ARCH SOC ESP OFTALMOL 2006; 81: 391-400 ARTICULO ORIGINAL

EXPRESION DE MOLECULAS B7 Y TLR:9 EN CELULAS
EPITELIALES CORNEALES INFECTADAS CON
ADENOVIRUS: IMPLICACIONES CLINICO-PATOLOGICAS
EN LA QUERATOCONJUNTIVITIS VIRAL

EXPRESSION OF B7 MOLECULES AND TLR-9 ON CORNEAL
EPITHELIAL CELLS INFECTED WITH ADENOVIRUS: CLINICO-
PATHOLOGICAL IMPLICATIONS IN VIRAL
KERATOCONJUNCTIVITIS

JIMENEZ-MARTINEZ MC!, MEJIA H?, LINARES M2, SANTACRUZ G, SANCHEZ-NAVARRO £,
SUAREZ R, GARFIAS Y!

RESUMEN ABSTRACT

Objetivo: Las moléculas B7 son una familia de Purpose:B7 molecules are a family of proteins tha
proteinas que coestimulan al linfocito T durante laco-stimulate T cells during immune activation. Nor
activaciéon inmunitaria, normalmente las célulasmally the corneal epithelial cells (CEC) do no
epiteliales corneales (CEC) no expresan estas molexpress these molecules on their cell surface. To
culas en superficie. Los receptores tipo Toll juegatrlike receptors play an important role in the innat
un papel importante en la respuesta inmune innatimmune response to invading pathogens ar
hacia patdgenos invasores y recientemente srecently have been demonstrated to be expressed
demostré su expresion en corneas de ratén. El objmice cornea. The objective of this study was t
tivo del presente estudio fue determinar si la infec.determine whether adenoviral infection induces B
cion viral induce moléculas B7 y TLR9 en CEC molecules and TLR9 on human CEC.

humanas. Methods: CEC were isolated from human cornea
Métodos: Las CEC fueron obtenidas de corneastreated with dispase-Il, and grown in the presenc
humanas tratadas con dispasa Il y crecidas en prof supplemented hormonal epithelial medium unt
sencia de medio hormonal epitelial suplementadconfluence. Then CEC were then infected with ad
hasta su confluencia. Posteriormente las célulanovirus 5 (Ad5) and cultured for different times.
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fueron infectadas con adenovirus 5 (Ad5) y cultiva-The CEC were then recovered and stained agair
das a diferentes tiempos. Las CEC fueron recuperchuman CD80, CD86, TLR-9 and cytokeratin. All
das y marcadas contra CD80, CD86, TLR-9 y cito-cells were analyzed by flow cytometry.
gueratina. Todas las células fueron analizadas pResults: Ad5 infection of CEC induced the expres-
citometria de flujo. sion of B7 molecules and TLR-9 after 24 hours ii
Resultados:La infeccién de CEC con Ad5 indujo culture, rising to maximum levels at 72 hours. B’
la expresion de moléculas B7 y TLR-9 desde las 2«expression at 72 hours was as follows: CD8
h, alcanzando su maximo nivel a las 72 h. La expreexpression on infected CEC was 62% (standal
sion de moléculas B7 a las 72 h fue como sigueerror [SE] 2.6) versus 3% (SE 1.2) on non-infecte
expresion de CD80 en CEC infectadas 62% erroCEC (p<0.001); CD86 expression on infected CE!
estandar (ES) 2.6 versus 3 ES 1.2 (p < 0,001) ewas 95% (SE 2.1) versus 5% (SE 1.2) on non-infe:
CEC no infectadas; expresion de CD86 en CE(ed CEC (p<0.001). TLR-9 expression at 72 hour
infectadas 95% ES 2.1 versus 5% ES 1.2 (p <was 80% (SE 1.2) on infected CEC versus 5% (S
0,001) en CEC no infectadas. La expresion de TLR1) on non-infected CEC (p<0.001).
9 alas 72 h fue de 80% ES 1.2 en CEC infectadaConclusions:Ad5 infection induced the expression
versus 5% ES 1 en CEC no infectadas (p < 0,001)of B7 molecules and TLR-9 on CEB&rch Soc Esp
Conclusiones: La infeccién por Ad5 induce la Oftalmol 2006; 81: 391-400).
expresion de moléculas B7 y TLR-9 en CEC.

Key words: B7, TLR-9, adenoviral keratoconjunc-
Palabras clave: B7, TLR-9, queratoconjuntivitis tivitis, corneal, epithelial cells.
adenoviral, células epiteliales corneales.

