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Resumen

Introduccion

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 ain no se ha caracterizado por completo como varian 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
citometria de flujo y se caracterizaron la mayoria 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 virgenes respecto a los
linfocitos T memoria y los linfocitos NK y NKT tienen fundamentalmente accion
citotoxica.

En sangre conjuntiva de sujetos sanos y alérgicos hay un predominio linfocitos CD8+
frente CD4+, de linfocitos Bl respecto a B2, y los linfocitos NK y NKT tienen
fundamentalmente accion citotoxica.

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 excepcidn 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 excepcion de un aumento en las proporciones de
linfocitos Thl7, Th22 y linfocitos TCR yé.



Introduccion

Anatomia de la conjuntiva

La conjuntiva es una membrana mucosa transparente que recubre la superficie interna
de los parpados y la superficie del globo ocular hasta el limbo. [ 1] Topogréaficamente se
divide en tres zonas:

Conjuntiva palpebral: comienza en la linea de union mucocutanea y recubre la
superficie interna del parpado. Esta adherido fuertemente al tarso.

Conjuntiva de los fornices: 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
musculo elevador del parpado superior y el masculo de Muller. En el parpado inferior,
extensiones fibrosas de la vaina del masculo 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]

Anatomiade la conjuntiva

*Tarsal
*Bulbar

*Fornices

Figura 1. Topografia de la conjuntiva [ 2]



Histologia de la conjuntiva

Histolégicamente en la conjuntiva se diferencian el epitelio y el estroma (sustancia
propia 0 “lamina propria”)

El epitelio es de tipo escamoso no queratinizado y tiene una profundidad de 2 a 5 capas.
Las células prismaticas basales evolucionan a células poliédricas aplanadas antes de que
se desprendan de la superficie. Dispersas en el epitelio se encuentran las células
caliciformes, glandulas mucosas unicelulares y cuya funcidn es la producciéon de moco.

En profundidad se encuentra la estroma (lamina propria) que consta de tejido conectivo
laxo, que se encuentra profusamente vascularizada. En ella también estd los vasos
linfaticos y las células que forman parte de la inmunidad tanto innata como adquirida. [
1]

Figura 2. Histologia de la conjuntiva [ 1]

El sistema inmune en el 0jo

El tejido linfoide del ojo o EALT (“eye associated lymphoid tissue”) es uno de los
denominados tejidos linfoides asociados a mucosas (MALT) que estan también
presentes en las placas de Peyer del intestino delgado, amigdalas, en la capa mucosa de
la via aérea superior, bronguios y tracto genito-urinario [ 4].En la superficie ocular hay
una situacion de privilegio inmunologico ya que, a diferencia del sistema inmune
central, en el MALT hay un ambiente local inmunosupresor, con tolerancia e
ignorancia inmunologica. [ 4]

En el MALT se distinguen dos tipos de estructuras, unas organizadas en la que los
linfocitos se agrupan en foliculos linfoides y otras difusas con linfocitos intraepiteliales
sin distribucion particular. [ 5]



Los foliculos linfoides son acumulos de linfocitos (mayoritariamente B) que se
organizan en torno a las vénulas del endotelio. Rodeando a las vénulas se encuentran las
celulas plasmaticas y periféricas a ellas los linfocitos T. [ 6]

Sin embargo el tejido linfoide difuso estd formado principalmente por linfocitos T
intraepiteliales (IELs) mayoritariamente citotoxicos y linfocitos T del tejido conectivo y
células plasmaticas productoras de IgA2. En la I&mina propia, en cambio, predominan
los linfocitos T cooperadores. [ 7]

El EALT es la union de los denominados CALT ("Conjunctiva™) de la conjuntiva,
LDALT ("Lacrimal Drainage") de la via lagrimal y el LGALT ("Lacrimal Gland") de la
glandula lagrimal. En el CALT se produce el procesamiento y presentacién del antigeno
y la induccidn de la respuesta inmune adaptativa. [ 4]
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Figura 3: EALT y sus componentes [ 4]

En cuanto a la distribucion de los linfocitos en la conjuntiva son mas abundantes en la
region tarsal superior que en la inferior. Asi mismo son mas numerosos en la regién
nasal de la conjuntiva que en la temporal [ 8]

Sistema inmune de la superficie ocular e inflamacion

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 macrofagos, las
células dendriticas, los linfocitos NK y de la adquirida los linfocitos B y linfocitos T
(tanto cooperadores como citotoxicos).



Dentro de la inmunidad humoral se han encontrado:

e IgA secretora (en la lagrima) es la inmunoglobulina por excelencia de la superficie
mucosa de todo el organismo y con muy buena capacidad neutralizante de
antigenos,

e Péptidos anti-microbianos: como la lisozima y las defensinas (auténticos
antibidticos enddgenos).

e Citocinas: moléculas de sefializacion intercelular (tanto de la inmunidad innata
como de la adaptativa). Entre otras se pueden destacar:

o Factor de crecimiento transformante p (TGF-B) producida por las células
caliciformes de la conjuntiva y las células T reguladoras. Tiene funcion
antiinflamatoria al suprimir la maduracion de las células dendriticas y los
linfocitos Thl (es la principal citocina reguladora junto la IL-10).

o Interleucina 1 (IL-1) es sintetizada por las células epiteliales y presenta una
funcién proinflamatoria activando las células dendriticas.

o Otras citocinas proinflamatoiras son IL-17, IL-6, el factor de necrosis tumoral
(TNF) vy los interferones a, B, y y. [ 4]

Como ya observaron Bisset et al la proporcion 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 caracterizacion linfoide del CALT vieron que en la
conjuntiva los linfocitos T predominan sobre los B (T>75%, B<25%) mientras que los
NK tenian valores en torno al 1% del total. En conjuntiva superior los linfocitos CD8+
(citotoxicos) eran ligeramente superiores a los CD4+ (cooperadores).

En el fornix los CD4+ superaban significativamente a los CD8+. Este hecho les condujo
a la teoria de que la zona de la conjuntiva bulbar y tarsal es una zona efectora mientras
que el fornix inferior es una zona de induccion de respuesta inmune. [ 8]

Poblaciones linfocitarias

Como ya hemos mencionado antes, existen varias poblaciones de linfocitos con
funciones muy diferentes. A continuacion haremos una breve descripcion de los
distintos principales tipos y subtipos de linfocitos y que tienen cabida en este estudio,
haciendo especial hincapié en la funcién y los marcadores de linaje que expresan.

Linfocitos T

Son celulas clave en la inmunidad junto con los linfocitos B. Expresan CD3 en su
superficie acompafiando al receptor de la célula T, que es su marcador de linaje.

Se pueden clasificar segun distintos criterios:

-Segun el estado madurativo: los linfocitos T se pueden considerar virgenes (0
naive por no haberse activado previamente): expresan CD45RA vy linfocitos T
activados o de memoria: expresan CD45R0.



-Segun el receptor que expresan TCRof, que a su vez pueden expresar el
correceptor CD8+ o CD4+, y TCRyd que corresponde con los linfocitos
intraepiteliales y es un receptor mas primitivo, menos especifico y en sangre no
supera el 5%. En algunas patologias intestinales se ha visto que puede alcanzar
hasta el 30%. Los linfocitos TCRyd en su gran mayoria no expresan correceptor
pero si lo hacen, este es siempre CD8+.

-Segun el correceptor que expresen, los linfocitos Taf se subdividen en CD4+
y CD8+. Los linfocitos CD8+ también llamados citotoxicos aunque dentro de los
CD8+ también hay linfocitos reguladores. Mencién 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 af).

Los linfocitos CD4+

Los linfocitos Th son los encargados de mediar la inmunidad adaptativa. Interacttan,
mediante presentacion de antigeno, con los linfocitos B para que puedan producir
anticuerpos y regulan la actividad de los macrdfagos 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 antigenos y ejercen su accion efectora mediante la sintesis 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 rapida, su activacion no depende de la
interaccion con un linfocito T y los anticuerpos que sintetizan son de baja afinidad. Sin
embargo, los linfocitos B2 (CD5-) producen una respuesta mas lenta, para ser activados
requieren la interaccidn 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 caracteristicas: se activan de modo inmediato, no son especificos de antigenos, no
son clonales, no son capaces de tener memoria inmunoldgica y no actuan frente a lo
propio.
Estan implicadas en la inmunidad viral y antitumoral.
Llevan a cabo su funcion efectora mediante la produccion de citocinas y regulan
indirectamente la maduracion de células dendriticas.
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 funcion inmuno-reguladora y son
mas abundantes en tejido que en sangre.
- Las células NK CD56dimCD16+ son méas abundantes en sangre que las
anteriores y se van a caracterizar por su alta capacidad citotoxica
-Células NK CD56-CD16+ con funcion citotoxica.



