el desarrollo de =zelulas
desarrollo de wuna respuesta
secundari la liberacidn por las células
adyuvantes estimulantes de factores sclubles que
estimulan la produccién de Ig E por las células B
(ISHIZAKA, 19 ISHIZAKA, 1976)).
nuestro modelo la provocacion de la

sta alergica con TNP-Nb (grupes Nb-1 vy

o con TNP-Asc (grupos Asc-1, G, H, e ID, al

de provocar la degranulacién de los
05, estimulaban las células especificas de
portadora que colaboraban con las

specificas del haptenc para la




modo Qque
. ook rovocacion
estimula la formacion de
portador una proteina no reconoclda
ante no colabor=n
RENACERKAF,
(KISHIMOTC & iIZAKA,
rinfocitos de conejo
Asc que la
hastans  ‘unido. A una proteina
DLXP-KLH, no estimulaba la formacien de
se afiadia el conjugado en presencia
se producian anticuerpos Ig E frente al

en nuestro modelo la

on INP-Pv agota la produccion de

que no estimula la formaciéen de células

=in embargo cuvando un ojo es provocado

con TNP-Pv y el contralateral con TNP-Asc, este
ultime antigeno favorece la formacion de celulas
la formacion de Ig en

mostraron en

or via




en dosi
conteniendo 5-10 pe de proteina)
tenian un efecto reinmunizador

atas. Hall et al. (1984: observaron en

cobavas que la administracisn repetida de antigero
3 !

~onjuntiva sensibilizaba a los animales

un tado de hipersensibilidad

ia respuesta frente a

recozmente, y fué reestablecida

inyeccis TINP-Nb en la cuarta semana.

esivas provocaciones con TNP-Nb y TNP-Pv
ermitieron un mantenimiento mas prcolongado de
sta respuesta. Kishimoto e Ishizaka (1973)
cbtienen en conejos una respuesta frente a DNP-Asc
=2r, conejos inmunizados que no habian respondido

previament=s, tra a inyeccién de una nueva dosis




estudiaron la
la respuesta en ratas inmunizadas con
y encontraron que sSe debia 2 1a
T supresoras ScSpecificas as
factores gque
inhkibian @ 1= : - hapteno. Tal
or soiuble  fus identificado per Ishizaka
quien estudié sus propiedades y efectos.
)

jarrett y Hall (1981» encontraron que la

eztimulacien reps=tida, en ratas, con dosis minima

de ovoalbumina ademas de ser un estimulo para las

células efectoras de la respuesta Ig E, tambien lo

eran para 1ia formacion de un mecanismo selectivo




TNP-Ib o
produccicn de anticuerbos
para la induccion
mediado par celulids
por tadera,
progresivamente se va imponiendo hasta
suprime la respuesta. Las enfermedade
lergicas y entre ellas, la conjuntivitis vernal,
en general de cursc autolimitade.
puede permitir estudiar que
O locaies pledsn acertar

curso de la respuesta conjuntival.

Después de repetir la provocacion conjuntival

el cuadro histoléegico a los 30 minutos consistia

andanentalmente degranulacicn intensa y

a de los mastocitos, vascdilatacisn de
artericlas v i apiliarec, y =2adema conjuntival
nso. En las piezas observadas en este periodo,

.

niomero de celulas por campo era alge superior




inmediata en la conjuntiva

DAROCUGAR, 1971; ALLANEMITH et al., 1981;
&l 1584,

controles

algunos linfocitos y macrofagos en el

al - igual aqus e

de la rata per
DAWSON, 1987)

las conjuntivas

celulas linto-

células

plasmaticas, un moderado numerc de eosinéfilos,
escasos neutrofilos y Dbaséfilos, es decir un
infiltrado de tipo cronico no granulomatoso, que
se parece a. descrito por Beigelman (1950) en la

conjuntivitis vernal. En este aspecto,




provocacion

anatil

nameroc © en la morfologia de
primeras Z4 horas.
modelo en cobayas observan que a las
provocacien conjuntiwval la
un moderado numero de
ncuentran aingun otre tipo
infiltrado. Khatami et al. (1984),

obserwvaron que una sola

provacacien de = alargica en 1la

conjuntiva inducia a aparicien de eosinofilos

.~

ne de ctros tipos celulares, y que la

egranulaciéen del macetocito  inducida por el

compuesto 48/80, inducia fenomenos anafilacticos

n aparicisn de




o ogran name: s’ eosinefilos: v ud infiltrado
_feciebte por Gelulas linfoides.

