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RESUMEN

ALTERACIONES DEL SISTEMA INMUNE DE LA MUCOSA OCULAR EN LA
ALERGIA OCULAR GRAVE PEDIATRICA.

Trabajo de Fin de Master “Inmunologia y Superficie Ocular”.
Alumna: M? Soledad Rubio Martinez

Directores: Dr. Roberto Reinoso Tapia

Introduccién: El tejido linfoide asociado a la conjuntiva (CALT) forma parte del sistema
inmunitario de la superficie ocular y proporciona toda una serie de mecanismos de defensa para
mantener su integridad. La distribucion inmunotopografica en individuos sanos puede servir
para profundizar en el conocimiento de las patologias inflamatorias de la superficie ocular (SO),
como las conjuntivitis alérgicas. Este trabajo preliminar pretende iniciar el mismo tipo de
analisis en dos enfermedades graves, de naturaleza inflamatoria, con una base alérgica
importante, la queratoconjuntivitis atépica (QCA) y la queratoconjuntivitis vernal (QCV). A dia
de hoy, el diagnostico es clinico, siendo en ocasiones dificil el diagndstico diferencial de estas

dos entidades. Este estudio podria ayudar a entender algunos aspectos de su fisiopatologia.

Material y métodos: Se recogieron muestras mediante citologia por cepillado de la conjuntiva
tarsal superior de 14 nifios con QCV, 12 nifios con QCA y 21 nifios sanos que sirvieron como
control. Se analiz6 el porcentaje de linfocitos intraepiteliales (IELS), sus principales subtipos, el
porcentaje de células viables y en apoptosis, asi como el estado proliferativo celular mediante

citometria de flujo.

Resultados: En el grupo de pacientes con QCA y QCV se observd un aumento de linfocitos T
al compararlos con el grupo control, una disminucion de los linfocitos B, asi como un aumento
del porcentaje de linfocitos NK. En el estudio de viabilidad se aprecié un aumento de la
apoptosis precoz de las células complejas en los pacientes con QCA y QCV al compararlos con
el control, y una disminucidn de la apoptosis tardia de dichas células. El estudio del ciclo celular
mostré una disminucién de la proliferacién celular en ambos grupos al compararlos con los

sujetos sanos.

Conclusiones: El tejido linfoide asociado a la conjuntiva varia fenotipica y funcionalmente en
pacientes con QCA y QCV con respecto a individuos sanos. En la fisiopatologia de la
enfermedad, interviene ademéas de una respuesta inmune adquirida, una respuesta inmune
innata (linfocitos NK), variable inmunolégica que se podria utilizar como biomarcador

diagndstico.
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1. INTRODUCCION

1.1 ENFERMEDAD ALERGICA OCULAR

La alergia ocular es una afecciobn muy comun que afecta a un 17-20% de la
poblacion y con perfil de incidencia creciente. Comprende entidades agudas como la
conjuntivitis alérgica (CA) estacional y la perenne y otras crénicas, potencialmente mas
susceptibles de causar dafio ocular y pérdida de la vision como la queratoconjuntivitis
vernal (QCV) y la queratoconjuntivitis atopica (QCA), estas dos Ultimas asociadas a riesgo

de ulceraciones, vascularizacion y cicatrizacion corneal.

Tanto la QCA como las QCV estan consideradas como enfermedades raras,
huérfanas o poco frecuentes, entendiéndose como enfermedad rara por la Union Europea,
Reglamento (CE) n® 141/2000 1: “... son enfermedades potencialmente mortales, o
debilitantes a largo plazo, de baja prevalencia y alto nivel de complejidad ...”. La
prevalencia de una enfermedad rara, huérfana o poco frecuente, es de unos 5 casos por cada
10.000 habitantes. A pesar de su baja incidencia en la poblacion, la QCA y la QCV son
consideradas como potencialmente graves, pudiendo llegar a generar una severa
disminucion de la agudeza visual del paciente con cambios oculares irreversibles en su

superficie ocular.

La QCV representa tan solo el 0,5% de la alergia ocular. Se presenta en nifios, con
una incidencia maxima entre los 11 y los 13 afios. Normalmente se trata de una enfermedad
autolimitada de entre 2-10 afios de duracion, resolviendose entre la pubertad y el comienzo
de la edad adulta, aunque a veces puede convertirse en una QCA en la edad adulta. Se
asocia a factores climéticos, siendo més frecuente en climas célidos como la cuenca
Mediterranea, Sudamérica, Africa, Oriente Medio e India. La QCV es una entidad cronica y
bilateral, aunque puede ser asimétrica, que se puede presentar durante todo el afio con
exacerbaciones. El cuadro clinico puede ir desde formas leves con los sintomas cardinales
de toda alergia ocular: prurito, molestia, lagrimeo, fotofobia y secrecion mucosa hasta
formas graves, con la presencia de Ulceras en escudo y neovascularizacion. Existen formas
tarsales, que se caracteriza por la presencia de papilas gigantes acompariadas de abundante
secrecion mucosa; formas limbares, caracterizado por limbitis en forma de papilas limbares
y nddulos de Horner-Tranta, y formas mixtas. En la cdrnea puede aparecer

conjuntivalizacion superior, queratitis epitelial de Togby y ulceras en escudo, que son
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caracteristicas de la enfermedad. A diferencia de la QCA, en la QCV no se produce

reaccion conjuntival cicatricial®.

Figura 1. Signos clinicos de la queratoconjuntivitis vernal. (A) Papilas en conjuntiva tarsal superior. (B)
Nodulos de Horner-Trantas. (C) Queratitis punteada difusa de Tobgy. (D) Ulcera en escudo. Iméagenes
cedidas por la Unidad de Inmunologia Ocular del HCUV e I0BA.

La QCA representa menos del 1% de las alergias oculares. Afecta principalmente a
adultos jovenes con un pico de presentacion entre los 30 y 50 afios de edad. La QCA
constituye la afectacion ocular de la dermatitis atopica (DA)®. La DA es un desorden
cutdneo que se caracteriza por la presencia de una erupcion pruriginosa con eritema y
descamacion en sitios tipicos. Se manifiesta en los primeros 18 afios de vida en un 65% de
los pacientes y persiste mas alld de la adolescencia en un 40%. Su prevalencia esta en
aumento en los paises desarrollados y asi, en Estados Unidos es del 17% y en Espafia segin
la ADEA (Asociacion familiares y Pacientes de Dermatitis Atdpica) aproximadamente el
10% de la poblacion la padece. EI componente ocular esta presente entre un 20-40%, con
evolucion de la inflamacion ocular independiente al grado de severidad de la afectacion en
piel. Cuando la presencia de DA, pasada o presente, no esta clara suelen ser considerados
otros subtipos de alergia ocular, lo que muchas veces retrasa el control de sintomas y genera

una evolucion poco satisfactoria. La QCA varia desde casos leves, que generan los sintomas
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tipicos de cualquier proceso alérgico ocular, hasta casos severos con fibrosis subepitelial,
cicatrizacion conjuntival, acortamiento de los fondos de saco, neovascularizacion y ulceras
corneales centrales o periféricas con tendencia a la sobreinfeccion y con posibilidad de
alteraciones herpéticas bilaterales graves. A nivel palpebral puede aparecer eccema, pliegue
de Dennie-Morgan o el signo de Hetoghe. Es una entidad crénica y bilateral, que se suele
presentar durante todo el afio sin predileccion climatica y ni asociacion especifica a la

exposicion de determinados alérgenos®.

Se han descrito varias manifestaciones extraoculares asociadas tanto con QCA como
con QCV, como asma, rinitis alérgica, urticaria, trastornos neuro-psicoticos y migrafa,
entre otros®. Existe una predileccion por la afectacion de diferentes 6rganos llamados diana
en las alergias: piel, pulmones, nariz y 0jos; esta hiperreactividad en estos tejidos representa
un reto poco explorado, ya que es dificil precisar si existe un estimulo base, apartando la
reaccion inflamatoria producida por la alergia, que se traduzca en tal preferencia. Dentro de
otras hipétesis, se plantea que esto esté causado por una mezcla entre expresion de genes,
biomarcadores, modulacion nerviosa e inmunologica y por ultimo, interaccion con el medio

ambiente.

El diagndstico diferencial de las alergias oculares debe excluir otras patologias que
cursen con 0jo rojo con sintomas asociados de picor, quemazén y lagrimeo, como las
autoinflamatorias por sindrome de ojo seco, blefaritis, y las conjuntivitis infecciosas
bacterianas y viricas, ya que la presentacién clinica y los sintomas pueden ser comunes
entre algunos de estos cuadros. Las conjuntivitis por Chlamydia también deben tenerse en
cuenta dado el aumento de las enfermedades de transmision sexual. Ademas, el uso cada
vez mas frecuente de colirios y lentes de contacto hace que se observen cada vez mas
cuadros de reacciones conjuntivales asociados a estas sustancias. Otra causa de conjuntivitis

cronica es el sindrome del parpado flacido.

La presencia de eosinofilos y mastocitos en la conjuntiva se considera diagndstica
de alergia ocular, si bien pueden no aparecer en fases de inactividad o tras el tratamiento en
las queratoconjuntivitis. La IgE por encima de 16 Ul/mL en lagrima se considera también
diagnostica de alergia ocular. Aunque existen diferencias en el perfil de
citocinas/quimiocinas en lagrimas de pacientes con QCA, QCV y CA respecto a individuos
sanos, hasta el momento no se ha descrito ningin biomarcador que permita diferenciar entre

los diferentes tipos de alergias oculares.

Los mastocitos son los causantes primarios de la reaccion de hipersensibilidad en las

conjuntivitis estacionales y perennes. En el caso de las queratoconjuntivitis, hay
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participacién de linfocitos T y eosinéfilos ademés de los mastocitos. En la QCA 'y QCV, se
cree que el dafo corneal ulcerativo puede estar desencadenado por la proteina principal

basica de los granulos (MBP) y proteina cationica (PC) de eosinéfilos®.

Los sintomas de la alergia aparecen cuando los alérgenos se unen a la IgE en los
mastocitos de la conjuntiva de individuos hipersensibilizados, lo que causa degranulacion,
liberandose mediadores inflamatorios como la histamina, leucotrienos, prostaglandinas,
triptasa y citocinas. Estos mediadores disparan la reaccion alérgica y sus manifestaciones
clinicas (escozor, lagrimeo, enrojecimiento, secrecibn mucosa y aumento de la
permeabilidad vascular). La exposicion a altas cantidades de antigeno puede hacer que esta
respuesta aguda pase a ser una respuesta tardia tipo Th2 mediada por linfocitos T y
eosinofilos. Los mediadores de esta respuesta incluyen IL4, IL-5, IL-6, IL-8, IL13,
SCFPAF (factor activador de plaquetas de stem cells) y TNF, asi como RANTES, MCP-1,
eotaxina, ICAM-1, VCAM vy p-selectina, que colaboran en el reclutamiento de eosinofilos y

neutrofilos, haciendo que persistan los sintomas.

