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RESUMEN

La superficie ocular dispone de diferentes mecanismos defensivos
estructurales 'y moleculares para protegerla de la colonizacién por
microorganismos que han conseguido superar las primeras barreras defensivas.
La pelicula lagrimal cuenta con la proteccion de una gran cantidad de moléculas
antimicrobianas cuyos mecanismos de accion son variados y efectivos: las
cascadas de reaccion, la accion de barrera, la absorcién de hierro, la ruptura de
la pared celular y la muerte por choque osmético o la creacién de una capa
hidrofilica que evita la adherencia de microorganismos. Cada vez son mas y de
menor tamafio las moléculas antimicrobianas descritas en la pelicula lagrimal.

La desestabilizacion de la superficie ocular puede producir variaciones en
la concentracion de moléculas antimicrobianas, lo que puede contribuir a la
aparicion de infecciones, algunas muy graves. Su impacto en la patologia
infecciosa de la superficie ocular se esta empezando a conocer y es objeto de
intensa investigacion.

ABSTRACT

The ocular surface has different structural and molecular defensive
mechanisms. Many different antimicrobial molecules found in the tear film
prevents the colonization of ocular surface structures by microorganisms that
have managed to overcome the first defensive barriers. The mechanisms of
action of these antimicrobial molecules include reaction cascades, the barrier
action against pathogens, the absorption of iron molecules, the rupture of the cell
wall and death by osmotic shock or the creation of a hydrophilic layer that
prevents the adhesion of microorganisms. Over time, more and more
antimicrobial molecules have been discovered and of a smaller size, in the tear
film.

The destabilization of the ocular surface can produce variations in the
concentration of antimicrobial molecules in the tear film, which can contribute to
the onset of infections, some of them very serious. The impact of those variations
in infectious eye diseases, is beginning to be known and is the subject of intense
research.
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1. Introduccidn
1.1.Concepto de unidad funcional lagrimal / superficie ocular

La Unidad Funcional Lagrimal (UFL) estd compuesta por la superficie
ocular, formada a su vez por la cornea, la conjuntiva y el limbo, el sistema
glandular, del que forman parte la glandula lagrimal principal, las accesorias, las
glandulas de Meibomio y las células caliciformes, y una red neural que conecta
estas estructuras. Su funcion es proteger la pelicula lagrimal (PL) y mantener
su funcion normal preservando una superficie optica lisa, ya que la alteracion de
cualquiera de sus componentes puede afectar a los demas y conducir a
patologias. La UFL fue descrita por Michael Stern y sus colaboradores en 1998.1

La UFL es una unidad anatémica, histoldgica y fisiopatolégica que se
encarga de proteger el ojo de agentes externos y defenderlo de posibles
lesiones.? A partir de ahora, por simplificar, nos referiremos a la UFL como
superficie ocular (SO). A continuacion, se procede a describir brevemente sus
principales elementos.

La cérnea es un tejido transparente y avascular de entre 551 y 565 um
de grosor que se encuentra en la parte anterior del globo ocular. Junto con la PL
forma parte del dioptrio ocular aportando aproximadamente dos tercios de la
refraccion del ojo.2 La cornea presenta la siguiente estructura:®

e Epitelio: tiene un espesor de 50 um y es un conjunto de 5 — 7 capas de
células epiteliales estratificadas no queratinizadas.

e Capa de Bowman: es una condensacion de 12 ym de espesor de
proteoglicanos y de colageno tipo | y IV. Es acelular, aporta estructura a
la coérnea y no tiene capacidad de regeneracion.

e Estroma: constituye el 80%-85% del espesor de la cornea,
aproximadamente 500 um. Esta compuesto fundamentalmente por
colageno tipo I, VI y XIl. El colageno se empaqueta en paralelo en haces
llamados fibrillas y las fibrillas en laminillas. En el centro de la cornea hay
unas 200 capas de laminillas, aproximadamente, de 0,2 ym de espesor
cada una. Cada capa se organiza de forma muy precisa, situandose en
angulo recto con la siguiente, para hacer posible la transparencia de la
cornea.

e Membrana de Descemet: es una capa de 7 ym de espesor compuesta
por colageno tipo IV que producen las células endoteliales.

e Endotelio: es una Unica capa de células hexagonales de 5 um de espesor
gue no se regenera y cuya densidad celular disminuye con los afios.