En la «conjuntivitis wvernal, el namero de
eosinofilos &8 variable vy depende del astadio de
ia ‘eniermedad BEIGELMAN, 19507 Lasty..oet al
(1979 no encuentran seocinefiles en pacientes con

disédicc. Allansmith et al. (1884)
axis en ratas; encuentran escCases

epsinofilos a las 24 horas de la prevscaciéen. En

n

nusstro medels las piezas fueron examinadas & las
24 vy 48 horas de la provocacien 1o gue bHuaede

plicar el reducido numero de eosinédfilos

1
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b |
-t
be
W
L
| ]

rara completar el estudio es necesario el
estudio histologico con tinciones de Unna y de

Luna, y estudiar la histologia a las © horas de la

Otros cambios hisiolégicos propios de 1la
conjuptivitis wvernal como la gran preliferacién

del colageno y 103 f2nomenos degenerativos de este

1]

.1 pitelio, no han sidc cobservados =2n nuestre
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modelso probablemente debido a que necesitan un

Un ' hallazgo prominente es la presencia de

conjuntiva de las racas provocadas, demostrados

por el metodo de la PAP. Gudmundnson et al.
estudiaron mediante inmunecfliuvorescencia el

contenido en células plasmaticas de la zonjuntiva

de ratas normales, no inmunizadas y observaron que
la sustancia propia solo contenia escasas células
plasmaticas, que ccntenian Ig A. Allansmith, Hahn

y Simen (1576) nbservaron en individuos afectos de

conjuntivitis vernal, la presencia de células que

e
4
L]
[
i
o

conten: a su citoplasma mediante
inmunofluorescencia, y que consideraron ceiliulas
plasmaticas. Bloch-Michel et al. (1976) consiguen
identicos resultados en inviduos con conjuntivitis
alergicas y conjurtivitis vernales.

Mayrhofer, Razin, y Gowans (1976) en un

estudio con ratas parasitadas con Nippostrongylus

i

13 neysaron cue i0 rlasmocitos
ol 1 t




adores y producto
lamatorio 0
intestinal, y Sugirieron gue
la £ a
que contenian Iz
como intracitoplasmatica.
(1683) demcstreo, mediante técnica de

con verde-metilo-pironina,que las
itivas encontradas en la

de pacientes con conjuntivitis vernal

mente a - plasmaticas

la presencia de plasmocitos
=n .a conjuntiva s2 basa en la
lula

plasrocites, ceomo se

ganlios control, con tincion positiva de color

marren  por la PAP y tincien 'uniforme del
citoplasma de rojo por la presencia de abundante
RNA en el citoplasma; y la diferencia morfologica

de estas células eon la de 10 nastocitos gque




obtenidos n
modelo, apoyan que smocitos productor
siguen el mismo comportamiento que el resto
acuden al foco donde
antigeno-anticuerpo, en
mucosa conjuntival, donde se
preducen los fenémenos alergicos.

Desde =1 punto de vista histcléegico nuestros

resultados concuerdan con las descripcicnes de la

fase vardia de la anafilaxis (KALINER, 1984) y de
as inflamaciones «crénicas no granulomatosas
(YANOFF & TFINE, 16753, Cell  y Higas [L1Do4)
analizaron exhaustivamente las fases inmediata y
tardia de la reacciéon de Arthus. La fase tardia,
caracterizada por linfocitos monocitos,
histiocitos y ceéelulas plasmaticas, similar a la
encontrada en nuestros casos, Se parecia segun
estos autores a las reacciones de la tuberculina,
y solamente se producia plenamente a los 6 dias de
la provocacién, en experimentos pasivos cuando se
transferia cel sanguineas ds un animal
Tamun

. L

d=cir, dapendia . a presen 4




diriamos que depende
ia. Laz similitudes
culina el tipos de infiltrado sugieren un

icacion de los mecanismos de la inmunidad

celular.: En a 'patogenia de la <conjuntivitis

Ve Allansmith (1978), y E&molin y O’'Connors
también bhan sugerido - implicacien de

de inmunidad celular

de tipo IV, ademas de

de  tipo . Bin smbearen on
modeln, aungue el infiltrade inflamatorio
nso en los 0jos provocadecs con TNP-Asc
provocados con TNP-PV, el porcentaje de
plasmaticas productoras de Ig E o de
era simila, ceon ambos antigenos. Existe
considerable evidencia bibliografica sobre la
importancia de la prcteina portadora para la
crimulacién de la inmunidad celular (OVARY &

NACERRAFF, &, .%963; KISHIMOTO & ISHIZAKA,

OKTMURA % TANTGUCHI,




[SHIZAKA &

inmunidad c¢elu’lar. De hecho

jan 16815, trabajanéc en ratas con

proteina portadora, y DNF cono hapteno,

mostrado que hay reacciones de
celular frente a DHP-Asc Sero

DNP unido a otra proteina.

celular podria ser un factor que

infiltradeo en
provocades con
mayor titulo de

mayor frente a

proteina
inmunizacion exhibian

ntigénices que los conjugados a




de  inmunidad

iaira, domagsata,

rataon desnudo

humporal

=stimulaba solo con TNP-Fv no se lograba mantener

estimulacien con la proteina

jo probablemente estimul

o

memoria o transforman
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