Célula a partir de la cual

Citocinas que promueven su

Citocinas que

se diferencian diferenciacién producen cb Funcion
ThO CD45RA+
CD45R0+
CD183+ Activacion de los fagocitos
Thi Tho IL-12 € IFN-y PN T2V TRE - cpoa- Opsonizacién
CD196- Activacion del complemento
CCR10-
Regulacion las respuestas de inmunidad
adaptativa humoral
CgSfSR3()_+ Defensa contra
Th? Tho IL-4y IL-2 IL-4, IL-5, IL-10 elL- CD194+ _ _Qara3|tos ex‘EraceIuIares _
13y TNF-a. CD196- Activacion de macrdfagos y mastocitos
Reclutamiento de eosindfilos
CCR10- . .
Interaccion con celulas
epiteliales.
CD45R0+
CD183-
Th17 Tho TGF-pyIL-6 IL-17A, Illl‘_'_1271F’ IL-22 cpiga+ Activacion granulocitos
yi=ed CD196+
CCR10-
CD45R0+
CD183+
Th17/Thl Th17 IL-12 IL-17 e IFN-y. CD194-
CD196+
CCR10-
CD183-
CD194+
Th22 IL-6,IL-21 CD196+
CCR10+
Treg[ 10] Tho TGF-B e IL-2 IL-10, TGF-B, IL-2, Supresion respuesta inmune

IL-5, IFN-y

Tabla 1. Tabla resumen de los subtipos de linfocitos T cooperadores

10



Alergia ocular y Conjuntivitis

La alergia es una enfermedad muy prevalente en la sociedad actual, cerca de un 20-
30%, pero sblo algo mas de la mitad tendra pruebas de alergia positivas. Las
manifestaciones oculares estard 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 mas frecuentes en nuestro medio son los pdlenes (gramineas, oleéceas,
parietarias, platanos de sombra), insectos (heces &caros del polvo, la cucaracha y sus
heces y huevos) vy epitelio de animales como gato, perro y caballo.

La prevalencia de la alergia ha aumentado en las sociedades occidentales. Se ha
postulado la hip6tesis de la higiene (en los paises con mayor higiene y menos contacto
con grandes parasitos 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 polucidn especialmente las
particulas de combustion de motores diesel.

La alergia ocular se clasifica en funcion de criterios clinicos (intermitente, persistente o
cronica) e imnunopatolégicos, en funcion de si esta mediada por IgE, no mediada por
IgE 0 comparte ambos mecanismos. [ 13]

Criterios inmunopatoldgicos
Mediado IgE y no

Mediado IgE mediado IgE No mediado IgE
" Conjuntivitis
S Intermitente alérgica
= estacional
= et
4 Persistente CO;IJ(;ntilc\;ltls Queratoconjuntivitis  Conjuntivitis papilar
= 0 eregnne vernal gigante
5 Crénica Queratoconjuntivitis ~ Blefaroconjuntivitis

atopica de contacto
Tabla 2: Clasificacion alergia ocular. Traducido de [ 13]

Conjuntivitis

La conjuntivitis es el proceso inflamatorio de la conjuntiva. Se caracteriza por
hiperemia y quémosis conjuntival asi como un aumento de las secreciones.

Podemos clasificar las conjuntivitis siguiendo mdaltiples criterios. Las conjuntivitis
pueden ser una manifestacion mas dentro de un proceso sistémico, como la fiebre
adenofaringoconjuntival y el penfigoide ocular cicatricial, o una afeccion 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 inmnolégico como son las
reacciones a farmacos locales o sistémico, las toxicas, las irritativas y las cicatriciales.
Las conjuntivitis infecciosas pueden ser clasificadas a su vez desde distintos puntos de
vista: segun etiologia (bacterianas, viricas, fungicas y parasitarias), segun el tipo de
secrecion (serosas, mucosas, mucopurulentas y purulentas), segun el tipo de reaccion
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tisular (papilares y foliculares), o seguin evolucién (hiperagudas, agudas y crénicas) [
12]

Conjuntivitis alérgica estacional y perenne

La conjuntivitis alérgica estacional y perenne son procesos mediados por IgE, se
clasifican por tanto como una reaccion de hipersensibilidad de tipo I.

Los individuos con CAE y CAP suelen comenzar con sintomas en la infancia, aunque la
mitad mejora hasta la pubertad. La incidencia méxima se produce en la tercera década
de la vida (18-35 afos).

En la conjuntivitis alérgica estacional el alérgeno suele ser un aero-alergeno (pélenes) y
va ser distinto en funcién de la época del afio y de la localizacion geografica. En
primavera es frecuente que la alergia sea ocasionada por polenes de arboles, en los
meses de mayo a julio, gramineas y en otofio, polen de arbusto. Es habitual que estos
pacientes asocien sintomas nasales o faringeos. La afectacion es asimétrica, con un
inicio gradual y variable.

En la forma perenne la etiologia esta relacionada con esporas de mohos, acaros, pdlenes
de parietarias y restos epiteliales de animales domésticos. Se suele asociar mas
caracteristicamente con rinitis. Los sintomas son menos severos que en la forma
estacional y estaran estan presentes todo el afio, pero puede haber exacerbaciones
estacionales.

El sintoma principal en la conjuntivitis alérgica es el picor que suele ir acompafiado de
lagrimeo, escozor, sensacion de cuerpo extrafio. Como signos en la exploracion
oftalmoldgica encontraremos hiperemia y quémosis conjuntival, edema palpebral y
papilas en la conjuntiva tarsal. Tanto la CAE y la CAP se caracterizan por no tener
afectacion corneal.

El diagnostico es eminentemente clinico. Las pruebas alérgicas seran utiles para
identificar el alérgeno, pero no estad recomendado hacerlas en nifios menores de 10 afios
ya que suelen ser negativas.

Queratoconjuntivitis vernal

La queratoconjuntivitis vernal se caracteriza por presentar una afectacion bilateral
aungue muy asimétrica. Afecta fundamentalmente a pacientes jovenes. Es mas
prevalente en los varones prepuberes, pero la prevalencia entre hombres y mujeres se
equilibra después de la pubertad.[ 15]

Es més frecuente que presente un curso estacional pero también pude hacerlo de forma
perenne.

Tiene mayor incidencia en la cuenca mediterranea, oeste de Africa, India y Sudamérica.
En Espafia también se constata este aumento en torno al Mediterraneo.

Los sujetos de raza negra la QCV se puede presentar con mayor gravedad y atipicidad
En la QCV existe mecanismo de hipersensibilidad tipo | pero también de tipo IV.

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

de Ig E mas elevados en suero. El prick es test positivo en la mitad de los pacientes con
QCV. Ademas se han encontrado niveles elevados de histamina e IgE en lagrima, 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 nimero de linfocitos citotoxicos, macréfagos, células
epitelioides y células gigantes multinucleadas, todo ello consecuencia del mecanismo de
hipersensibilidad tipo IV.

Clinicamente se caracteriza por un prurito muy intenso, con continuo frotamiento que
agrava el picor. Se suele acompariar de secreciones mucosas, lagrimeo y fotofobia.

Segun la afectacién conjuntival se describen tres formas: tarsal, limbar y mixta.

Un hallazgo caracteristico de esta patologia son los nddulos de Trantas, que son
acumulos de eosindfilos en el limbo. En la exploracion 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 dafio corneal se produce fundamentalmente por dos proteinas producidas por los
eosinofilos, la proteina eosinéfila catidnica y la proteina mayor bésica.

Dentro de la afectacion corneal podemos encontrar conjuntivalizacion corneal superior,
queratitis epitelial de Tobgy que puede evolucionar a ulcera en escudo. Es excepcional
que las ulceras en escudo se sobreinfecten.[ 16]

Queratoconjuntivitis atopica

La queratoconjuntivitis atépica es la manifestacion cronica de una serie de alteraciones
de la superficie ocular en el contexto de dermatitis atopica.

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

La afectacion ocular es bilateral y simétrica. Afecta a pacientes en edad adulta (30 a 50
afios) con antecedente de dermatitis atopica en la infancia, no habiendo relacion entre la
severidad de la dermatitis y la de la conjuntivitis. La QCA Es mas prevalente en el sexo
masculino y en sujetos de raza blanca, en zonas frias y areas urbanas.

Hay una hipersensibilidad tipo | junto con una depresion de la inmunidad celular lo que
predispone a estos pacientes a infecciones virales cutaneas (sobre todo herpética) e
infecciones en la superficie ocular. [ 19]

Como sintomas los pacientes contaran picor, epifora, y fotofobia.

En la exploracién se pueden encontrar signos de afectacion de parpados, conjuntiva,
cornea y cristalino

En los parpados se describen dermatitis, meibomitis, blefaritis, queratinizacion del
borde libre, entropién y ectropion

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 tamafio que en la QCV. En casos mas graves aparece conjuntivitis cicatrizante
con fibrosis subepitelial, acortamiento de los sacos y simbléfaron.