La conjuntiva es un tejido mucoso compuesto de una capa de epitelio
escamoso estratificado no queratinizado secretor y por tejido conectivo laxo. La
conjuntiva cubre la esclera y abarca desde el limbo esclero-corneal hasta los
férnices y desde los fornices hasta la superficie posterior de los parpados. La
conjuntiva tiene una abundante vascularizacién, procedente de la arteria carotida
externa, que proporciona anticuerpos y células del sistema inmunitario. El
epitelio conjuntival esta especializado en la secrecién, entre otras cosas, y es el
encargado de secretar mucinas, que son elementos defensivos que se
describiran en detalle mas adelante. En el epitelio se encuentran las células
caliciformes, que reciben ese nombre por su forma parecida a la de una copa o
un céliz, y que secretan especificamente la mucina MUC5AC. 4
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Las mucosas como el intestino, el sistema respiratorio o el tracto genital
tienen un sistema de defensa antimicrobiano en la que las células que forman el
tejido linfoide regional se asocian al tejido mucoso. Esta defensa recibe el
nombre de tejido linfoide asociado a la mucosa (MALT). La conjuntiva también
es una mucosa Y tiene su propio MALT, llamado tejido linfoide asociado a la
conjuntiva (CALT), que esta al servicio de la proteccion de la SO. EI CALT esta
compuesto por linfocitos T y células plasmaticas (linfocitos B diferenciados
terminalmente) que producen IgA como se procederd a explicar mas adelante.
El CALT se puede condensar y ordenar en foliculos o puede encontrarse de
forma difusa en las diferentes regiones de la conjuntiva.®

Ellimbo es la zona de transicién entre la cornea transparente y la esclera,
gue es opaca. Su epitelio es de 4-15 capas no queratinizado. El limbo tiene
mucha importancia fisiopatologica porque contiene las vias de drenaje del humor
acuoso Yy constituye el nicho de las células madre de la cérnea, ademas de ser
la zona de incisiones quirlrgicas para cirugias de cataratas y de glaucoma. ¢

Las glandulas de Meibomio son una parte de los anexos oculares cuya
funcion es secretar los lipidos de la PL. Fueron descritas por primera vez en el
afo 1666 por Johann Heinrich Meibom. Las glandulas de Meibomio se sitlan en
el interior de los parpados superior e inferior y son perpendiculares a su margen.’

Las glandulas lagrimales principales son unas glandulas exocrinas que
secreta la capa acuosa de la PL. También liberan inmunoglobulinas a la PL
ayudando en la defensa antimicrobiana La glandula lagrimal primaria se
encuentra en la Orbita temporal superior y un conjunto de canales llevan la
lagrima a la SO.8 Las glandulas lagrimales accesorias (ALGs) son glandulas
tubulares y se encuentran en el borde de los parpados. Las ALGs fueron
descritas por Wolfring y Krause, y representan el 10% de la masa lagrimal total.®

Las estructuras de la SO estan inervadas por unared de fibras nerviosas
procedentes de la rama oftalmica del nervio trigémino (V par). El origen de estos
nervios esta en el troncoencéfalo del que salen tres tipos de fibras diferentes:
sensoriales, simpaticas y parasimpaticas. Para inervar la cornea el nervio
trigémino da a unas ramas ciliares largas que penetran en la esclera y en la
coérnea por el limbo y avanzan hasta el epitelio, donde las terminaciones
nerviosas son 30-40 veces superiores a las de las yemas de los dedos. °En la
Figura 1 aparecen representadas las trayectorias de los nervios desde su origen
hasta las estructuras de la SO

La cornea esté cubierta de
receptores sensoriales
(nociceptores) que se encargan de
transducir estimulos térmicos, de
sensacion de sequedad ocular,
quimicos, mecanicos y dolorosos. Se
sabe que el 20% de los nociceptores
=EEEEs de la cornea son mecanorreceptores,
el 70% nociceptores polimodales y el
10% receptores del frio. Cuando un
patdgeno se deposita sobre la SO los
nervios de la cornea estimulan tanto
la produccion de lagrima como el parpadeo reflejo para ayudar a eliminarlo.!*

Figura 1. Esquema de la inervacion del
globo ocular (referencia 10).
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1.2.Pelicula lagrimal

La PL es una estructura de 7-10 um de espesor precorneal que se dispone
separando la SO del ambiente exterior. Su funcion principal es lubricar e hidratar
la SO. Fue descrita a finales de los afios cuarenta por Eugene Wolff.1?

Tradicionalmente se ha descrito como una estructura trilaminar
compuesta por las capas lipidica, acuosa y mucosa. Esta diferenciacion se hacia
porque cada capa es secretada por una glandula diferente. Actualmente la PL
se define como una estructura dinamica con dos capas, lipidica y mucoacuosa,
puesto que los estudios recientes demuestran que la capa acuosa y la mucosa
forman un gel muco-acuoso.*?

La capa lipidica es la méas externa de la PL y la secretan las glandulas de
Meibomio. Consta de dos capas: una interna, compuesta por lipidos hidrofilicos
polares, y otra capa externa de lipidos hidrofébicos no polares. La funcién de la
capa lipidica es la de retrasar la evaporacion de la capa muco-acuosa. La capa
muco-acuosa es un gel compuesto por mucinas, péptidos y proteinas, y
electrolitos. Constituye aproximadamente el 90% del espesor de la PL. La parte
acuosa es secretada por las glandulas lagrimales y la mucinica por las células
caliciformes y el epitelio de la conjuntiva.

