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RESUMEN

La conjuntivitis adenovirica es una patologia oftalmoldgica extremadamente frecuente
producida por mdltiples serotipos de adenovirus humano. Su dificil diagndstico
etioldgico a menudo retrasa la instauracion de un tratamiento especifico y eficaz por lo
que frecuentemente aparecen complicaciones graves que en muchos casos producen
secuelas definitivas en el 6rgano de la visién. El objetivo principal de este estudio es
buscar un biomarcador que ayude a los oftalmélogos en el diagnostico de la
conjuntivitis adenovirica. Para ello, se seleccionaron 23 pacientes con sospecha clinica
de conjuntivitis adenovirica y 23 individuos sanos (pareados en edad y sexo).
Posteriormente, se procedid a la recoleccidn de células de la superficie ocular mediante
un método minimamente invasivo como es la citologia por cepillado. Por ultimo, se
caracterizd, mediante citometria de flujo, todas las células conjuntivales obtenidas
(epiteliales e inmunes) y se analizd, mediante técnicas de biologia molecular, el ADN
extraido de todos los sujetos con el fin de confirmar el diagndstico clinico de esta
patologia. Nuestros resultados demostraron gue el sistema inmune asociado a la mucosa
ocular de los pacientes con conjuntivitis adenovirica presenta caracteristicas fenotipicas
y funcionales totalmente diferentes a las encontradas en sujetos sanos. Sin embargo, no
fue posible encontrar un biomarcador Util para este tipo de patologia. Otro resultado
obtenido fue que no todas las conjuntivitis atribuidas a este tipo de virus son debidas a
tal patdgeno sino que en muchas de ellas probablemente el agente causal sea otro agente

infeccioso.






1. INTRODUCCION

La conjuntivitis es una inflamacidon de la conjuntiva bulbar y/o tarsal causada por
la accion de agentes infecciosos, alérgicos, toxicos 0 mecanicos. Se trata de la patologia
que con mayor frecuencia afecta al globo ocular y la que més volumen de consultas
origina tanto a nivel de atencién primaria como en atencion especializada. Las
manifestaciones clinicas mas frecuentes son escozor ocular, sensacion de cuerpo
extrafo, hiperemia, lagrimeo, fotofobia y secrecion, ya sea serosa, fibrosa o purulenta.
El diagndstico de las conjuntivitis es eminentemente clinico, pero en muchas ocasiones
se realiza de forma incorrecta, basandose Unicamente en pruebas/tests clinicos, por lo
que para un mejor y mas completo diagndstico, éste debe ser complementado con
pruebas de laboratorio, principalmente del tipo inmunolégico y molecular, y més adn,
cuando ha sido ampliamente demostrado que este desorden provoca alteraciones en el

sistema inmune asociado al ojo.

1.1. CONJUNTIVITIS VIRICAS

Las conjuntivitis viricas son aquellas provocadas por agentes virales. Se engloban
dentro de las conjuntivitis foliculares agudas puesto que el dato clinico maés
caracteristico es la reaccion folicular de la conjuntiva, aungue esto puede estar presente

también en infecciones por chlamydia o conjuntivitis téxicas (Tabla 1).

Tabla 1: Agentes causales de las conjuntivitis foliculares.

AGUDAS CRONICAS

Adenovirus Genero Chlamydia

De inclusion Molluscum contagioso

Herpes simple y herpes zoster Moraxella

Paramyxovirus Sindrome 6culoglandular de Parinaud
Poxvirus Enfermedad de Lyme

Picornavirus Conjuntivitis toxicas
Orthomyxovirus Foliculosis

Togavirus

Los foliculos son agregados de linfocitos rodeados de células plasmaticas y

mastocitos en el estroma conjuntival superficial (Figura 1). En la biomicroscopia de
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polo anterior se evidencian como lesiones blanco-amarillentas sobreelevadas, de forma

oval con vasos sanguineos desplazados a la periferia.