INTRODUCCION se que su maduracién funcional esta implicada c
el desarrollo de la respuesta inmunitaria (7). En es
El ojo es un lugar inmunoprivilegiado porque tie- mismo modelo, se ha demostrado que las célul
ne una compleja red de mecanismos que mantiengtendriticas corneales producen factor de crecimie
la tolerancia inmunolégica ante antigenos (Ag) prodo transformante beta (TGB)-(8), que regula nega-
pios (1). Entre los componentes que regulan la regivamente la expresion de moléculas coestimulat
puesta inmunitaria se incluyen la ignorancia inmu-ias y la activacion de linfocitos T, induciendo ur
nolégica, en la que las células del epitelio corneamicroambiente inmunosupresor (9-10).
(CEC) no permiten el desarrollo de vasos sanguine- Una infeccion puede modificar el microambiente
os y linfaticos en su superficie, impidiendo el acce-ocular y causar dafio a la superficie ocular; entre |
so de linfocitos activados (2), si esto ocurriera, lagnfecciones mas frecuentes se encuentran las cau
células del endotelio corneal pueden inducir muertélas por adenovirus (Ad) (11). Se ha demostrado q
celular programada a los linfocitos autoreactivosdurante la infeccion por Ad las células CEC infecte
(3). Otro mecanismo de tolerancia inmunoldgica eglas tienen la capacidad de producir interleucina
la carencia de moléculas del complejo principal dglL-1) (12). Algunos autores han sefialado que la IL
histocompatibilidad (MHC) y de moléculas que 1 es capaz de inducir moléculas B7 en células epif
favorecen la respuesta inmunitaria especifica, a trdiales de otros sitios anatomicos como la piel (13)
vés de la coestimulacion al linfocito T (4). el epitelio respiratorio (14). Ademas, en modelo
La funciéon de las moléculas coestimulatorias egnimales de infeccion viral, existe un incremento d
aumentar la sefializacién durante la activacion linTGF{3 en el microambiente, que funcionaria com:
focitaria (5); normalmente las células corneales nain agente antiinflamatorio con propiedades antivire
expresan moléculas coestimulatorias, sin embargtes (15). Por otra parte, se ha observado que dura
se ha demostrado que en el estroma corneal, |48 respuesta inmunitaria innata frente a los viru:
células dendriticas y las células de Langerhans (6@lgunas ceélulas epiteliales expresan moléculas q
pueden expresar moléculas coestimulatorias de lggconocen patrones moleculares conservados, a ¢
familia B7, como CD80 o CD86, ante un estimulotipo de estructuras se les conoce como receptol
antigénico y funcionar como células presentadoragpo Toll (TLR) y se ha demostrado que el TLR-¢
de antigeno durante un rechazo corneal, sugiriéndguede interactuar con CpG no metilado presente
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ADN bacteriano o viral (16). El objetivo principal kit QlAamp (QIAGEN Sciences, Maryland, USA).
de este estudio fue determinar si la infeccion corPara asegurar que los botones corneales estuvie
adenovirus era capaz de inducir en CEC la expresidiibres de infeccion viral previa se realiz6 PCR par
de moléculas que colaboran con la respuesta inmudentificacion de adenovirus o herpesvirus. Lo
nitaria especifica (moléculas B7) o con la respuestaebadores para adenovirus fueron ADRJC1, £
inmunitaria innata (TLR-9). GACATGACTTTCGAGGTCGATCCCATGGA-
3’; secuencia antisentido ADRJC2, 5-CCGGCT
GAGAAGGGTGTGCGCAGGTA-3’, amplifican-
SUJETOS, MATERIAL Y METODOS do un producto de 140pb; para herpesvirus fuert
ALE1 5-TTATTGCCGTCATAGCGCGG-3;
Obtencién de Células Epiteliales Corneales secuencia antisentido ALE2 5-GGCGACCTGTA-
TAACGTGTT-3', amplificando un producto de 278

Las CEC fueron obtenidas a partir de botones coPb. La PCR se realiz6 con el kit Omniscrpt Revers
neales humanos libres de infeccion viral provenienTranscription (QIAGEN Sciences, Maryland,
tes de individuos sometidos a transplante corned/SA), la amplificacion con un termociclador Gene
secundario a queratocono. Los datos presentaddsnp PCR System 2400 (Perkin Elmer Co. Nor
provienen de CEC expandidas a partir de 3 botonegalk, Connecticut, USA). Los botones corneale
corneales de individuos no relacionados y de cadgRositivos por PCR para adenovirus y/o herpesvirt
expansion celular se hicieron ensayos por triplicadose eliminaron del estudio.