En la clérnea puede existir, conjuntivalizacién corneal, Ulceras, que es mas
caracteristico que se infecten que las Ulceras corneales de la QCV, melting corneal,
pudiendo llegar incluso a la perforacién. Las infecciones herpéticas son mas frecuentes.
Pueden llegar a desarrollar insuficiencia limbica como consecuencia de los defectos
epiteliales persistentes que presentan.
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Es méas frecuente la aparicion de cataratas, sobre todo subcapsular anterior, aunque
también subcapsulares posteriores. [ 18]

Justificacioén:

Como ya se ha dicho previamente, la alergia ocular es una patologia muy frecuente en
los paises 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 mas graves, aunque
menos frecuentes, se requieren tratamientos mas 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 patologia de gran impacto socio-sanitario.

Si ademas el estudio de células y moléculas en la sangre correlaciona de modo positivo
0 negativo con las de la superficie ocular nos podria ayudar a esclarecer los mecanismos
inmunitarios que actGan en cada tipo de alergia; y finalmente se podrian localizar
biomarcadores que nos ayuden a realizar un mejor diagnostico y tratamiento de las
conjuntivitis alérgicas.
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Hipotesis y objetivos
Hipotesis:

Las subpoblaciones de linfocitos T, B y NK tanto en sangre periférica como en
conjuntiva tarsal superior, varian en sujetos con alergia ocular respecto a sujetos sanos.

No existe correlacion entre las subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica con las
de conjuntiva tarsal superior

Objetivos:

1. Caracterizar fenotipica y funcionalmente, mediante citometria 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 patologia alérgica en las
subpoblaciones linfocitarias sistémicas y regionales.

4. Analizar como las proporciones de subpoblaciones linfocitarias estudiadas podrian

utilizarse como posible biomarcador en el diagndstico de enfermedades alérgicas
oculares.
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Material y metodos

Pacientes

Previo al reclutamiento de pacientes se solicita aprobacion del estudio al comité Etico
de Investigacion Clinica Area de Salud Valladolid Este (CEIC-VA-ESTE-HCUV), al
comité Etico de Investigacion Clinica del Area de Salud Valladolid Oeste (CEIC-VA-
OESTE-HURH) y a la Comisién de Investigacion del el Instituto de Oftalmobiologia
Aplicada (IOBA) Obteniéndose informe favorable. (Anexo 1. Comités Eticos).

El reclutamiento de pacientes se lleva a cabo en el Instituto de Oftalmobiologia
Aplicada (IOBA) y los servicios de Oftalmologia y Alergologia del Hospital
Universitario Rio Hortega. Asimismo se hace una campafia de difusion del estudio en
centros de salud de las areas de salud este y oeste de Valladolid y por mail a la
comunidad universitaria de la Universidad de Valladolid (Anexo 2. Cartel difusion)

Cada paciente es informado del objetivo, riesgos del estudio, caracteristicas del proceso
de obtencion de muestras y participacion voluntaria. El proceso de informacion se lleva
a cabo por el mismo investigador que va a recoger las muestras. Tras aceptar la
participacion 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 inclusion y no
tener criterios de exclusion (Anexo 4. Criterios de inclusion y exclusion).

Se realiza una encuesta sobre habitos de vida y se recogen los antecedentes personales
y familiares sistémicos, prestando especial atencion a procesos alérgicos e historia
oftalmoldgica (Anexo 5. Cuaderno recogida de datos)

Obtencion y procesamiento de muestras

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

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

Recogida de lagrima: se recogen dos tubos capilares de 4 ul por cada ojo (capilares de
4 ul glass capillary micropipettes; Drummond, REF DRUM 1-000-0040, 4 ul, 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 frio durante el transporte hasta su
congelacion a -80°C

Examen de la conjuntiva:
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1. TBUT (Tear Break Up Time) con fluoresceina en segundos
2. Evaluacion de la presencia de papilas en la conjuntiva
3. Evaluacion de tincion de fluoresceina cornea y conjuntiva segin escala de Oxford

A continuacion se procede a lavado ocular con suero fisiolégico

Instilacion de anestesia tdpica con Colircusi Anestésico doble colirio en solucion
1mg/ml oxibuprocaina hidrocloruro + 4mg/ml tetracaina hidroclururo.

Test de Schirmer tipo Il (Alcon standarized Schirmer tear test strips): se anotan los
milimetros que la tira se impregna con lagrima en 5 minutos

Citologia por cepillado de la conjuntiva tarsal superior: se procedi6 a la rotacion suave
del cepillo (Cytobrush® plus GT, Medscand Medical, Sweden) sobre la conjuntiva
tarsal superior tras evertir el parpado superior. A continuacion, 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 pancreéatica 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.

Extraccion de sangre periférica mediante venopuncién: 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

Anticuerpo anti- Cantidad

Las muestras se procesan en el Laboratorio InmunoLab Fluorocromo @b
de la Facultad de Medicina de la Universidad de | =~ <7°F47TC 20
Valladolid E S =
CD4 - APC 10
Procesamiento de sangre CD3 - Ax 750 10
CD183-FITC 5
1. Se homogenizan las muestras para conseguir una | g CD196 - PE 5
distribucion uniforme de las células (invirtiendo los | 2 ciiifi?c 150
tubos varias veces). Se verifica que no contiene CD194  PE/Cy7 5
COéQUIOS CD127 - FITC 10
2. Se etiquetan 5 tuyos de ensayo y se deposita 50 ul de | ., S — .
sangre-EDTA g CD45-ECD 10
3. Se afiaden los siguientes anticuerpos monoclonales | ~ CD4 - APC 10
conjugados con fluorocromos a cada uno de los tubos CD3 — Ax 750 10
(Anexo 6. Anticuerpos monoclonales). CD16 - FITC 10
4. Se agita mediante vortex e incuba 15 minutos en | I CD8 - PE 10
oscuridad a T2 ambiente. S CD45-ECD 10
5. Se afiade 1 ml de FACS-LYSING 1X (Becton e i
Dikinson 349202). SN i

6. Se agita mediante vortex e incuba 15 minutos en |
oscuridad a T? ambiente y a continuacion se pueden | £ C(?SSFEOE;EE ig
procesar en el citometro FC 500 Beckman-Coulter. - CD4 — APC 10
CD3 - Ax 750 10

Tabla 3: FITC: Fluorotioisocianto de fluoresceina; PE: Ficoeritrina; ECD: Ficoeritrina-
Texas-Red-X; APC: Aloficocianina; Ax 750: Alexafluor 750; PE/Cy7: Ficoeritrina/Cianina

Citometria de Flujo

Ambas muestras se analizaron mediante citometria de flujo, dividiendo ésta en 5
tubos, los cuales detectaran distintas poblaciones linfoides.

Tubo 1: se detectan los linfocitos T helper (CD4+) y los linfocitos citotdxicos (CD8+).
Para cada uno de ellos se diferencia segun estado madurativo. Linfocitos T helper
virgenes (CD3+CD4+ CD45RA+) linfocitos T  helper de  memoria
(CD3+CD4+CD45R0+), linfocitos T citotoxicos virgenes (CD3+CD8+ CD45RA+) y
linfocitos T citotoxicos de memoria (CD3+CD8+ CD45R0+).

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

Thl (CD4+ CD183+ CD194- CD196- CCR10-), Th1/Thl7 (CD4+CD183+ CD194-
CD196+CCR10-), Th2 (CD4+CD183- CD194+ CD196-CCR10-), Th22 (CD4+CD183-
CD194+ CD196+ CCR10+), Th17(CD4+CD183- CD194+ CD196+CCR10-).
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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%™CD16+, CD56-CD16+. De los linfocitos NKT detectamos dos subpoblaciones
(CD56+CD16+ y CD56+CD16-)

Tubo 5: Se detectan linfocitos TCRyd (CD45+ CD3+ TCRyo+), linfocitos B
(CD45+CD19+) y sus subpoblaciones B1 (CD45+ CD19+ CD5+) y B2 (CD45+ CD19+
CD5-)

Extraccion 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 -80°C

Procesamiento de cepillado conjuntival

1. Se comprueba que la muestra esta correctamente etiquetada, se agita mediante
vortex el tubo eppendorf que la contiene.

2. Se etiquetan 5 tubos de ensayo y se afiaden 200uL de muestra en cada tubo

Se afladen 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 4°C. Se decanta
el sobrenadante y se afiaden 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 vOrtex y se incuba durante 15 minutos en oscuridad a T?
ambiente.

6. Se afiaden 500uL de FACS-LYSING 1X en cada tubo

7. Se vuelve a agitar mediante vortex e incubar 15 minutos en oscuridad a T@
Ambiente.

8. Se procesan las muestras mediante citometria de flujo con citometro FC 500
Beckman Coulter

w

Protocolos de analisis

Se utilizan los protocolos de analisis de células y determinacién de las diferentes
subpoblaciones) que se han puesto a punto para cada uno de los 5 tubos descritos y que
nos permiten el Analisis detallado de subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica y
linfocitos intraepiteliales en la conjuntiva tarsal superior utilizando técnicas de “gating”
(Anexo 8. Citometria de flujo)

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos disponemos del software IBM SPSS
Statistics version 24.0.0.0. Se consideran valores estadisticamente significativos para p<
0,05 y tendencias para p<0,2.
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Resultados

Una vez aplicados los criterios de inclusion y exclusién 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 atdpica.
En el Anexo Tablas de Resultados (Tabla 1 del Anexo Tablas) recogemos, para cada
sujeto alérgico, los datos demogréficos y de anamnesis y exploracion mas relevantes.

