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Resumen 

Introducción 

El tejido linfoide de la conjuntiva CALT forma parte del sistema inmunitario del ojo y 

proporciona los mecanismos de defensa humorales y celulares, tanto innatos como 

adquiridos pero aún no se ha caracterizado por completo como varían los distintos tipos 

celulares en la sangre y la conjuntiva de sujetos sanos y las modificaciones en las 

distintas enfermedades que componen la alergia ocular. 

Material y métodos 

Se recogieron muestras de sangre periférica y conjuntiva tarsal superior mediante 

cepillado para 21 sujetos control y 10 sujetos alérgicos. Se analizaron mediante 

citometría de flujo y se caracterizaron la mayoría de poblaciones linfocitarias 

Resultados 

En sangre periférica de los sujetos sanos y alérgicos hay un predominio linfocitos CD4+ 

frente CD8+, de linfocitos B2 respecto a B1, de linfocitos T vírgenes respecto a los 

linfocitos T memoria y los linfocitos NK y NKT tienen fundamentalmente acción 

citotóxica.  

En sangre conjuntiva de sujetos sanos y alérgicos hay un predominio linfocitos CD8+ 

frente CD4+, de linfocitos B1 respecto a B2, y los linfocitos NK y NKT tienen 

fundamentalmente acción citotóxica. 

Los sujetos alérgicos muestran un aumento de las proporciones de Th17 y Th22 tanto en 

sangre periférica como en conjuntiva. 

Conclusiones 

Los hallazgos sugieren: 1) que las proporciones relativas de poblaciones linfocitarias de 

la conjuntiva tarsal son diferentes que las de la sangre periférica en los sujetos sanos. 2) 

que la proporciones relativas de las subpoblaciones linfocitarias se mantienen en general 

en la sangre de sujetos alérgicos respecto de los sanos a excepción de un aumento en las 

proporciones de linfocitos Th17, Th22 y linfocitos B 3) que la proporciones relativas de 

las subpoblaciones linfocitarias se mantienen en general en la conjuntiva de sujetos 

alérgicos respecto de los sanos a excepción de un aumento en las proporciones de 

linfocitos Th17,  Th22 y linfocitos TCR γδ. 
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Introducción 

Anatomía de la conjuntiva 
La conjuntiva es una membrana mucosa transparente que recubre la superficie interna 

de los párpados y la superficie del globo ocular hasta el limbo. [ 1] Topográficamente se 

divide en tres zonas:  

Conjuntiva palpebral: comienza en la línea de unión mucocutánea y recubre la 

superficie interna del párpado. Está adherido fuertemente al tarso. 

Conjuntiva de los fórnices: en los fondos de saco el tejido es redundante y se mueve 

libremente. En el parpado superior se entremezcla con fibras de la aponeurosis del 

músculo elevador del parpado superior y el músculo de Müller. En el parpado inferior, 

extensiones fibrosas de la vaina del músculo recto inferior forman el musculo tarsal 

inferior. 

Conjuntiva bulbar: se mueve libremente. Se fusiona con la capsula de Tenon y se 

inserta en el limbo.[ 2] 

Figura 1. Topografía de la conjuntiva [ 2] 
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Histología de la conjuntiva  
Histológicamente en la conjuntiva se diferencian el epitelio y el estroma (sustancia 

propia o “lamina propria”)  

El epitelio es de tipo escamoso no queratinizado y tiene una profundidad de 2 a 5 capas. 

Las células prismáticas basales evolucionan a células poliédricas aplanadas antes de que 

se desprendan de la superficie. Dispersas en el epitelio se encuentran las células 

caliciformes, glándulas mucosas unicelulares y cuya función es la producción  de moco.  

En profundidad se encuentra la estroma (lamina propria) que consta de  tejido conectivo 

laxo, que se encuentra profusamente vascularizada. En ella también está los vasos  

linfáticos y las células que forman parte de la inmunidad tanto innata como adquirida.[ 

1] 

 

Figura 2. Histología de la conjuntiva [ 1] 

 

El sistema inmune en el ojo 
El tejido linfoide del ojo o EALT (“eye associated lymphoid tissue”) es uno de los 

denominados tejidos linfoides asociados a mucosas (MALT) que están también 

presentes en las placas de Peyer del intestino delgado, amígdalas, en la capa mucosa de 

la vía aérea superior, bronquios y tracto genito-urinario [ 4].En la superficie ocular hay 

una situación de privilegio inmunológico ya que, a diferencia del sistema inmune 

central, en el  MALT hay un ambiente local inmunosupresor, con tolerancia e 

ignorancia inmunológica. [ 4] 

En el MALT se distinguen dos tipos de estructuras, unas organizadas en la que los 

linfocitos se agrupan en folículos linfoides y otras difusas con  linfocitos intraepiteliales 

sin distribución particular. [ 5]  
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Los folículos linfoides son acúmulos de linfocitos (mayoritariamente B) que se 

organizan en torno a las vénulas del endotelio. Rodeando a las vénulas se encuentran las 

células plasmáticas y periféricas a ellas los linfocitos T. [ 6] 

Sin embargo el tejido linfoide difuso está formado principalmente por linfocitos T 

intraepiteliales (IELs) mayoritariamente citotóxicos y linfocitos T del tejido conectivo y 

células plasmáticas productoras de IgA2. En la lámina propia, en cambio, predominan 

los linfocitos T cooperadores. [ 7] 

 

El EALT es la unión de los denominados CALT ("Conjunctiva") de la conjuntiva,  

LDALT ("Lacrimal Drainage") de la vía lagrimal y el LGALT ("Lacrimal Gland") de la 

glándula lagrimal. En el CALT se produce el procesamiento y presentación del antígeno 

y la inducción de la respuesta inmune adaptativa. [ 4] 

 

 
Figura 3: EALT y sus componentes [ 4] 

En cuanto a la distribución de los linfocitos en la conjuntiva son más abundantes en la 

región tarsal superior que en la inferior.  Así mismo son más numerosos en la región 

nasal de la conjuntiva que en  la temporal [ 8] 

 

 

Sistema inmune de la superficie ocular e inflamación 
 

En la superficie ocular se han localizado herramientas  celulares y humorales de la 

inmunidad tanto innata como adquirida. 

Como representantes de la inmunidad innata celular se encuentran los macrófagos, las 

células dendríticas, los linfocitos NK y de la adquirida los linfocitos B y  linfocitos T  

(tanto cooperadores como citotóxicos). 
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Dentro de la inmunidad humoral se han encontrado: 

 IgA secretora (en la lágrima) es la inmunoglobulina por excelencia de la superficie 

mucosa de todo el organismo y con muy buena capacidad neutralizante de 

antígenos, 

 Péptidos anti-microbianos: como la lisozima y las defensinas (auténticos 

antibióticos endógenos). 

 Citocinas: moléculas de señalización intercelular (tanto de la inmunidad innata 

como de la adaptativa). Entre otras se pueden destacar: 

o Factor de crecimiento transformante β (TGF-β) producida por las células 

caliciformes de la conjuntiva y las células T reguladoras. Tiene función 

antiinflamatoria al suprimir la maduración de las células dendríticas y los 

linfocitos Th1 (es la principal citocina reguladora junto la IL-10). 

o Interleucina 1 (IL-1) es sintetizada por las células epiteliales y presenta una 

función proinflamatoria activando las células dendríticas. 

o Otras citocinas proinflamatoiras son IL-17, IL-6, el factor de necrosis tumoral 

(TNF)  y los interferones α, β, y ɣ. [ 4] 

 

 

Como ya observaron Bisset et al la proporción de las células linfoides es diferente en 

sangre (sistema inmune sistémico) que en los tejidos linfoides regionales como es el 

CALT. También vieron que en sangre periférica de individuos sanos predominaban los 

linfocitos T sobre los linfocitos B y que los  valores de linfocitos T CD4+ eran 

significativamente mayores a los de los linfocitos T CD8+. [ 9] 

 

Reinoso R. et al, pioneros en la caracterización linfoide del CALT vieron que en la 

conjuntiva los linfocitos T predominan sobre los B (T>75%, B<25%) mientras que los 

NK tenían valores en torno al 1% del total. En conjuntiva superior los linfocitos CD8+ 

(citotóxicos) eran ligeramente superiores a los CD4+ (cooperadores). 