Las CEC fueron separadas del estroma con dispasa

Il (Roche, Germany) durante 15 min a 37°C, las

CEC fueron separadas de las estromales mediant@entificacion de Ad5

una malla de Nylon. Una vez obtenidas fueron lava-

das con medio DMEM (Dulbecco Modified Eagle El Ad5 fue identificado mediante enzimas de res
Medium) (Gibco, Grand Island, NY, USA) y se triccion Eco-RI, Hind-lll, Bgl-l y Sma-I de acuer-
valoré su viabilidad con la exclusién de azul tripano.do a las instrucciones del fabricante (Sigma Cherr
Las células se expandieron en presencia de medgl Co, Saint Louis Mo, USA). Los productos de
epidermal hormonal suplementado (SHEM) en cajagestriccion fueron observados en una electrofores
de 24 pozos (Costar, NY, USA). El SHEM consistede agarosa al 1%, corridos durante 9 h a 40 vol
en DMEM/F12 viv (Gibco, Grand Isalnd, NY, Las bandas de ADN fueron tefiidas con bromuro
USA), factor de crecimiento epidermal (Sigma, St.etidio al 0,1%, utilizando marcadores de peso mol
Louis Missouri, USA), insulina, tranferrina, selenio cular A y ¢ (Promega, Madison, WI, USA). El
(Roche, Mannheim, Alemania), hidrocortisona, gen-patron de restriccion fue comparado con perfile
tamicina, estreptomicina, penicilina, anfotericina Bpreviamente publicados para adenovirus (18).
(Sigma, St. Louis Missouri, USA) y 10% de suero

fetal bovino (Gibco, Grand Island, NY, USA) (17).

Cuando las células alcanzaron un 80% de confluenFitulacion de particulas virales

cia, aproximadamente de 15-20 dias después, fueron

despegadas de los pozos con tripsina al 0,25% (Gib- Células Vero (American Type Culture Collection
co, Grand Island, NY, USA) y se pasaron a una caj&RL-1586) fueron infectadas con diluciones seric
de 25 mrA (Costar, NY, USA). Ahi, se cultivaron de das de Ad5 hasta observar un efecto citopatico. L
17-20 dias adicionales, en las mismas condicione@articulas infectantes se determinaron por el mét
de cultivo, hasta que alcanzaron una confluencia délo de Reed-Muench (19), siendo el titulo de vir
90%, utilizandose para los ensayos posteriores.  inoculados de 6,08 X108 /100 ml.

Extraccion de ADN y Reaccién en cadena de la  Cultivos celulares
Polimerasa (PCR)
Se realizaron cultivos celulares en presencia
Para la extraccion de ADN en tejidos, se sigui6 laausencia de Ad5. En la infeccion de las CEC se u
metodologia propuesta por el fabricante con el minlizo el titulo viral obtenido en células vero. Las
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CEC fueron recuperadas en intervalos de 24h hasfaatron caracteristico de corte por enzimas de re
el tercer dia. El sobrenadante (SN) de cultivo fudriccion de Ad5.
congelado a —70°C hasta su utilizacion.

Cambios morfolégicos en las células cultivadas
Inmunofluorescencia
Las CEC en cultivo fueron perdiendo sus carac
Las CEC recuperadas de cultivo fueron procesateristicas morfologicas epiteliales clasicas adqu
das para citometria de flujo, utilizando anticuerposiendo una forma fibroblastica, independientement
monoclonales conjugados a un fluorocromo y diri-de si estaban infectadas o no por Ad5, por lo gt
gidos contra CD80, CD86 (BD Biosciences Phar-fue necesario determinar la expresion de citoquer
mingen, CA, USA), TLR-9 (e-Biosciences, CA, tina, caracteristica fenotipica clasica de las célul:
USA) y citoqueratina, clona MNF116 (DAKO, Car- epiteliales (20), utilizando anticuerpos anti-citoque
pinteria, CA, USA). ratina conjugada a un fluorocromo. En la figura .
(a) se observan las caracteristicas de tamafio (F<
H) y de granularidad (SSC-H) que tienen las CE!
Determinacion de citocinas en una citometria de flujo. En la figura 2 (b) st
observa que aproximadamente el 70% de las CE
El SN de los cultivos fue utilizado para determi- mantiene sus caracteristicas fenotipicas epiteliale
nar TGF mediante un sandwich ELISA cuantita- siendo Citoqueratina (CK) positivas (+); mientras
tivo, segun la metodologia propuesta por el fabri-que aproximadamente el 30% de las células que
cante (R&D Systems, MN, USA). Los resultadosgranularidad y tamafio corresponden con CEC pie
fueron leidos en un lector de ELISA (Termo- den la expresion de este marcador [30% error esté
Labsystems, Helsinki, Finland) a 450nm de longi-dar (ES) 5,2]. Los porcentajes de CEC CK+ fuero
tud de onda y correccién de 540 nm. similares en las células infectadas (70% ES 6,4)
no infectadas (72% ES 4,3); no se encontraron dif
rencias estadisticamente significativas entre ellas
Analisis Estadistico