1.3. Primera linea defensiva de la SO

La SO necesita mantener su integridad estructural y su funcion. Para ello
cuenta con un sistema defensivo que la protege de forma primaria y general.
Esta proteccion la aportan a nivel morfolégico la orbita, los parpados y las
pestafias, y a nivel funcional el parpadeo junto con una poblacion celular
residente que forma parte de la inmunidad innata. Ademas, hay una flora
bacteriana y fungica saprofita residente que evita el sobrecrecimiento de
microorganismos (MO) patdgenos. En varios estudios se ha demostrado que
estos MO protegen a la SO controlando la proliferacion de MO patoégenos y del
desarrollo de patologia. 3

La 6rbita es una estructura 6sea de forma piramidal e irregular formada
por los huesos: frontal, maxilar, cigomatico, esfenoides, etmoides, lagrimal y
palatino. Es por ello por lo que protege el globo ocular de dafios y golpes.4 Los
encargados de la proteccion primaria de la SO son los parpados y las pestafias.
Los parpados son pliegues epiteliales que ademas de proteger el globo ocular
mantienen su posicion, reparten la lagrima ayudando a hidratar la SO, y la
redirigen hacia la via lagrimal de drenaje.*® De los cantos de los parpados salen
las pestafias, que son un conjunto de pelos cortos que protegen el ojo de

particulas de todo tipo y se encargan de estimular el parpadeo. 1°

En la SO hay una poblacion residente de células del sistema inmunitario
gue se encargan de la defensa antimicrobiana. Principalmente son dos tipos:
macrofagos y células Natural Killer. Los macréfagos son células que
permanecen inactivas hasta que las activa la presencia de MO y cuya capacidad
fagocitica contribuye a eliminarlos.'” Las células Natural Killer son linfocitos
inespecificos que se encargan de matar células que puedan ser perjudiciales
parala SO (infectadas, tumorales, etc.) y de regular las respuestas de las células
presentadoras de antigeno y las células T adaptativas. *©
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2. Justificacion

La SO es un complejo de estructuras que funcionan de forma conjunta
para mantener la transparencia de la cornea y la vision. Al estar en contacto con
el exterior, la SO esta expuesta a una gran variedad de agentes patdégenos que
pueden poner en compromiso tanto su integridad como la del interior del globo
ocular. Es por ello por lo que dispone de diferentes tipos de mecanismos
defensivos, tanto inespecificos mas generales y como especificos.

Los avances tecnolégicos desde el siglo XIX hasta el presente han
permitido descubrir una gran variedad de moléculas antimicrobianas que
contribuyen a la proteccién la SO de una forma mas especializada.

En este Trabajo de Fin de Grado (TFG) se pretende actualizar los
conocimientos que se tienen sobre la defensa de la SO a nivel molecular,
analizando sus caracteristicas y su mecanismo de accion.

3. Objetivos

El objetivo general de este TFG es realizar una investigacion bibliografica
para revisar y actualizar la informacion que se conoce en relacion con los
mecanismos moleculares de defensa antimicrobiana de la SO. Los objetivos
especificos son los siguientes:

e Presentar la evolucién en el descubrimiento de distintas moléculas con
capacidad antimicrobiana.

e Analizar los mecanismos de accion de cada una de las principales
moléculas antimicrobianas.

e Describir los cambios que se producen como consecuencia de las
alteraciones de la defensa de la SO.

4. Metodologia

Este TFG se ha realizado llevando a cabo una investigacion bibliografica
de los descubrimientos realizados en los dltimos 125 afios en el campo de la
defensa antimicrobiana de la SO. Se han consultado las siguientes bases de
datos: Scielo, Pubmed, Google académico y Medline plus.

Se han utilizado las siguientes palabras clave en castellano: moléculas
antimicrobianas, proteccion antimicrobiana, defensa antimicrobiana, péptidos,
proteinas, PL, superficie ocular, historia, lisozima, AMPs, lactoferrina y mucinas.

También se ha realizado una busqueda en inglés con las siguientes key
words: Antimicrobial molecules, antimicrobial protection, antimicrobial defence,
peptides, proteins, tear film, ocular surface, history, lysozyme, AMPs, lactoferrin
and mucins.



Frias R.
Conceptos actuales sobre la defensa antimicrobiana de la superficie ocular

5. Resultados

Se ha revisado un total de 156 articulos publicados entre los afios 1895 y
2020, de los cuales han sido utilizados y citados 54 por su relacion y relevancia
para los objetivos del TFG. Se ha realizado una lectura critica para obtener los
datos mas especificos, que en ocasiones han supuesto busquedas bibliogréficas
adicionales para completar la informacién, aunque no hayan sido citados.

