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1.INTRODUCCION

El tejido linfoide asociado a las mucosas o MALT (del inglés "mucosal associated
Imphoid tissue") constituye la primera linea de defensa en muchos tejidos del
organismo. Al igual que en el aparato respiratorio o aparato digestivo, en el ojo la
defensa contra agentes infecciosos o cuerpos extrafios es llevada a cabo por el EALT
“eye associated lymphoid tissue” y su estructura es similar a la de otras regiones del
MALT.

El EALT esta formado por el CALT ("Conjunctiva”) de la conjuntiva, el LDALT
("Lacrimal Drainage") del sistema de drenaje lacrimal y el LGALT ("Lacrimal Gland") de
la glandula lacrimal. Estos conforman una superficie continua que permite el
intercambio de componentes solubles y células del sistema inmune entre unos y otros.
Este complejo va a permitir un estado de homeostasis de la superficie ocular.

La conjuntiva se puede dividir en 3 zonas: la conjuntiva bulbar, que recubre la
esclerotica anterior; la conjuntiva palpebral, que envuelve el interior de los parpados
superior e inferior y se divide en tarsal (zona mas cerca del borde palpebral) y orbital
(entre el fornix y la tarsal); y el fornix, que une las dos anteriores® (Figura 1).

— C. BULBAR
— FORMNIX

m— ., PALPEBRAL

ORBITAL

Figura 1 Partes de la conjuntiva (elaboracion propia)

A su vez, la conjuntiva, estd formada por dos capas claramente diferenciadas. Una
capa de tejido epitelial con células caliciformes productoras de mucus en la zona mas
externa, una capa de tejido conectivo o lamina propria que consta de gran cantidad
de vasos sanguineos y de numerosas ceélulas caracteristicas de la inmunidad innata
(linfocitos, macréfagos, neutrofilos y mastocitos) y de la inmunidad adquirida (linfocitos,
células plasmaticas y células dendriticas)’.(Figura 2)
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Figura 2 Esquema de la estructura del CALT. Apréciese los IEL s (“IntraEpithelial Lymphocytes”)
y el foliculo linfoide. (elaboracién propia)

CALT: estructura y funcion

El CALT, puede clasificarse de dos maneras segin su organizacion: difusa o en
foliculos. El tejido linfoide difuso  esta formado principalmente por linfocitos T
intraepiteliales (IELs) mayoritariamente citotoxicos' y linfocitos T del tejido conectivo y
células plasmaticas productoras de IgAZ.

En cambio, los foliculos linfoides  son acumulos de células linfoides organizados de
tal manera que los linfocitos T envuelven periféricamente a las células plasmaticas
que, a su vez, rodean las vénulas de endotelio alto® (Figura 2). El desarrollo y namero
de foliculos linfoides esta directamente relacionado con la edad, teniendo su pico mas
alto durante la adolescencia, donde hay un mayor nimero de foliculos linfoides y
disminuyendo gradualmente una vez pasada esta etapa®.

En cuanto a la topografia del tejido linfoide se observd, en un estudio en el afio 2000
llevado a cabo por Knop y sus colaboradores, que el porcentaje de linfocitos variaba
dependiendo de su localizacion en la superficie ocular. EI numero de linfocitos era
mayor en la conjuntiva superior que en la inferior y vieron que en las zonas tarsal y
orbital de la conjuntiva palpebral la probabilidad de encontrar tejido linfoide aumentaba
nasalmente y disminuia a medida que nos acercabamos a la zona temporal. >

Por lo tanto, podemos afirmar que el CALT es el responsable de la captura de
antigeno, su procesamiento, presentacion y generacion de la respuesta inmune
apropiada que posteriormente favorecera la inflamacién de la superficie ocular.* Esa
inflamacién va a provocar un aumento del nimero y del tamafio de los foliculos
linfoides, * fenémeno relacionado con el desarrollo de patologias de caracter inmune
tales como el sindrome de ojo seco, alergia ocular o incluso el rechazo en el trasplante
de cornea. Por eso, el sistema inmune va a ser un arma de doble filo que combate lo
ajeno pero esta tan regulado y a veces es tan efectivo que puede volverse en contra
de lo propio.
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Cuando se produce el primer contacto del linfocito naive con el antigeno en el foliculo
linfoide, este pone en marcha los procesos de proliferacion y diferenciaciéon a célula
efectora si es un linfocito T o célula plasmatica productora inmunoglobulina si es un
linfocito B. Estos linfocitos una vez diferenciados pueden salir por los vasos linfaticos y
pasar al torrente sanguineo por el ducto toracico ® a la vena subclavia para su posterior
transporte de nuevo al tejido por las vénulas de endotelio alto.” El transporte del
antigeno a través del epitelio asociado al foliculo lo van a facilitar unas células
especializadas llamadas células M que se intercalan entre las células del epitelio. Este
linaje celular forma un “bolsillo” citoplasmatico que permite albergar células linfoides,
que son las encargadas del reconocimiento del agente extrafio®.

Sistema inmune en la superficie ocular e inflamacion

En la superficie ocular se localizan algunas herramientas celulares y humorales
implicadas en la respuesta inmune y la inflamacion, desde moléculas solubles
(citocinas) hasta células propias de la inmunidad innata (macréfagos) o adquirida
(linfocitos).

Entre las citocinas mas relevantes podemos encontrar el factor de crecimiento
transformante (TGF-B), una molécula anti-inflamatoria producida por las células
caliciformes de la conjuntiva y células T reguladoras. Esta citocina es la encargada de
suprimir la maduracion de las células dendriticas (DC) y de algunos linfocitos T como
los Thl y, por lo tanto, de mantener el estado de homeostasis. La interleucina 1 (IL-1)
es sintetizada por las células epiteliales y tiene un efecto contrario a TGF-f3, activando
a las DC. En cambio, las citocinas como IL-17, IL-6, TNF o el interferon (a, B, y y
principalmente) son propias del proceso inflamatorio y aumentan la produccion de mas
citocinas proinflamatorias y la activacion de linfocitos efectores °.

En cuanto a las poblaciones celulares de la superficie ocular encontramos: células de
la inmunidad innata fagociticas como los macrofagos, presentadoras de antigeno
como las células dendriticas o efectoras como las NK (linfocitos “Natural Killer”) y
células de la inmunidad adquirida como linfocitos T (citotoxicos, reguladores o
cooperadores) y linfocitos B.

Cualquier defecto del sistema inmune o patologia asociada a este va a producir un
cambio (aumento o disminucién) en el namero y funcionalidad de los distintos factores
que intervienen en la respuesta inmune. Estudios recientes centran sus
investigaciones en esta hipoétesis. En un estudio llevado a cabo por Reinoso y
colaboradores *° vieron que entre los linfocitos intraepiteliales, en las tres zonas de la
conjuntiva, los linfocitos T predominaban sobre los B (T>75%, B<25%) mientras que
los NK tenian valores en torno al 1% del total. En cuanto a las subpoblaciones de
linfocitos T, en el mismo estudio, pudieron observar que en conjuntiva superior los
linfocitos CD8+ (citotoxicos) eran ligeramente superiores a los CD4+ (cooperadores).
En el fornix, en cambio, ocurria lo contrario, 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 induccién de
respuesta inmune. (Figura 3)
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Figura 3 Distribucién topografica de linfocitos en la conjun tiva. Figura obtenida del estudio de
Reinoso R. *°

En cambio, en sangre periférica, en un estudio llevado a cabo en Suiza en 2004 por
Bisset LR et al * en individuos sanos obtuvieron valores similares a los de Reinoso en
cuanto a la predominancia de los linfocitos T (72,65% de media) sobre los B (10,70%
de media), mientras que los linfocitos NK podian llegar a valores de entre 5.35% y
30.93%. En este mismo estudio los valores en sangre para CD4" eran
significativamente mas altos que para CD8*, 47.95% y 23.20% de media
respectivamente.

La inflamacion de la conjuntiva es conocida como conjuntivitis y se caracteriza por
hiperemia, edema y aumento de la mucosidad. Se pueden clasificar segun su etiologia
en infecciosas (virales, bacterianas, etc.) y no infecciosas (como las alergias). *2

La alergia es una hiperreactividad producida por una mecanismo de hipersensibilidad
de tipo | mediada por IgE, desencadenada tras la exposicibn a una sustancia “no
tolerada” o alérgeno. En el ojo, los trastornos alérgicos se clasifican en: conjuntivitis
alérgica (como la conjuntivitis estacional), conjuntivitis papilar gigante,
gueratoconjuntivitis vernal y queratoconjuntivitis atdpica (asociada a dermatitis
atopica).

Como proposito principal de este estudio, queremos analizar las proporciones de
subpoblaciones linfocitarias (inmunofenotipo) en sangre periférica de sujetos sanos y
compararlas con las que se localicen en la conjuntiva de los mismos individuos.

Principales Subpoblaciones linfocitarias sistémicas y regionales

Linfocitos B. Son los encargadas de producir anticuerpos (inmunoglobulinas), que
son la herramienta efectora principal de la inmunidad humoral adaptativa contra una
ilimitada variedad de antigenos.'* Los linfocitos B necesitan activarse mediante su
interaccion con un linfocito T (Th2) para poder diferenciarse y actuar como células
productoras de inmunoglobulinas o presentadoras de antigeno. Estas células van a
expresar siempre el correceptor CD19, entre otros. Existen varios tipos de células B.
Las que analizaremos en este estudio corresponden a las células B que expresan CD5
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(Linfocitos B;, CD5") y las que no lo expresan (Linfocitos B,, CD5). B; se encuentran
en los foliculos y ejercen una respuesta rapida y producen anticuerpos de baja afinidad
y su activacion es T-independiente. Las células B,, en cambio, se caracterizan por

producir anticuerpos de gran afinidad y especificidad y su activacién es T-dependiente.
15

Linfocitos NK . Estas células, propias de la inmunidad innata, estan especializadas en
combatir infecciones viricas y células tumorales mediante la liberacién de citocinas por
lo que tienen funcion efectora. Indirectamente regulan la maduracion de las células
dendriticas y pueden funcionar como células presentadoras de antigeno.'® Se
caracterizan por expresar CD56 y CD16 en ausencia de CD3. 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. En cambio, las CD56“™CD16" son mas
abundantes en sangre que las anteriores y se van a caracterizar por su alta capacidad
citotoxica. Existe una tercera subpoblacién recientemente descubierta CD56' CD16"
con funcién citotoxica.'” 8

LINFOCITOS T. Se caracterizan por expresar CD3 en su superficie y segun su estado
madurativo pueden clasificarse en linfocitos T de memoria cuando expresan CD45R0
o virgenes cuando expresan CD45RA. En cambio, segun su receptor (TCR) podemos
diferenciar dos grandes grupos: TCRafB, que a su vez pueden expresar CD8
(citotéxicos) o CD4 (cooperadores) y TCRyd que corresponde con los linfocitos
intraepiteliales.

Segun el correceptor, los linfocitos T se subdividen en CD4™ Th, o cooperadores y
CD8*, Tc o citotéxicos *°. Los linfocitos Th son los encargados de mediar la inmunidad
adaptativa. Interactian, mediante presentacion de antigeno, con los linfocitos B para
gue puedan producir anticuerpos y regulan la actividad de los macréfagos y linfocitos T
CD8.%° Estéan relacionadas con respuestas autoinmunes y alérgicas.