En el fórnix los CD4+ superaban significativamente a los CD8+. Este hecho les condujo 

a la teoría de que la zona de la conjuntiva bulbar y tarsal es una zona efectora mientras 

que el fórnix inferior es una zona de inducción de respuesta inmune. [ 8] 

 

Poblaciones linfocitarias 
 

Como ya hemos mencionado antes, existen varias poblaciones de linfocitos con 

funciones muy diferentes. A continuación haremos una breve descripción de los 

distintos principales tipos y subtipos de linfocitos y que tienen cabida en este estudio, 

haciendo especial hincapié en la función y los marcadores de linaje que expresan. 

 

Linfocitos T 

Son células clave en la inmunidad junto con los linfocitos B. Expresan CD3 en su 

superficie acompañando al receptor de la célula T, que es su marcador de linaje. 

Se pueden clasificar según distintos criterios:  

 

-Según el estado madurativo: los linfocitos T se pueden considerar vírgenes (o 

naïve por no haberse activado previamente): expresan CD45RA y linfocitos T 

activados o de memoria: expresan CD45R0. 
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-Según el receptor que expresan TCRαβ, que a su vez pueden expresar el 

correceptor CD8+ o CD4+, y TCRɣɗ que corresponde con los linfocitos 

intraepiteliales  y es un receptor más primitivo, menos específico y en sangre no 

supera el 5%. En algunas patologías intestinales se ha visto que puede alcanzar 

hasta el 30%. Los linfocitos TCRɣɗ en su  gran mayoría no expresan correceptor 

pero si lo hacen, este es siempre CD8+. 

 

-Según el correceptor que expresen, los linfocitos Tαβ se subdividen en CD4+ 

y CD8+. Los linfocitos CD8+ también llamados citotóxicos aunque dentro de los 

CD8+ también hay linfocitos reguladores. Mención especial para los linfocitos 

NKT, una subpoblacion de linfocitos CD8+ pertenecen a la inmunidad innata y 

expresan marcadores de membrana propios de las NK (CD56,CD16) y de las 

células T (TCR αβ).  

 

 

Los linfocitos CD4+  

Los linfocitos Th son los encargados de mediar la inmunidad adaptativa. Interactúan, 

mediante presentación de antígeno, con los linfocitos B para que puedan producir 

anticuerpos y regulan la actividad de los macrófagos y linfocitos T CD8+. En la tabla 1 

se recogen las distintas subpoblaciones de linfocitos CD4+. 

 

Linfocitos B 
Los linfocitos B son elementos clave de la inmunidad adquirida. Son células 

presentadoras de antígenos y ejercen su acción efectora mediante la síntesis de 

inmunoglobulinas. Expresan su superficie CD19, que es su marcador de linaje. 

Dentro de los linfocitos B se pueden identificar dos subpoblaciones B1 y B2. Los 

linfocitos B1 (CD5+)  producen una respuesta rápida, su activación  no depende de la 

interacción con un linfocito T y los anticuerpos que sintetizan son de baja afinidad. Sin 

embargo, los linfocitos B2 (CD5-) producen una respuesta más lenta, para ser activados 

requieren la interacción con un linfocito T. Los anticuerpos que sintetizan son de mayor 

afinidad. Son los mayoritarios en sangre 

 

Linfocitos NK 
 

Son células  que forman parte de la inmunidad innata y como tales presentan una serie 

de características: se activan de modo inmediato, no son específicos de antígenos, no 

son clonales, no son capaces de tener memoria inmunológica y no actúan frente a lo 

propio. 

Están implicadas  en la inmunidad viral y antitumoral. 

Llevan a cabo su función efectora mediante la producción de citocinas y regulan 

indirectamente la maduración de células dendríticas. 

Los linfocitos NK no expresan el receptor CD3 en su superficie. 

Podemos clasificarlos en tres subpoblaciones en base a los marcadores de superficie que 

expresen.  

-Las células NK CD56+CD16-, van a tener función inmuno-reguladora y son 

más abundantes en tejido que en sangre. 

- Las  células NK CD56dimCD16+ son más abundantes en sangre que las 

anteriores y se van a caracterizar por su alta capacidad citotóxica 

-Células NK  CD56-CD16+  con función citotóxica. 
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Tabla 1. Tabla resumen de los subtipos de linfocitos T cooperadores 

 
Célula a partir de la cual 

se diferencian 

Citocinas que promueven su 

diferenciación 

Citocinas que 

producen 
CD Función 

Th0    CD45RA+  

Th1 Th0 IL-12 e IFN-γ 
IFN-γ, IL-2 y TNF-α, 

IL-10 

CD45R0+ 

CD183+ 

CD194- 

CD196- 
CCR10- 

Activación de los fagocitos 

Opsonización 

Activación del complemento 

Th2 Th0 IL-4 y IL-2 
IL-4, IL-5, IL-10 eIL-

13 y TNF-α. 

CD45R0+ 

CD183- 
CD194+ 

CD196- 

CCR10- 

Regulación las respuestas de inmunidad 

adaptativa humoral 
Defensa contra 

parásitos extracelulares 

Activación de macrófagos y mastocitos 
Reclutamiento de eosinófilos 

Interacción con células 

epiteliales. 

Th17 Th0 TGF-β y IL-6 
IL-17A, IL-17F, IL-22 

y IL-21, 

CD45R0+ 
CD183- 

CD194+ 

CD196+ 
CCR10- 

Activación granulocitos 

Th17/Th1 Th17 IL-12 IL-17 e IFN-γ. 

CD45R0+ 

CD183+ 
CD194- 

CD196+ 

CCR10- 

 

Th22  IL-6,IL-21  

CD183- 
CD194+ 

CD196+ 

CCR10+ 

 

Treg[ 10] Th0 TGF-β e IL-2 
IL-10, TGF-β, IL-2, 

IL-5, IFN-γ 
 Supresión respuesta inmune 
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Alergia ocular y Conjuntivitis 
La alergia es una enfermedad muy prevalente en la sociedad actual, cerca de un 20-

30%, pero sólo algo más de la mitad tendrá pruebas de alergia positivas. Las 

manifestaciones oculares estará presenten en aproximadamente el 50% de los sujetos 

alérgicos.[ 11] 

 

Existe un mayor riesgo de ser alérgico si la historia familiar es positiva [ 12]. Los 

alérgenos más frecuentes en nuestro medio son los pólenes (gramíneas, oleáceas, 

parietarias, plátanos de sombra), insectos (heces ácaros del polvo, la cucaracha y sus  

heces y huevos)  y epitelio de animales como gato, perro y caballo. 

 

La prevalencia de la alergia ha aumentado en las sociedades occidentales. Se ha 

postulado la hipótesis de la higiene (en los países con mayor higiene y menos contacto 

con grandes parásitos el sistema inmunitario ha buscado otras sustancias frente a las que 

reaccionar)[ 14], en la que el equilibrio entre respuestas Th1/Th2 se rompe a favor de 

las Th2. Otros factores que parecen estar implicados son la polución especialmente las 

partículas de combustión de motores diesel.  

La alergia ocular se clasifica en función de criterios clínicos (intermitente, persistente o 

crónica) e imnunopatológicos, en función de si está mediada por IgE, no mediada por 

IgE o comparte ambos mecanismos. [ 13] 

  Criterios inmunopatológicos 

  Mediado IgE 
Mediado IgE y no 

mediado IgE 
No mediado IgE 

C
ri

te
ri

o
s 

cl
ín

ic
o
s 

Intermitente 
Conjuntivitis 

alérgica 

estacional 

  

Persistente 
Conjuntivitis 

alérgica 

perenne 

Queratoconjuntivitis 

vernal 

Conjuntivitis papilar 

gigante 

Crónica  
Queratoconjuntivitis 

atópica 

Blefaroconjuntivitis 

de contacto 

Tabla 2: Clasificación alergia ocular. Traducido de [ 13] 

 

Conjuntivitis 
La conjuntivitis es el proceso inflamatorio de la conjuntiva. Se caracteriza por 

hiperemia y quémosis conjuntival así como un aumento de las secreciones. 

Podemos clasificar las conjuntivitis siguiendo múltiples criterios. Las conjuntivitis 

pueden ser una manifestación más dentro de un proceso sistémico, como la fiebre 

adenofaringoconjuntival y el penfigoide ocular cicatricial, o una afección localizada 

como la queratoconjuntivitis epidémica. [ 1] 

Atendiendo a la patogenia: infecciosas, inmunomediadas (alérgicas, autoinmunes) y 

otro grupo en el que no hay un mecanismo infeccioso ni inmnológico como son las 

reacciones a fármacos locales o sistémico, las tóxicas, las irritativas y las cicatriciales. 