Todos los porcentajes obtenidos por citometria de flujo fueron representados con
respecto a los linfocitos CD45+ totales.

Se realizaron distintas pruebas analiticas para comprobar: 1) la influencia de factores
como la edad, el sexo y la patologia en las distintas poblaciones linfoides y; 2) si existe
correlacion entre poblaciones linfoides sistémicas (sangre periférica) y regionales
(conjuntiva).

e Sujetos sin patologia en la superficie ocular

Presentamos los valores, expresados como porcentaje sobre linfocitos CD45+, de las
distintas subpoblaciones linfocitarias encontradas en sangre periférica y citologia por
cepillado conjuntival de sujetos sanos utilizando la técnica de citometria de flujo.
(Anexo 7. Tablas: Tabla 5. Media y desviacion estandar (DE) para porcentaje de
subpoblaciones linfocitarias en sangre y conjuntiva para sujetos control)

o  Sangre en pacientes sin patologia ocular

En sangre periférica de sujetos sin patologia ocular encontramos mayor proporcion de
linfocitos T CDA4+ respecto a los linfocitos T CD8+. En cuanto al estado madurativo de
los linfocitos T, son mas frecuentes los linfocitos virgenes que los linfocitos memoria.
Entre los linfocitos T CD4+ (cooperadores) predomina la subpoblacion Thl, siendo la
menos frecuente la subpoblacion Th22. Dentro de los linfocitos T CD8+ (citotdxicos),
en concreto dentro de los NKT, predominan los citotdéxicos (CD16+) frente a los que
tienen funcion inmunorreguladora. Los linfocitos TCRyd son menores de 5% en sangre
periférica.

Los linfocitos B son menos numerosos que los linfocitos T, siendo la relacion linfocitos
T (CD3+)/ Linfocitos B (CD19+) 7/1 aproximadamente. La subpoblacién linfocitaria
B2 (més evolucionada) es predominante sobre la subpoblacién de linfocitos B1.

Los linfocitos NK representan aproximadamente un 13% (12,79 %z+4,31%), de los
cuales las subpoblaciones NK con funcidn citotoxica (CD16+) se encuentran en mayor
proporcion respecto a las subpoblaciones que tienen funcién inmunorreguladora.
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e Estudio influencia de la edad en las poblaciones linfocitarias de
sangre periférica

Dividimos los sujetos control en dos grupos, menores de 50 afios y mayores de 50 afios,
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 Thl aumentan con la edad (p<0,05). Los
linfocitos T cooperadores Th1/Thl7 y los linfocitos B2 muestran tendencia a aumentar
con la edad, aunque no alcanzan la significacion estadistica (Thl (p =0,08) y Linfocitos
B2 (p=0,055)).

Sanos
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1400
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Porcentaje

-4.00 oLy Bl B2

Subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica segun edad

Figura 4: Subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica segun edad. * p<0,05 #
indica tendencia (p<0,20)

e Estudio influencia del sexo en las poblaciones linfocitarias de sangre
periférica

No encontramos diferencias estadisticamente 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 patologia ocular

Presentamos los valores, expresados como porcentaje sobre linfocitos CD45+, de las
distintas subpoblaciones linfocitarias encontradas en citologia por cepillado conjuntival
de sujetos sanos utilizando la técnica de citometria de flujo (Anexo 7. Tablas. Ver
Tabla 5. Media y desviacion estandar (DE) para porcentaje de subpoblaciones
linfocitarias en sangre y conjuntiva para sujetos control)
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En la conjuntiva de sujetos sin patologia ocular encontramos mayor proporcion 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 mas abundantes que los linfocitos CD4+ virgenes. Sin embargo,
encontramos los linfocitos CD8+ memoria y virgenes 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 subpoblacién NKT predominan los citotoxicos
frente a los que tienen funcion inmunorreguladora. Hallamos los linfocitos TCRyd en
una proporcién cercana al 40%.

Los linfocitos B son menos numerosos que los linfocitos T. Siendo la relacion linfocitos
T (CD3+)/ Linfocitos B (CD19+) 19/1 aproximadamente.  Encontramos la
subpoblacion linfocitaria B1 en mayor porcentaje que la subpoblacion B2.

Los linfocitos NK son aproximadamente el 13% (12,86% =7,24) del total de los
linfocitos. Hallamos las subpoblaciones NK con funcion inmunorreguladora en mayor
proporcion respecto a las que tienen funcion citotdxica.

o  Correlacion sangre — conjuntiva en pacientes sin patologia
ocular

Para los sujetos sin patologia en la superficie ocular estudiamos la correlacion de cada
subpoblacion linfocitaria en sangre y conjuntiva. Obtenemos correlacion
estadisticamente significativa (p<0,05) para el coeficiente de correlacion de Pearson
entre CD4CD45RA sangre y CD4CD45RA conjuntiva y CD8CD45RA sangre y
CDB8CD45RA conjuntiva. La correlacion entre los valores de sangre y conjuntiva de
CDA4CD45RA es positiva pero no fuerte (P de Pearson = 0, 516). La correlacion para
CDB8CD45RA es también positiva no fuerte (P de Pearson=0,45).
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Correlaciones en sanos
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Figura 5. Correlacion de subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica y conjuntiva
para sujetos sanos. Se muestran las poblaciones estadisticamente significativas

Realizando un test de Wilcoxon para 2 muestras relacionadas no podemos establecer
diferencia estadisticamente significativa (ya que no se cumple que a<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 si establecemos diferencias estadisticamente
significativas entre el porcentaje de linfocitos en sangre periférica y conjuntiva de
sujetos sanos.

En sangre periférica hay mayor proporcion de linfocitos CD4+ que de CD8+,
invirtiéndose esta relacion en conjuntiva (Ver Figura 6) En las subpoblaciones de
linfocitos T cooperadores en sangre resulta mayoritaria Thl, sin embargo en conjuntiva
la mayoritaria es son los linfocitos T reguladores. La subpoblacién minoritaria tanto en
sangre periférica como conjuntiva es Th22 (Ver Figura 7). Los linfocitos NKT se
encuentran en mayor proporcion en conjuntiva, dentro de ellos predominan las
subpoblaciones con funcién citotdxica (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 TCRyd estan en proporcion mucho mayor en conjuntiva que en
sangre periférica (Ver Figura 9).
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Figura 8. Subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica y conjuntiva en sujetos
sanos. * p<0,05
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Figura 9. Subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica y conjuntiva en sujetos
sanos. * p<0,05
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e Sujetos con alergia ocular

Presentamos los valores, expresados como porcentaje sobre linfocitos CD45+, de las
distintas subpoblaciones linfocitarias encontradas en sangre periférica y citologia por
cepillado conjuntival en pacientes con sintomatologia alérgica ocular utilizando la
técnica de citometria de flujo. (Ver Tabla 6. Media y desviacién estandar (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 desviacion estandar (DE) para porcentaje de
subpoblaciones linfocitarias en sangre y conjuntiva para sujetos alérgicos)

En los adultos con alergia ocular encontramos en sangre periférica mayor proporcion 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 subpoblacién Th17, siendo la menos frecuente la subpoblacion Treg. En
cuanto a los linfocitos T CD8+, y en particular en las subpoblaciones NKT predominan
los citotoxicos frente a los que tienen funcién inmunorreguladoras. Los linfocitos
TCRyd son menores del 5% en sangre periférica.

Los linfocitos B son menos numerosos que los linfocitos T. Siendo la relacion linfocitos
T (CD3+)/ Linfocitos B (CD19+) 3/1 aproximadamente. Hallamos la subpoblacion
linfocitaria B2 en mayor porcentaje que la subpoblacién de linfocitos B1.
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Los linfocitos NK son aproximadamente el 13% del total de los linfocitos. Las
subpoblaciones NK con funcion citotoxica se encuentran en mayor proporcion respecto
a las subpoblaciones que tienen funcion 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 desviacion estandar (DE) para porcentaje de
subpoblaciones linfocitarias en sangre y conjuntiva para sujetos alérgicos

En la conjuntiva de sujetos con alergia ocular hay mayor proporcion de linfocitos T
CD8+ respecto a los linfocitos T CD4+. En cuanto al estado madurativo de los
linfocitos T, los linfocitos T memoria son mas abundantes que los linfocitos T virgenes.
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
subpoblacion NKT predominan los que tienen funcion inmunorreguladora frente a los
que tienen funcion citotoxica. Los linfocitos TCRyd se encuentran en una proporcion
mayor del 60%.