1.2. TEJIDO LINFOIDE ASOCIADO A LA CONJUNTIVA

En términos generales, la superficie ocular (SO) esta constituida por los epitelios de la
conjuntiva y la cdrnea, por las glandulas productoras de los componentes de la lagrima y
por el sistema neuro-humoral que las conecta y mantiene. Todas la células implicadas en la
respuesta inmunitaria ocular estan coordinadas en la proteccion de la SO y a todo este
conjunto de células se le denomina sistema inmunitario de la mucosa ocular (ocular
mucosal immune system, OMIS) o tejido linfoide asociado al ojo (eye-associated lymphoid
tissue, EALT), que actuaria como una unidad anatdmica y funcional y protectora de la
mucosa ocular y que englobaria al tejido linfoide asociado a la conjuntiva (conjunctiva-
associated lymphoid tissue, CALT), al tejido linfoide asociado al sistema de drenaje
lagrimal (lacrimal drainage-associated lymphoid tissue, LDALT) y al tejido linfoide
asociado a la glandula lagrimal (lacrimal gland-associated lymphoid tissue, LGALT)®
(Figura 2).

La conjuntiva es una membrana mucosa transparente cuya funcion principal es
proteger la cornea frente a agentes externos. Para ello presenta diferentes células
inmunes ligadas a esta mucosa, es decir, un tejido linfoide asociado (mucosa-associated
lymphoid tissue, MALT), o0 méas concretamente, un CALT que le va a proporcionar toda
una serie de mecanismos de defensa (innatos y adaptativos) para mantener integra la

superficie ocular.

Pagina 6 de 34



M Soledad Rubio Martinez Trabajo Fin de Master

/ Conjunctiva-associated

ACIr
0/'.(“26: lymphoid tissue (CALT) ol
< Vo.i)’é‘i 09D o drainage-
Q/..\b O ~O0n 0 Q associated
0,/‘.’~?2’9‘/< T e lymphoid tissue (LDALT)
w,‘}:/ ()
elis

Lacrimal gland-
associated lymphoid
tissue

R

°Q

Lympho-
te

4 o

recircu
lation

. . . . 5
Figura 2. Sistemas inmune asociado a la mucosa ocular.

El CALT se encuentra formado por tejido linfoide organizado (foliculos linfoides)
donde predominan las células B, y por tejido linfoide difuso, principalmente compuesto
por linfocitos T y células plasmaticas productoras de IgA, distribuidos arbitrariamente
entre el epitelio (linfocitos intraepiteliales) y el tejido conectivo subyacente (linfocitos

de lamina propria)°.

Nuestro grupo de investigacion estudié la mucosa ocular en individuos sanos a nivel
de superficie ocular, caracterizandose la infiltracion linfocitaria, viabilidad celular y
proliferacion celular. Esto permitié establecer diferencias en funcion de la zona topografica
analizada, confeccionandose un mapa inmunolégico de la conjuntiva sana a partir de las
células obtenidas de 63 voluntarios®. Esta caracterizacion inicial es de vital importancia al
servir de referencia para su posterior comparacion con diferentes entidades clinicas que
afectan a la superficie ocular. Este y otros estudios® han hecho caer el paradigma previo de
que el CALT se encontraba exclusivamente asociado a procesos inflamatorios,
demostrandose que forma parte intrinseca de la conjuntiva humana sana. Se evidencié que
en el fondo de saco inferior existe mayor namero de linfocitos B y linfocitos cooperadores,
lo que representaria la zona de activacion de la respuesta inmune. Por el contrario, la zona
bulbar y tarsal superior presentan mayor capacidad proliferativa, y representa la zona

efectora del sistema inmune® (Figura 3).
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Figura 3. Distribucion topogréafica de los linfocitos intraepiteliales (intraephitelial lymphocytes, IELs), células vivas
y muertas, células en apoptosis precoz y tardia y fases del ciclo celular en tres regiones de la conjuntiva humana. (a)
Porcentaje de linfocitos Th, Tc, B y células NK. (b) Porcentaje de células complejas vivas, muertas, en apoptosis
precoz y en apoptosis tardia. (c) Porcentaje de células simples vivas, muertas, en apoptosis precoz y en apoptosis
tardia. (d) Porcentaje de células en fase Go/G1, Sy G,/M del ciclo celular.®

Este sistema inmunitario sufre cambios con la edad que producen las diferencias que
aparecen entre las distintas regiones topograficas en individuos sanos afiosos, ya que a
edades mas jovenes, realmente no existen diferencias linfocitarias fenotipicas entre las
distintas zonas conjuntivales, sino que éstas podrian aparecer con el paso del tiempo y la

consecuente inmunosenescencia del sistema inmunitario de la SO.

Con la experiencia adquirida en estos proyectos, y teniendo como referencia los
resultados obtenidos en la conjuntiva sana, nuestro grupo de investigacién se propuso
buscar biomarcadores para el sindrome de ojo seco, una de las patologias inflamatorias,
junto con la alergia ocular, mas frecuentes y prevalentes en nuestro entorno. El estudio
demostr6 que determinadas variables inmunoldgicas como la viabilidad celular, la
infiltracion linfocitaria, el cociente CD4/CD8 vy el ciclo celular son Utiles en el diagndstico y

seguimiento de esta enfermedad’.
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2. JUSTIFICACION, HIPOTESIS DE TRABAJO Y
OBJETIVOS

2.1. JUSTIFICACION

Los biomarcadores pueden ser usados tanto en el diagnoéstico de una enfermedad
(biomarcador diagndstico), como para determinar su grado de gravedad (biomarcador de
actividad) o también para el seguimiento de un tratamiento instaurado (biomarcador
terapéutico). Existe un interés creciente en la determinacion de estas moléculas en alergias
oculares. El adecuado conocimiento del sistema inmunitario de la mucosa ocular en
individuos sanos permite comprender las patologias inflamatorias del ojo, sean estas de
etiologia infecciosa, autoinmune o alérgica, y localizar biomarcadores solubles o
celulares/tisulares que permitan identificar diferentes situaciones inflamatorias o realizar un
seguimiento de la evolucion de las mismas tras diversos tratamientos sistémicos o topicos.
La experiencia acumulada en el estudio del sistema inmune de la SO y el conocimiento de
los mecanismos subyacentes en las alergias, nos permitira tener una perspectiva de los

resultados potencialmente Utiles en el diagndstico y seguimiento de estas patologias.

2.2. HIPOTESIS

El sistema inmune asociado a la mucosa ocular, y mas concretamente, el CALT,
alérgicas varia funcional y fenotipicamente en individuos con enfermedad alérgica ocular

grave (QCA y QCV), con respecto a individuos sin patologias de la SO.

2.3. OBJETIVOS

= Caracterizacion fenotipica y funcional, mediante citometria de flujo, de las células
conjuntivales obtenidas en pacientes con QCA, evaluando las subpoblaciones
linfocitarias, la viabilidad y la fase del ciclo celular del epitelio conjuntival obtenido

mediante cepillado.

= Caracterizacion fenotipica y funcional, mediante citometria de flujo, de las células
conjuntivales obtenidas en pacientes con QCV, evaluando las subpoblaciones
linfocitarias, la viabilidad y la fase del ciclo celular del epitelio conjuntival obtenido

mediante cepillado.
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= Comparacion entre la conjuntiva ocular de pacientes con enfermedad alérgica ocular
grave (QCAy QCV) y el grupo control, con el fin de evaluar la utilidad de los
pardametros inmunoldgicos analizados como marcadores diagnosticos de

queratoconjuntivitis alérgica.

» Evaluacion de la existencia de marcadores diferenciales segin el tipo de

queratoconjuntivitis alérgica.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. SUJETOS

El reclutamiento de los participantes del estudio se llevo a cabo en el servicio de
Oftalmologia del Hospital Clinico Universitario de Valladolid (HCUV) y en el Instituto de
Oftalmobiologia Aplicada (IOBA) de Valladolid. Este estudio se realizd previa obtencion
del consentimiento informado segun la legislacion vigente en Espafia y previa aprobacion
de la Comision de Investigacion del IOBA y del comité de ética del HCUV (Anexo I). Este
estudio se le propuso a todos los pacientes que acudieron a consulta y cumplian con los
criterios de seleccion requeridos para llevarlo a cabo. Cada donante fue informado de las
caracteristicas del estudio y del procedimiento de obtencion de células, firmando el

consentimiento informado que se adjunta su padre/madre/tutor legal (Anexo 11y I11).

Se trata de un estudio caso-control con 3 muestras poblacionales diferentes: un grupo
de sujetos diagnosticados clinicamente de QCA, otro grupo de sujetos diagnosticados

clinicamente de QCV, y una poblacion de sujetos sanos de edad pediéatrica.

3.1.1. Sujetos diagnosticados de QCA

Se reclutaron 12 casos con QCA, con un rango de edad de 5 a 18 afios a los que se les
realizé la citologia por cepillado en la conjuntiva tarsal superior de un solo ojo, previo
examen oftalmoldgico. Para ello, se tuvieron en cuenta una serie de criterios de inclusion y

exclusién:

a) Criterios de inclusion QCA:

- Participacion voluntaria en el estudio.
- Edad de inclusién de los participantes entre 3 y 18 afios.
- Seleccion de sujetos con diagnéstico de queratoconjuntivitis atdpica.

- Presentacion de un cuadro activo.

b) Criterios de exclusion QCA:

- Padecimiento de patologias cronicas autoinmunes o autoinflamatorias.
- Tratamiento farmacoldgico inmunosupresor, inmunomodulador o antiinflamatorio
sistémico, o tratamiento topico en las 6 semanas previas, excepto lagrimas

artificiales.
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- Cuadros inflamatorios agudos de origen no-alérgico en las dos semanas previas.
- Antecedentes personales de neoplasias hematoldgicas, trasplante de progenitores
hematopoyéticos, radioterapia o quimioterapia.

- Uso de lentes de contacto los 3 meses previos.

3.1.2. Sujetos diagnosticados de QCV

Se reclutaron 14 casos con QCV activa, con un rango de edad de 5 a 18 afios a los que
se les realizé la citologia por cepillado en la conjuntiva tarsal superior de un solo ojo, previo
examen oftalmologico. Para ello, se tuvieron en cuenta una serie de criterios de inclusion y

exclusion:

a) Criterios de inclusiéon QCV:

- Participacion voluntaria en el estudio.

- Edad de inclusion de los participantes entre 3 y 18 afos.

- Seleccion de sujetos con diagnostico de queratoconjuntivitis vernal, ya sea en su
forma palpebral o mixta.

- Presentacién de un cuadro activo.

b) Criterios de exclusion QCV:

- Padecimiento de patologias cronicas autoinmunes o autoinflamatorias.

- Tratamiento farmacologico inmunosupresor, inmunomodulador o antiinflamatorio
sistémico, o tratamiento topico en las 6 semanas previas, excepto lagrimas
artificiales.