5.1.Mecanismos defensivos clasicos

El sistema del complemento es parte de la inmunidad innata y es uno
de los principales mecanismos de defensa mediada por anticuerpos. Fue
observado por primera vez en el afio 1895 por Jules Bodet ° quien se dio cuenta
qgue el suero infectado de algunos animales era capaz de lisar MO. descubri6
gue la capacidad de lisis del suero dependia de dos factores, uno termoestable
y otro que era inactivado si se calentaba a 56°C durante 30 minutos. °

Hoy en dia se conoce al sistema del complemento como la activacion
secuencial de moléculas de la membrana celular y la cascada de eventos que
terminan en lisis celular. Consta de mas 30 proteinas solubles en la sangre o
asociadas a la membrana con actividad catalitica. Los componentes del sistema
del complemento son glucoproteinas con algunas diferenciaciones
fisicoquimicas. Se nombran con la letra C seguida de un nimero y un subindice.
Otros componentes tienen el nombre de la funcién que realizan. 2°

La activacion del sistema se puede conseguir por varias vias como
aparece esquematizado en la Figura 2.

e Viaclasica

La via clasica comienza con la unién del anticuerpo a la superficie celular.
En la via clasica es imprescindible la union de IgM o IgG a patégenos u otros
agentes extrafios externos. La activacion se produce cuando mas de dos
fragmentos de Fc del anticuerpo reacciona con la molécula C1q que produce la
activacion de Cls y Clr. Las pentraxinas son unas proteinas que se sintetizan
en el higado y que son capaces de reconocer patdégenos y eliminarlos uniéndose
alas Cl1q.

El C3 se acorta para dividirse en C3a y C3b, el ultimo actia como una
opsina y activa aun mas el sistema del complemento. EI C3b forma otros
complejos como las C3bBbC3b y C4bC2aC3b que son convertasas de la C5.

El C1q genera una reaccion en cascada que dafa la membrana celular y
hace que el C8 penetre dentro de la célula. El complejo de ataque a la membrana
(C5b-9, MAC) se crea luego de la union de C6 y C7 ab y luego estas a C8 y C9.
El complejo MAC desordena los lipidos de la membrana generando un poro a
través de los que sale agua y iones terminando la cascada de reacciones con la
lisis celular. 2°

e Via alternativa

La via alternativa se activa al hidrolizarse un enlace tioester presente en
la molécula C3 que se una a la molécula FB y genera las moléculas C3a y C3b.
C3b se asocia al factor B que es escindido por el factor D en dos fragmentos Bb
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y Ba. La properdina se une a el compuesto formado por el C3bBb para estabilizar
la cascada de reacciones. Al compuesto C3bBb se le llama C3 convertasa y se
le une otra molécula de C3 formando C3bBbC3 denominada C5 convertasa, que
es capaz de cortar C5 en dos fragmentos C5a y C5b y que sirve como iniciador
para la formacion del complejo de ataque a la membrana al afiadirse los
componentes de C6 a C9. !

e Viade las lectinas

Esta via se activa cuando las lectinas se unen a la manosa (MBL) o
cuando la ficolina se une a restos de carbohidratos que estan en la superficie de
los patogenos. El MBL y la ficolina estan en el suero con proteinas asociadas a
MBL y forman el MASPs. El MASPs se autoactiva haciendo que el C4 se divida
en C4ay C4b. El C4b se une a la superficie del patdégeno, que es escindida por
MASPs para dividir C2 en C2ay C2b. C2a se une a C4b, adquieren propiedades
enzimaticas y forman la convertasa lectina C3 C4bC2a. %°

Via de las lectinas
__ MBL ficolinas

Figura 2. Esquema del sistema del complemento (referencia 21)

La inmunoglobulina A secretora (slgA) es el principal anticuerpo
presente en la lagrima. En el ojo, fue descrita en el afio 1963 por Chodirker y
Tomasi.?? La producen las células plasmaticas que residen en la glandula
lagrimal, las glandulas lagrimales accesorias y el CALT. A la IgA, que forma
dimeros, la captan las células acinares en la glandula lagrimal y las epiteliales
de la conjuntiva. La IgA atraviesa la célula por endocitosis y se libera por la zona
apical unida a una proteina denominada componente secretor, producida por las
propias células epiteliales. Esta proteina aporta estabilidad al complejo slgA. La
slgA se une a los patdgenos evitando que estos se unan a las células del epitelio
de la SO, por lo que actia como barrera inmune. También, forma un
inmunocomplejo que pone en marcha la cascada que activa el sistema del
complemento. 2324

La lisozima o muramidasa es una enzima antimicrobiana muy
abundante en el organismo. Estd compuesto por 129 aminoacidos y tiene un
peso molecular de 14 kD. Es una de las principales proteinas de la PL y se sitla
en la capa acuosa, representando entre el 20 y el 40% del total. La lisozima es
secretada por las glandulas lagrimales principales y accesorias y sus niveles
normales estan entre 0,6 y 2,6 mg/mL. Fue descubierta por Alexander Fleming
en 1922.%° La lisozima se activa con las bacterias Gram* y produce lisis en la
pared celular.?®
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Lalipocalina pertenece a una familia de proteinas de bajo peso molecular
entre 18-40 kD y constituye el 25% del total de proteinas en la lagrima. Es
secretada por las células acinares de la glandula lagrimal principal. La funcion
de las lipocalinas es muy diversa, como el transporte de retinol, la sintesis de
prostaglandinas, la regulacion de la respuesta inmune y la mediacion del
transporte celular. La lipocalina es capaz de unir compuestos que transportan
hierro a los MO, llamados sideréforos, producidos por bacterias y hongos.
También, la lipocalina inhibe las proteasas de origen microbiano. 2327

La lactoferrina es una glucoproteina con actividad antibacteriana y
antiinflamatoria que supone el 25% de las proteinas de la PL y su concentracion
es de 2,2 mg/mL Fue descrita en 1966 por Masson.?® La lactoferrina se une a
dos atomos de hierro de forma reversible activando su propiedad antimicrobiana.
La unién con los dos atomos de hierro produce que la concentracion de hierro
disminuya y los patégenos no puedan absorber ese elemento.?®30

5.2.Mecanismos defensivos estudiados mas recientemente

En los dltimos 30 afios se han descubierto numerosas moléculas
antimicrobianas con funciones especificas, que se describen a continuacion
junto con su mecanismo de accion.