Subtipos de linfocitos CD4" estudiados:

Las ThO o naive son células T CD4" que aun no han tenido contacto con un antigeno.
Se caracterizan por expresar CD45RA, y CD127 en ausencia de CD25. Estas células
una vez activadas pueden diferenciarse, dependiendo de las citocinas del ambiente,
principalmente en linfocitos T cooperadores propiamente dicho: Thl, Th2, Th22, Thl7,
Th9 y reguladores: iTreg, entre otros. %

Thl que han llegado a su estado diferencial gracias a la IL-12 e IFN-y del ambiente se
caracterizan por ser, principalmente, productoras de IFN-y, IL-2 y TNF-a. Son
responsables de la activacion de los fagocitos y regulan la produccion de anticuerpos
responsables de la opsonizacién y activacion del complemento frente a patégenos.?

En cambio, Th2 que necesitan IL-4 y IL-2 para llegar a ese estado diferencial van a
liberar mayoritariamente IL-4, IL-5, IL-13 y TNF-a. Regulan las respuestas de
inmunidad adaptativa humoral. Estas células estan relacionadas con el desarrollo de
enfermedades de origen alérgico como el asma y son una buena defensa contra
parasitos extracelulares. Mediante la liberacion de citocinas inducen la activacion de
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macréfagos y mastocitos, el reclutamiento de eosindéfilos e interactian con células
epiteliales.?

Th17 son productoras de IL-17A, IL-17F, IL-22 y en menor medida de IL-21, reclutan y
activan granulocitos que son la principal defensa frente a hongos y bacterias.?®
Necesitan de TGF-B y IL-6 para diferenciarse a Thl7. Estas células juegan un papel
importante en el desarrollo de enfermedades autoinmunes e inflamatorias.?*
Recientemente se ha descubierto que Th17 tienen gran plasticidad y en presencia de
IL-12 pueden diferenciarse en Th17/Thl, un subtipo de Th que se caracteriza por
sintetizar IL-17 e IFN-y.*°

Tregs regulan a Th17 y provienen de la activacién de una célula T naive CD4" por

diferencial gracias a la presencia de IL-4 y TGF-B.?” Juegan un papel importante en
enfermedades autoinmunes y en inflamacién de origen alérgico.?® En cambio, Th22 se
caracterizan por liberar IL-22 pero no IL-17 y estan relacionados con la inmunidad
intestinal.?®

membrana propios de las NK (CD56,CD16) y de las células T (TCR, aB). En este
grupo existen dos subpoblaciones: NKT de tipo | o invariantes (iNKT) que regulan las
Thl, Th2 y Th17 o NKT tipo Il. Se caracterizan por su rdpida produccién de altos
niveles de citocinas inmuno-reguladoras (IL-4, IFN-y y TNF) .*°

Panleucocitario y en mayor densidad linfocitos T, B y NK.
Linfocitos virgenes.
Linfocitos de memoria.
Linfocitos T.
Linfocitos T cooperados (efectores y reguladores).
Linfocitos T citotdxicos y/o reguladores (NKT entre otros).
Linfocitos B.
NK, NKT, neutréfilos y macréfagos.
NK'Y NKT.
Linfocitos T (Treg, constitutiva) y en B y macréfagos (inducible)
Linfocitos Ty B;
Linfocitos By T.
NK, linfocitos T (Th1) y fagocitos.
Linfocitos B, T (Th17) y cél. Dendriticas.
Linfocitos NK, T (Th17 y Th2) y fagocitos.
Cél. Epiteliales y Th22
Linfocitos T;.
Tabla 1. Tabla con los marcadores de superficie que analizaremos y tipos de células que los expresan.
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Caracterizacion de poblaciones y subpoblaciones linfocitarias
En el presente estudio mediante citologia por cepillado estudiaremos las
caracteristicas de las poblaciones y subpoblaciones linfocitarias de la superficie ocular
a nivel de la conjuntiva tarsal superior en pacientes sanos y compararlos entre si.

Para ello, elegimos la citologia por cepillado ya que es una técnica minimamente
invasiva en la cual se puede tomar una pequefia muestra de células epiteliales
mediante la friccion que ejerce el cepillo sobre la superficie conjuntival del ojo. Es una
técnica que no ocasiona grandes molestias a los sujetos y puede realizarse de manera
repetitiva, lo que nos da grandes ventajas sobre otras técnicas como las biopsias o la
citologia de impresion. Aunque sea minimamente invasiva necesita la instilacion de
anestésico local en colirio. En cuanto a las ventajas del cepillado frente a la citologia
de impresion cabe destacar que la primera técnica permite aislar poblaciones celulares
con una viabiabilidad mayor.

Para realizar la caracterizacién de las distintas poblaciones celulares de la conjuntiva
tarsal utilizaremos la citometria de flujo. Esta técnica nos permite diferenciar subtipos
celulares mediante la dilucién de la muestra celular con anticuerpos modificados
gquimicamente para que puedan emitir sefial luminosa. Estos anticuerpos van a unirse
a proteinas de membrana expresadas de manera exclusiva para una poblacion o
subpoblacion determinada.

Cada anticuerpo utilizado va a unirse a una proteina marcadora de linaje 0 maduracion
determinada y va a emitir una sefial luminosa a una longitud de onda concreta. El
citbmetro va a reconocer esa longitud de onda, separando las distintas células en
poblaciones dependiendo de la sefial emitida. Ademas los fotomultiplicadores del
citbmetro pueden medir la complejidad y tamafio de las células obtenidas en la
muestra permitiéndonos diferenciar las poblaciones de linfocitos del resto. Por lo tanto,
gracias al citobmetro, de una misma muestra vamos a poder analizar varios parametros
a la vez con gran fiabilidad.

Pagina 9 de 57



LINFOCITOS

cD45*

- Reguladores
| CDIECDSE' |

~ Citetoxicos
m CD16+/C Dggem |

Reguladores
CD4*, CD25% (D127t

MEMORIA
£D45R0*
NAIVE
CD45RA*

Cooperadares

NKT (ap)
CDS5&', CD16Y"

Thi
CD183"CD194CD19¢

Th2
=
CD183CD184+CD19¢-

Thi7
CD183CD1s4"CD19¢"

Th/Thi7
CD183*CD184 196"

Th22

m Ch183
CD1%96*CD194"CCRID*

Tho
CD45RA"

Figura 4. Esquema de las poblaciones y subpoblaciones linfocitarias que vamos a analizar.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Preambulo

El sistema inmune en general y las subpoblaciones linfocitarias en particular tienen
variaciones intra- (ciclos circadianos) e inter- individuales y este hecho puede estar
influenciado por factores tales como: la genética, el entorno ambiental, la alimentacion,
la actividad fisica, el consumo de diferentes sustancias y/o farmacos, el historial de
infecciones del individuo, el sexo y la edad entre otros. El reparto de estas
subpoblaciones en el cuerpo humano no es homogéneo, es decir, varia segun su
localizacién en las distintas regiones anatémicas. Asi por ejemplo, la proporcion de
linfocitos T CD8" en sangre puede ser muy diferente a la que se aprecia en los
linfocitos intraepiteliales de las mucosas (tanto intestinal, como respiratoria o
conjuntiva) dentro del individuo ya sea éste sano o padezca alguna enfermedad de
caracter inmunitario.

Estas diferencias en la distribucion anatomica de los linfocitos resultan interesantes,
sobre todo a la hora de diagnosticar a un paciente con sospecha de alguna
enfermedad ya que podemos analizar las poblaciones linfocitarias, cuantificarlas y
caracterizarlas tomando una muestra de un tejido soélido accesible o de sangre. Por lo
tanto, en un futuro muy préximo con un simple analisis de sangre o la toma de una
muestra de tejido conjuntival podriamos diagnosticar una patologia o alergia ocular de
manera rapida y efectiva

En este trabajo queremos empezar caracterizando las poblaciones y subpoblaciones
linfocitarias en individuos sanos para el estudio de las poblaciones y subpoblaciones
linfocitarias. Existen varios estudios previos en los que se analizan y calculan los
porcentajes para cada fenotipo. Pero nosotros, sin embargo, daremos un paso mas,
no solo analizaremos un gran nimero de subtipos linfocitarios de las tres estirpes (T,B
y NK), sino que ademas compararemos los valores obtenidos en la sangre con los
obtenidos en tejido conjuntival en individuos sanos y, posteriormente, analizaremos los
cambios que se observan en diversas patologias oculares asociadas a alergias.

Hipétesis

Nuestra hipotesis de partida es que las subpoblaciones de linfocitos T, B y NK tanto en
la conjuntiva tarsal superior como en sangre periférica cambian en pacientes con
alergia ocular con respecto a individuos sanos. Deberiamos ser capaces de detectar
variaciones fenotipicas entre estos dos grupos. Ademas proponemos que no hay
correlacion directa entre las subpoblaciones linfocitarias sistémicas (sangre) con las
regionales (conjuntiva).

Para realizar el contraste de hipétesis caracterizaremos las subpoblaciones
linfocitarias en sangre y conjuntiva de individuos sanos, asi como de pacientes con
patologia alérgica con clinica ocular. Posteriormente realizaremos la comparacién de
los resultados entre los diferentes tejidos y grupos de poblaciones.
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Objetivos:

1. Caracterizar las distintas poblaciones linfocitarias T, B y NK en sangre y en
conjuntiva y diferenciar fenotipicamente los distintos subtipos y sus
proporciones.

2. Comparar y correlacionar (para cada individuo) el fenotipo linfocitario sistémico
(sangre) y regional (conjuntiva tarsal).

3. Analizar la influencia de factores intrinsecos o extrinsecos (edad, sexo o
patologia alérgica) en las subpoblaciones linfocitarias sistémicas y regionales.

4. Evaluar como las proporciones de las subpoblaciones estudiadas podrian

utilizarse como posibles biomarcadores  diagnéstico de enfermedades
alérgicas.
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3. MATERIALES Y METODOS

El reclutamiento de voluntarios se llevo a cabo en el Servicio de Oftalmologia del
Hospital Clinico Universitario de Valladolid (HCUV), el Instituto de Oftalmobiologia
Aplicada (IOBA, Valladolid) y el Hospital Universitario Rio Hortega. Después de dar a
conocer la naturaleza del estudio y los procedimientos estipulados se ofrecio y
procedié con la firma del consentimiento informado por el propio sujeto o su tutor legal
en caso de minoria de edad en el que se informa de los objetivos, la confidencialidad y
los posibles riesgos (Anexo 1, Consentimiento informado). El protocolo fue presentado
a la Comisioén de Investigacion del IOBA y aprobado por el comité ético del HCUV.

Acto seguido, se pasé a completar un cuestionario que consta de una serie de
preguntas y un test OSDI (ocular surface disease index) para ojo seco con el fin de
evaluar las caracteristicas del paciente y realizar la seleccion de inclusion/exclusion
(Anexo 2, criterios de inclusion/exclusion y Anexo 3, Cuaderno de recogida de datos).
Una vez completado, se procedio con las pruebas oculares para ver el estado de la
superficie ocular y la lagrima y la obtencién de las muestras por el siguiente orden:

1. Recogida de lagrima hasta completar 2 capilares de 4uL de cada ojo.

2. TBUT (Tear Break-Up Time/ tiempo de rotura lacrimal).

Instilacibn de anestesia topica. 1 gota de anestésico al 0,5% (5 mg de
tetracaina clorhidrato y 0,5 mg de nafazolina clorhidrato).

Test de Schirmer.

Citologia por cepillado.

Evaluacién de la superficie corneal y conjuntival con Fluoresceina.