Los linfocitos B son menos numerosos que los linfocitos T. Siendo la relacion linfocitos
T (CD3+) / Linfocitos B (CD19+) 20/1 aproximadamente. La subpoblacion linfocitaria
B1 se encuentra en mayor porcentaje que la subpoblacion B2,

Los linfocitos NK son aproximadamente el 10% del total de los linfocitos. Las
subpoblaciones NK con funcidn citotoxica se encuentran en mayor proporcion respecto
a las que tienen funcion inmunomoduladora.

o  Correlacion sangre -conjuntiva en sujetos con alergia ocular

Para los pacientes con alergia ocular estudiamos la correlacién de cada subpoblacion
linfocitaria en sangre y conjuntiva. Obtuvimos correlacion estadisticamente significativa
(p<0,05) para el coeficiente de correlacion de Pearson entre CD8 sangre y CD8
conjuntiva y CD8CD45RA sangre y CD8CD45RA conjuntiva. La correlacion entre los
valores de sangre y conjuntiva de CD8 es positiva pero no fuerte (P de Pearson= 0,
677). La correlacion para CD8CD45RA es positiva fuerte (P de Pearson=0,892).

26
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Figura 10. Correlacion de subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica y conjuntiva
para sujetos sanos. Se muestran las poblaciones estadisticamente significativas

Realizando un test de Wilcoxon para 2 muestras relacionadas no pudimos establecer
diferencias estadisticamente significativas, entre las supoblaciones de linfocitos
CD4CD45R0, Thl, Th2, Thl17, Thl/Thl7, 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 si 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)
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Figura 11. Subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica y conjuntiva en sujetos
alérgicos. * p<0,05
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alérgicos. * p<0,05

Comparacion entre sujetos sanos y alérgicos

o  Comparacion 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 Thl7 'y Th22 y los
linfocitosB y su subtipo B2 estdn aumentados en alérgicos respecto a los controles
sanos. (p<0,05). En el resto de subpoblaciones T, B y NK no encontramos diferencias
estadisticamente significativas.
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Figura 15. Subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica sujetos sanos y sujetos
alérgicos. * p<0,05
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o  Comparacion 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 y6 (p=0,083). En el resto de subpoblaciones T, B 'y
NK no encontramos diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 16. Subpoblaciones linfocitarias en conjuntiva de sujetos sanos y sujetos
alérgicos. * p<0,05; # p<0,2
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Discusion
En este estudio hemos podido estudiar las poblaciones linfocitarias presentes en

conjuntiva y sangre periférica de sujetos sin patologia de la superficie ocular y sujetos
con conjuntivitis de etiologia alérgica.

En la sangre periférica de sujetos sin patologia 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 virgenes es mayor que el porcentaje de linfocitos memoria, lo que ya se
habia 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 Thl se
presentan en mayor porcentaje, sequidos de Th1l/Thl7, Th2, Thl7 y Th22 que también
coincide con otros estudios previos [ 22]. Se han descrito variaciones en la proporcion
de linfocitos TCR y6 en sangre periférica en funcion de la etnia, en caucésicos 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 sélo se encontré un aumento de Thl. No hemos encontrado
diferencias entre las proporciones de las distintas subpoblaciones linfocitarias, que si se
han descrito en algunas etnias [ 25]. Estos hallazgos que no coinciden con los estudios
previos, bien se podrian deber a que nuestra muestra es aun de un tamafio 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 habia sido descrito
previamente en nuestro grupo [ 8]. Dentro de las subpoblaciones linfocitarias T CD4+
se encontré que predominaba la subpoblacion de T reguladores, algo que no hemos
encontrado descrito en la literatura, hasta el momento, y que postularia un papel de
tolerancia y regulacion de la respuesta inmunitaria en la superficie ocular. Reinoso et al
[ 8] describi6 en conjuntiva que la proporcion 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 hallé que los linfocitos con funcion
citotoxica se encuentran en mayor proporcion que los que tienen funcidn
inmunomoduladora, tanto para la subpoblacion 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 mas relevantes de las B2- se las
puede considerar células innatas. También hemos encontrado una mayor proporcién de
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linfocitos TCR y& en conjuntiva que en sangre, previamente descrito en pacientes con
penfigoide ocular [ 26], y muy por encima de la proporcién de linfocitos Tyé 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
ceélulas T con receptor y& son mas primitivas, menos especificas que las que tienen el
receptor of3; este hallazgo fortalece la idea de una agrupacion de células en la superficie
ocular con menor especificidad, y mas 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
omision, pues no se habian 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
mayoria de subpoblaciones linfocitarias cuando las comparamos con la obtenida en la
conjuntiva de sujetos sin patologia de la superficie ocular. Sin embargo, si se
evidencian aumentos de las proporciones de los linfocitos Thl7 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 Thl7 y Th22 en
enfermedades dermatoldgicas inmuno-mediadas tales como dermatitis atopica,
dermatitis de contacto y psoriasis. [ 28] En los sujetos con conjuntivitis alérgica también
hallamos una tendencia (creemos que no se alcanza la significacion estadistica debido al
bajo nimero de individuos alérgicos estudiados hasta el momento) al aumento de los
linfocitos TCR yé 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 v& 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 investigacion desarrollado en este TFM se ha desarrollado en el marco de
un proyecto amplio, financiado por el Instituto de Salud Carlos I1I; en el contexto de
este proyecto, hay que aumentar la muestra tanto de sujetos sanos, como de individuos
con patologia ocular alérgica para conseguir que las diferencias o analogias que se
detecten tengan significacion estadistica, y por lo tanto se puedan postular realmente
marcadores del diagndstico diferencial, de prondstico o de éxito/fracaso terapéutico.
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Conclusiones

1. Se ha realizado la caracterizacion fenotipica 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 patologia 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 proporcion de linfocitos T CD8 y
de células NK y NKT con funcién citotoxica, asi como un predominio de
linfocitos B1 frente a los B2. Igualmente se ha evidenciado una proporcién muy
elevada de células con receptor TCRyS.

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 comparacion entre alérgicos y sanos, parece relevante que los linfocitos
cooperadores Thl7 y Th22 estan incrementados en los individuos alérgicos
(tanto en sangre como en conjuntiva)

4. Seria muy prematuro posturar alguna de estas subpoblaciones como posible
biomarcador diagndstico 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 Eticos
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CONFORMIDAD DE LA DIRECCION DEL CENTRO

0. JOSE MIGUEL GARCIA VELA, Director Médico del Hospatal Universitario Rio
Hortega de Valladolid, ¥ vista la sutorizacion del Comité Etico de Investigacion Clinica
del Area de Salud de Valladolid Ovste

CERTIFICA:

Que esta Direccsdn ba conocido la propeestn para que se realice ¢ Proyecto de
lavestigacibn  (PITAN1886) titulado:  “Biomarcadores inflamatorfos para o
dingnostico diferencial y seguimiento de conjuntivitis alrgica”, Protocolo version
4.0, Hoja de Informacion al Paciente y Consentimicnto Iaformido, versidn 2.0, cuyo
Investigador Principal en ¢l Hospital Universitario Rio Hortega es la Drn. ABicin
Armentia Medina, y considen:

Orae acepin la realizacian de dicho Proyecto en esse Centro,

Lo que firma en Valladalid, o 10 de Febrero de 2017
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INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

Dia. ROSA M* CONDE VICENTL, Secretario del Comité Ftico de Investigacion
Clinica del Area de Salud d= Valladolid Oeste.

CERTIFICA:

Que este Comité, en su reunida del dia 9 de Febrero de 2017, ba tenido conocimicsio
del Proyecto de Investigacidn (P11411886) titulado: “Biomarcadores inflamatorios
para ol diagnéstico diferencial y seguimiento de cosjuntivitls alérgica”, Codigo
Inteme CEIC: 1917, Protocolo versidn 4.0, Hoja de Inlormacion al Paciente y
Corsentimiento Informado, versidn 2.0 y considern que:

Uni vez evalwsedas Jos axpectos éticos del misma, acuerda que no hay inconvenicnte
alguno para su realizackdn en ¢l Hospisal Universitario Rio Hostega, por Jo que emise
INFORME FAVORABLE,
Este Proyecto de Investigacion serd realizado por [n Dre Allels Armentia Medina
como Investigadom Principal

Lo que firmo en Valladolid, n 10 de Fehrero de 2017,

o/
n@o Sacyl
HYTTAL UNIVERSY e
Fdo. rwr.{ 21 gl Sy

SECRETARIO CEIC

COMITE CTIL0 DE
IRVESTIOACION CLETICA
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COMITE ETICO DE INVESTIGACION cLinICA
AREA DE SALUD VALLADOLID - ESTE (CEIC-WA-ESTE-HCUW)

Walladolid a 29 de Septiembre de 2018

En la reunsdn del CEIC AREA DE SALUD VALLADOUD - ESTE del 29 de Septiembre
de 2016, se procedid a b evaluaciin de los aspecos dticos del siguiente proyecto

de investigacdn.
BIOMARCADDRES INFLAMATORIDS | IOBA - Inmunolab
PARA EL DIAGNOSTICD 1F- ALFREDCO CORELL ALMUZARA
DIFERENCIAL ¥ SEGUIMIENTD DE OTROS INVESTIGADORES EN
COMIUNTIVITIS ALERGICA TOBA: M. CARMEN MARTIN
ALONSD, ROBERTO REINOSO,
st Maria HERRERAS
PI-14- CANTALAPIEDRA, ANA
213 VALLELADO,

OTROS INVESTIGADDRES: MOS8
CARLDE ZARZUELA VELASCD,
ALICIA ARMENTLA, VICTORIA
MARGUES, SOLEDAD RUBIO ¥
HMAGNOLLA CAND.