Se utilizé U-Mann Withney para comparacién Expresion de moléculas B7 en CEC infectadas
entre dos grupos, debido a que al realizar el analisison Ad5
de normalidad con la prueba de Kolmogorov-Smi-
mov se determind que nuestros datos no tenian unala cinética de expresién de moléculas B7 (CD8
distribucion normal. Se considerd una p<0.05 comqg CD86) fue evaluada en las CEC CK+, infectade
estadisticamente significativa. El analisis estadistiy no infectadas con Ad5. Los datos obtenidos mue
co se realiz6 con el programa SigmaStat (Systaran que el porcentaje de CEC CK+ CD80+ fue d
Software, Inc. Point Richmond, CA, USA. Version 54% a las 24h, 52,3% alas 48 h, 62% a las 72 h (fi
10) y las gréficas con SigmaPlot (Systat Software3); en contraste el porcentaje para las CEC CK
Inc. Point Richmond, CA, USA. Version 10). CD80+ no infectadas fue < 5% en los tres dias (
cultivo (fig. 3, tabla I). La cinética de expresion de
CD86 en CEC CK+ siguié un comportamientc
RESULTADOS similar, siendo de 62,3% a las 24 h, 86% a las 48
y 95% a las 72 h (fig. 3, tabla I).
Infeccion de Células Epiteliales Corneales por
Adenovirus 5
Expresion de TLR-9 en CEC infectadas con
El primer objetivo de este estudio fue evaluar laAd5
infeccion de Ad5 en CEC. La infeccion viral fue
demostrada observando el efecto citopatico caracte- La cinética de expresion de TLR-9 fue evaluad
ristico (fig. 1a), por inmunofluorescencia directaen las CEC CK+, infectadas y no infectadas co
(fig. 1b), por PCR (fig. 1c); la figura 1d muestra el AdS. Los datos obtenidos muestran que el porce
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Fig. 1: Evaluacion de la infeccién de Ad5 en CEC. En (a) se observa el efecto citopatico del virus (flechas bl
en las células en cultivo, magnificacién 10x; En (b) se observa la inmunofluorescencia positiva a la tincion cor
cuerpos anti-adenovirus conjugados a FITC (Adenovirus DFA kit, CHEMICON international, USA) en células i
tadas (flecha verde) y la tincién nuclear con yoduro de propidio, en células no infectadas (flecha roja), la coloc
de ambas tinciones da lugar a un color amarillo (flecha amarilla), magnificacion 40 x. En (c) se observa PCR
adenovirus; el carril 1 corresponde a los pesos moleculares, el carril 2 a las células no infectadas, el carril 3
células infectadas, en este carril se encuentra un producto de 140 bp que corresponde al amplificado de los «
res ADRCJ1, ADRCJ2 utilizados para la identificacién viral, tincion con bromuro de etidio. En (d) se obser
patrén de restriccion que caracteriza a Ad5; el carril 1 corresponde al ADN sin cortar, el carril 2 corresponde al
cortado con Eco-Rl, el carril 2 corresponde al ADN cortado con Hind-lll, el carril 4 corresponde al ADN cortado
Bgl-Il, el carril 5 corresponde al ADN cortado con Smatly ¢ corresponden a marcadores moleculares.
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taje de CEC CK+ TLR-9+ fue de 62% a las 24 +

s 63,3% a las 48 h y 80% a las 72 h (fig. 4); en cor

1 é nr traste, el porcentaje de las CEC CK+ TLR-9+ ni
. ! "’ infectadas fue alrededor del 5% en los tres dias

= o Ei" cultivo (fig. 4, tabla I1).
i i :i;

R

=_5_I.J— e TGF-B en el sobrenadante de las CEC

- X + cultivadas

Fig. 2: Caracteristicas citométricas de las CEC. En (a) La produccién TG fue evaluada por ELISA

se observan las caracteristicas de tamafio (FSC) y gragyrante los diferentes dias de cultivo. Los result:

nularidad (SSC) de las células cultivadas. En (b) Seqsq mostraron un incremento en la produccion
muestra una grafica de puntos que proviene de la regio

1 «R1» mostrada en (a). R1 incluye exclusivamente a | GFC-:kIJECc:Ie_tefctadg en el sAoé)genadante de Cl.JI,“VO '
células que por tamafio y granularidad corresponden as Infectadas por » €N comparacion cc

con CEC. R2 sefiala las células CK+. FSC en el eje dé@s CEC no infectadas (fig. 5), sin embargo las dife
las «y», tincién con anticuerpo anti-citoqueratina conju- rencias cuantitativas encontradas no fueron estad

gada a un fluorocromo en el eje de las «x». ticamente significativas.

Tabla I. Cinética de expresion de CD80 y CD86 en CEC CK+ durante los diferentes dias de cultivo

CD80 CD86
24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
CEC Infectadas 54 +13,8 52,3 £12,2* 62 + 2,6** 62,3+10,1 86 + 3,6** 95 +2,1*
CEC No infectadas 2+1 4+1,5% 3+1,2% 33+11 4+1,6% 5+1,2%

Resultados expresados en porcentaje + error estandar. *;: p= 0,017; **: p < 0,001.