Evaluacion de la superficie corneal y conjuntival con Rosa de Bengala.
Recogida de sangre periférica por venopuncion.

w

© N OA

Recogida de muestras

Recogida de lagrima

La obtencion de la lagrima se realizO en el menisco temporal inferior con un
microcapilar de 4yl a intervalos de 2-3 minutos hasta obtener dos capilares completos
para cada 0jo. La muestra se vaci6 en un eppendorf con buffer (DPBS sin Ca** ni Mg**
+ 10mg/mL BSA y pH=7.4) y se congel6 para su posterior analisis.*

Células conjuntivales

Previa instilacion de anestésico se revirtio el parpado para la toma de muestra
mediante citologia por cepillado de la conjuntiva tarsal superior. Mediante rotacion
circular del cepillo 3 veces durante 30 segundos conseguimos desprender las células
epiteliales e intraepiteliales y conservarlas en un eppendorf con 1,4mL de medio de
cultivo (DMEM/F12 suplementado con 1mg/mL de insulina pancreatica bovina, 2ng/mL
de factor de crecimiento epidérmico humano (EGF), 0,1mg/mL de toxina colérica,
5mg/mL de hidrocortisona, suero fetal bovino (FBS) al 10%, 50U/mL de penicilina,
50mg/mL de estreptomicina y 2,5mg/mL de anfotericina B).'®
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Sangre periférica
Se obtuvo sangre preferentemente de una vena de la parte interior del codo o del
dorso de la mano y se conservo en un tubo estéril con anti-coagulante (EDTA).

Protocolos para la preparacion de las muestras

El procesado y analisis se realizdé para muestras de sangre periférica y conjuntiva de
individuos sanos, dejando las muestras de lagrima congeladas en buffer para su
estudio a posteriori.

SANGRE

Una vez obtenida la muestra sanguinea se repartié en 5 tubos para ser incubados con
una serie de 5 anticuerpos cada uno segun el siguiente protocolo:

Repartimos 50pL de sangre a cada tubo y después afiadimos la cantidad indicada por
el fabricante de cada anticuerpo segun la tabla 1, dejamos incubar 15 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad y afiadimos 500uL de solucién de lisis (FACS
Lysing solution, BD FACS™, Becton Dickinson). Incubamos otros 15 minutos a
temperatura ambiente en condiciones de oscuridad. Por ultimo, centrifugamos 3mL de
la sangre sobrante para extraer el plasma y congelarlo a -80°C para su posterior
analisis.

CEPILLADO

Para la muestra de células conjuntivales el proceso es similar. Para ello necesitamos
repartir 200uL de muestra en cada tubo y después afadirle 2mL de solucién de lavado
(Cell Wash solution) para eliminar restos del medio de cultivo. A continuacion
centrifugamos durante 5 minutos a 500g para decantar las células y separarlas del
medio. Retiramos el sobrenadante y afiadimos la cantidad de anticuerpos
recomendada por el fabricante segun la tabla 1, dejamos 15 minutos incubando a
temperatura ambiente y condiciones de oscuridad. Por dltimo, afiadimos 500uL de
solucion de lisis (FACS Lysing solution) y dejamos incubando 15 a temperatura
ambiente en condiciones de oscuridad.

Analisis de los tubos por citometria
Cada tubo preparado nos servira para analizar distintas subpoblaciones.

En el tubo 1 veremos los subtipos Th (CD4) y Tc (CD8) asi como estado madurativo
de los linfocitos T, diferenciando, dentro de las CD3", CD4" CD45RA" (cooperadores
virgenes), CD4" CD45R0" (cooperadores de memoria), CD8" CD45RA" (citotoxicos
virgenes), CD8" CD45R0" (citotdxicos de memoria).

En el tubo 2 analizaremos las principales subpoblaciones de los linfocitos T
cooperadores (CD4"): Thl (CD183" CD194 CD196), Th2 (CD183 CD194" CD196),
Th1/Th17 (CD183" CD194 CD196"), Th22 (CD183 CD194" CD196" CCR10"), Th17
(CD183 CD194" CD196").

Pagina 14 de 57



En el tubo 3 nos centraremos en los linfocitos T reguladores (Tregs) CD127-°CD25".

En el tubo 4 analizaremos tanto NK (CD16" CD56%), dentro de los linfocitos CD3;,
como NKT (CD16" CD56%), dentro de los CD3".

Y, finalmente, en el tubo 5 analizaremos linfocitos T mas primitivos (TCRy&") y
linfocitos B (CD19") y sus dos subpoblaciones: B1 (CD5") y B2 (CD5).

TUBO 1 TUBO 2 TUBO 3 TUBO 4 TUBO 5

CD45RA-FITC CD183-FITC CD127-FITC CD16-FITC CD19-FITC
CD45R0-PE CD196-PE CD25-PE CD8-PE TCRy/8-PE
CD8-ECD CD4-ECD CD45-ECD CD45-ECD CD45-ECD
CD4-APC CCR10-APC CD4-APC CD56-APC CD5-APC
FL5 CD3- APC- CD194-APC- CD3- APC- CD3- APC- CD3- APC-
- alexafluor 750 Vio770 alexafluor 750 alexafluor 750  alexafluor 750

Tabla 2 Anticuerpos utilizados y distribucion. FITC: Fluoroisotiocianato de Fluoresceina, PE: Ficoeritrina, ECD:
Ficoeritrina-Texas Red-X (Beckan Coulter). APC: Aloficocianina.

En el "Anexo 4, anticuerpos" se muestra la distribucion de los anticuerpos en los tubos,
las casas comerciales y el clon utilizado.

Creacion de un protocolo de adquisicion y analisis

Elaboramos los protocolos de adquisicion y andlisis para el citdmetro Beckman Coulter
FC-500 del area de inmunologia de la Universidad de Valladolid, calibrando los
voltajes y ajustando las compensaciones para los distintos fotomultiplicadores.
Usamos la técnica de "gating" para seleccionar y separar las distintas subpoblaciones
para cada tubo como se muestra en el "Anexo 5 - Citometria”.
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4. RESULTADOS

Siguiendo los criterios de inclusion/exclusion obtuvimos muestras de sangre de 10
participantes (8 controles, 1 con alergia estacional, 1 con dermatitis atépica) y 4
muestras de tejido conjuntival (3 controles y 1 con alergia estacional).

* Todos los resultados estadisticos se recogen en el "Anexo 6 - Analisis estadistico”

H 26 v v

H 26 v

H 25 v v

H 24 v

CONTROL M 21 Y
M 25 v

M 58 v

M 60 v v

. 30 / ‘
v 26 /

Tabla 3. Participantes del estudio donde se reflejan datos como sexo, edad, patologia y las muestras obtenidas.

ESTUDIOS EN SUJETOS SIN PATOLOGIA OCULAR

A. Fenotipo linfocitario en sangre periférica
Los valores obtenidos por citometria se reflejan en la tablas a continuacion. Los
porcentajes se muestran en proporcion a los linfocitos totales (CD45").

En la poblacién de adultos sanos dentro de los linfocitos T cooperadores (Th) los
linfocitos Th1l son los mas numerosos mientras que los Th22 tienen los valores mas
bajos. Para los linfocitos T encontramos un notable predominio de los CD4" (Th) sobre
los CD8" (Tc), tal y como comprobaron antes en sangre periférica otros autores™. En
cuanto al estado madurativo de los linfocitos T se pudo ver que la mayoria son
virgenes tanto en los Th como en los Tc. Dentro de los linfocitos B se encontré que los
B2 son mas comunes que los B1, con unos valores en torno al 96%; y por ultimo entre
los linfocitos NK predominan las células citotéxicas (CD16*/CD56 o CD56%™) frente a
las reguladoras. Los detalles se muestran en el "Anexo 7 - Valores en sangre”.

EFECTO DE LA EDAD

Se dividieron los sujetos control en dos grupos, menores de 50 afios (<50) y mayores
de 50 (>50) para poder comparar nuestros resultados con valores de referencia para
las subpoblaciones que han utilizado esta divisién de edades.*® Al ser una muestra con
n<30 realizaremos la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para muestras
independientes. Consideraremos valores de: p<0,05 diferencia significativa (*);
0,05<p<0,2 tendencia (#); p>0,2 sin diferencia.
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Figura 10 Grafico de barras en el que se comparan las medias obtenidas para las subpoblaciones de linfocitos Ty
B en sangre en controles agrupados segun el rango de edad. CD4, CD8RO y B, tienden a variar dependiendo la

edad.

Unicamente los CD8RO (p=0,071) podrian estar aumentados en los sujetos mayores
de 50 y los CD4 (p=0,071) disminuidos, tal y como se ha descrito en poblaciones
envejecidas para CD4 * y para CD8RO ** aunque estas diferencias no son
significativas, seguramente debido a la baja potencia estadistica al tratarse de un
estudio preliminar en que sélo hay 2 individuos mayores de 50.

El porcentaje de células B; (p=0,143) en menores de 50 afios podria estar aumentado.
Con respecto a los B totales, B; representan el 5% mientras que en mayores de 50

estan en torno al 2%.

14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00

0,00

TH1 TH1/17 TH2

m <50

m>50

También se observé que en el grupo
de mayor edad podrian aumentar los
linfocitos Thl (p=0,143), aunque no
se analizaron células, esto fue
descrito en el afio 2000, ** en un
estudio de citocinas donde se
observé una disminucion de IFN-y e
IL-2. En cambio, en los subtipos
Th2, Thl7 y Th22 no hay
diferencias, si bien habria que
confirmar estos datos con un grupo
de controles >50 mas numeroso.

Figura 11 Grafico de barras donde aparecen los linfocitos CD4 memoria y en el que se comparan las medias
obtenidas en sangre en controles agrupados segun el rango de edad.
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Figura 12 Grafico de barras en el que se comparan las medias obtenidas para los subtipos de NK y NKT en sangre
en controles agrupados segun el rango de edad.

Las células NKT (p=0,071) estan elevadas y su proporcion aumenta en menores de 50
afnos. Dentro de los subtipos de NK y NKT se encontré que los CD56°CD16™ (p=0,143
y p=0,71, respectivamente) podrian estar reducidos en mayores de 50. Esto fue
descrito tanto para los NK ** como para las NKT .

EFECTO DEL SEXO
Se dividieron los sujetos control segun su sexo en hombres y mujeres dentro de un
mismo rango de edad (<50).

90,00 14,00
T
80,00 12,00
70,00 -
60,00 - 10,00 -
50,00 - 8,00 -
B Mujeres ® Mujeres
40,00 -
®m Hombres 6,00 -
30,00 - B Hombres
4,00 -
20,00 - !
10,00 - 2,00 -
0,00 - 0,00 -

CD3 CD4 CD8 TCRyd CD4RA CD4RO CD8RA CDS8RO
¥ D19 Bl B2

Figura 13 Grafico de barras en el que se comparan las medias obtenidas para subpoblaciones T y B en sangre en
controles agrupados segun el sexo: Hombres (n=4) y Mujeres (n=2). Sin significacion estadistica.

Como se puede observar, no hay ninguna diferencia significativa asociada al sexo en
las poblaciones y subpoblaciones de linfocitos T y B.
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900 Para los linfocitos T CD4 de memoria
800 encontramos, como se muestra en la
7,00 grafica que el porcentaje de Th2
6,00 # = mujeres (p=0,133) podria esta,r mas.alto y
5,00 Th22 (p=0,133) mas bajo en
4,00 ® hombres hombres_
3,00 Figura 14 Grafico de barras en el que se
2,00 comparan las medias obtenidas para linfocitos
1,00 CD4 de memoria en sangre en controles
0,00 agrupados segun el sexo. Th2 es
TREGS TH1 TH1/17 TH2 TH17 TH22 significativamente mayor en hombres que en
muijeres.
14,00 0,70
12,00 0,60 -
10,00 1 H Mujeres 0,50 - B Mujeres
8,00 - H Hombres 0,40 - mbres
6,00 -
0,30 -
4,00 -
0,20 -
2,00 -
0,10 -
0,00 -
NK NK CD56DIM  NK CD56- NK 0’00 _
D16+ D16+ CDS6+CD16- NKT NKT CD56+ CD16+ NKT CD56+ CD16-

Figura 15 Grafico de barras en el que se comparan las medias obtenidas para los subtipos de NK y NKT en sangre
en controles agrupados segun el sexo.