Las conjuntivitis infecciosas pueden ser clasificadas a su vez  desde distintos puntos de 

vista: según etiología (bacterianas, víricas, fúngicas y parasitarias), según el tipo de 

secreción (serosas, mucosas, mucopurulentas y purulentas), según el tipo de reacción 
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tisular (papilares y foliculares), o según evolución (hiperagudas, agudas y crónicas) [ 

12] 

 

Conjuntivitis alérgica estacional y perenne 

 

La conjuntivitis alérgica estacional y perenne  son procesos  mediados por IgE, se 

clasifican por tanto como una reacción de hipersensibilidad de tipo I. 

Los individuos con CAE y CAP suelen comenzar con síntomas en la infancia, aunque la 

mitad mejora  hasta la pubertad. La incidencia máxima se produce en la tercera década 

de la vida (18-35 años). 

En la conjuntivitis alérgica estacional el alérgeno suele ser un aero-alergeno (pólenes) y 

va ser distinto en función de la época del año y de la localización geográfica.  En 

primavera es frecuente que la alergia sea ocasionada por   pólenes de árboles, en los 

meses de  mayo a julio, gramíneas y en otoño, polen de arbusto. Es habitual que estos 

pacientes asocien síntomas nasales o faríngeos. La afectación es asimétrica, con un 

inicio gradual y variable. 

 

En la forma perenne la etiología está relacionada con esporas de mohos, ácaros, pólenes 

de parietarias y restos epiteliales de animales domésticos. Se suele asociar más 

característicamente con rinitis. Los síntomas son menos severos que en la forma 

estacional y estarán están presentes todo el año, pero puede haber exacerbaciones 

estacionales. 

 

El síntoma principal en la conjuntivitis alérgica es el picor que suele ir acompañado de 

lagrimeo, escozor, sensación de cuerpo extraño. Como signos en la exploración 

oftalmológica encontraremos hiperemia y quémosis conjuntival, edema palpebral y 

papilas en la conjuntiva tarsal. Tanto la CAE y la CAP se caracterizan por no tener 

afectación corneal. 

 

 El diagnóstico es eminentemente clínico. Las pruebas alérgicas serán útiles para 

identificar el alérgeno, pero no está recomendado hacerlas en niños menores de 10 años 

ya que suelen ser negativas. 

 

Queratoconjuntivitis vernal  

 

La queratoconjuntivitis vernal se caracteriza por presentar una afectación bilateral 

aunque muy asimétrica. Afecta fundamentalmente  a  pacientes jóvenes.  Es más 

prevalente en los varones prepúberes, pero la prevalencia entre hombres y mujeres se 

equilibra después de la pubertad.[ 15] 

Es más frecuente que presente un curso estacional pero también pude hacerlo de forma 

perenne. 

Tiene mayor incidencia en la cuenca mediterránea, oeste de África, India y Sudamérica. 

En España también se constata este aumento en torno al Mediterráneo. 

Los sujetos de raza negra la QCV se puede presentar con mayor gravedad y atipicidad 

En la QCV existe mecanismo de hipersensibilidad tipo I pero también de tipo IV.   

 

Como consecuencia de un mecanismo de hipersensibilidad tipo I se encuentran valores 

de Ig E más elevados en suero. El prick es test positivo en la mitad de los pacientes con 

QCV. Además se han encontrado niveles elevados de histamina e IgE en lágrima, baja 
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actividad de histaminasa y mastocitos degranulados en el epitelio y lamina propia de la 

conjuntiva de sujetos con QCV.  

También se ha hallado  un mayor número de linfocitos citotóxicos, macrófagos, células 

epitelioides y células gigantes multinucleadas, todo ello consecuencia del mecanismo de 

hipersensibilidad tipo IV. 

 

Clínicamente se caracteriza por un prurito  muy intenso, con continuo frotamiento que 

agrava el picor. Se suele acompañar de secreciones mucosas, lagrimeo y fotofobia. 

 

Según la afectación conjuntival se describen tres formas: tarsal, limbar y mixta.  

Un hallazgo característico de esta patología son  los nódulos de Trantas, que son 

acúmulos de eosinófilos en el limbo. En la exploración es frecuente encontrar papilas 

tarsales gigantes, a veces con moco entre ellas, lo que se conoce como signo de Maxell-

Lyons.  Aunque menos habitual, también se pueden encontrar papilas en conjuntiva 

bulbar.   

El daño corneal se produce fundamentalmente  por dos proteínas producidas por los 

eosinófilos, la proteína eosinófila catiónica y la proteína mayor básica.  

Dentro de la afectación corneal podemos encontrar conjuntivalización corneal superior, 

queratitis epitelial de Tobgy que puede evolucionar a ulcera en escudo.  Es excepcional 

que las úlceras en escudo se sobreinfecten.[ 16] 

 

Queratoconjuntivitis atópica   

 
La queratoconjuntivitis atópica es la manifestación crónica de una serie de alteraciones 

de la superficie ocular en el contexto de dermatitis atópica. 

El 25-40% de los pacientes con dermatitis atópica tienen afectación ocular. [ 17] 

La afectación ocular es bilateral y simétrica. Afecta a pacientes en edad adulta (30 a 50 

años) con antecedente de dermatitis atópica en la infancia, no habiendo relación entre la 

severidad de la dermatitis y la de la conjuntivitis. La QCA Es más prevalente en el sexo 

masculino y en sujetos de raza blanca, en zonas frías y áreas urbanas. 

Hay una hipersensibilidad tipo I junto con una depresión de la inmunidad celular lo que 

predispone a estos pacientes a infecciones virales cutáneas (sobre todo herpética) e 

infecciones en la superficie ocular. [ 19] 

 

Como síntomas los pacientes contarán picor, epifora, y fotofobia. 

En la exploración se pueden encontrar signos de  afectación de párpados, conjuntiva, 

cornea y cristalino 

En los párpados se describen dermatitis, meibomitis, blefaritis, queratinización del 

borde libre, entropión y ectropión 

La conjuntiva se presenta hiperémica y edematosa, las secreciones son mucosas. 

Aparecen papilas tanto en conjuntiva tarsal superior como en inferior,  que son de 

menor tamaño que en la QCV. En casos más graves aparece conjuntivitis cicatrizante 

con fibrosis subepitelial, acortamiento de los sacos y simbléfaron. 

  

En la córnea puede existir, conjuntivalización corneal, úlceras,  que es más 

característico que se infecten que las úlceras corneales de la QCV, melting corneal, 

pudiendo llegar incluso a la perforación. Las infecciones herpéticas son más frecuentes. 

Pueden llegar a desarrollar insuficiencia límbica como consecuencia de los defectos 

epiteliales persistentes que presentan. 
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Es más frecuente la aparición de cataratas, sobre todo subcapsular anterior, aunque 

también subcapsulares posteriores. [ 18] 

Justificación: 

Como ya se ha dicho previamente, la alergia ocular es una patología muy frecuente en 

los países desarrollados. Si bien la mayor parte de los casos son formas leves y el 

abordaje terapéutico no es muy costoso. Sin embargo, en las formas más graves, aunque 

menos frecuentes, se requieren tratamientos más caros y complejos.  

Por lo tanto, tener un mejor conocimiento del funcionamiento del sistema inmunitario 

de la mucosa ocular puede arrojar luz a comprender los mecanismos celulares y 

moleculares, en una patología de gran impacto socio-sanitario. 

Si además el estudio de células y moléculas en la sangre correlaciona de modo positivo 

o negativo con las de la superficie ocular nos podría ayudar a esclarecer los mecanismos 

inmunitarios que actúan en cada tipo de alergia; y finalmente se podrían localizar 

biomarcadores que nos ayuden a realizar un mejor diagnóstico y tratamiento de las 

conjuntivitis alérgicas. 
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Hipótesis y objetivos 

Hipótesis: 

Las subpoblaciones de linfocitos T, B y NK tanto en sangre periférica como en 

conjuntiva tarsal superior, varían en sujetos con alergia ocular respecto a sujetos sanos.  

No existe correlación entre las subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica con las 

de conjuntiva tarsal superior 

Objetivos: 

1. Caracterizar fenotípica y funcionalmente, mediante citometría de flujo, las 

poblaciones linfocitarias T, B y NK presentes en sangre periférica y en conjuntiva 

tarsal superior. 

 

2. Comparar y correlacionar el fenotipo linfocitario sistémico (sangre venosa 

periférica) y el regional (conjuntiva tarsal superior). 

 

3. Analizar la influencia de la edad, el sexo y la patología alérgica en las 

subpoblaciones linfocitarias sistémicas y regionales. 