- Queratoconjuntivitis vernal en su forma limbar.

- Cuadros inflamatorios agudos de origen no-alérgico en las dos semanas previas.

- Antecedentes personales de neoplasias hematoldgicas, trasplante de progenitores
hematopoyéticos, radioterapia o quimioterapia.

- Uso de lentes de contacto los 3 meses previos.

3.1.3 Sujetos del grupo control

Asimismo, se reclutaron de 21 controles con un rango de edad de 2 a 18 afios sin
patologia de la SO ni signos de inflamacion (pacientes de cirugia de estrabismo,
previamente a la misma). La decision de incluir pacientes prequirargicos como controles

fue, en primer lugar, porque carecen de enfermedad inflamatoria de la SO y, por tanto, son
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individuos sanos desde el punto de vista inmunoldgico. En segundo lugar, el hecho de que
fueran a ser sometidos a un procedimiento invasivo programado por su patologia estrabica,
ahorrd al paciente de un nuevo episodio traumatico para obtener las muestras para el
estudio. Del mismo modo, se tuvieron en cuenta una serie de criterios de inclusion y

exclusion:

a) Criterios de inclusion grupo control:

- Participacion voluntaria en el estudio
- Edad de inclusién de los participantes entre 3 y 18 afios.
- Pacientes con estrabismo que fueron intervenidos quirdrgicamente de forma

programada.

b) Criterios de exclusion grupo control:

- Padecer enfermedad inflamatoria de la SO.

- Padecimiento de patologias crénicas autoinmunes o autoinflamatorias.

- Tratamiento farmacoldgico inmunosupresor, inmunomodulador o antiinflamatorio
sistémico o tratamiento topico en las 6 semanas previas.

- Cuadros inflamatorios agudos de origen no-alérgico en las dos semanas previas.

- Antecedentes personales de neoplasias hematoldgicas, trasplante de progenitores
hematopoyéticos, radioterapia o quimioterapia.

- Uso de lentes de contacto en las dos semanas previas.

- Antecedente de cirugia ocular previa.

Todos los sujetos incluidos en el estudio fueron evaluados con el cuestionario OSDI
version espafiola. Se les realizé una exploracion oftalmologica consistente en un estudio de
la agudeza visual maxima corregida en ambos ojos, un estudio de la motilidad ocular
extrinseca y biomicroscopia de polo anterior, y al menos dos de los tres de los siguientes

test de superficie ocular:

e Tiempo de ruptura lagrimal (TBUT) > 10 segundos.
e Tincién corneal con fluoresceina negativa.

e Test de Schirmer con anestesia > Smm a los 5 minutos.

Ademas, se recogieron datos clinicos como sintomas y signos del paciente, tiempo de

evolucion y tratamientos prescritos (antivirales topicos, antibioticos, esteroides topicos,
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inmunomoduladores, etc). Todos estos datos fueron recogidos en una cuaderno de recogida
de datos (ANEXO 1V).

3.2. OBTENCION DE CELULAS DE LA SUPERFICIE OCULAR

La obtencion minimamente invasiva de células de la SO se llevd a cabo mediante
citologia por cepillado en la conjuntiva tarsal superior de los donantes seleccionados. Las

muestras del estudio fueron recogidas por dos residentes de Oftalmologia del HCUV.

Citologia por cepillado:

Previa anestesia topica (0.04% oxybuprocaine), se procedio a la rotacion suave del
cepillo (Cytobrush® plus GT, Medscand Medical, Sweden) sobre la conjuntiva tarsal
superior de los donantes enfermos. A continuacién, se desprendieron las células por
rotacion circular del cepillo durante 30 segundos en un tubo Eppendorf que contenia 1,4 ml
de medio de transporte y/o cultivo [DMEM/F12 suplementado con 1 mg/ml de insulina
pancreética bovina, 2 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico humano (EGF), 0.1 mg/ml
de toxina colérica, 5 mg/ml de hidrocortisona, suero fetal bovino (FBS) al 10%, 50 U/ml de

penicilina, 50mg/ml de estreptomicina y 2,5 mg/ml de anfotericina B].

Este procedimiento se repitié en 3 ocasiones mas, siempre realizandolo en el mismo
sitio y con el mismo procedimiento. Posteriormente, se transportd al laboratorio para su

posterior analisis en un periodo de tiempo inferior a 12 horas.

En el caso de los donantes del grupo control, se les practicd anestesia general por su
procedimiento quirdrgico de su patologia estrabica. La anestesia general se realizd con
sevofluorano 1,2CAM , atropina 0,01-0,02 mg/kg, fentanilo 3pg/kg y rocuronio 0,6mg/kg.
También se les administro anestesia topica (0.04% oxybuprocaine). Al igual que en el caso
anterior, se tomaron tres muestras de la misma zona topografica con la misma técnica

anteriormente descrita (Figura 4).

Figura 4: Toma de muestra en conjuntiva tarsal superior mediante citologia por cepillado.
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3.3. CARACTERIZACION DE LA POBLACION CELULAR OBTENIDA

La caracterizacion fenotipica y funcional de las células conjuntivales obtenidas se
realiz6 mediante citometria de flujo. Para llevar a cabo dicha caracterizaciéon, se realizaron

tres tipos de analisis: poblacién celular (tubo 1y 2), viabilidad/apoptosis (tubo 3) y fase del

ciclo celular (tubo 4).

Las células recuperadas de la SO fueron incubadas con diferentes anticuerpos y/o
marcadores (Tabla 1) y analizadas utilizando el citdbmetro de flujo FC 500 (Beckman-
Coulter, Fullerton, CA, USA), compuesto de 2 laseres (Argdn, que excita a 488 nm, y laser
de Helio-Nedn que excita a 633 nm) y 5 fotomultiplicadores: FL1 (525nm), FL2 (575 nm),

FL3 (620 nm), FL4 (675 nm) y FL5 (755 nm).

Tabla 1. Anticuerpos monoclonales y marcadores utilizados en citometria de flujo.

Tubo Anticuerpo/marcador Clon Poblacién Compafiia
CD45-PC7 J33 Leucocitos BC
CD3-FITC 33-2A3 Linfocitos T |S**

1 CD19-PC5 J4.119 Linfocitos B BC
CD16-PE B73.1 Linfocitos NK CL***
CD56-PE NCAM 16.2 Linfocitos NK CL
CD45-FITC B3821F4A Leucocitos BC

2 CD3-PC5 UCHT1 Linfocitos T BC*
CD4-RD1 SFCI12T4D11 Linfocitos T cooperadores (T,) BC
CD8-ECD SFCI21Thy2D3 Linfocitos T citotoxicos (T.) BC

3 Anexina V-FITC No procede Viabilidad/apoptosis IS
loduro de Propidio No procede Viabilidad/apoptosis BC

4 loduro de Propidio No procede Ciclo celular BC

Ficoeritrina; PC7: Ficoeritrina-Cianina 7.
*BC: Beckman Coulter (Marseille, France).
**|S: Immunostep (Salamanca, Spain).
***CL: Caltag Laboratories (Burlingame, CA, USA).

Pagina 15 de 34

PCS5: Ficoeritrina-Cianina 5; RD1: Rodamina; ECD: Ficoeritrina-Texas Red®-X; FITC: Fluoroisocianato de Fluoresceina; PE:



M Soledad Rubio Martinez Trabajo Fin de Master

Protocolo:

Se llevaron a cabo tres procedimientos distintos para determinar el inmunofenotipo, la
viabilidad apoptosis, y el ciclo celular de las células recogidas por cepillado conjuntival.
Los ensayos se realizaron en cuatro tubos distintos, cada uno con 300l de la suspension de
células. Las células fueron lavadas con 2mL de solucion de lavado (CellWASH Solution,
BD biosciencies, San Jose, USA) para eliminar cualquier resto del medio de cultivo. A

continuacion, se centrifugaron durante 5 minutos a 500g y se descart6 el sobrenadante.

3.3.1. Linaje celular (estudio fenotipico)

Tras la centrifugacion, las células fueron incubadas en oscuridad con los anticuerpos
correspondientes (Tabla 1) durante 15 minutos a temperatura ambiente (4 pl de la mezcla de
anticuerpos para el tubo 1 y 2.5 pl de cada anticuerpo para el tubo 2). Posteriormente, las
células se fijaron (15 minutos a temperatura ambiente y oscuridad) con 500 ul de una

STM

solucion de lisis-fijacion (FAC Lysing solution, BD biosciencies, San Jose, USA) para

posteriormente ser analizadas con el citdmetro de flujo.

3.3.2. Viabilidad (estudio de apoptosis)

Las células fueron resuspendidas con 100 pl de una solucion tampén (Annexin V
Binding Buffer, Inmunostep, Salamanca, Spain). Posteriormente, las células se incubaron en
oscuridad con 2.5 ul de anexina V-FITC (25 pg/ml) y 5 pl de loduro de Propidio (a 250
pg/ml) durante 10 minutos a 4°C (Tabla 1). Finalmente, se afiadi6 400 pl de la solucion

tampdn a la muestra celular quedando lista para su estudio por citometria de flujo.

3.3.3. Ciclo celular (estudio del contenido de ADN)

Las células fueron permeabilizadas con 50 pl de una solucion detergente (DNA-prep
LPR, Coulter® DNA Prep™ Reagents Kit, Beckman Coulter, Fullerton, CA). A
continuacion, se afiadio 1 ml de una solucion con loduro de propidio (DNA-prep Stain,
Coulter® DNA Prep™ Reagents Kit, Beckman Coulter, Fullerton, CA) (tabla 1), se agit6
suavemente y se incubo en oscuridad durante 30 minutos en una estufa, quedando listas las
células para ser analizadas con el citometro de flujo. El indice medio de proliferacion (mean
proliferative index, MPI) se calcul6 como el ratio (S + Go/M)/(Go/G; + S + G/M), donde S
fue el porcentaje de células en fase S, G,/M el porcentaje de 4n células en fase G,y M, y

Go/G; el porcentaje de 2n células en fase Go y G;.
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3.4. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos obtenido fueron recogidos en un cuaderno de laboratorio en papel y
trasladados a una hoja Excel (Microsoft Excel 2016® Microsoft Corporation, Redmond,
WA, USA). Los datos fueron analizados con el programa estadistico IBM SPSS Statistics
version 20.0 (SPSS, Inc, Chicago, IL, USA). Los datos recogidos del citometro son

porcentuales y ademas se calcularon los siguientes indices (que se indican en tanto por 1):

% células CD4*
% células CD8*

; CD4* —
Cociente /CD8+ =

% células CD3*
% células CD19*

Cociente CD3+/CD19+ =

S+G,/M S - % Células en fase S
MPI = /G +Sz+ v /M; donde < G,/G; = % Células en fase G,/G,
0/ =1 2 G,/M - % Células en fase G,/M

Se realizé en primer lugar un estudio descriptivo de los resultados obtenidos para ambos
grupos, incluyendo n valido, minimo, méximo, media, mediana, error estandar de la media
(SD/ n) y percentiles 25 y 75. Para la comparacion de medias entre los diferentes grupos
de estudio se utilizo el andlisis de la varianza (ANOVA) con correccion de Bonferroni para
aquellos parametros en los que se confirmaron la distribucion normal y la similitud de sus
varianzas, y la correccion de Games-Howell para aquellos pardmetros con una distribucion
normal y pero con diferencias en sus varianzas. Para aquellos pardmetros que no
presentaron una distribucién normal se utilizé el test no paramétrico de Kruskal Wallis. Se
establecio el limite significativo en un valor p<0.05, y se consideré 0.05<p valor<0.2

tendencia. Los resultados se anotan en el texto como media +/- error estandar.
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4. RESULTADOS

En este capitulo se exponen los principales resultados obtenidos durante la
realizacion de este trabajo. Los ejemplos representativos de los andlisis de citometria de
flujo (fenotipo celular, viabilidad celular y ciclo celular) se exponen al final de la memoria
como ANEXO V.