Para los subtipos de NK y NKT no encontramos valores significativos ni tendencias.
Por lo tanto se descartan las diferencias por sexo en este rango de edad.

B. Correlacion entre sangre y brush
A continuacion analizaremos si las subpoblaciones linfocitarias encontradas en la
sangre de sujetos sanos estan relacionados con los IELs de la conjuntiva tarsal.

Para este estudio se emplearon sélo los datos de los participantes de los que
obtuvimos ambas muestras de sangre y brush (n=3) y se compararon las medianas.
Utilizamos la prueba de correlaciones de Pearson. Consideraremos valores de: p<0,05
diferencia significativa (*); 0,05<p<0,2 tendencia (#); p>0,2 sin diferencia.
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Figura 16 Comparacion de las medianas obtenidas de las subpoblaciones de linfocitos T Y B para sangre y brush
de individuos sanos.

Con la prudencia de haber analizado sélo 3 muestras, parece que todos las
proporciones de las subpoblaciones de linfocitos T aparecen conservadas entre
sangre periférica y cepillado conjuntival salvo CD4"CD45RA" (p= 0,148) en el que se
observa una posible disminucién en brush y un notable incremento de TCRyd
(p=0,096), como era esperable, ya que son propios de los epitelios y tal y como se
refleja en otros estudios en mucosas. ¥’ El cociente CD4/CD8 en brush aparece
invertido, tal y como encontraron Reinoso y colaboradores®®, donde el nimero de
células T CD8 era mayor que el de las células T CDA4.

14,00 » En brush no se puede descartar
12,00 un aumento en Thl (p= 0,173) en
10.00 conjuntiva. Sin embargo, deberia
800 _ ampliarse la n del estudio para
600 HBrush | [legar a conclusiones mas sélidas.
' W Sangre
4,00 -+
200 4 Figura 17 Comparacién de las medianas
’ obtenidas de las subpoblaciones de linfocitos
0,00 - T CD4 memoria para sangre y brush de
TREGS ~ TH1 TH1/17 TH2  TH17  TH22 individuos sanos.
9,00 # 18,00
8,00 16,00
7,00 14,00 -
6,00 i
500 W Brush 12,00 W Brush
4,00 msangre | | 1090
8,00 -
3,00 o W Sangre
2,00 o
1,00 4,00 -
0,00 2,00 -
NK NK CD56DIM NK CD56- NK CD56+CD16- 0’00 -
CD16+ CD16+ NKT NKT CD56+ CD16+ NKT CD56+ CD16-

Figura 18 Comparacion de las medianas obtenidas de las subpoblaciones de linfocitos NK y NKT para sangre y
brush de individuos sanos.

Por otro lado, se encontr6é una posible disminucion de los NK (p=0,131) en conjuntiva
tal y como encontraron Reinoso R.*°
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ESTUDIOS EN SUJETOS CON PATOLOGIA ALERGICA

A. Estudios preliminares caso-control en sangre periférica

Para este analisis se compararan los valores obtenidos en sangre en nuestros sujetos
control (n=8) con las demas patologias. Al contar con un solo caso de alergia y uno de
dermatitis, se decidié6 hacer una aproximacion estudiando el intervalo de confianza
para la media (a=0,05) para cada variable en sanos. En las siguientes figuras se
representaran los resultados en un diagrama de cajas y bigotes y representaremos los
valores obtenidos para alergia (n=1, azul) y dermatitis (n=1, rojo) para comprobar si
estan dentro o fuera del intervalo.

Como se muestra en la gréafica en el
sujeto con alergia la proporcion de
células T activadas esta4 disminuida,
N cosa que nho se observa en el caso de
% dermatitis  atépica, con valores
analogos a los de los controles. En
- cambio, para el sujeto con dermatitis
atopica encontramos que las Th
virgenes estan disminuidas. Con
% estos resultados preliminares, el
porcentaje de CD4  quedaria
descartado como marcador al no
&l aportar informacién sobre los casos.

(o]

* Alergia %

0 % DermatitisAtdpica

1007

»*°

40

e Th=

T T T T T T T
CD3 sp CD4_SP CD8_sp CD4RA_SP  CDARO_SP  CDBRA_SP  CDBRO_SP

Figura 19 Valores obtenidos en sangre periférica. Grafico de cajas en el que se representa la media, el valor
maximo y el minimo, el intervalo de confianza y los outliers (valores extremos). En azul se representan los
valores obtenidos para nuestro sujeto alérgico y en rojo nuestro paciente con dermatitis atépica.

10,0

i b g

| H é
. %

.t = ¢ /1 B

Y Dermmatitis ardpica e

0.0

TREG‘S?SP TH1:SP TH1 ﬂ‘?iSF' TH2I,SF' TH1 ‘:'7SF' TH2éiSF'
Figura 20 Valores obtenidos en sangre periférica. Grafico de cajas en el que se representa la media, el valor

maximo y el minimo y el intervalo de confianza. En azul se representan los valores obtenidos para nuestro sujeto
alérgico y en rojo nuestro paciente con dermatitis atopica. A la derecha el valor de Th22 aumentado.

Pagina 21 de 57



Los linfocitos T CD4 de memoria se encontraron notablemente disminuidos en el caso
de alergia, siendo normales en dermatitis atdpica. Los Tregs en ambas patologias
estaban ligeramente disminuidos. En cuanto a los Thl podrian ser el marcador mas
informativo de los analizados si se confirman estas observaciones preliminares. En
alergia los Thl estan claramente disminuidos mientras que en dermatitis se
encontraban aumentados, ocurriendo el efecto contrario (y esperable, aunque en
menor magnitud) con los Th2.

En el sujeto alérgico se observé un aumento
en el porcentaje de linfocitos B (control: 11%
vs alergia: 15%) pero la proporcion B,/B,

apenas variaba con respecto a los controles.

*

Por otro lado, para el paciente con DA se vio

I que tenia una mayor proporcion de células

* B1l, donde pudimos ver que un 10% de

] I linfocitos B eran B; frente al 4% de los
sujetos control.

Figura 21 Valores obtenidos en sangre periférica. Grafico
de cajas en el que se representa la media, el valor maximo
|¥| y el minimo y el intervalo de confianza. En azul se
representan los valores obtenidos para nuestro sujeto
alérgico y en rojo nuestro paciente con dermatitis atdpica.

*  Aergia
Jr  Dermatits Atépica

cp1_cp B1_<p 8250 TeR_SP

10 e e
1 =
* (=]
W  Alergia = whr Lo
T e  Dermatitis Atdpica Ptk

T T T v
ra_sp = T T P _CD1E_SP M _CDSE_SP

Figura 22 Valores obtenidos en sangre periférica. Grafico de cajas en el que se representa la media, el valor
maximo y el minimo y el intervalo de confianza. En azul se representan los valores obtenidos para nuestro
sujeto alérgico y en rojo nuestro paciente con dermatitis atépica.

En alergia se observé una disminucion de linfocitos NK (control:11% vs alergia: 2%),
tal y como vieron Lambiase A. y colaboradores, *® donde son los NK citotéxicos los que
disminuyen. En dermatitis, en cambio, observamos una disminucién de los
CD56""CD16".
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0,0

% Alergia
% Dermatitis Atdpica

Para los NKT en alergia se observo
una reduccion en ambos subtipos
mientras que para dermatitis la
reduccién es solamente por parte de
los NKT dobles positivos.

Figura 23 Valores obtenidos en sangre periférica.
Grafico de cajas en el que se representa la media, el
valor maximo y el minimo y el intervalo de confianza.
En azul se representan los valores obtenidos para
nuestro sujeto alérgico y en rojo nuestro paciente con
dermatitis atdpica.

T
T 5P
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MIST_CDS6_CODV6_SP NHT_CDS6_SP

B. Fenotipo linfocitario en cepillado conjuntival-brush

Para el estudio de las poblaciones linfocitarias en conjuntiva tarsal se conté con 4
participantes, 3 de ellos sanos y 1 alérgico. El método estadistico usado ser& el mismo
qgue en el apartado anterior.

ESTUDIO CASO-CONTROL

100
B0 =
&0
40— ! ;
] é i é
Bl S Alarum
r 7 7 T T T T T
cD3_B cha B cD8_B CD4RA_B CD4R0_B CDERA_B CcDERO_B TCR_B

Figura 24 Valores obtenidos en conjuntiva tarsal. Grafico de cajas en el que se representa la media, el valor
maximo y el minimo y el intervalo de confianza. En azul se representan los valores obtenidos para nuestro sujeto
alérgico.

Como vimos antes en controles, los valores de CD8 y CD4 en cepillado conjuntival
estan invertidos con respecto a sangre periférica. En el caso alérgico no se invierten si
no que CD8 sigue con valores mas bajos que CD4. Ademas, otro dato curioso es que,
al igual que en sanos, las CD4 memoria van a seguir siendo mas frecuentes que las
virgenes. La mayoria de los pardmetros analizados difieren de los valores encontrados
en conjuntiva sana, pero es necesario ratificar estas diferencias aumentando la n en el
estudio en ambos grupos.
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Figura 25 Valores obtenidos en conjuntiva tarsal. Grafico de cajas en el que se representa la media, el valor
maximo y el minimo y el intervalo de confianza. En azul se representan los valores obtenidos para nuestro sujeto
alérgico.

Para el paciente alérgico se encontré un notable aumento del porcentaje de Thl y
Th1/Th17 en brush al contrario de lo que encontrébamos en sangre periférica.

157
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Figura 26 Valores obtenidos en conjuntiva tarsal. Grafico de cajas en el que se representa la media, el valor
maximo y el minimo y el intervalo de confianza. En azul se representan los valores obtenidos para nuestro sujeto
alérgico.

Dentro de los linfocitos B, los B, aparecen aumentados respecto a los controles tal y
como ocurria en sangre periférica. Los resultados muestran un aumento de los NK de
los cuales son los CD56°™CD16" los que aumentan. Esta variacion fue observada
también en otros estudios. *

- También se observa una disminucion de
los NKT en conjuntiva tarsal alérgica que
no se apreciaba en sangre periférica.
N Figura 27 Valores obtenidos en conjuntiva tarsal.
Grafico de cajas en el que se representa la media, el
] * valor maximo y el minimo y el intervalo de confianza.
* En azul se representan los valores obtenidos para
N nuestro sujeto alérgico.
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C. ESTUDIO DESCRIPTIVO DE UN CASO - Correlacion entre Sangre y Brush
Varon alérgico, 30 afios, diagnosticado de alergia a pélenes y gramineas.

100 25
80 - 20 -
M Brush 1s M Brush
60 - 1
W Sangre W Sangre
40 - 10 -
20 - >
0 4
0 - cD19 B1 B2
CD3 CD4 (D8 TCRyd CD4RA CD4RO CDSRA CDSRO

Figura 28 Comparacion de los valores obtenidos de las subpoblaciones de linfocitos T y B para sangre y brush de
alérgico.

Para nuestro sujeto alérgico observamos en conjuntiva tarsal una mayor proporcion
respecto a sangre periférica de las CD4, tanto virgenes como memoria, y CD8
memoria. En cambio existe una disminucion de CD8 y de éstas disminuyen las CD8
virgenes. Al igual que ocurria en sujetos control, los linfocitos TCRyd son mas
frecuentes en brush. Los valores de B1 son mas altos pero no superan a los B2.

25 En este caso, en conjuntiva de
alérgico obtuvimos valores de Tregs,
Th22 y Th1/Thl7 més altos vy, al
15 mBrush | contrario que en sangre, los Thl
superan a los Th2.

20

10 W Sangre

Figura 29 Comparacién de los valores obtenidos
TREGS TH1 TH1/17 TH2 TH17 TH22 de las subpoblaciones de linfocitos T CD4
memoria para sangre y brush de alérgico.