 

4. Analizar como las proporciones de subpoblaciones linfocitarias estudiadas podrían 

utilizarse como posible biomarcador en el diagnóstico de enfermedades alérgicas 

oculares. 
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Material y métodos 

Pacientes 

Previo al reclutamiento de pacientes se solicita aprobación del estudio al comité Ético 

de Investigación Clínica Área de Salud Valladolid Este (CEIC-VA-ESTE-HCUV), al 

comité Ético de Investigación Clínica del Área de Salud Valladolid Oeste (CEIC-VA-

OESTE-HURH) y a la Comisión de Investigación del el Instituto de Oftalmobiología 

Aplicada (IOBA)   Obteniéndose informe favorable. (Anexo  1. Comités Éticos). 

El reclutamiento de pacientes se lleva a cabo en el Instituto de Oftalmobiología 

Aplicada (IOBA) y  los servicios de Oftalmología y Alergología del Hospital 

Universitario Rio Hortega. Asimismo se hace una campaña de difusión del estudio en 

centros de salud de las áreas de salud este y oeste de Valladolid y por mail a la 

comunidad universitaria de la Universidad de Valladolid (Anexo 2.  Cartel difusión) 

Cada paciente es informado del objetivo, riesgos del estudio, características del proceso 

de obtención de muestras  y participación voluntaria. El proceso de información se lleva 

a cabo por el mismo investigador que va a recoger las muestras. Tras aceptar la 

participación voluntaria en el estudio los pacientes firman y datan el consentimiento 

informado. En caso de menores lo llevan a cabo el padre/madre/tutor legal. (Anexo 3. 

Consentimiento Informado) 

Para formar parte del estudio los pacientes deben cumplir los criterios de inclusión y no 

tener criterios de exclusión (Anexo 4. Criterios de inclusión y exclusión). 

Se realiza una encuesta  sobre  hábitos de vida y se  recogen los antecedentes personales 

y familiares sistémicos, prestando especial atención a procesos alérgicos e historia 

oftalmológica (Anexo 5. Cuaderno recogida de datos) 

Obtención y procesamiento de muestras 

Cada muestra se etiquetará de manera que no sea posible revelar la identidad del 

paciente 

Obtención de muestras (Anexo 5. Cuaderno recogida de datos) 

Recogida de lágrima: se recogen dos tubos capilares de 4 μl por cada ojo (capilares de 

4 μl glass capillary micropipettes; Drummond, REF DRUM 1-000-0040, 4 μl, 32 mm 

VWR 53440-067) que se colocan en el canto externo. Se guardan en un tubo roscado 

para criogénesis, se etiquetan, se preservan en frío durante el transporte hasta su 

congelación a -80ºC 

Examen de la conjuntiva: 
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1. TBUT (Tear Break Up Time) con fluoresceína en segundos  

2. Evaluación de la presencia de papilas en la conjuntiva  

3. Evaluación de tinción de fluoresceína córnea y conjuntiva según escala de Oxford  

A continuación se procede a lavado ocular  con suero fisiológico 

Instilación de anestesia tópica con Colircusí Anestésico doble colirio en solución 

1mg/ml oxibuprocaína hidrocloruro + 4mg/ml tetracaína hidroclururo. 

Test de Schirmer tipo II (Alcon standarized Schirmer tear test strips): se anotan los 

milímetros que la tira se impregna con lágrima en 5 minutos 

Citología por cepillado de la conjuntiva tarsal superior: se procedió a la rotación suave 

del cepillo (Cytobrush® plus GT, Medscand Medical, Sweden) sobre la conjuntiva 

tarsal superior tras evertir el parpado superior. A continuación, se desprendieron las 

células por rotación circular del cepillo durante 30 segundos en un tubo Eppendorf que 

contenía 1,4 mL de medio de transporte y/o cultivo [DMEM/F12 suplementado con 1 

mg/mL de insulina pancreática 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]. [ 20] Este proceso se repite tres veces. 

Extracción de sangre periférica mediante venopunción: se recogen en tubo 

Vacuette™® de 9 ml. Se conserva a temperatura ambiente  y en oscuridad hasta su 

procesamiento 
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Procesamiento de muestras 

 

Las muestras se procesan en el Laboratorio InmunoLab 

de la Facultad de Medicina de la Universidad de 

Valladolid 

Procesamiento de sangre 

1. Se homogenizan las muestras para conseguir una 

distribución uniforme de las células (invirtiendo los 

tubos varias veces). Se verifica que no contiene 

coágulos 

2. Se etiquetan 5 tuyos de ensayo y se deposita 50 μl de 

sangre-EDTA 

3. Se añaden los siguientes anticuerpos monoclonales 

conjugados con fluorocromos a cada uno de los tubos  

(Anexo 6. Anticuerpos monoclonales). 

4. Se agita mediante vórtex e incuba 15 minutos en 

oscuridad a Tª ambiente.  

5. Se añade 1 ml de FACS-LYSING 1X (Becton 

Dikinson 349202).  

6. Se agita mediante vórtex e incuba 15 minutos en 

oscuridad a Tª ambiente y a continuación se pueden 

procesar en el citómetro FC 500 Beckman-Coulter. 

Citometría de Flujo 

Ambas muestras se analizaron mediante citometría de flujo, dividiendo ésta en 5 

tubos, los cuáles detectarán distintas poblaciones linfoides. 

Tubo 1:  se detectan los linfocitos T helper (CD4+) y los linfocitos citotóxicos (CD8+).  

Para cada uno de ellos se diferencia según estado madurativo. Linfocitos T helper 

vírgenes (CD3+CD4+ CD45RA+) linfocitos T helper de memoria 

(CD3+CD4+CD45R0+), linfocitos T citotóxicos vírgenes (CD3+CD8+ CD45RA+)  y  

linfocitos T citotóxicos de memoria (CD3+CD8+ CD45R0+). 

Tubo 2: se detectan los subtipos de linfocitos T helper.  

Th1 (CD4+ CD183+ CD194- CD196- CCR10-), Th1/Th17 (CD4+CD183+ CD194- 

CD196+CCR10-), Th2 (CD4+CD183- CD194+ CD196-CCR10-), Th22 (CD4+CD183- 

CD194+ CD196+ CCR10+), Th17(CD4+CD183- CD194+ CD196+CCR10-). 

 
Anticuerpo anti-

Fluorocromo 

Cantidad 

(μl) 

T
u

b
o

 1
 

CD45RA–FITC 20 

CD45R0 – PE 20 

CD8–ECD 10 

CD4 – APC 10 

CD3 – Ax 750 10 

T
u

b
o

 2
 

CD183–FITC 5 

CD196 – PE 5 

CD4 – ECD 10 

CCR10 – APC 5 

CD194 – PE/Cy7 5 

T
u

b
o

 3
 

CD127 – FITC 10 

CD25 – PE 5 

CD45–ECD 10 

CD4 – APC 10 

CD3 – Ax 750 10 

T
u

b
o

 4
 

CD16 - FITC 10 

CD8 – PE 10 

CD45 – ECD 10 

CD56 – APC 20 

CD3 – Ax 750 10 

T
u

b
o

 5
 

CD45RA– FITC 20 

CD45R0 – PE 20 

CD8 – ECD 10 

CD4 – APC 10 

CD3 – Ax 750 10 

Tabla 3: FITC: Fluorotioisocianto de fluoresceína; PE: Ficoeritrina; ECD: Ficoeritrina-

Texas-Red-X; APC: Aloficocianina; Ax 750: Alexafluor 750; PE/Cy7: Ficoeritrina/Cianina 
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Tubo 3: se detectan los linfocitos T reguladores (Tregs)(CD3+CD4+ CD127-CD25+) 

Tubo 4: se detectan los linfocitos NK (CD45+CD3-) ,y NKT (CD 45+ CD3+ CD8+). 

De los linfocitos NK detectamos las siguientes subpoblaciones CD56+CD16-, 

CD56
dim

CD16+, CD56-CD16+. De los linfocitos NKT detectamos dos subpoblaciones 

(CD56+CD16+ y CD56+CD16-) 

Tubo 5: Se detectan  linfocitos TCRγδ (CD45+ CD3+ TCRγδ+), linfocitos B 

(CD45+CD19+) y sus subpoblaciones B1 (CD45+ CD19+ CD5+) y B2 (CD45+ CD19+ 

CD5-) 

Extracción de plasma:  

Se toman3mL de la sangre sobrante y se centrifuga a 4000g – 15 minutos. Se recoge el 

sobrenadante en un tubo se etiqueta y congela a -80ºC 

Procesamiento de cepillado conjuntival  

1. Se comprueba que la muestra está correctamente etiquetada, se agita mediante 

vórtex  el tubo eppendorf que la contiene. 