4.1. Caracterizacion de la QCA:

A continuacién se detallan los resultados obtenidos en este grupo de pacientes

alérgicos para cada una de las variables inmunoldgicas analizadas.

o Linfocitos y subpoblaciones linfocitarias:

La mayor parte de las células conjuntivales obtenidas mediante citologia por
cepillado fueron de origen epitelial (CD45-). Sin embargo, se observd una pequefia
poblacion de células CD45+, es decir, de linfocitos intraepiteliales (7,34% +1,37). Estos
linfocitos fueron predominantemente linfocitos T (80,88% +2,07), siendo el porcentaje de
linfocitos cooperadores, Th, (40,42% +3,6) similar al porcentaje de linfocitos citotdxicos,
Tc, (39,36% £2,47). También se encontraron linfocitos B (16,17% +£1,22) y, en menor
medida, linfocitos NK (5,56% +1,36). El valor de los cocientes CD4/CD8 y CD3/CD19 fue
1,11 £0,95y 5,41 +0,59, respectivamente. (Figura 5.a).

. Viabilidad/Apoptosis:

En primer lugar, se realiz6 forward scatter (FS) y side scatter (SS) para determinar
tamafio y complejidad respectivamente. A continuacion, la diferente expresion de los

marcadores Anexina V-FITC y loduro de Propidio permitié el analisis de la viabilidad.

Segun la granularidad del citoplasma, se observaron dos poblaciones celulares que
fueron analizadas de forma independiente. Una poblacion estaba formada por células
simples o de baja complejidad y pequefias; la segunda se trataba de células mas complejas y

de mayor tamafio.

Las células simples constituian el 39,18% 5,56 de las células totales. Estas eran
mayoritariamente viables (89,27% £3,94), seguidas por las que se encontraban en fase
temprana de la apoptosis (6,64% +2,74) y tardia (2,64% +1,25) y, por Gltimo, muertas
(1,64% +0,64) (Figura 5.b). En cuanto a las células complejas, constituian el 59,09% 5,51
de las células totales. Casi un tercio de ellas eran viables (30,91% £3,62). Poco mas de la

mitad de las células complejas se encontraban en apoptosis, tanto en fase precoz de la
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apoptosis (31,91% £6,29), como en fase tardia de la apoptosis (27,91% +5,23). Por ultimo,
se encontrd un pequefio porcentaje de células muertas (3,73% +0,87) (Figura 5.c).

. Ciclo celular:

Referente a las fases del ciclo celular, se encontré un mayor porcentaje de células
conjuntivales en la fase quiescente GO/G1 (80,46% =+ 2,72), seguidas de células
conjuntivales en fase de mitosis G2/M (17,05% +2,55) y en fase de sintesis S (2,35%
+0,32), respectivamente. El indice medio de proliferacion, MPI, fue 19,28% + 2,74. (Figura
5.d).

Figura 5: Caracterizacion de la poblacion celular del CALT en pacientes con QCA. (a) Células Th, Tc, B
y NK. (b) Células simples vivas, muertas, y en fases tempranas y tardias de la apoptosis. (c) Células
complejas vivas, muertas, y en fases tempranas y tardias de la apoptosis. (d) Células en fase Gy/G;, Sy
Go/M.
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4.2. Caracterizacion de la QCV:

A continuacion se detallan los resultados obtenidos en este grupo de pacientes

alérgicos para cada una de las variables inmunoldgicas analizadas.
o Linfocitos y subpoblaciones linfocitarias:

Al igual que en la QCA, la mayor parte de las celulas conjuntivales obtenidas
mediante citologia por cepillado fueron de origen epitelial (CD45-). Sin embargo, se
observo una pequefia poblacion de células CD45+, es decir, de linfocitos intraepiteliales
(9,91% =£1,89). Estos linfocitos fueron predominantemente linfocitos T (81,89% +1,50),
siendo el porcentaje de linfocitos cooperadores, Th, (39,39% +4,29) similar al porcentaje de
linfocitos citotdxicos, Tc, (41,28% +4,76). También se encontraron linfocitos B (12,62%
+1,71) y, en menor medida, linfocitos NK (6,07% £1,01). El valor de los cocientes
CD4/CD8y CD3/CD19 fue 1,00 £0,32 y 7,23 +0,68, respectivamente. (Figura 6.a).

. Viabilidad/Apoptosis:

Del mismo modo, se observaron dos poblaciones celulares que fueron analizadas de
forma independiente. Una poblacion estaba formada por células simples o de baja
complejidad y pequefias; la segunda se trataba de células mas complejas y de mayor

tamario.

Las células simples constituian el 39,18% 5,56 de las células totales. Estas eran
mayoritariamente viables (89,27% £3,94), seguidas por las que se encontraban en fase
temprana de la apoptosis (6,64% +2,74) y tardia (2,64% +1,25) y, por ultimo, muertas
(1,64% +0,64) (Figura 6.b). En cuanto a las células complejas, constituian el 59,09% +5,51
de las ceélulas totales. Casi un tercio de ellas eran viables (30,91% +3,62), las que se
encontraban en fase tardia de la apoptosis eran las mayoritarias (43,77% +6,33) y en menor
proporcién se encontraban las células en fase temprana de la apoptosis (22,76% +2,30) vy,

por ultimo, muertas (3,73% +0,87) (Figura 6.c).
. Ciclo celular:

Referente a las fases del ciclo celular, se encontré un mayor porcentaje de células
conjuntivales en la fase quiescente GO/G1 (80,46% =+ 2,72), seguidas de células
conjuntivales en fase de mitosis G2/M (17,05% +2,55) y en fase de sintesis S (2,35%
10,32), respectivamente. El indice medio de proliferacion, MPI, fue 19,28% + 2,74.
(Figura6.d).
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Figura 6: Caracterizacion de la poblacion celular del CALT en pacientes con QCV. (a) Células Th, Tc, B
y NK. (b) Células simples vivas, muertas, y en fases tempranas y tardias de la apoptosis. (c) Células
complejas vivas, muertas, y en fases tempranas y tardias de la apoptosis. (d) Células en fase Go/G;, S 'y
Go/M.

4.3. EVALUACION DE MARCADORES DE ENFERMEDAD ALERGICA
OCULAR GRAVE

Para evaluar la utilidad de las variables inmunoldgicas estudiadas en los pacientes
con QCA y con QCV como posibles marcadores diagnosticos y marcadores diferenciales,
se realizd una comparacion de los mismos con controles pediatricos. Los resultados fueron

los siguientes:
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. Linfocitos y subpoblaciones:

La infiltracion de células CD45+ fue menor en los pacientes con QCA respecto al
grupo control (7.34% £ 1.37 vs 11,9% + 1,62, p=0.188) sin llegar a ser significativo, no
observandose tampoco diferencias al comparar los pacientes con QCV con el grupo control
(8,89% * 1,77 vs 11,9% + 1,62, p=0.579). Dentro de esta poblacion de linfocitos
intraepiteliales, el porcentaje de linfocitos T fue mayor en los pacientes con QCA respecto
al grupo control (80.88% =+ 2.07 vs 69.43% =+ 3.35, p=0.018), al igual que en los pacientes
con QCV respecto al grupo control (82,47% + 1,51 vs 69.43% = 3.35, p=0.004). Nuestros
resultados mostraron una disminucion del porcentaje de linfocitos B (16,17% 1,22 vs
29,05% + 3,28, p=0.003 y 12,62% +1,71 vs 29,05% = 3,28, p=0.000 respectivamente para
QCA y QCV al compararlos con el grupo control), como queda reflejado en la proporcion
células T/células B (Figura 8). Aungue no se hallaron diferencias significativas en cuanto a
las subclases de linfocitos T, hay que destacar que en las muestras de los pacientes con
QCA se halld un incremento de los linfocitos cooperadores, Th (40,42% + 3,61 vs 32,43%
+ 1,88, p=0.151), sin ninguna variacion en los linfocitos citotdxicos, Tc (39,36% * 2,47 vs
36,67% + 2,96 p= 0.766) respecto a los sujetos sanos. Este hecho también puede apreciarse
en las muestras de los pacientes con QCV, en los que se hall6 un incremento no
significativo de los linfocitos cooperadores, Th (39,39% + 4,29 vs 32,43% =+ 1,88, p=0.123)
sin ninguna variacion en los linfocitos citotoxicos, Tc (41,28% * 4,76 vs 36,67% + 2,96 p=
0.692) respecto a los sujetos sanos (Figura 7). Por altimo, se observo un incremento del
porcentaje de células NK en los pacientes con QCV respecto al grupo control (5,85% + 0,96
vs 2,14% + 0,24 p= 0.000). En el caso de los pacientes con QCA, también se observa este
aumento del porcentaje de linfocitos NK respecto al grupo control (5,56% * 1,36 vs 2,14%
+ 0,24 p=0.042) (Figura 8).