La fosfolipasa secretora enzimatica A2 (sPLA2) es una proteina
producida por la glandula lagrimal y por las células epiteliales corneales y
conjuntivales. Tiene un peso molecular de 13,9 kD, esta compuesta por 124
aminoacidos y su concentracion en la lagrima es de unos 30 mg/ml. La sPLA2
es la proteina lagrimal con mas actividad contra las bacterias Gram* aunque no
presenta ninguna actividad con las Gram-. 233!

La sPLA2 es una proteina cationica que se une a la superficie bacteriana,
gue actda como un anion. Mata a la bacteria a través de su actividad enzimatica
lipolitica hidrolizando el acido graso sn-2 a partir de fosfolipidos, en particular el
fosfatidilglicerol, que es abundante en las membranas celulares bacterianas. 23

El inhibidor de la proteasa leucocitaria secretora (SLPI) es una
proteina cationica, compuesta por 107 aminoacidos y con un peso de 11,7 kD,
gue pertenece a la familia de la proteina acida del suero. El SLPI es producido
por las glandulas lagrimales y las células epiteliales de la SO. 23

El SLPI participa en la inmunidad innata y en la adaptativa, y tiene
propiedades antiinflamatorias, antivirales, antifingicas, antimicrobianas y anti-
proteasas. Actia como inhibidor de las serin proteasas, como la tripsina, la
guimotripsina, la elastasa y la catepsina G. Presenta actividad contra las
bacterias Gram* y Gram", los hongos y el VIH.

Las mucinas son glucoproteinas de alto peso molecular ricas en serinas
y treoninas presentes en la PL. Las producen las células epiteliales caliciformes
y secretoras no caliciformes de la conjuntiva, y también el epitelio corneal. Su
principal misién es mantener la hidratacién y lubricar la SO. 2332

Se han caracterizado dos tipos de mucinas:

e Mucinas secretoras: son capaces de capturar alergenos, restos
celulares y patégenos. Pueden ser de tipo gelificante grande, como las
MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC6 y MUC19, o pequefias mucinas

10
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solubles como las MUC7, MUC8 y MUC9. La MUC5AC es la Unica
producida especificamente por las células caliciformes de la conjuntiva.
Se la ha caracterizado como una molécula con funcion de limpieza, ya
gue presenta la capacidad de atrapar los patégenos que estan atacando
la SOy, junto con el parpadeo, ayudar a desplazar a los patégenos hacia
la via de drenaje lagrimal.

e Mucinas asociadas a la membrana (MAM): las MAM son proteinas
transmembrana cuya funcién es la lubricacibn. Poseen mecanismos
antiinflamatorios y barrera frente a los patdégenos. La SO dispone de
mucinas como las MUC1, MUC4 y MUC 16 que se localizan en la parte
anterior de las células epiteliales apicales formando el glicocalix. Las MAM
estan compuestas por heterodimeros de distinto tamafio unido entre si
por un enlace covalente.

Las proteinas surfactantes (SP) A y D son un tipo de proteina
perteneciente a la familia de las lectinas solubles tipo C. La SPA y la SPD son
producidas por las glandulas lagrimales y también por las células epiteliales
corneales y conjuntivales. La SP-A tiene un peso molecular de 28 a 36 kD y la
SP-D de 43 kD.233334 para actuar, ambas proteinas se unen a los carbohidratos
de las superficies microbianas y a los receptores en las células fagociticas que
produce que los patdgenos sean eliminados por estas Ultimas. 2434

Los péptidos antimicrobianos (AMPsS) son pequefias moléculas
anfipaticas de menos de 50 aminoacidos con capacidad antiinflamatoria y
antibidtica de amplio espectro contra bacterias, virus, levaduras y hongos, que
forman parte de la inmunidad innata. Clinicamente los AMPs son muy
importantes porque no hay tanta resistencia a los AMPs como a los
antibioticos.?33%

El primer AMP lo descubrié Dubos en 1939, al extraer un AMP de una
cepa de Bacillus. %6 En 1987 Zasloff aislé una familia de AMPs de la piel de la
rana Xenopus laevis. Zasloff experimento las propiedades antibacterianas de los
AMPs contra bacterias, hongos y protozoos.3’

El mecanismo de accion de los AMPs se
basa en la actividad cationica de estos, es
decir, tienen una carga positiva (+2 0 mas) y a
través de una interaccion electrostatica lisa la
pared celular y conduce a la muerte celular por
alteracion osmotica como aparece
esquematizado en la figura 3. Esta carga =
positiva se debe a un exceso de aminoacidos = % =
como la arginina y la lisina.383° =

Figura 3. Esquema del mecanismo
de accion de los AMPs (referencia 38).