CEC CK+
Kl +B2
=
a (b .
(a) }E §§
2 %
gm B1% |
il |
[T
°¥ 3 4
1 o
10 10 cD36 10 lu

Fig. 3: Expresién de CD80 y CD86 en CEC. Los histogramas muestran la intensidad de fluorescencia para CC
y CD86 (b) en CEC no infectadas (linea delgada) y en CEC infectadas (linea gruesa) a las 72 h de cultivo. Lot
gramas fueron realizados a partir de R1+R2, por lo que los datos presentados corresponden exclusivamente
CK+. Los datos presentados aqui provienen de CEC expandidas a partir de 3 botones corneales de individuos |
cionados (Ver seccién de material y métodos), y de cada expansién celular se hicieron ensayos por triplicado.
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tivo; CEC no infectadas (azul cielo), CEC infectada:
o | (azul marino). Resultados expresados en pg/ml.
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TLR-3 — i i \
do son infectadas por virus. Para alcanzar nues

_ y _ objetivo se infectaron CEC humanas con Ad5. L
Fig. 4: Expresion de TLR-9 en CEC. El histogramainfeccion con Ad5, ha sido utilizada ampliament
muestra la intensidad de fluorescencia para TLR-9 encomo modelo de infeccion por adenovirus en an
CEC no infectadas (linea delgada) y CEC mfectadasmaleS (21,22) pero hay pocos estudios con CE

(linea gruesa) a las 72 h de cultivo. El histograma fue .
realizado a partir de R1+R2, por lo que los datos pre- humanas; Trousdale MD et al. (23) demostrarc

sentados corresponden exclusivamente a CEC CK+. Logu€ las CEC de conejo y humanas pueden ser infi
datos presentados aqui provienen de CEC expandidas #das por Ad5, alcanzando la méxima cantidad
partir de 3 botones corneales de individuos no relacio-particulas virales entre las 48 y 72 h. Es por es
nados (Ver seccion de material y métodos), y de cadgue los cultivos celulares en nuestro estudio fuert
expansion celular se hicieron ensayos por triplicado. conducidos hasta las 72 h. Durante el tiempo de c!
tivo, las CEC fueron perdiendo su morfologia epi

= telial y adquirieron una morfologia fibroblastica.

DISCUSION Este fendmeno ocurre frecuentemente en cultivi

En ausencia de infeccién el ojo utiliza varios primarios de Céll.JIa.S corneales y esta mediado f
mecanismos que mantienen la tolerancia ante Afa_ctores _de crecimiento locales como el de_ crec
fhiento fibroblastico (FGF), crecimiento derivadc

propios y evitan la activacion de la respuesta inmu- S
nitaria (1-3,8-10). En este contexto, una respuest%e plaguetas (FGDP) y el TGFque pueden indu

X ; . g ir, dependiendo de su concentracién, la expresis
inflamatoria que en otro sitio seria protectora, en e

0i0 generaria mas dafio aue beneficio. de ahi surage moléculas que permiten diferenciar fenotipics
09 4 ’ 9Qente a las células en fibroblastos o miofibrobla:

e PO SSlclr a0 e 108 ISCAENts (24). En nuesiro estuco se determing Ia co
9 9 centracion de TGB-que se encontré presente el
los cultivos celulares y es probable que esta citoc

Tabla Il. Cinética de expresion de TLR-9 en CEC CK+ na pudiera estar involucrada con los cambios mc
en los diferentes dias de cultivo folégicos observados, como la adquisicion de ur

TLR.9 forma fibroblastica o con los cambios fenotipicos

24 h 48 h 72 h como la pérdida de expresion de citoqueratina )

que Ogawa E. et al. (25) reportaron datos similare

CEC Infectadas 62+8,1* 633%7,2* 80+12# uytlizando un modelo de infeccion adenoviral laten

CEC Noinfectadas ~ 5+1,2*  4+1™  521# g on células del epitelio respiratorio. En ese misn
Resultados expresados en porcentaje + error estandar. *: p= 0,002; *fabajo |93 aUt_OreS observaron que_Justo por deb:
p=0,001; #: p< 0,001. de las células infectadas por Ad existe una remoc
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Fig. 6: Secuencia hipotética de eventos moleculares durante una infeccion por adenovirus.