2. Se etiquetan 5 tubos de ensayo y se añaden  200µL de muestra en cada tubo 

3. Se añaden 2mL de Cell WASH o PBS frio a cada tubo 

4. Se centrifuga durante 5 minutos a 1.200 r.p.m. a temperatura de 4ºC.  Se decanta 

el sobrenadante y se añaden los anticuerpos de la misma manera que en sangre, 

pero reduciendo las cantidades de cada anticuerpo a la mitad de volumen.  

5. Se agita mediante vórtex y se incuba durante 15 minutos en oscuridad a Tª 

ambiente.  

6. Se añaden 500µL de FACS-LYSING 1X en cada tubo 

7. Se vuelve a agitar mediante vórtex e incubar 15 minutos en oscuridad a Tª 

Ambiente.  

8. Se procesan las muestras mediante citometría de flujo con citómetro FC 500 

Beckman Coulter  

Protocolos de análisis 

Se utilizan los protocolos de análisis de células y determinación de las diferentes 

subpoblaciones) que se han puesto a punto para cada uno de los 5 tubos descritos y que 

nos permiten el Análisis detallado de subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica y 

linfocitos intraepiteliales en la conjuntiva tarsal superior utilizando técnicas de “gating” 

(Anexo 8. Citometría de flujo) 

Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico de los datos obtenidos disponemos del software IBM SPSS 

Statistics versión 24.0.0.0. Se consideran valores estadísticamente significativos para p< 

0,05 y tendencias para p<0,2. 
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Resultados 

 

Una vez aplicados los criterios de inclusión y exclusión obtuvimos un total de 21 

muestras de sangre periférica y conjuntiva por cepillado conjuntival de sujetos sanos y 

10 de pacientes alérgicos. Dentro de los alérgicos, 8 fueron diagnosticados de 

conjuntivitis alérgica (4 estacionales y  4 perennes) y 2 de queratoconjuntivitis atópica. 

En el Anexo Tablas de Resultados (Tabla 1 del Anexo Tablas) recogemos, para cada 

sujeto alérgico, los datos demográficos y de anamnesis y exploración más relevantes. 

 

Todos los porcentajes obtenidos por citometría de flujo fueron representados con 

respecto a los linfocitos CD45+ totales.  

Se realizaron distintas pruebas analíticas para comprobar: 1) la influencia de factores 

como la edad, el sexo y la patología en las distintas poblaciones linfoides y; 2) si existe 

correlación entre poblaciones linfoides sistémicas (sangre periférica) y regionales 

(conjuntiva). 

 

 Sujetos sin patología en la superficie ocular 
 

Presentamos los valores, expresados como porcentaje sobre linfocitos CD45+, de las 

distintas subpoblaciones linfocitarias encontradas en sangre periférica y citología por 

cepillado conjuntival de sujetos sanos utilizando la técnica de citometría de flujo. 

(Anexo 7. Tablas: Tabla 5. Media y desviación estándar (DE) para porcentaje de 

subpoblaciones linfocitarias en sangre y conjuntiva para sujetos control) 

 

o Sangre en pacientes sin patología ocular 
 

En sangre periférica de sujetos sin patología ocular encontramos mayor proporción de 

linfocitos T CD4+ respecto a los linfocitos T CD8+. En cuanto al estado madurativo de 

los linfocitos T, son más frecuentes los linfocitos vírgenes que los linfocitos memoria. 

Entre los linfocitos T CD4+ (cooperadores) predomina la subpoblación Th1, siendo la 

menos frecuente la subpoblación Th22. Dentro de los linfocitos T CD8+ (citotóxicos), 

en concreto dentro de los NKT, predominan los citotóxicos (CD16+) frente a los que 

tienen función inmunorreguladora. Los linfocitos TCRγδ son menores de 5% en sangre 

periférica. 

Los linfocitos B son menos numerosos que los linfocitos T, siendo la relación linfocitos 

T (CD3+)/ Linfocitos B (CD19+) 7/1  aproximadamente.  La subpoblación linfocitaria 

B2 (más evolucionada) es predominante sobre la subpoblación de linfocitos  B1. 

Los linfocitos NK representan aproximadamente un 13% (12,79 %±4,31%), de los 

cuales las subpoblaciones NK con función citotóxica (CD16+) se encuentran en mayor 

proporción respecto a las subpoblaciones que tienen función inmunorreguladora. 
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 Estudio influencia de la edad en las poblaciones linfocitarias de 

sangre periférica 

 
Dividimos los sujetos control en dos grupos, menores de 50 años y mayores de 50 años, 

siguiendo el mismo punto de corte para la edad que Bisset et al. [ 9]. Realizamos la 

prueba de Mann-Whitnney para muestras independientes y obtuvimos los siguientes 

resultados: los linfocitos T cooperadores Th1 aumentan con la edad (p<0,05). Los 

linfocitos T cooperadores Th1/Th17 y los linfocitos B2 muestran tendencia a aumentar 

con la edad, aunque no alcanzan la significación estadística (Th1 (p =0,08) y Linfocitos 

B2 (p=0,055)). 

 

 

Figura 4: Subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica según edad. * p<0,05  #  

indica tendencia   (p<0,20) 

 

 Estudio influencia del sexo en las poblaciones linfocitarias de sangre 

periférica 

 
No encontramos diferencias estadísticamente significativas entre hombres y mujeres en 

las subpoblaciones linfocitarias de sangre periférica al realizar la prueba de Mann-

Whitnney para muestras independientes. 

 

 

 

o Conjuntiva en pacientes sin patología ocular 
 

Presentamos los valores, expresados como porcentaje sobre linfocitos CD45+, de las 

distintas subpoblaciones linfocitarias encontradas en citología por cepillado conjuntival 

de sujetos sanos utilizando la técnica de citometría de flujo (Anexo 7. Tablas. Ver 

Tabla 5. Media y desviación estándar (DE) para porcentaje de subpoblaciones 

linfocitarias en sangre y conjuntiva para sujetos control) 
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En la conjuntiva de sujetos sin patología ocular encontramos mayor proporción de 

linfocitos T CD8+ respecto a los linfocitos T CD4+, al contrario de lo que ocurre en 

sangre.  En cuanto al estado madurativo de los linfocitos T, los linfocitos CD4+ 

memoria son más abundantes que los linfocitos CD4+ vírgenes.  Sin embargo, 

encontramos los linfocitos CD8+ memoria y vírgenes en proporciones similares. Entre 

los linfocitos T CD4+ cooperadores predominan los linfocitos Tregs, siendo los menos 

frecuentes los linfocitos Th22.   

 

En cuanto a los linfocitos T CD8+, en la subpoblación NKT predominan los citotóxicos 

frente a los que tienen función inmunorreguladora.  Hallamos los linfocitos TCRγδ  en 

una proporción cercana al 40%. 

Los linfocitos B son menos numerosos que los linfocitos T. Siendo la relación linfocitos 

T (CD3+)/ Linfocitos B (CD19+) 19/1  aproximadamente.  Encontramos  la 

subpoblación linfocitaria B1 en mayor porcentaje que la subpoblación B2. 

Los linfocitos NK son aproximadamente el 13% (12,86% ±7,24) del total de los 

linfocitos. Hallamos las subpoblaciones NK con función inmunorreguladora en mayor 

proporción respecto a las que tienen función citotóxica. 

 

o Correlación sangre – conjuntiva en pacientes sin patología 

ocular 
 

 

Para los sujetos sin patología en la superficie ocular estudiamos la correlación de cada 

subpoblación linfocitaria en sangre y conjuntiva. Obtenemos correlación 

estadísticamente significativa (p<0,05) para el coeficiente de correlación de Pearson 

entre CD4CD45RA sangre y CD4CD45RA conjuntiva y CD8CD45RA sangre y 

CD8CD45RA conjuntiva. La correlación entre los valores de sangre y conjuntiva de 

CD4CD45RA es positiva pero no fuerte (P de Pearson = 0, 516). La correlación para 

CD8CD45RA es también positiva no fuerte (P de Pearson=0,45). 
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Figura 5. Correlación de subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica y conjuntiva 

para sujetos sanos. Se muestran las poblaciones estadísticamente significativas 

Realizando un test de Wilcoxon para 2 muestras relacionadas no podemos establecer 

diferencia estadísticamente significativa (ya que no se cumple que α<0,05) en las 

subpoblaciones de linfocitos CD3+, CD4CD45R0, Th2, Th22, NK, NKCD56-CD16+ 

NKCD56+CD16-, NKT CD56+CD16- y B de sangre periférica y de conjuntiva en 

sujetos sanos. En el resto de poblaciones sí establecemos diferencias estadísticamente 

significativas entre el porcentaje de linfocitos en sangre periférica y conjuntiva de 

sujetos sanos. 