4,5

B Brush 25 - Brush

M Sangre 2 1
1,5 -

0,5 -
L 0 -
L T T T NKT NKT CD56+  NKT CD56+

NK NK CD56DIM  NK CD56- CD16+ NK CD56+CD16- CD16+ CD16-
CD16+

B Sangre

O P N W b U1 O N 0 O
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Figura 31 Comparacion de los valores obtenidos de las subpoblaciones de linfocitos NK y NKT, B para sangrey
brush de alérgico.

En sangre los NK mas comunes son los CD56'CD16" mientras que en conjuntiva son
los CD56“™CD16". Al igual que ocurria en sujetos control, los NKT se ven aumentados
en brush.
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COMTROLES ALERGIA DERMATITIS
B1:1,10
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Figura 32 Resumen de los valores obtenidos para las poblaciones y subpoblaciones de linfocitos escogidos en un grafico de sectores. L.
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5. DISCUSION

Con este estudio hemos podido analizar la mayoria de poblaciones y subpoblaciones
linfocitarias en sangre y conjuntiva tarsal con técnicas minimamente invasivas como es
la citologia por cepillado.

Los valores obtenidos en sangre de sujetos sanos nos muestran un predominio de
linfocitos T sobre el resto y que los NK y B van a tener proporciones similares.
Ademas, los Th (CD4) predominan sobre los Tc (CD8) y, dentro de estos, los linfocitos
T virgenes van a tener proporciones mayores a los de memoria. Esto ya fue descrito
por Bisset et al. ** en un andlisis de subpoblaciones linfocitarias en sangre de sujetos
sanos. Para los linfocitos B obtuvimos un predominio de los linfocitos B, sobre los By,
al igual que describieron previamente Ghia P. et al.*® en 2003. Dentro de los subtipos
de Th encontramos que en sangre control los Thl tenian los valores mas altos seguido
de los Th17/Thl, Th2, Thl7 y Th22 volviendo a concordar con un estudio llevado a
cabo por Truchetet M-E et al.** en esclerosis sistémica donde se observa en los
sujetos control la misma relacion, salvo Th17/Th1l que no fue analizado.

Estas subpoblaciones sistémicas pueden variar segun la edad, el sexo o la patologia
de los sujetos en estudio.

Como hemos visto en los resultados, en poblaciones envejecidas (>50) hay una menor
frecuencia en sangre de: CD4 coincidiendo con Andreu-Ballester JC et al. ** (donde
ademas se observé una disminucion de TCRyd), NKT al igual que observaron
DelaRosa O. et al.* y linfocitos B, como ya demostraron Ginaldi L. et al. en sujetos
sanos. ** En este Gltimo estudio vieron como las CD3 virgenes y las B totales también
disminuian con la edad. En cambio, para Thl(aunque no se analizaron células, esto
fue descrito en el afio 2000, * en un andlisis de citocinas) y CD8 memoria
(coincidiendo con Ferrando-Martinez S et al.*®), existe una mayor proporcién de estas
células en sangre de poblaciones envejecidas. Ademas como ya observaron Borrego
F. et al. también hemos encontrado una menor proporcion de NK CD56" (fenotipo con
actividad mas reguladora) en sangre de individuos envejecidos.

Segun el sexo, se observo que existe una mayor proporcion de Th2 en hombres que
en mujeres. Este dato no se pudo contrastar con ningun otro estudio previo.

Las proporciones de subpoblaciones IELs encontradas en la conjuntiva tarsal

superior de individuos sanos  nos muestran -al igual que en sangre- un predominio
de linfocitos T sobre el resto; con la diferencia que en conjuntiva los NK son bastante
mas bajos (5,5%) en comparacién con los B (mas del doble, 13%). Ademas, los Tc
(CD8) predominan sobre los Th (CD4), al contrario que en sangre. Estos resultados se
asemejan a los obtenidos por Reinoso R. et al. ** donde vieron que los valores de NK
eran muy bajos (en torno al 1%) y los B tenian valores del 25% aproximadamente.
Dentro de los subtipos de Th encontramos que en conjuntiva de sujetos sanos, las
células Thl son las mas abundantes, y en cambio, Th2 pasaba a Ultima posicién
teniendo los valores mas bajos. Sobre este ultimo resultado no hemos encontrado
ningan estudio en el que se estudiaran los subtipos de Th en conjuntiva; puesto que
nuestro analisis es pionero en este campo. Hemos observado que en conjuntiva los
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linfocitos T CD4 de memoria tenian valores mas altos que los virgenes pero tampoco
encontramos estudios en el que se relacionara los subtipos de CD4. Por otro lado
encontramos que los linfocitos B; son mucho mas frecuentes que en sangre periférica
y representarian el 44% del total de los B, mientras que en sangre estaban en torno al
4%. Con la prudencia debida a la limitacion del estudio (3 sujetos analizados en
sangre y conjuntiva) podemos resaltar que este resultado podria apuntar a una nueva
localizacién —mucosa- de los linfocitos B primitivos y embrionariamente primordiales
como son los B3, que se sabe se localizan en las cavidades pleurales y peritoneales, y
que se diferencian fundamentalmente durante la vida embrionaria *>%.

Los Thl y los linfocitos T con receptor TCRyd son mas frecuentes en conjuntiva que
en sangre. Este aumento de TCRyd sobre las células mas abundantes en sangre
(TCRap) fue observado también en epitelio pulmonar por Augustin A. et al.* Tanto en
el subtipo Th2 y como en las CD4 virgenes encontramos una menor proporcién de
células con respecto a los valores obtenidos en sangre periférica.

En cuanto a los cambios en patologias de etiologia alérgica, en nuestro sujeto con

alergia estacional encontramos que en sangre los linfocitos Th (CD4) superaban
ligeramente a los Tc (CD8), por lo que no se descart6 el posible aumento de CD8 en
alergia. En conjuntiva tarsal los CD8 eran bastante mas bajos que los CD4. Este
aumento de los CD4 en conjuntiva alérgica fue reflejado también en un estudio
realizado por Metz DP et al.** Por otro lado los linfocitos B estaban elevados tanto en
sangre (como ya demostraron Leonardi A. et al.**) como en conjuntiva con respecto a
los sujetos control. Los linfocitos B en sangre tenian valores més altos que en
conjuntiva y esa diferencia parece estar relacionada con el incremento de linfocitos By,
gque estaban muy elevados. En cuanto a los linfocitos T CD4 de memoria, en sangre, el
subtipo efector Th2 estaba aumentado y tenian los valores mas altos mientras que en
conjuntiva eran los menos abundantes. Las células CD4 de memoria parecen mas
elevadas que las virgenes en la conjuntiva de este individuo alérgico (aunque no hay
diferencias significativas ni tendencias dado lo limitado de nuestro estudio). Este ultimo
dato es comparable con estudios previos, donde en algunas alergias oculares -como
ya han publicado otros autores “*- se produce este efecto. Sin embargo, en este
mismo estudio encontraron una mayor proporcion de IL-4 con respecto a IFN-y tanto
en sangre como en conjuntiva en sujetos alérgicos diagnosticados de
gueratoconjuntivitis vernal, lo que sugiere que en ambas localizaciones hay una mayor
proporcion de células Th2 sobre Thl. En nuestro caso, esta tendencia so6lo se aprecia
en sangre periférica, y no asi en conjuntiva, donde las células Th2 eran minoritarias.
Sin duda, puede deberse al hecho de que s6lo hemos estudiado un caso, y no sea
representativo (o el tipo de afectacion alérgica no sea equiparable con los otros casos
publicados).

Para nuestro sujeto con dermatitis atépica encontramos que en sangre los linfocitos
Th (CD4) superaban a los Tc (CD8). Los linfocitos B; y Thl estaban aumentados con
respecto a los sujetos control (lo cual era contrario a lo encontrado en la literatura *,
donde se relata un predominio de Th2 sobre Thl). El patrén de células Th efectoras en
este sujeto era muy parecido al encontrado en individuos sanos; esto nos hace pensar
que la paciente pudiera estar mal diagnosticada, o alternativamente bajo tratamiento
inmunosupresor o anti-alérgico (aunque no lo relaté durante la entrevista médica).
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En primer lugar, vamos a tratar de explicar las dif erencias obtenidas entre
sangre y conjuntiva tarsal.

Como sabemos, el cuerpo humano es un organismo que tras muchos afios de
evolucion se ha ido adaptando a las caracteristicas del medio, y no debido al azar sino
a las interacciones entre el propio organismo y su entorno. El sistema inmunitario se
ha especializado en detectar las agresiones externas, para lo que la distribucién de las
células de este sistema se ha supraespecializado (hay células inmunitarias que se
localizan en tejidos linfoides primarios y otras que residen fundamentalmente en
organos periféricos, entre los que se encuentran todos los tejidos linfoides asociados a
las mucosas).

Las mucosas (digestiva, respiratoria, genitourinaria, ocular,...) al ser superficies de
contacto directo con el ambiente y, por tanto, susceptibles a agentes infecciosos y
alérgenos, es légico pensar que necesitaran responder de manera rapida y efectiva
contra patégenos.

En nuestro caso concreto, en la mucosa conjuntival de sujetos sanos la mayor
proporcién de los IELs CD8 con respecto a los CD4 nos hace pensar que es necesaria
una respuesta rapida citotoxica contra agentes extrafios. Las NKT (que son un subtipo
de linfocitos T CD8+) también estan aumentadas y recordemos que tienen gran
flexibilidad funcional: desde la accion citotdxica pura a la produccion de citocinas
inmunorreguladoras.

Pero ademas, aunque la proporcion de linfocitos T CD4 sea menor que en sangre, las
células CD4 memoria superan a las virgenes (al contrario de lo que sucedia en
sangre), lo que nos lleva a proponer que la conjuntiva necesita tener mayor actividad
efectora T.

Dentro de los subtipos Th, en los IELs conjuntivales vemos mas proporcién de Thl,
encargadas de activar respuestas inflamatorias y de la inmunidad innata, y
contrariamente apreciamos una disminucion del perfil Th2. Recordemos que las Th2
son las responsables de las respuestas mediadas por anticuerpos y especializadas en
infecciones por grandes parasitos, afeccion poco comun en superficie ocular. También
hemos encontrado un incremento del perfil Th22 —en conjuntiva respecto a sangre-
gue no sorprende, puesto que las células Th22 son caracteristicas de las mucosas y
son las encargadas de liberar IL-22, una citocina con funcion reparadora de epitelios.

Dentro de los subtipos B, en conjuntiva hay una mayor proporcion B,/B,, es decir, hay
més células B; que en sangre. Las células B; son primitivas, menos especificas (para
algunos autores incluso “innatas”) y contribuyen a la primera linea de defensa contra
agentes infecciosos extracelulares produciendo anticuerpos naturales.

Todas estos datos, en conjunto, parecen decir que la conjuntiva tarsal esta pre-armada
para desarrollar ante una infecciébn una defensa réapida y efectiva. Tanto por el
incremento de las células citotéxicas, Thl y reparadoras del epitelio como por el
incremento relativo de células innatas (de accion inmediata vs a las células adaptivas)
y de células pre-activadas/memoria vs células virgenes.
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Pero veamos que ocurre cuando hay una alergia cona  feccion ocular:

En sangre de un individuo alérgico, hemos visto un desequilibrio con una mayor
proporcion de Th2 y, por consiguiente, una disminucion de células Thl. Como ya
hemos comentado, las células Th2 van a ser responsables de respuestas mediadas
por anticuerpos (incluida la IgE de las respuestas inflamatorias alérgicas) y van a
activar a las células B, de ahi que haya también una mayor proporcion de los linfocitos
CD19 y por consiguiente de las células B, que son las encargadas de producir
anticuerpos especificos de gran afinidad para el alérgeno. Las células NK disminuyen
en sangre lo que nos hace pensar que en alergia no son los actores principales y se
necesita una respuesta mas especifica.