lacion del estroma a nivel subepitelial y ellos sugie-das con la expresion de moléculas B7 en célul:
ren que esta remodelacién podria estar mediada pdendriticas (29) en células epiteliales durante es
el TGF-beta (24). mulos crénicos, como la dermatitis atopica (13, 3(
La interaccion de B7 con su ligando naturalo durante infecciones virales, en el epitelio respir:
(CD28) expresado en linfocitos T, es critico en eltorio (14). En este trabajo no se determinaron Iz
proceso de activacion Ag-especifica (26) sin embareoncentraciones de estas citocinas en el sobrel
go es reconocido que las CEC no expresan moléculante, sin embargo es probable que estas estuvie
las coestimulatorias (1,4) por lo que en este trabajpresentes en el microambiente ya que Chang CH
se investigé si las CEC infectadas por Ad5 podiaral han demostrado que una infeccién por Ad puet
inducir en su superficie moléculas de la familia B7.inducir la produccién de grandes cantidades de I
Nuestros experimentos mostraron que las CEQ en las CEC infectadas (12).
infectadas in vitro con Ad5 pueden expresar tanto Por Ultimo, en este estudio también se evalué
CD80 como CD86. Previamente a este trabajo sexpresion de TLR-9 en CEC, los receptores tip
habia comunicado que las Unicas células con capdell son una familia de receptores involucrados co
cidad de expresar moléculas coestimulatorias efa respuesta inmune innata y tienen como ligand
cornea eran las células dendriticas y las células destructuras moleculares conservadas como lipopc
Langerhans en respuesta a un estimulo (6-7, 283acarido, flagelina, entre otros (16). Recientemen
Las citocinas proinflamatorias [IL-1, IL-6 y Factor se comunico la expresion de TLR-2, TLR-4y TLR:
de necrosis tumoral alfa (TNF-a)] estan involucra-9 en la cérnea de ratén (31). TLR-9 reconoce 1
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CpG no metilado presente en el ADN viral (16) y laB7 como ligandos para infectar a mas CEC activ.
via de activacion inducida por TLR-9 puede inducirdas, lo que se ha demostrado al menos para A
la produccién de citocinas proinflamatorias (32,33).(36). D. EI microambiente también juega un papt
Los resultados de este estudio podrian teneémportante en la respuesta inmune antiviral, ¢
implicaciones clinico-patoldgicas importantes en laTGF-o. producido normalmente por las CEC induct
queratoconjuntivitis viral, es conocido que la queratanto la expresion de TLR-9 y TG¥F-(37). El
toconjuntivitis por adenovirus es la mas frecuenteTGF-b a su vez, induce la produccién de FGF pt
de las infecciones virales de la superficie oculalos fibroblastos estromales (38) ambas citocina
(11). Se caracteriza por hiperemia conjuntival, senTGF{f} y FGF, podrian favorecer la remodelacior
sacion de cuerpo extrafio, epifora, reaccion foliculaf25) a nivel corneal lo que corresponderia con
en la conjuntiva palpebral, edema palpebral y linfalesiones subepiteliales (26), y con las opacidad
denopatia. En la cérnea se observa una queratitdel estroma corneal (fig. 6).
epitelial fina difusa perceptible con fluoresceina, En resumen, los resultados del presente estut
gue puede persistir de 2 a 3 semanas. Estas lesiormgyieren que las CEC pueden expresar CDE
pueden evolucionar, dependiendo de la actividadCD86 y TLR-9 durante una infeccion viral, el cono
viral, a una queratitis epitelial focal, caracterizadacimiento de las implicaciones clinico-patologica:
por opacidades subepiteliales blancas y focales jusugeridas aqui, puede ser utilizado como blan
to por debajo de las lesiones epiteliales, esta quergara futuras investigaciones o intervenciones ter
titis puede persistir 1 a 2 semanas y en algunopéuticas en las queratitis virales.
casos puede asociarse con una uveitis anterior tran-
sitoria moderada. Aproximadamente 2 semanas

después del inicio de los sintomas aparece un infil- AGRADECIMIENTOS
trado estromal anterior que puede persistir durante
semanas o0 afos (34). Se agradece a la Sra. Verénica Romero Martin

Los mecanismos moleculares involucrados en g a Pablo Ottalengo por el apoyo técnico recibido
generacion de los datos clinicos podrian tener la
siguiente secuencia hipotética: A. La infeccion por i
Ad en CEC interacciona con su ligando intracelular BIBLIOGRAFIA
(TLR-9), esta molécula interacciona con los CpG
no metilados del virus e induce la activacion celu- 1. Streilein JW. Ocular immune privilege: therapeutic
Iar. La activacic')n Via TLR-9 induce Ia produccic')n opportunltles from an experlment of nature. Nat Re

B : . . . Immunol 2003; 3: 879-889.

de citocinas proinflamatorias, como IL-1. Esta cito- 5 cyrsiefen C, Chen L, Dana MR, Streilein JW. Cornee
cina es el principal mediador de las reacciones lymphangiogenesis: evidence, mechanisms, and implic
inflamatorias de la superficie ocular, ya que regula tions for corneal transplant immunology. Cornea 2003;
la activacién de células endoteliales en quienes_ 22:273-281.