En sangre periférica hay mayor proporción de linfocitos CD4+ que de CD8+, 

invirtiéndose esta relación en conjuntiva (Ver Figura 6) En las subpoblaciones de 

linfocitos T cooperadores en sangre resulta mayoritaria  Th1, sin embargo en conjuntiva 

la mayoritaria es son los linfocitos T reguladores.  La subpoblación minoritaria tanto en 

sangre periférica como conjuntiva es Th22 (Ver Figura 7). Los linfocitos NKT se 

encuentran en mayor proporción en conjuntiva, dentro de ellos predominan las 

subpoblaciones con función citotóxica (Figura 8). Respecto de los linfocitos B, en 

sangre periférica predominan los linfocitos B2 y en conjuntiva los hacen los B1. Los 

linfocitos con receptor TCRγδ están en proporción mucho mayor en conjuntiva que en 

sangre periférica (Ver Figura 9). 
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Figura 6. Subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica y conjuntiva en sujetos 

sanos.  * p<0,05  

 
Figura 7. Subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica y conjuntiva en sujetos 

sanos.  * p<0,05  
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Figura 8. Subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica y conjuntiva en sujetos 

sanos.  * p<0,05  

 
Figura 9. Subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica y conjuntiva en sujetos 

sanos.  * p<0,05  

 

 

 

 Sujetos con alergia ocular 
Presentamos los valores, expresados como porcentaje sobre linfocitos CD45+, de las 

distintas subpoblaciones linfocitarias encontradas en sangre periférica y citología por 

cepillado conjuntival en pacientes con sintomatología alérgica ocular utilizando la 

técnica de citometría de flujo. (Ver  Tabla 6. Media y desviación estándar (DE) para 

porcentaje de subpoblaciones linfocitarias en sangre y conjuntiva para sujetos 

alérgicos Anexo Tablas) 

 
o Sangre periférica en sujetos con alergia ocular 
 

 Presentamos los valores, expresados como porcentaje sobre linfocitos CD45+, de las 

distintas subpoblaciones linfocitarias encontradas en sangre periférica que se encuentran 

resumidos en Tabla 6. Media y desviación estándar (DE) para porcentaje de 

subpoblaciones linfocitarias en sangre y conjuntiva para sujetos alérgicos) 

En los adultos con alergia ocular encontramos en sangre periférica mayor proporción de 

linfocitos T CD4+ respecto a los linfocitos T  CD8+. En cuanto al estado madurativo de 

los linfocitos T no encontramos diferencia. Entre los linfocitos T CD4+ (cooperadores) 

predomina  la subpoblación Th17, siendo la menos frecuente la subpoblación Treg.  En 

cuanto a los linfocitos T CD8+, y en particular en las subpoblaciones NKT predominan 

los citotóxicos frente a los que tienen función inmunorreguladoras. Los linfocitos 

TCRγδ son menores del 5% en sangre periférica. 

Los linfocitos B son menos numerosos que los linfocitos T. Siendo la relación linfocitos 

T (CD3+)/ Linfocitos B (CD19+) 3/1  aproximadamente. Hallamos la subpoblación 

linfocitaria B2  en mayor porcentaje que la subpoblación de linfocitos B1. 
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Los linfocitos NK son aproximadamente el 13% del total de los linfocitos. Las 

subpoblaciones NK con función citotóxica se encuentran en mayor proporción respecto 

a las subpoblaciones que tienen función inmunorreguladora. 

 

o Conjuntiva en sujetos con alergia ocular 

 
Presentamos los valores, expresados como porcentaje sobre linfocitos CD45+, de las 

distintas subpoblaciones linfocitarias encontradas en sangre periférica que se encuentran 

resumidos en Tabla 6. Media y desviación estándar (DE) para porcentaje de 

subpoblaciones linfocitarias en sangre y conjuntiva para sujetos alérgicos 

En la conjuntiva de sujetos con alergia ocular hay mayor proporción de linfocitos T 

CD8+ respecto a los linfocitos T  CD4+.  En cuanto al estado madurativo de los 

linfocitos T, los linfocitos T memoria son más abundantes que los linfocitos T vírgenes. 

Entre los linfocitos T CD4+ cooperadores predominan los linfocitos Tregs, siendo los 

menos frecuentes los linfocitos Th22.  En cuanto a los linfocitos T CD8+, en la 

subpoblación NKT predominan los que tienen función inmunorreguladora frente a los 

que tienen función citotóxica. Los linfocitos TCRγδ se encuentran en una proporción 

mayor del 60%. 

Los linfocitos B son menos numerosos que los linfocitos T. Siendo la relación linfocitos 

T (CD3+) / Linfocitos B (CD19+) 20/1 aproximadamente.  La subpoblación linfocitaria 

B1 se encuentra en mayor porcentaje que la subpoblación B2. 

Los linfocitos NK son aproximadamente el 10% del total de los linfocitos. Las 

subpoblaciones NK con función citotóxica se encuentran en mayor proporción respecto 

a las que tienen función inmunomoduladora. 

 

 

 

o Correlación sangre -conjuntiva en sujetos con alergia ocular 
 

Para los pacientes con alergia ocular estudiamos la correlación de cada subpoblación 

linfocitaria en sangre y conjuntiva. Obtuvimos correlación estadísticamente significativa 

(p<0,05) para el coeficiente de correlación de Pearson entre CD8 sangre y CD8 

conjuntiva  y CD8CD45RA sangre y CD8CD45RA conjuntiva. La correlación entre los 

valores de sangre y conjuntiva de CD8 es positiva pero no fuerte (P de Pearson= 0, 

677). La correlación para CD8CD45RA es positiva fuerte (P de Pearson=0,892). 
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Figura 10. Correlación de subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica y conjuntiva 

para sujetos sanos. Se muestran las poblaciones estadísticamente significativas 

 

Realizando un test de Wilcoxon para 2 muestras relacionadas no pudimos establecer 

diferencias estadísticamente significativas, entre las supoblaciones de linfocitos 

CD4CD45R0, Th1, Th2, Th17, Th1/Th17, Th22, NK, NKCD56-CD16+ 

NKCD56+CD16-, y NKT CD56+CD16+ y B1 de sangre periférica y de conjuntiva de 

pacientes alérgicos. En el resto de poblaciones sí se observaron diferencias 

significativas entre las proporciones de linfocitos en sangre periférica y en conjuntiva de 

pacientes alérgicos. (Ver Figura 11,  Figura 12, Figura 13 y Figura 14) 

 

 
Figura 11. Subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica y conjuntiva en sujetos 

alérgicos.  * p<0,05 
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Figura 12. Subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica y conjuntiva en sujetos 

alérgicos.  * p<0,05 

 

 

 
Figura 13. Subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica y conjuntiva en sujetos 

alérgicos.  * p<0,05 
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Figura 14. Subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica y conjuntiva en sujetos 

alérgicos.  * p<0,05 

 

 Comparación entre sujetos sanos y alérgicos 

 
o Comparación de las subpoblaciones de sangre periférica 
 

Comparamos la sangre periférica de sujetos sanos y sujetos alérgicos, para ello 

realizamos la prueba de Mann-Whitnney para muestras independientes. Las 

subpoblaciones linfocitarias de linfocitos T cooperadores Th17  y Th22 y los 

linfocitosB y su subtipo B2 están aumentados en alérgicos respecto a los controles 

sanos. (p<0,05). En el resto de subpoblaciones T, B y NK no encontramos diferencias 

estadísticamente significativas. 

 
Figura 15. Subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica sujetos sanos y sujetos 

alérgicos.  * p<0,05  
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o Comparación de las subpoblaciones linfocitarias de la 
conjuntiva 

 
En sujetos con alergia ocular hay un aumento de linfocitos Th22 y linfocitos Th17 

respecto de la conjuntiva de controles sanos (p<0,05). También se aprecia una tendencia 

al aumento de  los linfocitos TCR γδ (p=0,083). En el resto de subpoblaciones T, B y 

NK no encontramos diferencias estadísticamente significativas. 