Al comparar ambos grupos de estudio entre si, es decir QCA con QCV, se observo
menor porcentaje de linfocitos B en el grupo de QCV respecto QCA (12,62% +1,71 vs
16,17% + 1,22, p=0.080 respectivamente), y por consiguiente aumento del cociente
CD3/CD19 (7,23% £0,68 vs 5,41% + 0,59, p=0.117 respectivamente) sin llegar a ser
significativos. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas para el resto de

parametros estudiados de subpoblaciones linfocitarias (Figuras 7 y 8).
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Figura7: Andlisis inmunofenotipico de los linfocitos intraepiteliales obtenidos de la conjuntiva de

pacientes con QCA, QCV vy de controles pediétricos. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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Figura8: Andlisis inmunofenotipico de los linfocitos intraepiteliales obtenidos de la conjuntiva de

pacientes con QCA, QCV y de controles pediatricos. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

. Viabilidad/Apoptosis:

Como ya hemos comentado, en este ensayo se observaron dos poblaciones celulares

independientes en ambos grupo.
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En cuanto a la poblacion de células complejas, al comparar los pacientes con QCA
con el grupo control se identificé un aumento significativo de las células complejas en fase
precoz de la apoptosis (32,36% £5,19 vs 14,61% +1,26, p=0,042), con una tendencia a la
disminucion de dichas células en fase tardia de la apoptosis (27,72% + 5,32 vs 40,55%
113,62, p=0,143). No se observaron diferencias en cuanto a la viabilidad ni en el porcentaje
de células muertas (31,18% + 3,77 vs 38,12% + 4,79, p=0,920 y 8,73% + 4,81 vs 6,8% +
1,1, p=0,739 respectivamente). Al comparar los pacientes con QCV con respecto el grupo
control, se identificd un aumento significativo de las células complejas en fase temprana de
la apoptosis (33,12% £5,84 vs 14,61% +1,26, p=0,020), y una disminucién de las células
complejas en fase tardia de la apoptosis (20,06% =+ 4,48 vs 40,55% +13,62, p=0,003). No se
observaron diferencias en cuanto a la viabilidad ni en el porcentaje de células muertas
(36,84% + 5,72 vs 38,12% + 4,79, p=1,00 y 9,96% + 4,08 vs 6,8% + 1,1, p=0,739
respectivamente). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas para
ninguno de los parametros estudiados en la poblacion de células complejas al comparar
QCA 'y QCV entre si. (Figura 9)

Viabilidad/Apoptosis células complejas
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Figura 9: Andlisis de viabilidad de células complejas obtenidas de la conjuntiva de pacientes con QCA 'y
QCV vy de controles pediatricos. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

En cuanto a la viabilidad celular de la poblacién de células simples, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas para ninguno de los parametros
estudiados al comparar los pacientes con QCA y QCV con el grupo control. De la misma
forma, al comparar QCA y QCV entre si tampoco se encontraron diferencias

estadisticamente significativas en ninguno de los pardmetros estudiados. (Figura 10).
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Figura 10: Analisis de viabilidad de células simples obtenidas de la conjuntiva de pacientes con QCA y

QCV y de controles pediatricos.

. Ciclo celular:

Con respecto a las fases del ciclo celular, se observo un aumento de células en fase
quiescente GO/G1 tanto en los pacientes con QCA (80,46% + 2,72, p=0,033) como en los
pacientes con QCV (79,74% + 1,68, p=0,020) respecto al grupo al control, asi como en el
porcentaje de células en fase de mitosis (17,05% + 2,55, p=0,060 y 16,57% * 1,26, p=0,019
respectivamente). Ademas, en los pacientes se QCA se observo una disminucion de la fase
de sintesis al compararlos con los controles (2,35% + 0,32, p=0,005), no observandose
diferencias estadisticamente significativas en los pacientes con QCV (3,76% = 0,78,
p=0,985). Como consecuencia de estos resultados, el MPI fue menor tanto para el grupo con
QCA (19,28% + 2,74, p=0,029) como para el grupo de QCV (20,25% + 1,69, p=0,020). Al
comparar ambos grupos de estudio entre si, no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas para ninguna de las fases ni para el indice medio de proliferacion (figura 11).
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Figura 11: Analisis del ciclo celular de las células obtenidas de la conjuntiva de pacientes con QCA y
QCV y de controles pediatricos. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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5. Discusién

Las conjuntivitis de origen alérgico representan un motivo frecuente de consulta
en el servicio de oftalmologia, especialmente en la edad pediatrica, donde puede desarrollar
cuadros severos cuya evolucion natural sin un tratamiento 6ptimo es hacia la pérdida de la
vision. Hasta la fecha la historia clinica y la exploracion oftalmoldgica del paciente son los
aspectos mas relevantes para realizar el diagndstico diferencial con las diferentes etiologias
de las conjuntivitis, asi como de los diferentes procesos alérgicos oculares. En ocasiones, es
dificil el diagnostico diferencial entre Queratoconjuntivitis atopica y Queratoconjuntivitis
vernal, ya que los antecedentes de dermatitis atopica a veces es dudoso. Muchas veces nos
encontramos con pacientes con historia clinica negativa de dermatitis atopica, pero en la
exploracion se puede observar el pliegue de Denie-Morgan, sugestivo de dermatitis atopica.
Sin embargo, esto no repercute de manera importante en la conducta terapéutica, ya

que estos procesos tienen un escalon terapéutico semejante.

La obtencion minimamente invasiva de células de la SO ha sido una herramienta
fundamental para poder investigar ciertas patologias oculares de caracter inflamatorio,
como por ejemplo, el sindrome de o0jo seco’ y conjuntivitis alérgicas, y para evaluar el
estado de la SO en poblaciones “inmunoldgicamente” sanas. En nuestro estudio utilizamos
el cepillo Cytobrush® plus GT (Medscand Medical, Sweden) para la obtencion de células.
Se recogieron muestras de conjuntiva tarsal superior de 3 poblaciones diferenciadas: una de
sujetos pediatricos sanos, otra de pacientes diagnosticados de QCV y otra de pacientes
diagnosticados de QCA.

Una vez recogidas las células de la SO, se procedié a su posterior caracterizacion
por citometria de flujo. La combinacion de la citologia por cepillado junto con el analisis
por citometria de flujo constituye una herramienta Util para investigar la fisiopatologia de la
SO de individuos sanos®, asi como para evaluar el epitelio conjuntival de patologias
oculares inflamatorias’. Debido al buen resultado obtenido hemos decidido utilizarlo en
la patologia que nos atafie, siendo este el primer estudio que trata de caracterizar por
citometria de flujo el fenotipo de las subpoblaciones linfocitarias de la SO, asi como la
viabilidad, la apoptosis y las fases del ciclo celular en la conjuntiva de nifios con

conjuntivitis alérgicas graves, como son la QCV y la QCA.

Se llevaron a cabo tres estudios comparativos. Por un lado, sujetos sanos vs QCA,

por otro sujetos sanos vs QCV, y por tltimo QCA vs QCV.
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En el estudio del fenotipo celular, exactamente igual que en estudios anteriores,®’ se
ha observado una pequefia poblacion de linfocitos infiltrando el epitelio conjuntival, IELSs,
pero no existen diferencias en cuanto al porcentaje en los grupos de estudio, cosa que si
sucede si nos fijamos en los en los distintos tipos de IELs. Nuestros resultados muestran
que el porcentaje de linfocitos T es mayor en los pacientes con QCA y QCV respecto a los
controles. Como hablamos de proporciones, el aumento de linfocitos T supone la bajada de
los linfocitos B. De estos resultados se deduce que el cociente linfocito T/linfocitoB sea
mayor en los pacientes con alguno de los tipos de queratoconjuntivitis. Ademas, nuestros
resultados muestran un incremento del porcentaje de linfocitos NK tanto en los pacientes
con QCA como con QCV al compararlos con los sujetos sanos. Este dato, junto con el
cociente linfocito T/linfocito B podrian ser utilizados como biomarcadores de enfermedad

ocular alérgica grave en la edad pediétrica.

Dentro de las subpoblaciones de linfocitos T, nuestros resultados muestran un
porcentaje similar de linfocitos Th y Tc, si bien existe una tendencia al aumento del
porcentaje de linfocitos Th con respecto a los controles pediatricos. Seria conveniente
realizar estudios comparativos de la conjuntiva tarsal superior en controles pediatricos con
respecto a controles adultos para establecer posibles diferencias en las subpoblaciones

linfocitarias en dicha region topogréfica.

Los IELs que se encuentran en el compartimento epitelial del CALT juegan un
papel fundamental en las conjuntivitis alérgicas. Ya se ha descrito previamente que el
porcentaje de linfocitos T es predominante en este tipo de tejido®, lo que concuerda con
nuestros resultados. Los linfocitos cooperadores (Th), en concreto los linfocitos Th2, son
los que se encuentran en mayores proporciones, puesto que tienen un papel fundamental en
el desarrollo de la conjuntivitis alérgica®. Sin embargo, diferentes estudios han aportado
evidencias de la contribucion de los linfocitos T citotdxicos (Tc), en la inflamacion alérgica,
con una actividad citotoxica asociada con la intensidad de la patologia, con especial

importancia en la dermatitis alérgica*®*.

En experimentos con modelos murinos de
conjuntivitis alérgica estacional se observa que los linfocitos Tc promueven la conjuntivitis
alérgica estacional durante la fase de induccion (tras el contacto con el alérgeno) y la
suprimen durante la fase efectora'? (aparicion de los signos y sintomas). En el asma
alérgico, los linfocitos Tc se acumulan en el pulmén tras la provocaciéon con alérgenos y
durante los episodios agudos. Otros autores dividen funcionalmente a los linfocitos Tc
como células efectoras 0 de memoria y describen que las efectoras de tipo Tc2 contribuyen
de manera importante en el asma a través de la produccion de 1L-13, Estos estudios sobre

el papel de los linfocitos Tc en los procesos alérgicos podrian justificar nuestros resultados.
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Sobre los linfocitos NK, estudios en modelos murinos han observado que estas
celulas median o amplifican la respuesta Th2 necesaria para el desarrollo de la conjuntivitis
alérgica'®. Otros estudios han comprobado en pacientes con queratoconjuntivitis vernal,
que la proporcion de linfocitos NK es significativamente menor en sangre pero esta elevada

en la conjuntiva de dichos pacientes™. Todo ello concuerda con nuestros resultados.

En cuanto al estudio de la viabilidad celular, exactamente igual que en estudio
previos’, nuestros resultados demostraron en ambos grupos la existencia de dos
poblaciones celulares morfologicamente diferentes basandose en la granularidad de su
citoplasma: una poblacién formada por células simples o de baja complejidad y de tamafio
pequefio, y una segunda de células mas complejas y de mayor tamafio. De acuerdo a
estudios de microscopia laser confocal, se piensa que el primer grupo estaria formado por
los IELs y las células del epitelio basal y el segundo por las células més superficiales del

epitelio junto con células caliciformes.®

En cuanto a las células complejas, en la comparativa de pacientes con QCA y QCV
con los sujetos sanos, se observo un aumento de células de la fase temprana de la apoptosis,
con una disminucién de las fases tardia, y ausencia de diferencias en cuanto al porcentaje de
células muertas. Estas diferencias podrian deberse al papel fundamental que tienen las
células del epitelio conjuntival (células superficiales del epitelio y caliciformes) en la

inflamacion alérgica.