. .. . So 3. Stuart PM, Griffith TS, Usui N, Pepose J, Yu X, Fergusa
induce la expresion de moléculas de adhesion inter-"" 1, “cngs’ligand (Fas-L)-induced apoptosis is necessar

celular-1 (ICAM-1), lo que a su vez favorece el for comeal allograft survival. J Clin Invest 1997; 99: 396-
reclutamiento leucocitario al lugar de la infeccion  402.
viral (12); B. La IL-1, junto con IL-6 y TNFe, 4. Streilein JW. New thoughts on the immunology of corne
induce la expresion de moléculas B7 en células g?iﬂfrg?:titg’”Lg%emze?g?’?Eg: ggﬁ;}%‘:}%'as & Wolte TG
den,d“_tlcas (29-30), prOb_ablem_e,nte eStaS, CItociNas ™ ©jjison JP, Sharpe AH, et al. Cutting edge: a crucial role
estén mvoluc_radas en la induccién de molecu_las B7  for B7-CD28 in transmitting T help from APC to CTL. J
en las CEC infectadas por Ad. C. La expresion de  Immunol 2002; 169: 4094-4097.
CD80 y CD86 en las CEC puede tener dos conse®- Hamrah dpx L'%Y‘_tihang Q,%_ Daf:a MRB Th‘v; COf%ea'tSJfo
H H H P4 N ma IS endowed witn a significant numboer or resiaent der
Cue.nCIaS’ la pnmera favorecer la aCtlvaCIOn. de, lin dritic cells. Invest Ophthalmol Vis Sci 2003; 44: 581-589
focitos T espgmﬂcos del virus, lo que necesitaria de7. Novak N, Siepmann K, Zierhut M, Bieber T. The good, t
la coexpresion de MHC-I, pero este mismo meca- bad and the ugly --APCs of the eye. Trends Immunol 200
nismo puede activar a clonas autoreactivas como ha 24: 570-574. . . .
sido demostrado en queratitis herpéticas (35) gene8: Stein-Steilein J, Streilein JW. Anterior chamber associe
rando la uveitis moderada transitoria. La segunda €0 immune deviation (ACAID): regulation, biclogical

- . e B relevance, and implications for therapy. Int Rev Immunc
posibilidad es que el virus utilice a las moléculas  2002; 21: 123-152.

ARCH SOC ESP OFTALMOL 2006; 81: 391-400 399



JIMENEZ-MARTINEZ MC, et al.

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

400

Wilbanks GA, Streilein JW. Characterization of suppresor
cells in anterior chamber-associated immune deviation

(ACAID) induced by soluble antigen. Evidence of two 24.

functionally and phenotypically distinct T-suppressor cell
populations. Immunology 1990; 71: 383-389.
Kosiewicz MM, Alard P, Streilein JW. Alterations in cyto-

kine production following intraocular injection of soluble 25.

protein antigen: impairment in IFN-gamma and induction
of TGF-beta and IL-4 production. J Immunol 1998; 161.:
5382-5390.

Cheung D, Bremner J, Chan JT. Epidemic kerato-con-26.

junctivitis--do outbreaks have to be epidemic? Eye
2003;17: 356-363.
Chang CH, Huang Y, Issekutz AC, Griffith M, Lin KH,

Anderson R. Interleukin-lalpha released from epithelial 27.

cells after adenovirus type 37 infection activates interce-

llular adhesion molecule 1 expression on human vascular28.

endotheial cells. J Virol 2002; 76: 427-431.
Esche C, de Benedetto A, Beck LA. Keratinocytes in ato-

pic dermatitis: inflammatory signals. Curr Allergy Asthma 29.

Rep 2004; 4: 276-284.
Kim J, Myers AC, Chen L, Pardoll DM, Truong-Tran QA,
Lane AP, et al. Constitutive and inducible expression of b7

family of ligands by human airway epithelial cells. Am J 30.

Respir Cell Mol Biol 2005; 33: 280-289.

Hu M, Dutt J, Arrunategui-Correa V, Baltatzis S, Foster
CS. Cytokine mRNA in BALB/c mouse corneas infected
with herpes simplex virus. Eye 1999; 13: 309-313.

Janssens S, Beyaert R. Role of Toll-like receptors in pat31.

hogen recognition. Clin Microbiol Rev 2003; 16: 637-646.
Ban Y, Cooper LJ, Fullwood NJ, Nakamura T, Tsuzuki M,
Koizumi N, et al. Comparison of ultrastructure, tight junc-
tion-related protein expression and barrier function of

human corneal epithelial cells cultivated on amniotic 32.

membrane with and without air-lifting. Exp Eye Res 2003;
76: 735-743.