Sin embargo, en la conjuntiva de alérgicos encontramos un perfil muy similar al de
conjuntivas sanas. Si lo comparamos con los datos sistémicos (sangre), en conjuntiva
aumentan los subtipos Thl, Th22, T memoria, NKT y B;. Lo que nos lleva a pensar
gue en alérgicos prevalecen algunas condiciones propias de una conjuntiva sana.

Las caracteristicas regionales propias de esta patologia se resumirian como el
aumento de células B, y CD4 totales. Al contrario de lo apreciado en individuos sanos,
donde CD4 era menos frecuente que CD8, en la conjuntiva de individuos alérgicos los
linfocitos CD4 son mayoritarios frente a los CD8. Este aumento de CD4, puede estar
asociado al incremento del subtipo B, productoras de anticuerpos de alta
especificidad. No se aprecia en el individuo estudiado el incremento esperable de
células Th2 conjuntivales (que si se detecté en sangre); pensamos que puede tratarse
de un caso aislado y hay que aumentar —claramente- el nUmero de sujetos alérgicos
en estudio; pero sabemos que le hemos estudiado en un momento sin “brote” alérgico
estacional, y que el incremento de células con un perfil mas inmunorregulador (B;,
NKT, Th22 entre otras) tuvieran a las Th2 bajo control. Otra posible explicacion de esta
aparente contradiccion es que en nuestro analisis de células Th2, no se ha analizado
(por imposibilidad técnica) la sintesis intracelular de IL-4, que es el parametro mas
universalmente utilizado, sino presencia de receptores de quimiocinas de superficie.

Finalmente, las células NK CD56%™CD16" (citotxicas) parecen mas abundantes en
alérgicos que en conjuntivas de individuos sanos.

Todas estas teorias necesitan estudiarse mas a fondo y podrian variar en mayor o
menor grado ya que nuestro nimero de participantes es todavia muy reducido y en la
mayor parte de los casos mencionados en el estudio las diferencias entre
subpoblaciones no alcanzan significacion estadistica.

Pagina 30 de 57



6. CONCLUSIONES

1. Hemos sido capaces de caracterizar fenotipicamente los distintos tipos y subtipos
de linfocitos T, B y NK tanto en sangre periférica como “intraepiteliales” de la
conjuntiva tarsal en sujetos sanos e individuos con patologia alérgica.

« Hemos encontrando que la distribucién relativa de las distintas
subpoblaciones linfocitarias concuerda mayoritariamente con estudios
previos tanto en sangre periférica, como en los IEls conjuntivales. La
Unica salvedad es la menor proporcién de Th2 obtenida en conjuntiva
alérgica, contraria a lo descrito previamente.

» Para muchos subtipos linfocitarios de la conjuntiva, los datos obtenidos
son pioneros y no se han podido contrastar con estudios previos, por no
existir.

2. Hemos sido capaces de comparar y correlacionar el fenotipo linfocitario sistémico
(sangre) con el regional (conjuntival) encontrado diferencias, que en algunos casos
estaban ya descritas para otras mucosas (aumento de células TCRyd en GALT) y
en otros casos han resultado completamente novedosas (aumento de linfocitos B,
y Thl).

3. Podemos decir que tanto la edad, como el sexo y la patologia de etiologia alérgica
son factores que influencian en las proporciones relativas de las subpoblaciones
linfocitarias tanto en el sistema inmunitario sistémico (sangre) como regional
(conjuntiva). Si bien, las diferencias en muchos casos no alcanzan significacion
estadistica, dado el escaso numero de sujetos analizados.

4. Con los resultados obtenidos, podriamos postular posibles marcadores
diagnosticos, como por ejemplo:
* En pacientes con alergia se aprecia en sangre un predominio de Th2
sobre Thl junto con una disminucion de NK y aumento de los linfocitos
B. Si se diagnosticara mediante brush conjuntival, la inversion de
CD4/CD8 junto con un aumento de las CD4 efectoras/memoria
(CD45R0), Thl y linfocitos B totales podrian ser Utiles.
« En el caso de la dermatitis atépica, s6lo detectamos en sangre un
aumento de Thl con respecto a los sujetos sanos; es muy precipitado
sacar conclusiones para un diagnostico diferencial.

Este TFM se ha desarrollado en el marco de un proyecto amplio; ha servido como
puesta a punto del estudio de las diferentes subpoblaciones linfocitarias. En el
contexto de este proyecto, hay que aumentar la n tanto de sujetos sanos, como de
pacientes con patologia ocular alérgica para conseguir que las diferencias o analogias
gue se detecten tengan significacion estadistica, y por lo tanto se puedan postular
realmente marcadores del diagndstico diferencial.
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ANEXO 1 - Consentimiento Informado

Titulo del Estudio: BIOMARCADORES INFLAMATORIOS PAR A EL DIAGNOSTICO
DIFERENCIAL Y SEGUIMIENTO DE CONJUNTIVITIS
ALERGICA .

N° de estudio: Pl-14-213

Dra. Carmen Martin Alonso (Tf. 983 186399); Dr.ralfo Corell AlImuzara

Coordinadores:
oordinadores (Tf. 983423187)

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

Centro:

Instituto de Oftalmobiologia Aplicada (IOBA), Universidad de
Valladolid. Campus Miguel Delibes, P° de Belén 177011 Valladolid

Se le ha invitado (Vd. o su hijo/a) a participaruanestudio clinico coordinado por el IOBA y la Bkad

de Medicina para pacientes que padecen procesagcakd oculares, ya sea queratoconjuntivitis vernal
(QCV), queratoconjuntivitis atdépica (QCA) y/o confivitis alérgica aguda/crénica y su diagnéstico
diferencial con otras patologias de la superficiglar.

Este formulario de consentimiento describe el éstyd su papel (de Vd. o su hijo/a) en él. El
investigador respondera todas las preguntas qug texferentes al estudio y sus procedimientos. Por
favor, lea atentamente este formulario y realiciasolas preguntas que tenga sobre la informacién qu
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 correlacion entre las concentraciones lacrimales y
plasmaticas de los diferentes marcadores inflamatorios

Participacion voluntaria

Debe saber que su participacion (de Vd. o su higriaeste programa es voluntaria y que puede decidi
no participar o cambiar su decision y retirar eisgntimiento en cualquier momento, sin que porsdlo
altere la relacién con su médico ni se produzcpuisey alguno en su tratamiento.

Descripcién general del estudio. Procedimiento.

Para este procedimiento NO se le administrara niat#o extraordinario alguno. Si acepta la
participacion (Vd. o su hijo/a) mediante la firma @ste documento, se le recogera lagrima. Pacania t
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de lagrima se utilizaran capilares dalgglass capillary micropippetes; Drummond, REF DINRLJOOO-
0040, 5ul, 32 mm; VWR 53440-067), que se colocaran en eltccaxterno de un dnico ojo. A
continuacion, se realizard una Unica extraccioeélelas de conjuntiva. Previa anestesia topicad@,0
Oxybuprocaine), se procedera a la rotaciéon suaveegdio (Cytobrush® plus GT, Medscand Medical,
Sweden) sobre la conjuntiva tarsal superior, lanmaigona que su médico evallUa rutinariamente en la
consulta. Esta maniobra se repetird en 3 ocasimass siempre realizandolo en el mismo sitio y don e
mismo medio. Se le extraera un maximo de 10mL dgrsaperiférica (1 tubo EDTA K3, 1 tubo de
Heparina de Sodio)

Usted deberé notificar al responsable del estudém £ momento de la misma(Vd. o su hijo/a) padece
alguna enfermedad y/o estd tomando algun tipo eeiaacion, bien sea bajo prescripcion o no. Al

aceptar participar en este programa permitird ggensuestras se utilicen para el estudio de parametr

relacionado con la respuesta inmune.

Manejo de las muestras

Las muestras obtenidas no se etiquetaran con nidgi@nque permita revelar la identidad del donante.
Las muestras obtenidas se recogeran en difereipes tle tubos para su procesamiento y seran
conservadas y almacenadas hasta su posteriorigedlis| laboratorio.

Confidencialidad

El tratamiento, la comunicacién y la cesion de diztos de caracter personal de todos los sujetos
participantes se ajustara a lo dispuesto en laQrmpanica 15/1999, de 13 de diciembre de protead@n
datos de caracter personal. De acuerdo a lo gablese la legislacion mencionada, usted puedeegjerc
los derechos de acceso, modificacion, oposicidéangelacion de datos, para lo cual debera dirigirse
médico del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran idemadids mediante un cédigo y solo su médico del
estudio/colaboradores podréan relacionar dichossdada usted y con su historia clinica. Por lo tasto
identidad (de Vd. o su hijo/a) no sera reveladaragna alguna ajena a los procedimientos aquiitbescr

Solo se transmitiran a terceros y a otros paisesldbos recogidos para el estudio que en ninglm cas
contendran informacion que le pueda identificarectmmente, como nombre y apellidos, iniciales,
direccion, n° de la seguridad social, etc. En sbade que se produzca esta cesion, sera paradomomi
fines del estudio descrito y garantizando la carfadalidad como minimo con el nivel de proteccién d
la legislacion vigente en nuestro pais.

El acceso a su (de Vd. o su hijo/a) informaciorspeal quedara restringido a los investigadores del
estudio/colaboradores, autoridades sanitarias (@gerEspafiola del Medicamento y Productos
Sanitarios), al Comité Etico de Investigacién @iény personal autorizado por los responsables,douan

lo precisen para comprobar los datos y procedimgégentel estudio, pero siempre manteniendo la
confidencialidad de los mismos de acuerdo a |alagion vigente.

En ninguno de los informes del programa aparecaréambre (de Vd. o su hijo/a). Cualquier
informacion de caracter personal que pueda setifidable sera conservada y procesada por medios
informaticos bajo condiciones de seguridad (enicimefo registrado en la ANPD), con el propdésito de
determinar los resultados del estudio. Toda lamézion, incluido el mantenimiento de su anonimsgo,
tratar4 conforme a la legislacion vigente. Su namiw figurara en ningln informe relacionado coma est
evaluacion y su identidad no se revelara a ning@r@apersona en ninguna circunstancia. De acuendo ¢
la ley vigente tiene Vd. derecho al acceso de sissdpersonales; asimismo, tiene derecho a su
rectificacion y cancelacion. Si asi lo desea, debketicitarlo al responsable o responsables dejranoa.
Asimismo, en cumplimiento del RD1716/2011, le inf@amos de que los posibles excedentes de las
muestras que Vd. o su hijo/a. cede, seran destr@id@| plazo de 2 meses tras finalizar el estudio.
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Otra informacion relevante

A partir de los estudios que se realicen se pambfaner informacion de importancia para su satled (
Vd. o su hijo/a) y la de sus familiares. La infoniden que se obtenga de un analisis le sera condaica
exclusivamente a Vd., cuando sea relevante pasalsd.

Si usted decide retirar el consentimiento paraqyaar en este estudio, ningln dato nuevo seréiddiad
la base de datos y, puede exigir la destruccidiodizs las muestras identificables previamente idaen
para evitar la realizacion de nuevos analisis. Ti@mbebe saber que puede ser excluido del progsama
los responsables del estudio lo consideran opartuno

Riesgos

El cepillado conjuntival puede provocar alguna retieo alguna irritacion leve local también tramsé.