RECTBING: 09-12-3014

A continuacdn les sefialo los acuverdos tomados por of CEIC AREA DE SALUD
WVALLADOLID - BSTE en relaciin a dicho Froyectn de Investigacitn:

S informa favorablemente, modificacién de la carta de redutamiento de pacientes.

Un cordial saludo.

AT e,
or. E. Jawier Avarez.
CEIC Area de Salud Valladalid Este -
Hospital Clinloy Universitamo de Valladold
Farmacologia
Facultad de Medicina,
Universidad de Valladolid,
of Ramdn w Cajal 7,
AT008 Valladolid
aharez@med. uva.es,
jalvarezgedisaludcastillaylean.es
tel.: 983 423077
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Anexo2. Cartel difusidn

Se necesitan voluntarios sanos y/o
alérgicos para colaborar con un
estudio clinico sobre alergia ocular

En los Hospitales Clinico Universitario y Rio Hortega, asi como en el IOBA y la Facultad
de Medicina estamos trabajando en un estudio de investigacién clinica* para mejorar el
diagndstico y seguimiento de los procesos alérgicos oculares.

Se necesitan:

Hombres y mujeres de cualquier edad SANOS o que padezcan cualquier tipo de ALERGIA
OCULAR.

Procedimiento:

Tras comprobar que cumple con los requisitos del estudio, se le tomaré una Unica muestra de
ldgrima, otra muestra de sangre y una extraccién de células de conjuntiva de la cara interior
del parpado mediante la técnica de cepillado conjuntival. Las pruebas son indoloras, aunque se
le instilard anestésico tépico para evitar las ligeras molestias que puedan surgir debido al
cepillado conjuntival. El estudio incluye test de andlisis de la ldgrima y evaluacién de la
superficie ocular.

Su participacién en este estudio es voluntaria y puede decidir no participar o cambiar su
decisién y retirar el consentimiento en cualquier momento. No se le administraré tratamiento
extraordinario alguno.

La participacién en este estudio no implica compensacién econémica alguna.

Si esta interesado en colaborar con este estudio, o conoce a alguien que pueda estarlo, puede
ponerse en contacto con nosotros de dos formas:

Numero de teléfono: Alfredo Corell (Investigador Principal): 983423187; movil 682280285

Correo electronico: geclid.inmunolab.parque.cientifico@uva.es

MUCHAS GRACAS POR SU COLABORACION.
*Proyecto financiado por el Instituto Carlos IIl, n® exp P114/01886

e gioba
A e S S Instituto Universitario de l_Q[é
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Anexo 3.
Informado

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Estudio: BIOMARCADORES ~ INFLAMATORIOS PARA EL = DIAGNOSTICO
DIFERENCIAL Y SEGUIMIENTO DE CONJUNTIVITIS ALERGICA.
N° de estudio: PI-14-213

Goordinad . Dra. Carmen Martin Alonso (Tf. 983 186399); Dr. Alfredo Corell Almuzara (Tf.
oordinadores: 983423187)

DPTO. PEDIATRIA E INMUNOLOGIA, OBSTETRICIA Y
GINECOLOGIA, NUTRICION Y BROMATOLOGIA, PSIQUIATRIA E
HISTORIA DE LA CIENCIA , Facultad de Medicina Universidad de
Valladolid Av/ Ramén y Cajal s/n 47005 Valladolid

Centro:

Instituto de Oftalmobiologia Aplicada (IOBA), Universidad de Valladolid. Campus
Miguel Delibes, P° de Belén 17; 47011 Valladolid

Se le ha invitado (Vd. o su hijo/a) a participar en un estudio clinico coordinado por el IOBA y la Facultad de Medicina
para pacientes que padecen procesos alérgicos oculares, ya sea queratoconjuntivitis vernal (QCV), queratoconjuntivitis
atopica (QCA) y/o conjuntivitis alérgica aguda/crénica y su diagnéstico diferencial con otras patologias de la superficie
ocular.

Este formulario de consentimiento describe el estudio y su papel (de Vd. o su hijo/a) 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.

Objetivo del estudio

Estudiar los linfocitos intraepiteliales en alergia ocular, en las muestras conjuntivales y en sangre. Analizar los
mecanismos de activacién de la respuesta inmune celular implicados en esta enfermedad. Encontrar marcadores para
el diagndstico y/o seguimiento en la lagrima de en las muestras conjuntivales y las presentes en sangrey si existe
correlacién entre las concentraciones lacrimales y plasméticas de los diferentes marcadores inflamatorios

Participacion voluntaria

Debe saber que su participacion (de Vd. o su hijo/a) 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 relacion con su
médico ni se produzca perjuicio alguno en su tratamiento.

Descripcion general del estudio. Procedimiento.

Para este procedimiento NO se le administraré tratamiento extraordinario alguno. Si acepta la participacion (Vd. o su
hijo/a) mediante la firma de este documento, se le recogera lagrima. Para la toma de lagrima se utilizaran capilares de 5
ul (glass capillary micropippetes; Drummond, REF DRUM1-000-0040, 5 pl, 32 mm; VWR 53440-067), que se
colocaran en el canto externo de un Gnico 0jo. A continuacion, se realizard una Gnica extraccién de células de
conjuntiva. Previa anestesia topica (0,04% Oxybuprocaine), se procederé a la rotacion suave del cepillo (Cytobrush®
plus GT, Medscand Medical, Sweden) sobre la conjuntiva tarsal superior, la misma zona que su médico evala
rutinariamente en la consulta. Esta maniobra se repetira en 3 ocasiones més, siempre realizandolo en el mismo sitio y
con el mismo medio. Se le extraerd un maximo de 10mL de sangre periférica (1 tubo EDTA K3, 1 tubo de Heparina de
Sodio)

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

Manejo de las muestras

Las muestras obtenidas no se etiquetaran con ningiin 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.

Confidencialidad

El tratamiento, la comunicacion y la cesion de los datos de caracter personal de todos los sujetos participantes se
ajustaré a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre de proteccion de datos de carécter personal. De

Iniciales del Paciente Fecha
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acuerdo a lo que establece la legislacion mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso, modificacion,
oposicion y cancelacion de datos, para lo cual debera dirigirse a su médico del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un codigo y solo su médico del
estudio/colaboradores podran relacionar dichos datos con usted y con su historia clinica. Por lo tanto, su identidad (de
Vd. o su hijo/a) no seré 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 ningiin caso contendran
informacion que le pueda identificar directamente, como nombre y apellidos, iniciales, direccién, n® de la seguridad
social, etc. En el caso de que se produzca esta cesion, serd 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 (de Vd. o su hijo/a) informacién personal quedara restringido a los investigadores 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 legislacién
vigente.

En ninguno de los informes del programa aparecera su nombre (de Vd. o su hijo/a). Cualquier informacién de caracter
personal que pueda ser identificable sera conservada y procesada por medios informéticos bajo condiciones de
seguridad (en un fichero registrado en la ANPD), con el propésito de determinar los resultados del estudio. Toda la
informacién, incluido el mantenimiento de su anonimato, se tratarid conforme a la legislacion vigente. Su nombre no
figurara en ningun informe relacionado con esta evaluacién 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 cancelacion. 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. o su hijo/a. cede, seran destruidos en el plazo de 2 meses tras finalizar el estudio.

Otra informacién relevante

A partir de los estudios que se realicen se podria obtener informacién de importancia para su salud (de Vd. o su hijo/a)
y la de sus familiares. La informacién que se obtenga de un analisis le sera comunicada, exclusivamente a Vd., cuando
sea relevante para su salud.

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningiin 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 andlisis. También debe saber que puede ser excluido del programa si los responsables del estudio lo
consideran oportuno.

Riesgos
El cepillado conjuntival puede provocar alguna molestia o alguna irritacién leve local también transitoria. La extraccién
de sangre periférica puede provocar algunas molestias, ansiedad transitoria 0 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.

Iniciales del Paciente Fecha
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DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Titulo del Estudio: BIOMARCADORES INFLAMATORIOS PARA EL  DIAGNOSTICO

DIFERENCIAL Y SEGUIMIENTO DE CONJUNTIVITIS ALERGICA.
N° de estudio:

PI-14-213

Coordinadores: Dra. Carmen Martin Alonso (Tf. 983 186399); Dr. Alfredo Corell Almuzara (Tf.
983423187)

Centro: | DPTO. PEDIATRIA E INMUNOLOGIA, OBSTETRICIA Y

GINECOLOGIA, NUTRICION Y BROMATOLOGIA, PSIQUIATRIA E
HISTORIA DE LA CIENCIA , Facultad de Medicina Universidad de
Valladolid Av/ Ramé6n y Cajal s/n 47005 Valladolid

Instituto de Oftalmobiologia Aplicada (IOBA), Universidad de Valladolid. Campus
Miguel Delibes, P° de Belén 17; 47011 Valladolid

Al firmar abajo, yo declaro que:

) He leido, o me han leido, y entiendo completamente el contenido del formulario de informacion adjunto,
Version 2 Final de 28 de Mayo de 2015.