Johansson ME, Andersson MA, Thorner PA. Adenoviruses
isolated in the Stockholm area during 1987-1992: restric-
tion endonuclease analysis and molecular eidemiology.
Arch Virol 1994; 137: 101-115.

Lee MS, Cohen B, Hand J, Nokes DJ. A simplified and

standardized neutralization enzyme immunoassay for the35.

quantification of measles neutralizing antibody. J Virol
Methods 1999; 78: 209-217.

Kivela T, Uusitalo M. Structure, development and function36.

of cytoskeletal elements in non-neuronal cells of the
human eye. Prog Retin Eye Res 1998; 17: 385-428.
Gordon YJ, Romanowski E, Araullo-Cruz T. An ocular

model of adenovirus type 5 infection in the NZ rabbit. 37.

Invest Ophthalmol Vis Sci 1992; 33: 574-580.
Trousdale MD, Nobrega R, Stevenson D, Nakamura T,
dos Santos PM, Labree L, et al. Role of adenovirus type 5

early region 3 in the pathogenesis of ocular disease and38.

cell culture infection. Cornea 1995; 14: 280-289.
Wood RL, Trousdale MD, Stevenson D, Azzarolo AM,
Mircheff AK. Adenovirus infection of the cornea causes

33.

34.

histopathologic changes in the lacrimal gland. Curr Eye
Res 1997; 16: 459-466.

Trousdale MD, Nobrega R, Wood RL, Stevenson D, di
Santos PM, Klein D, et al. Studies of adenovirus-induce
eye disease in the rabbit model. Invest Ophthalmol Vis S
1995; 36: 2740-2748.

Jester JV, Ho-Chang J. Modulation of cultured cornea
keratocyte phenotype by growth factors/cytokines contrc
in vitro contractility and extracellular matrix contraction.
Exp Eye Res 2003; 77: 581-592.

Ogawa E, Elliott WM, Hughes F, Eichholtz TJ, Hogg JC
Hayashi S. Latent adenoviral infection induces production ¢
growth factors relevant to airway remodeling in COPD. Am
J Physiol Lung Cell Mol Physiol 2004; 286: L189-L.197.
Ward SG. CD28: a signalling perspective. Biochem .
1996; 318:361-377.

Hamrah P, Huq SO, Liu Y, Zhang Q, Dana MR. Cornee
immunity is mediated by heterogeneous population of ant
gen-presenting cells. J Leukoc Biol 2003; 74: 172-178.
Yamada N, Katz Sl. Generation of mature dendritic cell
from a CD14+ cell line (XS52) by IL-4, TNF-alpha, IL-1
beta, and agonistic anti-CD40 monoclonal antibody. J
Immunol 1999; 163: 5331-5337.

Burns R, Luzina I, Nasir A, Haidaris CG, Barth RK, Gas-
pari AA. Keratinocyte-derived, CD80-mediated costimu:
lation is associated with hapten-specific IgE production
during contact hypersensitivity to TH1 haptens. J Allergy
Clin Immunol 2005; 115: 383-390.

Johnson AC, Heinzel FP, Diaconu E, Sun Y, Hise AC
Golenbock D, et al. Activation of toll-like receptor (TLR)2,
TLR4, and TLR9 in the mammalian cornea induce:
MyD88-dependent corneal inflammation. Invest Ophthal
mol Vis Sci 2005; 46: 589-595.

Akira S, Takeda K. Toll-like receptor signaling. Nat Re\
Immunol 2004; 4: 499-511.

Liu L, Zhou X, Shi J, Xie X, Yuan Z. Toll-like receptor-¢
induced by physical trauma mediates release of cytokine
following exposure to CpG motif in mouse skin. Immunac
logy 2003; 110: 341-347.

Kanski JJ. Oftalmologia clinica. V edicién. Madrid: Else-
vier Espafia, S.A; 2004; 68-69.

Gangappa S, Deshpande SP, Rouse BT. Bystander acti
tion of CD4+ T cells accounts for herpetic ocular lesions.
Invest Ophthalmol Vis Sci 2000; 41: 453-459.

Short JJ, Pereboev AV, Kawakami Y, Vasu C, Holterme
MJ, Curiel DT. Adenovirus serotype 3 utilizes CD80
(B7.1) and CD86 (B7.2) as cellular attachment receptors
Virology 2004; 322: 349-359.

Miller LS, Sorensen OE, Liu PT, Jalian HR, Eshtiaghpou
D, Behmanesh BE, et al. TGF-alpha regulates TLF
expression and function on epidermal keratinocytes.
Immunol 2005; 174: 6137-6143.

Kay EP, Lee MS, Seong GJ, Lee YG. TGF-beta s stimu
te cell proliferation via an autocrine production of FGF-2
in corneal stromal fibroblasts. Curr Eye Res 1998;
17:286-293.

ARCH SOC ESP OFTALMOL 2006; 81: 391-400