 
Figura 16. Subpoblaciones linfocitarias en conjuntiva de sujetos  sanos y sujetos 

alérgicos.  * p<0,05; # p<0,2 
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Discusión 

En este estudio hemos podido estudiar las poblaciones linfocitarias presentes en 

conjuntiva y sangre periférica de sujetos sin patología de la superficie ocular y sujetos 

con conjuntivitis de etiología alérgica. 

En la sangre periférica de sujetos sin patología de la superficie ocular hemos 

encontrado un predominio de linfocitos T frente a los linfocitos B, y dentro de los T son 

mayoritarios los linfocitos T CD4+ frente a linfocitos T CD8+, datos estos que 

coinciden con lo descrito previamente [ 9]. En cuanto al estado madurativo el porcentaje 

de linfocitos vírgenes es mayor que el porcentaje de linfocitos memoria, lo que ya se 

había descrito también[ 9]. Los linfocitos B2 predominan sobre los linfocitos B1 como 

era de esperar [ 21].  

En lo que se refiere a las poblaciones de linfocitos T cooperadores, los linfocitos Th1 se 

presentan en mayor porcentaje, seguidos de Th1/Th17, Th2, Th17 y Th22 que también 

coincide con otros estudios previos [ 22]. Se han descrito variaciones en la proporción 

de linfocitos TCR γδ en sangre periférica en función de la etnia, en caucásicos la media 

es aproximadamente del 5% [ 23], en nuestro estudio encontramos valores parecidos. 

Con respecto de la edad, se ha descrito un descenso de los linfocitos CD8+ con la edad [ 

24], en nuestro estudio sólo se encontró un aumento de Th1. No hemos encontrado 

diferencias entre las proporciones de las distintas subpoblaciones linfocitarias, que sí se 

han descrito en algunas etnias [ 25]. Estos hallazgos que no coinciden con los estudios 

previos, bien se podrían deber a que nuestra muestra es aún de un tamaño reducido. 

En la conjuntiva de los sujetos sanos hemos encontrado un predomino de los linfocitos 

T sobre los B y de los linfocitos T CD8+ sobre los T CD4+, como ya había sido descrito 

previamente en nuestro grupo [ 8]. Dentro de las subpoblaciones linfocitarias T CD4+ 

se encontró que predominaba la subpoblación de T reguladores, algo que no hemos 

encontrado descrito en la literatura, hasta el momento, y que postularía un papel de 

tolerancia y regulación de la respuesta inmunitaria en la superficie ocular.  Reinoso et al 

[ 8] describió en conjuntiva que la proporción de linfocitos NK es mucho menor que en 

sangre periférica, en nuestro estudio no hemos sido capaces de demostrar esa diferencia 

ya que nuestras proporciones en sangre y conjuntiva son similares; y esto puede deberse 

a que se ha utilizado otro protocolo de marcado de las células en superficie en el que se 

han incluido otros anticuerpos monoclonales. Se halló que los linfocitos con función 

citotóxica se encuentran en mayor proporción que los que tienen función 

inmunomoduladora, tanto para la subpoblación NKT como para la NK (descrito por [ 

8]). Los linfocitos B1 en conjuntiva predominan respecto a los B2, este hallazgo 

tampoco estaba descrito previamente; y resulta de gran relevancia puesto que las células 

B1 son menos evolucionadas que B2, tienen menor especificidad las inmunoglobulinas 

que sintetizan, no son capaces de cambiar de clase y se pueden asociar con respuestas 

autoinmunes; incluso –por carecer de las propiedades más relevantes de las B2- se las 

puede considerar células innatas.  También hemos encontrado una mayor proporción de 
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linfocitos TCR γδ en conjuntiva que en sangre, previamente descrito en pacientes con 

penfigoide ocular [ 26], y muy por encima de la proporción de linfocitos Tγδ de otras 

mucosas como la gastrointestinal (donde no superan el 10%)[ 27]. Este hallazgo es muy 

relevante y concuerda con lo que hemos discutido para los linfocitos B2 y B1. Las 

células T con receptor γδ son más primitivas, menos específicas que las que tienen el 

receptor ; este hallazgo fortalece la idea de una agrupación de células en la superficie 

ocular con menor especificidad, y más tolerantes. 

En la sangre de los pacientes con conjuntivitis alérgica encontramos proporciones 

semejantes de las diferentes subpoblaciones linfocitarias analizadas cuando las 

comparamos con las obtenidas en sujetos sanos. Sin embargo, se constata un aumento 

significativo de las proporciones de Th17, Th22 y de linfocitos B y B2 en la sangre de 

los alérgicos respecto de la sangre de los sanos. Estos hallazgos son nuevos, salvo 

omisión, pues no se habían estudiado las subpoblaciones linfocitarias del CALT a un 

nivel tan exhaustivo como lo hacemos en el presente trabajo.[ 8] 

En la conjuntiva de los sujetos alérgicos encontramos proporciones parecidas de la 

mayoría de subpoblaciones linfocitarias cuando las comparamos con la obtenida en la 

conjuntiva de sujetos sin patología de la superficie ocular.  Sin embargo, si se 

evidencian aumentos de las proporciones de los linfocitos Th17 y Th22 en la 

conjuntiva de sujetos con conjuntivitis alérgica respecto a sujetos sanos. Estos hallazgos 

son concordantes con estudios en los que se han descrito aumentos de Th17 y Th22 en 

enfermedades dermatológicas inmuno-mediadas tales como dermatitis atópica, 

dermatitis de contacto y psoriasis. [ 28] En los sujetos con conjuntivitis alérgica también 

hallamos una tendencia (creemos que no se alcanza la significación estadística debido al 

bajo número de individuos alérgicos estudiados hasta el momento) al aumento de los 

linfocitos TCR γδ en conjuntiva, pero no en sangre periférica; hechos similares se han 

descrito en la mucosa nasal de sujetos con rinitis alérgica perenne [ 29], y en la mucosa 

gastrointestinal en pacientes con enfermedad de Crohn [ 27] si bien en ambos casos las 

células TCR γδ no superan el 20% y el 10% respectivamente, y en nuestros pacientes 

con alergia ocular suponen casi el 60% del infiltrado T. 

Limitaciones del estudio: 
El trabajo de investigación desarrollado en este TFM se ha desarrollado en el marco de 

un proyecto amplio, financiado por el Instituto de Salud Carlos III; en el contexto de 

este proyecto, hay que aumentar la muestra tanto de sujetos sanos, como de individuos 

con patología ocular alérgica para conseguir que las diferencias o analogías que se 

detecten tengan significación estadística, y por lo tanto se puedan postular realmente 

marcadores del diagnóstico diferencial, de pronóstico o de éxito/fracaso terapéutico. 
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Conclusiones 

 

1. Se ha realizado la caracterización fenotípica y funcional de las distintas 

subpoblaciones de linfocitos T, B y NK tanto en sangre periférica como en 

conjuntiva tarsal, en sujetos sanos e individuos con patología alérgica. 

2. Se han comparado los fenotipos linfocitarios sistémicos (sangre) y regionales 

(conjuntiva) tanto en individuos sanos como en pacientes con conjuntivitis 

alérgica: en conjuntiva se objetiva una mayor proporción de linfocitos T CD8 y 

de células NK y NKT con función citotóxica, así como un predominio de 

linfocitos B1 frente a los B2. Igualmente se ha evidenciado una proporción muy 

elevada de células con receptor TCRγδ. 

3. Se han encontrado subpoblaciones que se modifican con la edad y/o el sexo, 

como era de esperar, si bien no coinciden con algunas descritas previamente. En 

la comparación entre alérgicos y sanos, parece relevante que los linfocitos 

cooperadores Th17 y Th22 están incrementados en los individuos alérgicos 

(tanto en sangre como en conjuntiva) 

4. Sería muy prematuro posturar alguna de estas subpoblaciones como posible 

biomarcador diagnóstico de la enfermedad, en tanto en cuanto no se incrementen 

las muestras (tanto de individuos sanos como de pacientes alérgicos) 
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Anexo 1. Comités Éticos 
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Anexo2.  Cartel difusión 
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Anexo 3.  Consentimiento 

Informado
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Anexo 4.  
Criterios de inclusión y exclusión: 
Criterios para controles 
INCLUSIÓN 

· Participación voluntaria y consentida tras ser informados de las características del 

estudio y resueltas las dudas que pudieran tener sobre cualquiera de sus aspectos. 

· Edad entre 18 y 65 años. Excepto en el caso de controles sano para 

queratoconjuntivitis vernal, cuyas edades están comprendidas entre los 3 y los 18 años. 