Algunos articulos exponen que en pacientes con conjuntivitis alérgica, el epitelio se
encuentra desestructurado, lo cual coincide con los resultados obtenidos en este trabajo ya
que se observa un predominio de las células en apoptosis precoz'®. Un estudio realizado en
pacientes con sindrome de 0jo seco se observé que tras el tratamiento con Ciclosporina A
aumento la expresion del marcador proapoptdtico APO 2.7 en las células del epitelio

conjuntival.*’

En cuanto a las células simples, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas para ninguna de las variables estudiadas. Se cree que los eosinofilos se
encuentran dentro del grupo de células simples. Estas células juegan un papel crucial en la
fase tardia de la alergia, y son las responsables del dafio corneal. Se sabe que la migracion
de los eosindfilos, el aumento de su viabilidad y la diminucion de su apoptosis son
importantes para su acumulacion en el tejido inflamatorio®®. En la bibliografia se ha descrito
la efectividad de un farmaco agonista del receptor de glucorticoides que inhibe el

reclutamiento y activacion de eosindfilos, promueve su apoptosis y en consecuencia
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disminuye las citoquinas y quimioquinas en modelos porcinos con conjuntivitis alérgica.®

Estos estudios explicarian los resultados obtenidos en esta poblacion celular.

En relacion al estudio del ciclo celular, se observé que la mayor parte de las células
conjuntivales de todos los grupos se encuentran en fases de crecimiento y/o quiescencia
(Go/Gy), seguidas de células en fase de mitosis (G2/M) y, por ultimo, de células en fase de
sintesis (S). Estos hallazgos coinciden con los encontrados en conjuntiva de pacientes
sanos’, y en la conjuntiva de pacientes con Sindrome de Ojo Seco®. Al comparar cada
grupo de alérgico con los sujetos sanos, nuestros resultados mostraron un aumento de la
fase de quiescencia, una disminucion de la fase de mitosis, con la consecuente disminucion
del indice medio de proliferacion, tanto en el grupo de QCA como en el grupo de QCV.
Investigadores han descrito la liberacion de citoquinas necesaria para la proliferacion de
diferentes células de la conjuntiva implicadas en la inflamacion de ésta. Sin embargo, no
hay estudios de ciclo celular en los IELs en la bibliografia. Algunos autores sugieren el
estudio de la proliferacion de linfocitos B en enfermedades alérgicas'®. También se ha
descrito que el numero de macrofagos y linfocitos T aumenta en pacientes con rinitis

|20

alérgica estacional®. Es decir, estos estudios contradicen la disminucién de células en fase

de mitosis y las diferencias en el MPI encontrada en nuestros resultados.
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CONCLUSIONES

1. El componente epitelial del sistema inmune de la mucosa ocular varia funcional
y fenotipicamente en la alergia ocular grave en la edad pediatrica (QCA y QCV)
respecto a los controles sanos.

2. En base a nuestros resultados, se refuerza la idea de que en la fisiopatologia de la
enfermedad alérgica ocular no s6lo hay una respuesta inmune adquirida, sino
que también interviene una respuesta innata (linfocitos NK), pudiéndose utilizar
éste pardmetro, junto con el cociente CD3/CD19 como posibles biomarcadores
de estas patologias.

3. En base a nuestros resultados, no existen biomarcadores adecuados para el

diagndstico diferencial entre QCV y QCA.
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COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA
AREA DE SALUD VALLADOLID — ESTE (CEIC-VA-ESTE-HCUV)

Valladolid a 20 de Marzo de 2014

En la reunién del CEIC AREA DE SALUD VALLADOLID — ESTE del 20 de Marzo de 2014, se
procedi6 a la evaluacion de los aspectos éticos del siguiente proyecto de investigacion.

A continuacion les sefialo los acuerdos tomados por el CEIC AREA DE SALUD VALLADOLID —
ESTE en relacion a dicho Proyecto de Investigacion:

PI1-13-62 ALTERACIONES DEL COMPARTIMENTO ALLERGAN

EPITELIAL DEL SISTEMA INMUNE DE LA 1.P.: CARMEN MARTIN
MUCOSA OCULAR EN ALONSO - MARGARITA
QUERATOCONJUNTIVITIS VERNAL CALONGE CANO

Otros Investigadores en
10BA:

Dra. Amalia Enriquez de
Salamanca

Dra. Ana Isabel Vallelado
Magnolia T. Cano Suérez
10BA

El Comité Etico de Investigacion Clinica del Area Este de Valladolid, en la reunién celebrada
el dia 20 de marzo de 2014, aprueba la siguiente modificacion:

-Se afaden pacientes atépicos y alérgicos a la poblaciéon del estudio.

Considerando que el Proyecto contempla los Convenios y Normas establecidos en la
legislacién espafiola en el ambito de la investigacion biomédica, la proteccién de datos de
caracter personal y la bioética, se hace constar el informe favorable y la aceptacion del
Comité Etico de Investigacion Clinica del Area de Salud Valladolid Este para que sea llevado a
efecto dicho Proyecto de Investigacion.

Un cordial saludo.

7 chuer Mecs

Dr. F. Javier Alvarez.

CEIC Area de Salud Valladolid Este —
Hospital Clinico Universitario de Valladolid
Farmacologia

Facultad de Medicina,

Universidad de Valladolid,

¢/ Ramoén y Cajal 7,47005 Valladolid
alvarez@med.uva.es
jalvarezgo@saludcastillayleon.es

tel: 983 423077
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COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA
AREA DE SALUD VALLADOLID — ESTE (CEIC-VA-ESTE-HCUV)

Valladolid a 21 de Febrero de 2013
En la reuniéon del CEIC del Area de Valladolid — Este de 21 de Febrero de 2013, se

procedid a la evaluacion del Proyecto de Investigacidon que a continuacion se
sefala:

Codigo en el | ALTERACIONES DEL COMPARTIMENTO IP:CARMENMARTIN

HCUV EPITELIAL DEL SISTEMA INMUNE DE ALONSO - MARGARITA

P1-13-62 LA MUCOSA OCULAR EN CALONGE CANO
QUERATOCONJUNTIVITIS VERNAL Otros Investigadores en
ACRONIMO SI LO TIENE (no tiene) IOBA:Dra.Amalia Enriquez

de Salamanca,
Dra. Ana Isabel Vallelado
Dra. Soledad Rubio

Recibido 21-02-2013

A continuacion les sefialo los acuerdos tomados por el CEIC AREA DE SALUD
VALLADOLID — ESTE en relacién a dicho Proyecto de Investigacion:

Considerando que el Proyecto contempla los Convenios y Normas establecidos en la
legislacion esparfiola en el ambito de la investigacion biomédica, la proteccion de
datos de caracter personal y la bioética, se hace constar el informe favorable y la
aceptacion del Comité Etico de Investigacion Clinica del Area de Salud Valladolid
Este para que sea llevado a efecto dicho Proyecto de Investigacion.

Un cordial saludo.

7 chnr Mliees

Prof. F. Javier Alvarez.

CEIC Area de Valladolid Este - Hospital Clinico Universitario de Valladolid
Farmacologia

Facultad de Medicina,

Universidad de Valladolid,

¢/ Ramon y Cajal 7,

47005 Valladolid

alvarez@med.uva.es

jalvarezgo@saludcastillayleon.es

tel: 983 423077

“wiJ Junta de
Castilla y Leén



FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Estudio: Caracterizacion fenotipica y funcional del sistema inmune de la mucosa ocular
en procesos alérgicos.

N° de estudio: IOBA62-2013

Coordinadores: Dra. Margarita Calonge (Tf. 983 184 763); Dra. Carmen Martin Alonso (Tf. 983
’ 186399); Dr. Alfredo Corell Almuzara (Tf. 983423187)
Instituto de Oftalmobiologia Aplicada (IOBA), Universidad de Valladolid. Campus

Centro: Miguel Delibes, P° de Belén 17; 47011 Valladolid

Se le ha invitado (a Ud. o a su hijo/a) a participar en un estudio clinico coordinado por el IOBA para
pacientes que padecen procesos alérgicos oculares, ya sea queratoconjuntivitis vernal (QCV),
gueratoconjuntivitis atopica (QCA) y/o conjuntivitis alérgica aguda/crénica.

Este formulario de consentimiento describe el estudio y su papel en él. El investigador responderd todas las
preguntas que tenga referentes al estudio y sus procedimientos. Por favor, lea atentamente este formulario y
realice todas las preguntas que tenga sobre la informacién que contiene.

1. Objetivo del estudio
El objetivo de este estudio clinico es la caracterizacion fenotipica y funcional, mediante citometria de flujo,
de las células conjuntivales obtenidas, evaluando el linaje celular, la viabilidad y la fase del ciclo celular del
epitelio, y la comparacion de la funciéon inmunoldgica entre la conjuntiva ocular de pacientes con QCV, QCA
y/o conjuntivisits alérgica aguda/cronica, y la de individuos sanos y su posible correlacion con las
poblaciones celulares en sangre periférica. Se realizaran también estudios de funcion celular con los
linfocitos y basdfilos obtenidos para evaluar la respuesta inmune.

2. Participacion voluntaria
Debe saber que su participacion en este programa es voluntaria y que puede decidir no participar o cambiar
su decision y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin que por ello se altere la relacién con su
médico ni se produzca perjuicio alguno en su tratamiento.

3. Descripcion general del estudio. Procedimiento.

Para este procedimiento NO se le administrara tratamiento extraordinario alguno. Si acepta la participacion
mediante la firma de este documento, se le recogera lagrima. Para la toma de lagrima se utilizaran capilares
de 5 pl (glass capillary micropippetes; Drummond, REF DRUM1-000-0040, 5 pl, 32 mm; VWR 53440-067),
gue se colocaran en el canto externo de un (nico ojo. A continuacidn, se realizara una Unica extraccion de
células de conjuntiva. Previa anestesia tépica (0,04% Oxybuprocaine), se procedera a la rotacion suave del
cepillo (Cytobrush® plus GT, Medscand Medical, Sweden) sobre la conjuntiva tarsal superior, la misma zona
que su médico evalla rutinariamente en la consulta. Esta maniobra se repetirda en 3 ocasiones mas, siempre
realizandolo en el mismo sitio y con el mismo medio.

Usted debera notificar al responsable del estudio si en el momento de la misma padece alguna enfermedad
(Vd. o su hijo/a) y/o esta tomando algun tipo de medicacion, bien sea bajo prescripcién o no. Al aceptar
participar en este programa permitira que sus muestras se utlicen para el estudio de parametros
relacionado con la respuesta inmune.

4. Manejo de las muestras
Las muestras obtenidas no se etiquetaran con ningun dato que permita revelar la identidad del donante. Las
muestras obtenidas se recogeran en diferentes tipos de tubos para su procesamiento y seran conservadas y
almacenadas hasta su posterior analisis en el laboratorio.
Las muestras obtenidas para este estudio son perecederas, por lo cual queda descartado su uso posterior.
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5. Confidencialidad
El tratamiento, la comunicacion y la cesién de los datos de caracter personal de todos los sujetos
participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre de proteccion de
datos de caracter personal. De acuerdo a lo que establece la legislacion mencionada, usted puede ejercer
los derechos de acceso, modificacion, oposicién y cancelacion de datos, para lo cual debera dirigirse a su
médico del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cédigo y solo su médico del
estudio/colaboradores podran relacionar dichos datos con usted y con su historia clinica. Por lo tanto, su
identidad no sera revelada a persona alguna ajena a los procedimientos aqui descritos.