Existen varios tipos de AMPs. 404142

e Las a-defensinas son proteinas catidnicas secretadas por
neutroéfilos, de 2-4 kD y 29-34 aminoacidos, que participan en la
inmunidad innata luchando contra bacterias Gram* y Gram,
patdgenos, hongos y virus. Se han identificado 6 a-defensinas, 4
de ellas en neutréfilos de la SO y la PL.
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e Las B-defensinas son proteinas catidnicas de 29-34 aminoacidos
y con un peso molecular de 2-4 kD, sintetizadas y secretadas por
las células epiteliales de la SO. Se han identificado 4 B-defensinas
en humanos en las células epiteliales de la cornea y la conjuntiva.

Las defensinas actian gracias a la actividad catiénica de la
proteina que provoca que en la superficie bacteriana aparezcan poros
lisando asi la célula. 4°

e EILL-37 esuntipode AMP que pertenece al grupo de catelicidinas.
Se trata de un peptido de 37 aminoacidos y un peso molecular de
18 kD que deriva de la excision del péptido hCAP18.3 El LL-37 lo
secretan los neutréfilos de la SO y de la PL, y las células epiteliales
de la conjuntiva y la cérnea donde se almacena en granulos.*

El LL-37 presenta una gran actividad antimicrobiana contra
bacterias, hongos (especialmente Candida sp.) y virus (herpes simple,
adenovirus y virus de la inmunodeficiencia humana), aunque la eficacia
varia segun la cepa. El LL-37 forma una estructura secundaria cuando
esta en una solucion acuosa que altera la membrana celular dependiendo
del aminoacido terminal y la longitud de la cadena.®®

En la figura 4 se presenta un resumen de las principales moléculas
antimicrobianas de la SO y las vias de produccion de cada una.

Neutrophil
Lacrimal Py
Gland
@’ Conjunctival
Epithelium
oA
- -
oNES (S [Ju=y— goblet
plasma ‘ L cell
cell slgA
Lysozyme sPLA: sPLA]
Lactoferrin  SLPI SLPI
Lipocalin SP-D ¥ Mucins
. AMES Corneal
Lysozyme  sPLA, SP-D r:|a
Lactoferrin  SLP| Epithelium
Lipocalin  Mucins e
Complement AMPs LRSS & )
\ sigA 5P~D“ i
dead/inhibited e o
pathogen ‘ ‘ a
KThompson/A McDermott

Figura 4. Resumen de las proteinas antimicrobianas de la lagrima (referencia 23).

5.3.Situaciones de alteracion en la presencia de moléculas
antimicrobianas en la SO

En los apartados anteriores se ha comentado que la lagrima tiene una
gran cantidad de moléculas con actividad antimicrobiana cuya funcion es
defender la SO de patdgenos. Estas moléculas trabajan de forma conjunta para
mantener la colonizacion a un nivel muy bajo en comparacion con otras
mucosas.*

Los niveles de moléculas defensivas presentes de la PL pueden verse
alterados en ciertas situaciones: 4°
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e Uso cronico de medicamentos sistémicos que inhiben la produccién de la
lagrima, como los antidepresivos.

e Baja humedad y contacto directo con el flujo de aire acondicionado que
aumentan la evaporacion de la lagrima.

e Cirugia refractiva: los pacientes operados con técnica LASIK presentan
sintomas de irritacion ocular.

e Uso de lentes de contacto (LC).

Por el elevado numero de usuarios de LC en todo el mundo, se van a
mencionar a continuacion las alteraciones descritas en los niveles de moléculas
antimicrobianas como consecuencia de su uso.

Las LC son una opcién de correccién refractiva muy popular, sin embargo,
un mal uso de LC puede poner en peligro la SO. La falta de higiene enlaLCy
durante su manipulacién pueden favorecer la infeccion bacteriana.?® Al poner
una LC en la SO se producen unos cambios: 4

Division de la PL en pre-LC y post-LC.

Aumento el tiempo de evaporacion.

Disminucion del BUT a la mitad.

Reduccion del recambio epitelial.

Hipoxia.

Contacto mayor con la SO de posibles patégenos como la Acanthamoeba
Sp si existe contaminacion.