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

3) 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: S Rubio, M Cano,Dra V Marqués, Dr JM Herreras, Dra A Armentia, Dra. Carmen Martin

Alonso y/o Dr. Alfredo Corell Almuzara Direccién: DPTO. PEDIATRIA E INMUNOLOGIA,

OBSTETRICIA Y GINECOLOGIA, NUTRICION Y BROMATOLOGIA, PSIQUIATRIA E HISTORIA

DE LA CIENCIA , Facultad de Medicina Universidad de Valladolid Av/ Ramén y Cajal s/n 47005

Valladolid; Instituto Universitario de Oftalmologia Aplicada — Paseo de Belén17 — 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.

4) He comprendido completamente que los representantes del patrocmador 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
tendrén el deber de manejar esta informacién con confidencialidad utilizandola solamente con un
objetivo legitimo para la salud publica.

5) Se me entregard 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 participd en la discusion del CI
Firma Fecha
(Debe ser firmado y fechado por la persona que explicé el consentimiento informado)
Iniciales del Paciente Fecha
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ANnexo 4.

Criterios de inclusion y exclusion:

Criterios para controles
INCLUSION

- Participacion voluntaria y consentida tras ser informados de las caracteristicas del
estudio y resueltas las dudas que pudieran tener sobre cualquiera de sus aspectos.

Edad entre 18 y 65 afios. Excepto en el caso de controles sano para
queratoconjuntivitis vernal, cuyas edades estan comprendidas entre los 3 y los 18 afios.

- Normalidad en Test OSDI.
- Normalidad en al menos 3 de los 4 test de superficie ocular.

EXCLUSION

- Padecer patologia cronica autoinmune o autoinflamatoria.

- Haberse sometido a algun tipo de cirugia ocular previa.

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

-Pacientes con neoplasias hematologicas, trasplante de medula, 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
INCLUSION

- Participacion voluntaria y consentida tras ser informados de las caracteristicas del
estudio y resueltas las dudas que pudieran tener sobre cualquiera de sus aspectos.

- Edad entre 3 y 65 afios. Excepto en el caso de pacientes de queratoconjuntivitis vernal,
cuyas edades estan comprendidas entre los 3 y los 18 afios.

- Diagndstico de queratoconjuntivitis vernal, queratoconjuntivitis atopica y/o
conjuntivitis alérgica aguda/crénica.

EXCLUSION

- Padecer patologia cronica autoinmune o autoinflamatoria.

- Haberse sometido a algun tipo de cirugia ocular previa.

- Cuadros inflamatorios agudos de origen no-alérgico en las dos semanas previas.
- Pacientes con neoplasias hematoldgicas, trasplante de médula, radioterapia

0 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

is alérgica - AES J %

IanI'nO Biomarcadores infl; ios para el di; ico diferencial y imi delac

CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS:
BIOMARCADORES INFLAMATORIOS PARA EL
DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y SEGUIMIENTO DE

LA CONJUNTIVITIS ALERGICA

Fecha de recogida:

Ojo: 0 OI OOD

Lugar de recogida:

Patologia:
D Queratoconjuntivitis vernal Sujeto Control: D
D Queratoconjuntivitis atépica
D Conjuntivitis alérgica |:| Diagnosticado (Prick test)
O DJermatophagoides pteronyssinus O Soja O  Lalium perenne O  Aspergillus fumigatus
O Dermataphagoides farinae O Avellana O Phleum pratense O Alternaria alternata
O Bato [0 Gambas 0 Poa pratensis O Anisakis
O Perro O Kiwi O Abeja (veneno) O Betula verrucosa
O Clara de huevo O Melocotdn O Avispa (venenn) O Dlea europea
O Leche de vaca O Llentejas O Cucaracha O Ambrosia artemisiifolia
O Bacalao O Garbanzos O Latex O Artemisa vulgaris
O Trigo O Jactylis glomerata O Lladasporium herbarum O Parigtaria judaica
O Cacahuete O Dtros:
N2 muestra:
Paciente: N@ historia:
Edad:
Sexo: OV OM Raza:
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EVALUACION DEL PACIENTE. ANAMNESIS

Habitos de vida (tache lo que proceda):
15 ¢A qué tipo de poblacion pertenece? D Rural D Urbana D Semiurbano

2 éConsume usted alcohol?
D Nunca D Una vez por semana [:] 2-4 veces por semana |:| 5 0 mds veces por semana
3 ¢Fuma usted? El Si D No

4. éConsume usted estupefacientes?

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

5¢ ¢Realiza usted actividad fisica?

[] Nunca [] Unavez por semana || 2-4 veces por semana [_|5 o més veces por semana

En caso afirmativo, donde practica la actividad fl’sica:D Aire libre E] Reciento cerrado

Cudl es la intensidad: |:| Moderada (<180ppm) D Intensa (>180ppm)

6. Cudles de las siguientes comidas realiza: ‘
D Desayuno D Tentempie D Almuerzo |:| Merienda D Cena D Otras ‘
7 éCudntas horas duerme al dia?

I:l Menos de 8 horas D Entre 8 y 10 horas D Mas de 10 horas

8. ¢Toma usted suplementos nutricionales?:

|:| Si. Indique cual/es: E] No

Salud general (tache lo que proceda):

1 ¢Padece alguna alergia medicamentosa? |:| si |:| NO
éCudl?
2. éPadece alguna alergia a alimentos? |:|Si D NO
éCual?
3. ¢Tiene o ha padecido alguna de las siguientes sintomas/patologias/tratamientos?:
[ Asma, [ Esclerodermia,
[ Bronquitis, [ Colitis ulcernsa,
[ Rinitis, [ Enfermedad de Crohn,
[ Dermatitis atdpica, 1 Neoplasias hematoldgicas,
[ Artritis, O Trasplantes,
[0 Enf. de Behget u otra vasculitis, [ Transfusidn,
[ Tuberculosis, [ Nuimioterapia,
[ Sarcoidosis, [ Radioterapia
O Lupus, [ Embarazo
1 Amiloidosis, [ Menopausia
[ Enfermedades del coldgens, [ Patologfa autoinmune
[ Sindrome de Sjigren,

4, ¢Alguna de las anteriores esta activa en el momento actual? Especifique cudl.
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Historia Oftalmolégica:

Antihistamfnicos

AINEs

Corticoides

Ciclosporina A

Antibidticos

Antiglaucomatosos

Estabilizadores de membranas celulares

Inmunomoduladores

Dtros

5. ¢Tiene o ha padecido algtin cuadro inflamatorio agudo de origen no-alérgico en las dos semanas
previas?
O Infeccidn de oido, O Infeccién de vias respiratorias, O Sinusitis, [J Gastroenteritis aguda, [J Otra

6. ¢Toma normalmente o estd tomando alguna medicacién sistémica? (incluyendo los tres Gltimos
meses)

=l sii 2] No
e ¢Cudl?
e ¢Paraqué?
e ¢Desde cuando?

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

oD ol ¢Hace cuanto tiempo?
Djo seco u] o
lvetis o o
Queratitis infecciosa o o
Conjuntivitis u} a

2. ¢Alguien de su familia ha tenido alguno de los procesos oculares anteriormente descritos?
Especifique cudl

3. ¢Se ha sometido a algiin procedimiento ocular quirdirgico/laser, ej.: cirugia refractiva?

Ost [wno

Especifique cual

4, ¢Esta con algin tratamiento tépico ocular? (en los tres tGltimos meses). =
si NO Nombre y dosis ¢Hace cuénto tiempo?

B EER S M ES BB EIR )
B BE B EnE A a

5. ¢Usa lagrimas artificiales?

¢Cuéntas veces al dia?
¢A qué hora se ha puesto la Ultima gota?