La extraccion de sangre periférica puede provolgamas molestias, ansiedad transitoria o un henmatom
0 una hemorragia leves locales. No obstante, léidaghde sangre extraida no causara ninguna otra
molestia ni anemia, ni seré perjudicial para sudsal
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DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Titulo del Estudio: BIOMARCADORES ~ INFLAMATORIOS ~PARA EL  DIAGNOSTICO

DIFERENCIAL Y SEGUIMIENTO DE CONJUNTIVITIS ALERGIC A.

N° de estudio:

Pl-14-213

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

Centro: DPTO. PEDIATRIA E INMUNOLOGIA, OBSTETRICIA Y

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

Instituto de Oftalmobiologia Aplicada (IOBA), Universidad de Valladolid. Campus
Al firmar abajo, yo declaro que:

1) He leido, o me han leido, y entiendo completamehteontenido del formulario de
informacién adjunto, Version 2 Final de 28 de Mago2015.

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

3) Acepto de forma voluntaria participar en este astul investigacion y sé que puedo
retirarme del estudio en cualquier momento sin spi@ea afectada la continuidad de mi
tratamiento

Responsables: S Rubio, M Cano,Dra V Marqués, DHékferas, Dra A Armentia, Dra.

Carmen Martin Alonso y/o Dr. Alfredo Corell AimuzaDireccion: DPTO. PEDIATRIA E

INMUNOLOGIA, OBSTETRICIA Y GINECOLOGIA, NUTRICION YBROMATOLOGIA,

PSIQUIATRIA E HISTORIA DE LA CIENCIA , Facultad deledicina Universidad de

Valladolid Av/ Ramon y Cajal s/n 47005 Valladolidstituto Universitario de Oftalmologia

Aplicada — Paseo de Belénl7 — 47011 - Valladoliginro de Teléfono : 983 184 750/4755;

me ha explicado la informacion para el pacientefgrenulario de consentimiento y comprendo

lo que implica la investigacion.

4) He comprendido completamente que los representaetegatrocinador, el Comité Etico
Independiente o los representantes de las autesdesjulatorias pueden examinar mis
registros médicos donde aparece mi nombre paréicaeria exactitud de la informacion
obtenida y entiendo que estas personas tendréebel de manejar esta informacion con
confidencialidad utilizandola solamente con un tpelegitimo para la salud publica.

5) Se me entregara una copia firmada y fechada ddagstalario de consentimiento para mis
propios archivos.

Nombre del Paciente

Firma chaFe

(Debe ser firmado y fechado por el paciente)

Nombre del representante legalmente autorizado
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Firma chaFe

(Debe ser firmado y fechado por el representag@mente autorizado -si

aplica-)
Nombre del Investigador
Firma chaFe
(Debe ser firmado y fechado por el investigador)
Nombre de la persona que particip6 en la discubsdiCl
Firma chaFe

(Debe ser firmado y fechado por la pesague explico el consentimiento
informado)
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ANEXO 2 - Criterios de Inclusion/Exclusion

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.

Normalidad en Test OSDI.

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

EXCLUSION

Padecer patologia crénica 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.

Para pacientes con alergia ocular:

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 afnos.

Diagnostico de queratoconjuntivitis vernal, queratoconjuntivitis atépica y/o
conjuntivitis alérgica aguda/cronica.

EXCLUSION

Padecer patologia crénica 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 3 - Cuaderno de recogida de datos

CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS

Patologia:

D Queratoconjuntivitis vernal

I:l Queratoconjuntivitis

atépica
|:| Conjuntivitis alérgica |:| Diagnosticado (Prick test)
CDermatophagoidespteronyssinus [ Soja [Lolium perenne Hlasp erglllus

fumigatus
CDermatophagoidesfarinae O Avellana OPhleum pratense ClAlternariaalternata
O Gato 0 Gambas [0 Poa pratensis ClAnisakis
O Perro O Kiwi [0 Abeja (veneno) [IBetulaverrucosa
O Clara de huevo O Melocoton O Avispa (veneno) [JOlea europea
O Leche devaca O Lentejas [0 Cucaracha DAmbrOSI'(J“ .
artemisiifolia

[0 Bacalao O Garbanzos O Latex OArtemisa vulgaris
O Trigo ODactylisglomerata [Cladosporiumherbarum [Parietaria judaica
[ Cacahuete 0 Otros:

Sujeto Control:l:l

N2 muestra:

Paciente: N2 historia:

Edad:

Sexo: OOV OM Raza:

Fecha de recogida: Lugar de recogida:

Ojo:
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EVALUACION DEL PACIENTE.
ANAMNESIS

Habitos de vida (tache lo que proceda):

1. ¢éA qué tipo de poblacion pertenece? D’al Dana |:| Semiurbano

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

3. ¢Fuma usted? |:|S|' |:|No

4. ¢Consume usted estupefacientes?

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

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

En caso afirmativo, dénde practica la actividad fisica: D libre RDnto cerrado
Cual es la intensidad: Doderada (<180ppm) Densa (>180ppm)

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

éCuadl?

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

éCudl?

Pagina 42 de 57



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

OAsma, O Esclerodermia,
CIBronquitis, O Colitis ulcerosa,

[ Rinitis, O Enfermedad de Crohn,
] Dermatitis atdpica, ] Neoplasias hematoldgicas,
OlArtritis, CTrasplantes,
CJEnf.deBehcet u otra vasculitis, O Transfusion,
OTuberculosis, 0 Quimioterapia,
[Sarcoidosis, ] Radioterapia

O Lupus, O Embarazo
OAmiloidosis, [0 Menopausia

O Enfermedades del colageno, ] Patologia autoinmune

[ Sindrome de Sjogren,

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

5. éTiene o ha padecido algun cuadro inflamatorio agudo de origen no-alérgico en las dos
semanas previas?
Oinfeccion de oido, Oinfeccion de vias respiratorias, CISinusitis, C1Gastroenteritis aguda, ]
Otra

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

ultimos meses)
[] si [] w~o

e ¢Cudl?
e (Paraqué?

e ¢Desde cuando?
Historia Oftalmoldgica:

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

¢Hace cuanto tiempo?
Ojo seco
Uveitis

Queratitis infecciosa

O0O0008S
Ooofde

Conjuntivitis
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2. ¢Alguien de su familia ha tenido alguno de los procesos oculares anteriormente descritos?
Especifique cual.
3. ¢Se ha sometido a alguin procedimiento ocular quirtrgico/laser, cdmo por ejemplo cirugia

refractiva?

si ] w~o []

Especifique cual.

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

12!

Nombre y dosis éHace cuanto tiempo?
Antihistaminicos
AINEs

Corticoides
Ciclosporina A
Antibidticos
Antiglaucomatosos

Estabilizadores de
membranas celulares

Inmunomoduladores

OO0 0000000
OO0 0 00000038

Otros

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

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

[ Blandas; [0 Desechables; [dSemirigidas; [ Duras.

7. éCudnto tiempo al dia utilizo las lentillas en la dltima semana?

|:| 0 hora|:|5 horas S-DhorasMés de|:| horas

Test OSDI-Ojo Seco

El Test OSDI (ocular surfacediseaseindex) es un test sencillo creado para establecer una
gravedad y clasificacion del ojo seco segun su sintomatologia.
Conteste a las siguientes preguntas marcando la casilla que mejor represente su respuesta:
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é¢Ha experimentado alguna de las siguientes alteraciones durante la Gltima semana?

FRECUENCIA
Casi en El 50% Casi en En
En todo c .,
momento todo _ del ninglan ningan
momento | tiempo | momento | momento
Sensibilidad a la luz
Sensacion de arenilla en los ojos
Dolor de ojos
Vision borrosa
Mala vision
é¢Ha tenido problemas en los ojos que le han limitado o impedido realizar alguna de
las siguientes acciones durante la ultima semana?
FRECUENCIA
Casi en El 50% Casi en L,
En todo ., En ningln
momento todo _ del ningdn momento No Se
momento tiempo momento
Leer
Conducir de noche
Trabajar con un ordenador o
utilizar un cajero automatico
Ver la television
é¢Ha sentido incomodidad en los ojos en alguna de las siguientes situaciones durante
la altima semana?
FRECUENCIA
En todo Casi en El 50% Casi en En No Se
momento todo del ningan ningan
momento tiempo momento | momento
Viento
Lugares con baja humedad
(muy secos)
Zonas con aire acondicionado
Puntuacién total OSDI:
TOMA DE MUESTRA

Oftalmélogo/dptico:

- Fechay hora de recogida:

LAGRIMA

- Fechay hora del andlisis:

(2 capilares = 4pL de cada ojo)
TBUT: seg.

ANESTESIA TOPICA

TEST SCHIRMER:

mm/5min
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- Fechay hora de recogida:
> | BRUSH Y d

- Fechay hora del andlisis:

EVALUACION DE TINCION CON FLUORESCEINA: Cérnea Conjuntiva

(segun Escala de Oxford)

PANEL GRADO CRITERIO

A
@ 0 Tincién igual o menor a Figura A

B
I Tincién mayor a figura Ay menor o igual que B

C 7
@@h Il Tincién mayor a figura By menor o igual que C

1l Tincién mayor a figura C y menor o igual que D

v Tincién mayor a figura D y menor o igual que E

>E \ Tincién mayor a figura E

7. EVALUACION DE TINCION CON ROSA DE BENGALA:

(segun Escala de van Bijsterveld)

GRADUACION DE VAN BIJSTERVELD

Conjuntiva bulbar temporal Area corneal Conjuntiva bulbar nasal
A B C
A B C

0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

Puntuacion global=A+B +C =

Valore el punteado utilizando la escala de 0 a 3:

0 = Sin puntos coloreados 2 = Zonas coloreadas bien definidas
1 = Presencia de algunos puntos 3 = Coloreado total
8. El paciente cumple con los criterios de inclusidn/exclusién: Sl NO
Firma el consentimiento informado: |:| S |:| NO |:| |:|
Fecha:
10 - Fechay hora de recogida:
SANGRE —
- Fechay hora del andlisis:

Enfermero:
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ANEXO 4 - Anticuerpos

Tabla 1. Distribucidn y caracteristicas de los anticuerpos en los distintos tubos vy fotomultiplicadores del citoémetro.

FL: Fotomultiplicador, BD: becton dickinson (San José, California, LUSA), BL: BioLegend (San Diego, CA, USA), BC:
Beckman Coulter (Marseille, France), |5: Immunostep (Salamanca, Spain), Cal: Caltag Laboratories (Burlingame, CA, USA),
Mi: Miltelvi Biotec (Auburn CA, USA). FITC: Fluoroisotiocianato de Fluoresceina, PE: Ficoeritrina, ECD: Ficoeritrina-Texas
Red-», AFC: Aloficocianina.