® © o o o o

En los estudios realizados sobre las moléculas antimicrobianas de la
lagrima en el uso de LC se han obtenido resultados contradictorios sobre el
aumento o disminucion de las proteinas. Esto se debe al tipo de LC que llevaba
el usuario, a la manera de tomar la muestra y la cantidad tomada en cada estudio.
En uno de ellos se concluyé que cuando un usuario se pone una LC la lisozima,
la lactoferrina, la sPLA2 y las mucinas se unen a la superficie de la lente
mejorando la adhesion bacteriana. En unos estudios se concluye que la cantidad
de lisozima aumenta, mientras en otro estudio esta disminuye. En dos estudios
el nivel de sPLA2 se mantiene igual, pero en un tercero el valor disminuye. A
pesar de las contradicciones se encontraron algunas generalidades que estan
recogidas en la Tabla 1.3

Tabla 1: resumen de los cambios en los niveles de moléculas defensivas de la SO
de usuarios de LC (tomado de la referencia 23)

PERMANECEN IGUALES DESCIENDEN
Lisozima slgA
Lactoferrina Mucinas
sPLA2

También se han descrito alteraciones en los niveles de moléculas
antimicrobianas en ciertas patologias. Una de las principales enfermedades que
desestabilizan la SO es el Sindrome del Ojo Seco (SOS). Segun el informe de
2007 Dry Eye Workshop el SOS es una enfermedad inflamatoria multifactorial de
la PLyde la SO gue es causada por una disminucion en la produccién de lagrima
0 un aumento en su evaporacién y cursa con sintomas de incomodidad,
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perturbacién visual e inestabilidad de la PL que puede dafiar potencialmente la
SO. En el SOS la osmolaridad de la PL aumenta hasta valores superiores a 300
mOsm/L.%¢ En la figura 5 podemos ver las diferencias entre una PL sana y una
PL con SOS. En laimagen de la derecha se puede ver como la capa lipidica esta
fragmentada, la capa acuosa se evapora y pierde moléculas defensivas.

.x'luuw#

Figura 5. Comparamon entre una PL sana y una PL con SOS. En esta Ultima se
observa como la PL pierde elementos defensivos (referencia 10).

En pacientes diagnosticados de SOS se han estudiado los niveles de las
moléculas antimicrobianas de la SO. En la Tabla 2 se resumen los cambios
encontrados.

Tabla 2: resumen de los cambios de la SO en un proceso de SOS (referencia 23).

DISMINUCION DE LOS VALORES AUMENTO DE LOS VALORES
Lisozima SPLA2

Lactoferrina MUC1

Lipocalina

MUCS5AC

Al verse afectada la PL puede suponerse que un paciente con SOS tenga
mas riesgo de infeccidn que una persona sana. Las queratitis microbianas son
infecciones en la SO que pueden llegar a ser muy graves. Los sintomas de las
gueratitis bacterianas son el o0jo rojo, dolor, inflamacién, disminucion de la
agudeza visual y lagrimeo. Se diagnostica por infiltracion estromal, hipopion, y
signos de inyeccién conjuntival. Estas infecciones pueden estar causadas por
bacterias como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus pneumonia y Serratia, por hongos como Fusarium, Aspergillus,
Phaeohyphomycetes, Curvularia, Paecilomyces, Scedosporium y Candida, o por
patégenos protistas como Acanthamoeba spp.*’

En 2013 Narayanan y sus colaboradores® analizaron las posibles
conexiones entre el SOS y las queratitis microbianas. El estudio concluyé que
apenas existia relacion entra ambas enfermedades debido a que la disminucion
de algunas moléculas quedaba compensada con el aumento de otras. 23
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Un tipo de queratitis microbiana puede estar causada por Pseudomonas
aeruginosa que es una bacteria que pertenece a la familia Pseudomonas y crece
en zonas humedas. Esta presente en el suelo y en el agua. La infeccion suele
ser accidental, grave y suele manifestarse con ulceras en la cornea incluso de
forma penetrante. Se sabe que durante la infeccion por Pseudomonas las
moléculas antimicrobianas trabajan de forma sinérgica y coordinada para impedir
la colonizacion y proliferacion del MO por la SO. 4950

Sin embargo, existen queratitis microbianas que pueden derivar del mal
uso de las LC. Este es el caso de la infeccién por Acanthamoeba spp que es una
bacteria de vida libre y se encuentra en el agua dulce, del grifo, en piscinas
cloradas o en el agua contaminada. La exposicion a este MO puede producirse
al nadar con LC, enjuagarlas con agua del grifo en vez de liquido estéril o al estar
en contacto con agua contaminada. Esta bacteria coloniza la SO adhiriéndose al
epitelio corneal pudiéndose producir infecciones recurrentes, por lo tanto, la
infeccién corneal por Acanthamoeba no produce inmunidad. !

Los virus también pueden infectar la SO. Por ejemplo, el virus del herpes
simple (HSV) es la principal causa de ceguera infecciosa en paises
desarrollados. ElI HSV infecta la cérnea produciendo una disminucion de la
agudeza visual. Los AMPs presentan, entre otras, propiedades antivirales. Se
han estudiado las propiedades del LL-37 contra el HSV concluyendo que causan
una inhibicion significativa, aunque esta inhibicion puede variar dependiendo de
la cepa del virus. *2

Las queratitis micéticas estan provocadas por hongos. Estas infecciones
son notablemente mas dafinas para la SO que las infecciones bacterianas
debido a la escasez de farmacos antifiUngicos. Las moléculas antimicrobianas
como la lisozima, lactoferrina, lipocalina, SLP, los AMPs junto con las defensinas
y el LL-37, presentan actividad antifingica y consiguen reducir la union de los
hongos a las células.>®

5.4.Discusion

Los resultados de este trabajo muestran la gran diversidad de moléculas
gue estan implicadas en la defensa antimicrobiana de la SO y, por consiguiente,
del globo ocular. Durante la segunda mitad del siglo XX se han descubierto
nuevas moléculas con actividad antimicrobiana y mecanismos de accion
diferentes. Estas moléculas, junto con las que ya eran conocidas de forma
clasica, estan ayudando a comprender mejor la estructuray el equilibrio de la SO
y de la PL.