· Normalidad en Test OSDI. 

· Normalidad en al menos 3 de los 4 test de superficie ocular. 

 

EXCLUSIÓN 

· Padecer patología crónica autoinmune o autoinflamatoria. 

· Haberse sometido a algún tipo de cirugía ocular previa. 

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

·Pacientes con neoplasias hematológicas, trasplante de médula, radioterapia o 

quimioterapia. 

· Uso prolongado (8h diarias) de LC en las 2 semanas previas. 

· Consumo frecuente de alcohol o estupefacientes. 

 

Criterios para pacientes con conjuntivitis alérgica 
INCLUSIÓN 

· Participación voluntaria y consentida tras ser informados de las características del 

estudio y resueltas las dudas que pudieran tener sobre cualquiera de sus aspectos. 

· Edad entre 3 y 65 años. Excepto en el caso de pacientes de queratoconjuntivitis vernal, 

cuyas edades están comprendidas entre los 3 y los 18 años. 

· Diagnóstico de queratoconjuntivitis vernal, queratoconjuntivitis atópica y/o 

conjuntivitis alérgica aguda/crónica. 

 

EXCLUSIÓN 

· Padecer patología crónica autoinmune o autoinflamatoria. 

· Haberse sometido a algún tipo de cirugía ocular previa. 

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

· Pacientes con neoplasias hematológicas, trasplante de médula, radioterapia 

o quimioterapia. 

· Uso prolongado (8h diarias) de LC en las 2 semanas previas. 

· Consumo frecuente de alcohol o estupefacientes. 
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Anexo 5. Cuaderno recogida de datos 
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Anexo 6 . Anticuerpos 

monoclonales conjugados 

con fluorocromos 
Nombre 

abreviado 

Nombre completo Longitud onda 

excitación 

máxima (nm) 

Longitud onda 

emisión 

máxima (nm) 

Tipo de 

laser 

(nm) 

FITC Fluoroisotiocianato 

de fluoresceína 

490 525 488 

PE Ficoeritrina 565 578 488 

ECD Ficoeritrina-Texas-
Red-X 

596 (Texas red) 615 488 

APC Aloficocianina 650 660 633 

Ax 750 Alexa fluor 750 749 775 633 

PE/Cy7 Ficoeritrina/Cianina 496 785 488 
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Anexo 7.  Tablas 
Dco. Edad Sexo Alergia  Enf. 

sistémicas 

OSDI Papilas BUT Oxford Schirmer 

CAP 54 M Ambiental :Epitelio 

animal y proteína 

bovina 

No 8,33 2 >10 1 20 

CAE 57 H No realizado No 4,16 2 8 1 10 

CAE 64 M Ambiental:Cipres, 

epitelio animal 

malezas, plátanos 

sombra 

Alimentos: Caseína, 

lactoferrina, 

avellana 

No 4,16 1 >10 0 15 

CAP 19 H Ambiental: Lolium 

perenne 

Dermatophagoides 

pteronyssinus 

Dermatophagoides 

farinae 

Alimentos: Piña, 

kiwi, naranja y 

plátano 

No 0 1 >10 0 6 

QCA 14 M Ambiental: 

D. pteronyssinus 
D. farinae 

Epitelio animal 

Centeno 

L. destructor 

Medicamentos: 

Amoxicilina 

Dermatitis 

atópica 
Asma 

0 2 >10 0 10 

CAP 67 M Ambiental: 
D. pteronyssinus D. 

farinae 

Alimentos: 
Anisakis 

Medicamentos: 
amoxicilina 

Asma 6,25 0 9 1 13 

CAE 32 H Ambiental: 
Poaceae (gramíneas) 

Rinitis 2,5 1 >10 0 10 

CAP 58 M Ambiental: 

Epitelio animal 

Rinitis 0 1 4 1 8 

CAE 23 H Ambiental: 
No recuerda 

Rinitis 4,16 2 >10 0 8 

QCA 21 M Ambiental: 

Olea europea, 

plátano sombra, 

cipes, alternaría 
alternata. Epitelio 

animal 

Asma 

Rinitis 

Dermatitis 

atópica 

4,16 2 13 0 30 

Tabla 4. Resumen sujetos alérgicos. CAE: Conjuntivitis alérgica estacional. CAP: 

Conjuntivitis alérgica perenne. QCA: Queratoconjuntivitis atópica 
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SANOS SANGRE CONJUNTIV

A 

Medi

a  

DE Media DE 

Linfocitos  T  totales   77,03 5,1
0 

80,69 6,05 

 CD4+   49,45 8,2
8 

33,18 
9,38 

  Th1  8,83 5,2
2 

5,34 3,37 

  Th2  4,43 3,8
5 

3,06 3,25 

  Th1/Th17  5,30 2,7
9 

2,55 1,86 

  Th17  2,83 2,2
9 

1,36 1,25 

  Th22  0,72 0,7
3 

0,62 0,65 

  Treg  2,54 0,7
5 

10,14 4,99 

  CD4CD45R

A 

 29,75 6,7
5 

13,62 7,11 

  CD4CD45R0  27,52 9,3
1 

25,97 9,89 

 CD8+   26,98 7,6
3 

47,59 7,17 

  CD8CD45R

A 

 18,53 6,9
1 

35,78 11,13 

  CD8CD45R0  15,00 7,6
2 

32,71 11,27 

  NKT  4,00 4,4
5 

12,51 7,05 

   CD56+CD16

+ 

0,10 0,0
7 

7,63 4,68 

   CD56+CD16- 3,90 4,4
8 

4,11 4,91 

 TCRgammadelt
a 

  3,94 3,0
5 

42,99 20,59 

 CD4/CD8   2,08 0,9
7 

0,74 0,30 

Linfocito  B   11,69 3,6
7 

6,57 4,36 

 B1   3,84 2,8
4 

4,57 3,11 

 B2   7,90 2,7
7 

2,00 2,55 

 B2/B1   5,58 7,9
1 

0,44 0,54 

CD3/CD1

9 

   7,17 2,1
5 

18,37 12,82 

Linfocitos NK   12,79 4,3
1 

12,86 7,24 

 CD56dimCD16

+ 

  5,80 2,8
1 

1,38 1,97 

 CD56+CD16-   2,76 2,2
9 

4,99 6,06 

 CD56-CD16+   4,25 2,4
7 

6,47 5,24 

Tabla 5. Media y desviación estándar (DE) para porcentaje de subpoblaciones 

linfocitarias en sangre y conjuntiva para sujetos control 
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ALÉRGICOS SANGRE CONJUNTIV

A 

Medi
a  

DE Media DE 

Linfocitos  T  totales   74,93 5,91 84,15 5,76 

 CD4+   54,70 10,5
9 

32,30 13,02 

  Th1  8,23 6,09 6,59 4,66 

  Th2  6,87 5,06 5,22 5,57 

  Th1/Th17  5,27 4,25 4,02 2,58 

  Th17  8,60 4,65 7,71 3,39 

  Th22  6,74 3,13 5,81 3,71 

  Treg  1,78 0,83 8,58 6,24 

  CD4CD45R

A 

 56,66 21,6
3 

14,48 6,33 

  CD4CD45R
0 

 52,31 24,8
6 

26,41 13,62 

 CD8+   24,38 8,09 43,40 15,21 

  CD8CD45R

A 

 63,60 20,1
1 

31,01 12,26 

  CD8CD45R

0 

 70,45 23,8
0 

36,62 12,80 

  NKT  3,68 4,73 11,13 11,47 

   CD56+CD16

+ 

0,29 0,24 6,83 9,25 

   CD56+CD16
- 

3,39 4,58 4,65 3,12 

 TCRgammadelt

a 

  4,19 4,00 59,25 15,07 

 CD4/CD8   2,61 1,33 0,93 0,69 

Linfocito  B   14,95 3,83 5,98 4,07 

 B1   4,58 2,47 3,58 3,88 

 B2   10,24 2,99 1,72 2,04 

 B2/B1   3,15 2,36 0,96 1,27 

CD3/CD1

9 

   5,44 1,90 22,54 20,90 

Linfocitos NK   13,07 3,91 9,99 6,36 

 CD56dimCD16

+ 

  4,88 2,76 0,66 1,09 

 CD56+CD16-   3,44 1,95 4,96 6,01 

 CD56-CD16+   4,22 1,70 4,08 2,25 

Tabla 6. Media y desviación estándar (DE) para porcentaje de subpoblaciones 

linfocitarias en sangre y conjuntiva para sujetos alérgicos 
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Anexo 8. Citometría de flujo 
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