CD183-FITC CD16-FITC CD19-FITC
FL1 GO25HT 368 467
i 1961, K lgG1 IS |0G1 K BD
Ac  JCD45R0-PE CD196-PE CD25-PE CD8-PE TCR pan y/d-PE
FL2 [Clon JUCHL1 GO34E3 BCY6 385 IMMUS10
g |lgG2a. K BDigc2s, k BL Jig61, BL |ig62a Cal |igG1 BC
Ac  |CD8-ECD CD4-ECD CD45-ECD CD45-ECD CD45-ECD
FL3 [Clon |SFCI21Thy2D3 SFCI12T4D11 1 133 133
o |lgG1 BCliss! l9G1 lgG1 lgG1 B
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TUBO 1 - Tc, Th y Estado Madurativo
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Figura 5. Dot plots e histogramas para la citometria de flujo del tubo 1. A) Side scatter (SS) frente a CD3, gate en L
para seleccionar los linfocitos CD45°CD3". B) Histogramas obtenidos para el tubo 1: CD45RA, CD45R0, CD8 y CD4. C)

Separacion de CD4 y CD8 en células virgenes (CD45RA) y memoria (CD45R0).
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TUBO 2 - Linfocitos T Cooperadores
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Figura 6. Dot plots para la citometria de flujo del tubo 2. A) Side scatter (SS) frente a CD4, gate para seleccionar los
linfocitos CD45°CD4". B) Gate "z" para seleccionar los linfocitos Th22 (CD196°CD194°CD183 CCR10") C) Gate "w" para
seleccionar Th2 (CD194°CD183 CD196 CCR10), Th17 (CD194'CD183 CD196'CCR10) y gate "v" para seleccionar Thl
(CD194'CD183'CD196 CCR10) y Th1/Th17 (CD194 CD183*CD196'CCR10)
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TUBO 3 - Linfocitos T Reguladores
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Figura 7. Dot plots e histogramas para la citometria de flujo del tubo 3. A) Side scatter frente a CD45, gate en D para
seleccionar los linfocitos CD45" B) Histogramas obtenidos para el tubo 3: CD4, CD3, CD127 y CD25. C) Gating para
seleccionar los linfocitos CD3*CD4" y de ahi obtener el porcentaje de Tregs (CD25°CD127).
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TUBO 4 - NK'y NKT
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Figura 8. Dot plots e histogramas para la citometria de flujo del tubo 4. A) Gate en D para seleccionar los linfocitos
CD45" B) Histogramas obtenidos para el tubo 4: CD16, CD8, CD3 y CD56. C) Gating para seleccionar los linfocitos
CD3"CD8" (izquierda) y obtener los NKT, dos subpoblaciones: CD16-CD56+ y CD16+CD56+ (derecha) D) Gating para

seleccionar los linfocitos CD3" (izquierda) y obtener los NK, tres subpoblaciones CD56
funcidn citotdxica y CD56+CD16- con funcidn reguladora.
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TUBO 5 - Linfocitos By TCR yd
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Figura 9. Dot plots e histogramas para la citometria de flujo del tubo 5. A) Gate en D para seleccionar los linfocitos
CD45" B) Histogramas obtenidos para el tubo 5: CD19, TCRyd, y CD3. C) Gating para seleccionar las subpoblaciones de
linfocitos B (CD19%), B, (CD5") y B, (CD5).
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Anexo 6 - Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico usamos la versién 18.0 del software IBM SPSS Statics. Se realizdé un estudio descriptivo de los resultados y pruebas no
paramétricas para n<30. Prueba de Mann Whitney para muestras no relacionadas y Analisis de correlacién de Pearson para muestras relacionadas.

Mann Whitney- Estadisticos de contraste - Valoresgra sangre de sujetos control agrupados por sexo

NK_CD56 NK NK NKT_CD56 NKT
CD3 CD4 CD8 | TREGS TH1 TH1/17 TH2 TH17 | TH22 NK NKT CD19 Bl B2 TCR CD4RA | CD4R0O | CD8RA | CD8R0O CD16 CD16 CD56 CD16 CD56
U\;jvimaer;/n_ 2,00 | 3,00 | 2,00 | 3,00 | 2,00 | 4,00 | 0,00 | 2,00 | 0,00 | 4,00 | 3,50 | 3,00 | 1,50 | 3,00 | 3,00 | 2,00 | 3,00 | 3,00 | 3,00 2,00 4,00 | 2,00 2,00 1,00
Si[gz'*g%c‘a ,533 | ,800 | ,533 | ,800 | ,533| 1,00 | ,133 | 533,133 1,00 | ,800 | ,800 | ,267 | ,800 | ,800 | ,533 | ,800 | ,800 | ,800 | ,533 | 1,000 | ,533 ,533 ,267
unilateral)]
Mann Whitney- Estadisticos de contraste - Valoresgra sangre de sujetos control agrupados por edad
NK_CD56 NK NK NKT_CD56 NKT
CD3 CD4 CD8 | TREGS | TH1 | TH1/17 | TH2 | TH17 | TH22 NK NKT CD19 Bl B2 TCR | CD4RA | CD4R0O | CD8RA | CD8RO CD16 CD16 CD56 CD16 CD56
U@ii';flign' 5,00 (0,00 4,00 4,00 [1,00| 6,00 [4,50(4,00]4,00|4,00(0,00]| 6,00 [1,00| 6,00 |4,00( 4,00 | 6,00 | 400 | 0,00 | 400 | 4,00 | 1,00 2,00 0,00
Sig. exacta
[2*(Sig. ,8571,071 | ,643 | ,643 |,143| 1,000 | ,643|,643|,643|,643|,071| 1,000 |,143|1,000],643| ,643 |1,000| ,643 | ,071 | ,643 ,643 | ,143 ,286 ,071
unilateral)]
Analisis de correlacion de Pearson - Valores para de sujetos control agrupado por muestr a (Sangre vs Brush)
NK_CD56 NK NK NKT_CD56 NKT
CD3 CD4 CD8 TREGS TH1 TH1/17 TH2 TH17 TH22 NK NKT CD19 Bl B2 TCR CD4RA | CD4R0O | CD8RA | CD8RO CD16 CD16 CD56 CD16 CD56
C.de ,007 | ,047 | -526 | ,882| -963| ,332| -939| -,281| -,495(,979 | ,473| -936|,771| -,623| ,989| ,973| -175| -,444| -282| -279| ,723|-,726 ,363 | -,487
Pearson
Sig. ,996 | 970 | ,647| ,312| ,173| ,784| ,224| ,819| ,670|,131| ,686| ,230|,439| ,572| ,096| ,148| ,888| ,707| ,818 ,820 | ,486 | ,483 ,764 | 676
(bilateral)
N 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
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Anexo 7 - Valores en sangre

Tabla 4 * Valor medio * Desviacidn tipica (Valor Minimo - Valor Maximo)

VALORES EN SANGRE PARA INDIVIDUOS SANOS

FENOTIPO

cp3’
cp3’/cpa’

cp3*/cps’

CD3*/CD4*/CD25'/CD127
CD4"/CD183°/CD194/CD196
CD4*/CD183"/CD194/CD196"
CD4"/CD1837/CD194"/CD196
CD4*/CD183/CD194°/CD196"
CD4"/CD183'CD194°CD196°CCR10
CD37/CD56°/CD16"
CD3"/CD8'/CD56"/CD16"

CD19*

CD19'/CD5"
CD19°/CD5

CD3"/ TCR yd*
CD3"/ CD4*/CDA45RA
CD3"/ CD4*/CD45R0"
CD3"/ cD8'/CD45RA"
CD3"/ CD8"/CD45R0"
cDp3/cp56”"/cD16"
CD37/CD56/CD16"
CD37/CD56°/CD16
CD3'/CD56'/CD16"
CD3"/CD56'/CD16°

+

+

DESCRIPCION
Linfocitos T
Linfocitos T,

Linfocitos T,

Linfocitos T reguladores

Thl
Th17/Thl
Th2
Th17
Th22
Linfocitos NK
Linfocitos NKT
Linfocitos B
Linfocitos B1
Linfocitos B2
Linfocitos TCR yd
Th virgenes
Th memoria
Tc virgenes
Tc memoria
NK cD56”'cD16"*

NK CD56 CD16"
NK CD56°CD16
NKT CD56'CD16
NKT CD56°/CD16

+

76,85 +4,80
45,08 £ 6,05
31,43 +5,59
1,97 +0,54
8,55+3,15
3,65+1,69
3,41+0,73
1,19+0,73
0,10 +£0,07
11,09 * 4,06
0,45 +0,21
10,75 * 3,06
0,44 +£0,20
10,31 +£2,99
3,35+£2,50
30,25+6,73
23,16 £ 6,50
22,25 +5,35
7,21 +3,57
3,17 £1,49
7,45+ 3,84
0,46 + 0,56
0,16 + 0,07
0,29 +£0,17

PORCENTAJE*
( 69,23 - 8567
( 37,40 - 57,50
(22,90 - 37,10
( 1,42 - 3,03
( 3,8 - 13,02
( 154 - 6,16
( 049 - 468
( 036 - 232
( 001 - 020
( 525 - 16,71
( 031 - 1,24
( 730 - 1520
( 020 - 0,70
(7,00 - 14,50
( 1,30 - 8,00
(19,20 - 41,88
( 12,06 - 33,30
(12,17 - 27,41
( 334 - 1517
( 1,24 - 565
(296 - 12,48
( 012 - 1,80
( 003 - 025
( 008 - 051
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Anexo 8 - Tabla de resultados

H 82,33 42,10 38,40 1,46 4,69 2,42 5,93 1,10 0,08 2,45 0,19 15,40 0,70 14,70 3,10 28,46 16,86 33,92 4,12 0,50 1,82 0,13 0,09 0,09 A
H 75,77 43,20 34,80 1,60 12,02 2,13 4,32 0,86 0,05 15,67 0,48 7,30 0,30 7,00 1,30 28,54 23,11 23,78 7,73 2,87 12,48 0,24 0,21 0,27 s
H 73,30 57,50 22,90 1,84 7,78 5,46 4,68 2,32 0,05 7,37 0,74 15,20 0,70 14,50 1,50 34,72 29,14 12,17 5,42 2,61 2,96 1,80 0,25 0,49 s
H 69,23 43,40 24,70 1,42 8,60 3,95 3,46 0,78 0,11 16,71 0,47 12,70 0,30 12,40 4,60 28,06 23,06 16,33 6,30 4,55 11,86 0,30 0,12 0,35 s
H 85,67 46,10 34,30 3,03 3,83 3,13 3,24 0,36 0,04 5,75 0,36 7,60 0,40 7,20 8,00 41,88 12,06 27,41 3,34 1,58 3,50 0,18 0,21 0,15 s
M 79,53 44,00 34,10 1,29 12,47 2,70 2,65 1,00 0,10 10,49 0,38 10,50 1,10 9,40 3,90 25,07 26,95 26,49 7,22 0,82 9,47 0,16 0,03 0,35 DA
M 80,10 44,60 37,10 1,89 5,34 1,54 2,80 1,88 0,20 10,83 0,72 8,30 0,70 7,60 2,70 33,54 18,38 26,34 5,14 5,65 4,66 0,53 0,21 0,51 s
M 77,23 48,30 27,20 1,67 7,52 6,16 2,60 1,86 0,17 8,15 0,47 14,20 0,60 13,60 1,40 19,20 33,30 21,70 6,20 2,82 5,00 0,31 0,11 0,36 s
M 77,37 40,10 34,10 2,55 13,02 2,15 2,95 0,44 0,01 11,16 0,11 11,30 0,20 11,10 1,60 25,66 25,47 24,45 15,17 1,24 9,80 0,12 0,03 0,08 s
M 76,10 37,40 36,30 1,73 10,29 4,69 3,24 1,01 0,15 13,57 0,25 9,40 0,30 9,10 5,70 30,42 20,78 25,81 8,37 4,00 9,36 0,19 0,14 0,11 s

H 71,57 50,2 22,7 2,76 20,26 9,55 0,28 0,8 1,79 7,67 4,17 20,5 4,7 15,8 59,1 29,68 36,82 27,05 17,75 Bio5) 2,31 1,43 11 3,07 A
H 82,27 33 47,8 2,73 11,06 8,13 0,08 1,14 1,99 4,87 17,15 12,1 6,6 5,5 46,8 14,03 25,23 49,69 20,07 2,07 2,8 0 10,96 6,19 S
H 81,17 42,6 40 3,72 15,38 6,06 0,48 1,82 0,48 2,37 6,1 13,3 6,3 7 68 25,09 28,03 41,96 12,15 1,19 0,32 0,86 0,35 5,75 s
M 78,63 31,5 46,4 1,58 3,85 4,05 0,34 0,34 0,34 8,06 15 13,5 4,2 9,3 57,7 11,95 11,95 51,27 10,22 0,96 4,18 2,89 5,62 9,39 s
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