Las principales diferencias encontradas entre las moléculas descubiertas
mas recientemente y las ya conocidas se describen a continuacion. Las
moléculas mas “clasicas” tienen cadenas largas de aminoacidos con un mayor
peso molecular y representan un mayor porcentaje en la lagrima. Sin embargo,
las moléculas descubiertas mas recientemente son péptidos cortos, con menos
aminoacidos y menor peso molecular, y representan menor porcentaje en la PL.

En este TFG se han presentado las moléculas por orden de
descubrimiento, de mas antiguas a mas modernas. La figura 6 presenta un
cronograma de forma esquematica con las fechas del descubrimiento de las
moléculas antimicrobianas mas importantes.
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Figura 6. Cronograma sobre el descubrimiento de las principales moléculas antimicrobianas de
la SO

Hoy en dia, se siguen descubriendo y caracterizando proteinas nuevas en
la PL. Para caracterizarlas se utiliza el espectrémetro de masas y desde 1997 el
ndmero ha aumentado de 6 a 1526, como se refleja en la tabla 3 > Este hecho
nos permite reflexionar sobre la complejidad de la composicion de la PL y sobre
la importancia de su funcion antimicrobiana. Es posible que en el futuro se sigan
descubriendo moléculas de accion antimicrobiana directa presentes en la PL.

Tabla 3. Aumento de proteinas identificadas en la lagrima por el
espectrometro de masas desde 1997 hasta 2015 (referencia 54).

Publicacion Afo Proteinas
Molloy et al. 1997 6

Lietal. 2005 54

Zhou et al. 2006 60

De Souza et al. 2006 491

Zhou et al. 2012 1543
Aass et al. 2015 1526

Durante los ultimos afios cabe destacar la investigacion que se esta
realizando sobre los AMPs. Se ha hecho una busqueda en PubMed con las
palabras clave ocular surface AND antimicrobial peptides y se ha hecho una
grafica (figura 7) comparando el nimero de articulos publicados (eje Y) por afio
(eje X) agrupados en intervalos de 5 afios desde 1982 hasta 2020.
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Figura 7. Evolucién en la investigacion sobre los AMPs
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En la gréafica se observa como los estudios sobre los AMPs han ido
aumentando de forma clara. Especialmente en los Ultimos 20 afios, se aprecia
un importante incremento en el numero de publicaciones, lo que demuestra el
gran interés que despiertan estas moléculas como protectoras de la SO.

Cuando la SO es atacada las moléculas antimicrobianas trabajan
coordinadas para impedir que el patdgeno cause cualquier dafio. Dado que
existen mas moléculas antibacterianas que antifingicas o antivirales, la
participacion de unas u otras moléculas variar4 dependiendo del tipo de MO
(bacteria, virus u hongo) causante del ataque.

6. Conclusiones

La conclusién general de este trabajo es que la naturaleza ha dotado a la
superficie del ojo con una gran variedad de mecanismos moleculares defensivos
para ayudar a preservar la transparencia de la cornea y, por consiguiente, la
vision. De forma especifica:

e Se han identificado numerosas moléculas desde finales del siglo XIX
y especialmente en la segunda mitad del siglo XX, cuya estructura
varia desde largas cadenas proteicas a péptidos de muy pequefio
tamafo, pero todas ellas con potente actividad antimicrobiana.

e Los mecanismos de accion de estas moléculas son muy variados y
van desde especificamente antibacterianos, antivirales o antifungicos
a mecanismos combinados o generales.

e La desestabilizacion de la SO puede producir variaciones en la
concentracion de moléculas antimicrobianas en la PL, lo que podria
contribuir a la aparicion de infecciones, aunque no se conoce aun en
muchos casos.
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Anexo |; Abreviaturas

ALGs: Glandulas lagrimales accesorias
AMPs: Péptidos Antimicrobianos

CALT: Tejido linfoide asociado a la conjuntiva
HVS: Virus del Herpes Simple

kD: kilo Dalton

LC: Lente de contacto

MALT: Tejido linfoide asociado a la mucosa
MAM: Mucinas asociadas a la membrana.
MBL: Manosa

MO: Microorganismos

MUC: Mucina

PL: Pelicula lagrimal

slgA: Inmunoglobulina A secretora

SLPI: Inhibidor de la proteasa leucocitaria secretora
SO: Superficie ocular

SOS: Sindrome del ojo seco

SPA: Proteina surfactante A

SPD: Proteina surfactante D

sPLAZ2: Fosfolipasa secretora enzimatica A2
TFG: Trabajo de fin de grado

UFL: Unidad funcional lagrimal

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana
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