6. En caso de que use lentillas, éde qué tipo son?
O Blandas; [0 Desechables; [ Semirigidas; [ Duras.

7. éCudnto tiempo al dia utilizé las lentillas en la Gltima semana?
[Jo horas[ ] 0-5horas [ ]5-10 horas [_] Més de 10 horas

Pagina 3de6
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TOMA DE MUESTRA

Oftalmélogo/éptico:
1. RECOGIDA DE LAGRIMA

- Fechay hora de recogida:

LAGRIMA (2 capilares = 4yl de cada ojo) SEeeh G e Bl

2. TBUT con fluoresceina: seg. *Valores normales a partir de 10seg

3. EVALUACION DE EL ESTADO DE LA CONJUNTIVA TARSAL (PRESENCIA DE PAPILAS):

CJGRADO 0 COGRADO1 | [IGRADO2 | [IGRADO3 CJGRADO 4

4, EVALUACION DE TINCION CON FLUORESCEINA: D Cérnea [:| Conjuntiva
(segtin Escala de Oxford)

PANEL GRADO CRITERIO

A
@ 0 Tincion igual o menor que A
{Q} 1 Tincion mayor que Ay menor o igual que B

I Tincién mayor que By menor o igual que C

D
:,\'@b n Tincion mayor que Cy menor o igual que D
> S

1\ Tincién mayor que Dy menor o igual que E

>E Vv Tincién mayor que E

5. EVALUACION DE TINCION CON ROSA DE BENGALA: (segtin Escala de van Bijsterveld)

GRADUACION DE VAN BISTERVELD
Conjuntiva bulbar poral | Area corneal I Conjuntiva bulbar nasal
A | B i 3
A B (&
O | DT e T s e [ O | T T S
Puntuacion global=A +B +C =
Valon:e el punteado utilizando la escala de 0 a 3: 2= Zonas coloreadas bioh detinidas
0 = Sin puntos coloreados
1 = Presencia de algunos puntos 5 = Coloreado total
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Anexo
monoclonales

0

. Anticuerpos

con fluorocromos

conjugados

Nombre Nombre completo Longitud onda Longitud onda Tipo de
abreviado excitacion emision laser
maxima (nm) maxima (nm) (nm)
FITC Fluoroisotiocianato 490 525 488
de fluoresceina
PE Ficoeritrina 565 578 488
ECD Ficoeritrina-Texas- 596 (Texas red) 615 488
Red-X
APC Aloficocianina 650 660 633
AX 750 Alexa fluor 750 749 775 633
PE/Cy7 Ficoeritrina/Cianina 496 785 488
[ TUBO 1 TUBO 2 TUEO 3 TUEO 4 TUBO 6
A |CDASRAFITC  [CDIS3FIMC  [CDIZIFITC CD16-FITC CD19-FITC
FL1 [Clon |L48 G025HT R4.34 3G8
lg:||gGl. K BDlws1.« [BL |iost o1
Ac  |CD45R0-PE CD196-PE CD25-PE CD8-PE
FL2 [Clon JUCHL1 G034E3 BCY6 385
Ig:llgG2a. K [BDJigc2s [BL Ji61.k [BL Jiuc2e
Ac__ |CD8-ECD CD4-ECD CD45-ECD CD45-ECD CD45-ECD
FL3 [Clon |SFCI21Thy2D3 FCI12T4D11 133 133 133
la Gl laG! 9G!1 9G1 0G1 B
Ac
FL4 [Clon |13882 13832 188 17F12
1 BL JigG! K IS
o |CD3-A 750 |CD194-APC-VioTT0 __-f,1 --Alexa 750 e - 11 : 750
. Tusix [BClnooisronsie [Milissix G1K 0G 1K E
Tabla 1. Distribucién y caracteristicas de los anticusrpos en los tubos y o del citémetro.

FL: Fotomultiplicador, BD: becton dickineon (San José, Califernia, USA) BL: BioLegend (San Diego, CA, USA) BC

Beckman Coulter (Marseille, France), |S: Immunostep (Salammanca, Spain), Cal. Caltag Laboratones (Burlingame, CA USA),
M Miltelyr Blotec (Auburn CA, USA) FITC: Fluorslsotiocianato de Fluoresceina, PE Flcoerttrina ECD: Flcoeririna-Texas

Red-X, APC: Aloficocianing.
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Anexo 7. Tablas

Dco. Edad Sexo Alergia Enf. OSDI Papilas BUT Oxford Schirmer
sistémicas
CAP 54 M Ambiental :Epitelio No 833 2 >10 1 20
animal y proteina
bovina
CAE 57 H No realizado No 4,16 2 8 1 10
CAE 64 M Ambiental:Cipres, No 416 1 >10 O 15
epitelio animal
malezas,  platanos
sombra

Alimentos: Caseina,
lactoferrina,
avellana
CAP 19 H Ambiental: Lolium No 0 1 >10 O 6

perenne
Dermatophagoides
pteronyssinus
Dermatophagoides
farinae
Alimentos: Pifia,
Kiwi, naranja vy

platano
QCA 14 M Ambiental: Dermatitis 0 2 >10 O 10
D. pteronyssinus atopica
D. farinae Asma
Epitelio animal
Centeno

L. destructor
Medicamentos:
Amoxicilina
CAP 67 M Ambiental: Asma 6,25 0 9 1 13
D. pteronyssinus D.
farinae
Alimentos:
Anisakis
Medicamentos:
amoxicilina
CAE 32 H Ambiental: Rinitis 2,5 1 >10 O 10
Poaceae (gramineas)
CAP 58 M Ambiental: Rinitis 0 1 4 1 8
Epitelio animal
CAE 23 H Ambiental: Rinitis 416 2 >10 O 8
No recuerda
QCA 21 M Ambiental: Asma 416 2 13 0 30
Olea europea, Rinitis
platano sombra, Dermatitis
cipes, alternaria atdpica
alternata.  Epitelio
animal

Tabla 4. Resumen sujetos alérgicos. CAE: Conjuntivitis alérgica estacional. CAP:
Conjuntivitis alérgica perenne. QCA: Queratoconjuntivitis atopica
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SANOS

Linfocitos

Linfocito

CD3/CD1
9
Linfocitos

T totales

CD4+
Thl
Th2
Th1/Thl7
Th1l7
Th22
Treg
CD4CD45R
A
CD4CD45R0

CD8+
CD8CD45R
A
CD8CD45R0
NKT

CD56+CD16
J(r:D56+CD16—

TCRgammadelt

?JD4/CD8

B

B1

B2

B2/B1

NK

CD56dimCD16

ED56+CD16—

CD56-CD16+

SANGRE CONJUNTIV
A

Medi DE Media DE

a

77,03 51 80,69 6,05
0

49,45 3,2 33,18 9,38

8,83 52 534 3,37
2

4,43 3,8 3,06 3,25
5

5,30 2,7 2,55 1,86
9

2,83 22 1,36 1,25
9

0,72 0,7 0,62 0,65
3

2,54 0,7 10,14 4,99
5

29,75 6,7 13,62 7,11
5

27,52 9,3 25,97 9,89
1

26,98 7,6 47,59 7,17
3

18,53 6,9 35,78 11,13
1

15,00 7,6 32,71 11,27
2

4,00 44 1251 7,05
5

0,10 00 7,63 4,68
7

3,90 44 411 4,91
8

3,94 3,0 42,99 20,59
5

2,08 09 0,74 0,30
7

11,69 3,6 6,57 4,36
7

3,84 2.8 4,57 3,11
4

7,90 2,7 2,00 2,55
7

5,58 7.9 0,44 0,54
1

7,17 2,1 18,37 12,82
5

12,79 4,3 12,86 7,24
1

5,80 28 1,38 1,97
1

2,76 22 4,99 6,06
9

4,25 2,4 6,47 5,24
7

Tabla 5. Media y desviacion estandar (DE) para porcentaje de subpoblaciones

linfocitarias en sangre y conjuntiva para sujetos control
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ALERGICOS

Linfocitos

Linfocito

CD3/CD1
9
Linfocitos

T totales
CD4+

CD8+

TCRgammadelt
a

CD4/CD8

B

Bl

B2

B2/B1

NK
CD56dimCD16
+
CD56+CD16-
CD56-CD16+

Thl

Th2
Th1/Th17
Thl7

Th22

Treg
CD4CD45R
A
CD4CD45R
0

CD8CD45R
A
CD8CD45R
0

NKT

CD56+CD16
+

CD56+CD16

SANGRE CONJUNTIV
A
Medi DE Media DE
a
74,93 591 84,15 5,76
54,70 10,5 32,30 13,02
9
8,23 6,09 6,59 4,66
6,87 506 5,22 5,57
5,27 425 4,02 2,58
8,60 4,65 7,71 3,39
6,74 3,13 5,81 3,71
1,78 0,83 8,58 6,24
56,66 21,6 14,48 6,33
3
52,31 24,8 26,41 13,62
6
24,38 8,09 43,40 15,21
63,60 20,1 31,01 12,26
1
70,45 23,8 36,62 12,80
0
3,68 4,73 11,13 11,47
0,29 0,24 6,83 9,25
3,39 4,58 4,65 3,12
4,19 4,00 59,25 15,07
2,61 1,33 0,93 0,69
14,95 3,83 5,98 4,07
4,58 2,47 3,58 3,88
10,24 2,99 1,72 2,04
3,15 2,36 0,96 1,27
5,44 1,90 22,54 20,90
13,07 391 9,99 6,36
4,88 2,76 0,66 1,09
3,44 1,95 4,96 6,01
4,22 1,70 4,08 2,25

Tabla 6. Media y desviacion estandar (DE) para porcentaje de subpoblaciones
linfocitarias en sangre y conjuntiva para sujetos alérgicos
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Anexo 8. Citometria de flujo
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