Sélo se transmitiran a terceros y a otros paises los datos recogidos para el estudio que en ningin caso
contendran informacion que le pueda identificar directamente, como nombre y apellidos, iniciales, direccion,
n°® de la seguridad social, etc. En el caso de que se produzca esta cesion, sera para los mismos fines del
estudio descrito y garantizando la confidencialidad como minimo con el nivel de proteccion de la legislacion
vigente en nuestro pais.

El acceso a su informacién personal quedara restringido al médico del estudio/colaboradores, autoridades
sanitarias (Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios), al Comité Etico de Investigacion
Clinica y personal autorizado por los responsables, cuando lo precisen para comprobar los datos y
procedimientos del estudio, pero siempre manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la
legislacion vigente.

En ninguno de los informes del programa aparecera su nombre. Cualquier informacion de caracter personal
que pueda ser identificable sera conservada y procesada por medios informaticos bajo condiciones de
seguridad (en un fichero registrado en la ANPD), con el propdsito de determinar los resultados del estudio.
Toda la informacion, incluido el mantenimiento de su anonimato, se tratara conforme a la legislacion vigente.
Su nombre no figurard en ningun informe relacionado con esta evaluacion y su identidad no se revelara a
ninguna otra persona en ninguna circunstancia. De acuerdo con la ley vigente tiene Vd. derecho al acceso
de sus datos personales; asimismo, tiene derecho a su rectificacion y cancelacién. Si asi lo desea, debera
solicitarlo al responsable o responsables del programa. Asimismo, en cumplimiento del RD1716/2011, le
informamos de que los posibles excedentes de las muestras que Vd. cede, seran destruidos en el plazo de
1 mes tras finalizar el estudio.

6. Oftrainformacion relevante
A partir de los estudios que se realicen se podria obtener informacién de importancia para su salud y la de
sus familiares. La informacién que se obtenga de un analisis le ser4 comunicada, exclusivamente a Vd.,
cuando sea relevante para su salud.

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningln dato nuevo seréa afiadido a
la base de datos y, puede exigir la destrucciéon de todas las muestras identificables previamente retenidas
para evitar la realizacion de nuevos analisis. También debe saber que puede ser excluido del programa si
los responsables del estudio lo consideran oportuno.

7. Riesgos
El cepillado conjuntival puede provocar alguna molestia o alguna irritacion leve local también transitoria. La
extraccion de sangre periférica puede provocar algunas molestias, ansiedad transitoria o un hematoma o
una hemorragia leves locales. No obstante, la cantidad de sangre extraida no causara ninguna otra molestia
ni anemia, ni sera perjudicial para su salud. La extraccion de otros tipos de muestras (Liquido
Cefalorraquideo, Médula Gsea) tiene los riesgos que le han sido ya explicados por su médico para realizar el
proceso diagnéstico. La recogida de muestras de orina no conlleva ningln riesgo asociado.
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DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Titulo del Estudio: Caracterizacion fenotipica y funcional del sistema inmune de la mucosa
ocular en procesos alérgicos.

N° de estudio: IOBA62-2013

Coordinadores: Dra. Margarita Calonge (Tf. 983 184 763); Dra. Carmen Martin Alonso

(Tf. 983 186399); Dr. Alfredo Corell AlImuzara (Tf. 983423187)

Centro: Instituto de Oftalmobiologia Aplicada (IOBA), Universidad de Valladolid.

Campus Miguel Delibes, P° de Belén 17; 47011 Valladolid

Al firmar abajo, yo declaro que:

1)
2)

3)

4)

5)

6)

He leido, o me han leido, y entiendo completamente el contenido del formulario de informacién
adjunto, Version 2 Final de 28 de Enero de 2013.

He tenido la oportunidad de preguntar y obtener respuestas satisfactorias a cada una de mis
preguntas

Acepto de forma voluntaria participar en este estudio de investigacién y sé que puedo
retirarme del estudio en cualquier momento sin que se vea afectada la continuidad de mi
tratamiento

Responsables: Dra. Margarita Calonge, Dra. Carmen Martin Alonso y/o Dr. Alfredo Corell
Almuzara Direccion: Instituto Universitario de Oftalmologia Aplicada — Paseo de Belénl7 —
47011 - Valladolid; Numero de Teléfono : 983 184 750/4755; me ha explicado la informacion
para el paciente y el formulario de consentimiento y comprendo lo que implica la investigacion.
He comprendido completamente que los representantes del patrocinador, el Comité Etico
Independiente o los representantes de las autoridades regulatorias pueden examinar mis
registros médicos donde aparece mi nombre para verificar la exactitud de la informacion
obtenida y entiendo que estas personas tendran el deber de manejar esta informacion con
confidencialidad utilizandola solamente con un objetivo legitimo para la salud publica.

Se me entregara una copia firmada y fechada de este formulario de consentimiento para mis
propios archivos.

Nombre del Paciente

Firma Fecha
(Debe ser firmado y fechado por el paciente)

Nombre del representante legalmente autorizado

Firma Fecha
(Debe ser firmado y fechado por el representante legalmente autorizado -si aplica-)

Nombre del Investigador

Firma Fecha
(Debe ser firmado y fechado por el investigador)

Nombre de la persona que participé en la discusion del Cl

Firma Fecha
(Debe ser firmado y fechado por la persona que explic el consentimiento informado)

Iniciales del Paciente Fecha
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ANEXO III

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Estudio: Caracterizacion del componente epitelial del CALT en nifios sanos
N° de estudio: IOBAXXX-2013

. . Dra. Margarita Calonge (Tf. 983 184 763); Dr. Roberto Reinoso Tapia (Tf. 983 42
Coordinadores: 3238)

Instituto de Oftalmobiologia Aplicada (IOBA), Universidad de Valladolid. Campus

Centro: Miguel Delibes, P° de Belén 17; 47011 Valladolid

Se le ha invitado (a Ud. o a su hijo/a) a participar en un estudio clinico coordinado por el IOBA para
pacientes que van a ser sometidos a cirugia de correccion de estrabismo o inyeccion de toxina botulinica.

Este formulario de consentimiento describe el estudio y su papel en él. El investigador respondera todas las
preguntas que tenga referentes al estudio y sus procedimientos. Por favor, lea atentamente este formulario y
realice todas las preguntas que tenga sobre la informacién que contiene.

1. Objetivo del estudio
El objetivo de este estudio clinico es la caracterizacién del componente epitelial del tejido linfoide asociado a
la conjuntiva (CALT), asi como el analisis de los niveles de moléculas inflamatorias presentes en la lagrima
obtenida en nifios sanos. Una vez recabada esta informacion se procedera a comparar los datos obtenidos
con los ya existentes en adultos.

2. Participacién voluntaria
Debe saber que su participacion en este programa es voluntaria y que puede decidir no participar o cambiar
su decision y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin que por ello se altere la relacién con su
médico ni se produzca perjuicio alguno en su tratamiento.

3. Descripcidn general del estudio. Procedimiento.

Para este procedimiento NO se le administrara tratamiento extraordinario alguno. Si acepta la participacion
mediante la firma de este documento, se le recogera lagrima momentos previos a la cirugia de correccion de
estrabismo (bajo anestesia general) y posteriormente bajo anestesia topica, se le tomaran muestras de la
conjuntiva de un ojo. Para la toma de lagrima se utilizaran capilares de 5 pl (glass capillary micropippetes;
Drummond, REF DRUM1-000-0040, 5 ul, 32 mm; VWR 53440-067). Este capilar se colocara suavemente
sobre el menisco lagrimal temporal sin tocar la conjuntiva, mientras se observa el ascenso de la columna de
lagrima hasta que se llene el tubo completamente y asi obtener un volumen exacto de 5 ul. Para la
obtencién de células conjuntivales, se utilizara una técnica minimamente invasiva como es la citologia por
cepillado. Previa anestesia tépica (0.04% Oxybuprocaine), se procedera a la rotacién suave del cepillo
(Cytobrush® plus GT, Medscand Medical, Sweden) sobre la conjuntiva tarsal superior, bulbar superior y
fondo de saco inferior. Esta maniobra se repetird en 3 ocasiones mas, siempre realizandolo en el mismo
sitio y con el mismo medio.

Usted debera notificar al responsable del estudio si en el momento de la misma padece alguna enfermedad
(Vd. o su hijo/a) y/o estd tomando algun tipo de medicacidn, bien sea bajo prescripciéon o no. Al aceptar
participar en este programa permitira que se utilice su muestra para estudiar cualquier parametro
relacionado con la respuesta inmune.
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4. Manejo de las muestras
Las muestras obtenidas no se etiquetaran con ningin dato que permita revelar la identidad del donante. Las
muestras obtenidas se recogeran en diferentes tipos de tubos para su procesamiento y seran conservadas y
almacenadas hasta su posterior analisis en el laboratorio.

5. Confidencialidad
El tratamiento, la comunicacion y la cesion de los datos de caracter personal de todos los sujetos
participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre de proteccion de
datos de caracter personal. De acuerdo a lo que establece la legislacion mencionada, usted puede ejercer
los derechos de acceso, modificacion, oposicién y cancelacion de datos, para lo cual debera dirigirse a su
médico del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cédigo y solo su médico del
estudio/colaboradores podran relacionar dichos datos con usted y con su historia clinica. Por lo tanto, su
identidad no ser& revelada a persona alguna ajena a los procedimientos aqui descritos.

Solo se transmitirdn a terceros y a otros paises los datos recogidos para el estudio que en ningun caso
contendran informacion que le pueda identificar directamente, como nombre y apellidos, iniciales, direccion,
n° de la seguridad social, etc. En el caso de que se produzca esta cesion, sera para los mismos fines del
estudio descrito y garantizando la confidencialidad como minimo con el nivel de proteccion de la legislacion
vigente en nuestro pais.

El acceso a su informacion personal quedara restringido al médico del estudio/colaboradores, autoridades
sanitarias (Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios), al Comité Etico de Investigacion
Clinica y personal autorizado por los responsables, cuando lo precisen para comprobar los datos y
procedimientos del estudio, pero siempre manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la
legislacion vigente.

En ninguno de los informes del programa aparecerd su nombre. Cualquier informacién de caracter personal
gue pueda ser identificable sera conservada y procesada por medios informaticos bajo condiciones de
seguridad (en un fichero registrado en la ANPD), con el propésito de determinar los resultados del estudio.
Toda la informacion, incluido el mantenimiento de su anonimato, se tratara conforme a la legislacion vigente.
Su nombre no figurard en ningun informe relacionado con esta evaluacion y su identidad no se revelara a
ninguna otra persona en ninguna circunstancia. De acuerdo con la ley vigente tiene Vd. derecho al acceso
de sus datos personales; asimismo, tiene derecho a su rectificacién y cancelacién. Si asi lo desea, debera
solicitarlo al responsable o responsables del programa. Asimismo, en cumplimiento del RD1716/2011, le
informamos de que los posibles excedentes de las muestras que Vd. cede, seran destruidos en el plazo de
1 mes tras finalizar el estudio.

6. Otrainformacion relevante
A partir de los estudios que se realicen se podria obtener informacion de importancia para su salud y la de
sus familiares. La informacion que se obtenga de un analisis le serd comunicada, exclusivamente a Vd.,
cuando sea relevante para su salud.

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningln dato nuevo sera afiadido a
la base de datos y, puede exigir la destruccién de todas las muestras identificables previamente retenidas
para evitar la realizacion de nuevos analisis. También debe saber que puede ser excluido del programa si
los responsables del estudio lo consideran oportuno.

7. Riesgos
El cepillado conjuntival puede provocar alguna molestia o alguna irritacion leve local también transitoria.
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DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Titulo del Estudio: Caracterizacion del componente epitelial del CALT en nifios sanos

N° de estudio: IOBAXXX-2013

Al firmar abajo, yo declaro que:

1)
2)

3)

4)

5)

6)

He leido, o me han leido, y entiendo completamente el contenido del formulario de informacién
adjunto, Version 2 Final de 28 de Enero de 2013.

He tenido la oportunidad de preguntar y obtener respuestas satisfactorias a cada una de mis
preguntas

Acepto de forma voluntaria participar en este estudio de investigacion y sé que puedo
retirarme del estudio en cualquier momento sin que se vea afectada la continuidad de mi
tratamiento

Responsables: Dra. Margarita Calonge y/o Dr. Roberto Reinoso, Direccion: Instituto
Universitario de Oftalmologia Aplicada — Paseo de Belénl7 — 47011 - Valladolid; Numero de
Teléfono : 983 184 750/4755; me ha explicado la informacion para el paciente y el formulario
de consentimiento y comprendo lo que implica la investigacion.

He comprendido completamente que los representantes del patrocinador, el Comité Etico
Independiente o los representantes de las autoridades regulatorias pueden examinar mis
registros médicos donde aparece mi nombre para verificar la exactitud de la informacién
obtenida y entiendo que estas personas tendran el deber de manejar esta informacion con
confidencialidad utilizandola solamente con un objetivo legitimo para la salud publica.

Se me entregara una copia firmada y fechada de este formulario de consentimiento para mis
propios archivos.

Nombre del Paciente

Firma Fecha
(Debe ser firmado y fechado por el paciente)

Nombre del representante legalmente autorizado

Firma Fecha
(Debe ser firmado y fechado por el representante legalmente autorizado -si aplica-)

Nombre del Investigador

Firma Fecha
(Debe ser firmado y fechado por el investigador)

Nombre de la persona que participé en la discusion del Cl

Firma Fecha
(Debe ser firmado y fechado por la persona que explico el consentimiento informado)
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ANEXO 1V

CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS

Patologia:

D Queratoconjuntivitis vernal
I:l Queratoconjuntivitis

atdpica
I:l Conjuntivitis alérgica |:| Diagnosticado (Prick test)
O D tophagoi O A ill
erma OP agoides O Soja O Lolium perenne sp.erg/ us
pteronyssinus fumigatus
O De-rmatophagmdes O Avellana O Phleum pratense O Alternaria
farinae alternata
O Gato O Gambas O Poa pratensis 0 Anisakis
O Perro O Kiwi [0 Abeja (veneno) [0 Betula verrucosa
O Clara de huevo O Melocotdn [0 Avispa (veneno) [0 Olea europea
. O Ambrosi
O Leche de vaca O Lentejas O Cucaracha morosia
artemisiifolia
[0 Bacalao O Garbanzos O Latex O Artemisa vulgaris
O a 1
O Trigo O Dactylis glomerata Cladosporium [0 Parietaria judaica
herbarum
O Cacahuete O Otros:
Sujeto Control: I:l
N2 muestra:
Paciente: N? historia:
Edad:
Sexo: v OM Raza:
Fecha de recogida: Lugar de recogida:
Ojo:
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EVALUACION DEL PACIENTE.
ANAMNESIS

Habitos de vida (tache lo que proceda):

1. ¢A quétipo de poblacién pertenece? |:| Rural |:| Urbana |:| Semiurbano

2. ¢Consume usted alcohol?
|:| Nunca |:| Una vez por semana |:| 2-4 veces por semana |:| 5 0 mds veces por semana

3. ¢Fuma usted? |:|S|’ |:|No

4. ¢Consume usted estupefacientes?

|:| Nunca |:| Una vez por semana |:| 2-4 veces por semana |:| 5 0 mas veces por semana
5. ¢Realiza usted actividad fisica?

|:| Nunca |:| Una vez por semana |:| 2-4 veces por semana |:| 5 0 mas veces por semana

En caso afirmativo, dénde priactica la actividad fisica: |:| Aire libre |:| Reciento cerrado
Cual es la intensidad: |:| Moderada (<180ppm) |:| Intensa (>180ppm)

6. Cuales de las siguientes comidas realiza:
|:| Desayuno |:| Tentempie |:| Almuerzo |:| Merienda |:| Cena |:| Otras
7. ¢éCuantas horas duerme al dia?
|:| Menos de 8 horas |:| Entre 8 y 10 horas |:| Mas de 10 horas
8. ¢Toma usted suplementos nutricionales?:
|:| Si. Indique cudl/es: |:| No
Salud general (tache lo que proceda):
1. ¢Padece alguna alergia medicamentosa? |:| Si |:| NO

éCual?

2. ¢Padece alguna alergia a alimentos? |:| Si |:| NO

éCuadl?
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3. ¢(Tiene o ha padecido alguna de las siguientes sintomas/patologias/tratamientos?:

O Asma,

(1 Bronquitis,

O Rinitis,

[J Dermatitis atopica,

O Artritis,

(1 Enf. de Behget u otra vasculitis,
O Tuberculosis,

O Sarcoidosis,

[ Lupus,

O Amiloidosis,

[ Enfermedades del coldgeno,

[ Sindrome de Sj6gren,

[ Esclerodermia,

O Colitis ulcerosa,

O Enfermedad de Crohn,

[J Neoplasias hematoldgicas,
O Trasplantes,

O Transfusion,

O Quimioterapia,

[ Radioterapia

O Embarazo

[ Menopausia

1 Patologia autoinmune

4. ¢Alguna de las anteriores estd activa en el momento actual? Especifique cual.

5. éTiene o ha padecido algin cuadro inflamatorio agudo de origen no-alérgico en las dos

semanas previas?

[ Infeccidon de oido, (I Infeccidn de vias respiratorias, [1 Sinusitis, (1 Gastroenteritis aguda,

O Otra

6. éToma normalmente o esta tomando alguna medicacidn sistémica? (incluyendo los tres

ultimos meses)
[1 si [] no

e (Cudl?
e (Paraqué?

e (Desde cuando?

Historia Oftalmoldgica:

1. ¢Padece o ha padecido alguno de los siguientes procesos oculares?

Ojo seco
Uveitis
Queratitis infecciosa

Conjuntivitis

O0O000S

¢Hace cuanto tiempo?

Ooone
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2. ¢Alguien de su familia ha tenido alguno de los procesos oculares anteriormente descritos?
Especifique cual.
3. ¢Se ha sometido a algtin procedimiento ocular quirdrgico/laser, cémo por ejemplo cirugia

refractiva?

(1 si [] no

Especifique cual.

4. ¢Estd con algun tratamiento tépico ocular?(incluyendo los tres ultimos meses).

12!

Nombre y dosis ¢Hace cuanto tiempo?
Antihistaminicos
AINEs

Corticoides
Ciclosporina A
Antibidticos
Antiglaucomatosos

Estabilizadores de
membranas celulares

Inmunomoduladores

OO0 0O 000000
OO0 00000003

Otros

5. éUsa lagrimas artificiales?
¢Cudntas veces al dia?
¢A qué hora se ha puesto la ultima gota?

6. En caso de que use lentillas, ¢de qué tipo son?

[ Blandas; [ Desechables; [1 Semirigidas; [ Duras.

7. éCudnto tiempo al dia utilizé las lentillas en la ultima semana?

|:| 0 hora|:| 0-5 horaD 5-10 horaD Ma3ds de 10 horas
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Test OSDI-Ojo Seco

Trabajo Fin de Master

El Test OSDI (ocular surface disease index) es un test sencillo creado para establecer una

gravedad vy clasificacion del ojo seco segun su sintomatologia.

Conteste a las siguientes preguntas marcando la casilla que mejor represente su respuesta:

¢Ha experimentado alguna de las siguientes alteraciones durante la Gltima semana?

FRECUENCIA
Casi en El 50% Casi en En
En todo . .,
todo del ningun ningun
momento -
momento | tiempo | momento | momento
Sensibilidad a la luz
Sensacion de arenilla en los ojos
Dolor de ojos
Vision borrosa
Mala visién
¢Ha tenido problemas en los ojos que le han limitado o impedido realizar alguna de
las siguientes acciones durante la dltima semana?
FRECUENCIA
Casi en El 50% Casi en L,
En todo . En ningan
todo del ningin No Se
momento : momento
momento tiempo momento
Leer
Conducir de noche
Trabajar con un ordenador o
utilizar un cajero automatico
Ver la television
¢Ha sentido incomodidad en los ojos en alguna de las siguientes situaciones durante
la dltima semana?
FRECUENCIA
En todo Casi en El 50% Casi en En No Se
momento todo del ningdn ningln
momento tiempo momento | momento

Viento

Lugares con baja humedad
(muy secos)

Zonas con aire acondicionado

Puntuacidén total OSDI:
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EVALUACION CLINICA

Segmento anterior oD Ol

Hiperemia conjuntival

Hipertrofia papilar

Cérnea

Neovascularizacién corneal

Cicatrizacion

Blefaritis

Nombre de la persona que lo realiza y fecha:

T-BUT oD Ol

Hora instilacién FINa
T-BUT#1
T-BUT#2
T-BUT#3

Nombre de la persona que lo realiza y fecha:

TOSS oD ol
Hora lectura
Cérnea
Grado
Hora instilacién
Hora lectura
Conjuntiva

Nasal Temporal Nasal Temporal
Grado

El paciente cumple con los criterios de inclusién/exclusion: |:| SI |:| NO

Firma el consentimiento informado: |:| Sl |:| NO

Fecha:

- Fechay hora de recogida:
BRUSH
- Fechay hora del andlisis:
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ANEXOV

Trabajo Fin de Master
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Figura 1: Ejemplo representativo de un analisis fenotipico de células conjuntivales
obtenidas mediante citologia por cepillado
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Células complejas
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Trabajo Fin de Master
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Figura 2: Ejemplo representativo de un analisis de viabilidad de células conjuntivales obtenidas

mediante citologia por cepillado.
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Figura 3: Ejemplo representativo de un analisis del ciclo celular de células conjuntivales
obtenidas mediante citologia por cepillado.
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