Conjuncival epithelum

mononuciear cells

Conjunctival blood vessels

Figura 1: A: Foliculos en conjuntiva en fondo de saco inferior; B: Esquema de foliculo linfoide

Tanto los virus RNA como DNA, pueden infectar la conjuntiva. Los primeros
normalmente causan cuadros mas leves, mientras que los Gltimos pueden llegar a
amenazar la vision. Los virus mas habituales son virus respiratorios, como adenovirus,
picornavirus, etc., debido por una parte al gran tropismo que tienen por la superficie
ocular (Tabla 2)* y en segundo lugar a la estrecha relacién anatémica existente entre la
superficie ocular y los epitelios respiratorios. De hecho, existe una relacion muy
estrecha ente el sistema linfoide asociado a las mucosas de la conjuntiva y de la mucosa
nasal’. La similitud en la distribucién de receptores celulares para estos virus entre
ambos epitelios, ocular y respiratorios explica el tropismo hacia la superficie ocular.! Se
calcula que suponen el 30% de las conjuntivitis, presentdndose con mayor frecuencia en
los meses de otofio e invierno. Todas ellas presentan una clinica similar con ligeros

matices en la intensidad de los signos y los sintomas.



Tabla 2. Principales virus respiratorios causantes de infecciones oculares.

VIRUS SUBTIPOS TROPISMO ENF OCULAR
Adenovirus Especie D Ocular Queratoconjuntivitis
epidémica
Especie B, C y Respiratorio Ocasional. Conjuntivitis
E folicular aguda o fiebre

faringo conjuntival

Virus influenza H7 Ocular Conjuntivitis

H1, H3, H5 Respiratorio Rara
Virus respiratorio NA Respiratorio Ocasional junto con el cuadro
sinticial respiratorio
Coronavirus N1.63 Respiratorio Rara

SARS Respiratorio No casos reportados
Rinovirus NA Respiratorio Rara

Metapneumovirus

humano NA Respiratorio Rara

NA: no aplicable: sin asociacion de serotipo con complicaciones oculares

Dentro de las conjuntivitis viricas, el agente causal mas frecuentemente implicado
es el adenovirus® Se trata de un virus DNA de morfologia icosaédrica carente de
envoltura (Figura 2).

Existen 55 serotipos* clasificados en HAdV de la A a la G segun las secuencias de
aminoécidos y acidos nucleicos®, aunque el nimero de adenovirus descubierto llega
hasta 60, teniendo en cuenta la gran capacidad recombinante que existe entre las
especies®”’. Puede causar infecciones en distintas mucosas® como en el aparato
respiratorio (especies HAdV-B y C), digestivo (HAdV-F, serotipos 40 y 41) y conjuntiva
(serotipo 3 en HAdV-B, serotipo 4 en HAdV-E, serotipo 8, 19a, 37, 53 y 54 en HAdV-
D), en funcién de las moléculas por las que muestren tropismo®°. Sin embargo casi
cualquier serotipo puede causar afeccion ocular en forma de conjuntivitis folicular
aguda’ (Tabla 2). La carga viral de muestras conjuntivales y lagrima de pacientes con
conjuntivitis por adenovirus es mayor que en el caso de infecciones respiratorias o
digestivas, lo que confiere a las conjuntivitis mayor riesgo de producir infecciones

familiares 0 nosocomiales'®. Ademés es altamente contagiosa, trasmitiéndose por



contacto intimo con secreciones oculares, respiratorias, etc. Es frecuente la
contaminacion de instrumental en consultas de oftalmologia. Los adenovirus presentan
una persistencia en fomites de hasta siete semanas y una alta resistencia a la accién de
los desinfectantes™ 2. Es por ello que se considera una infeccién nosocomial y su
diagnéstico precoz es esencial para evitar epidemias®™. Las infecciones ocurren durante
todo el afio, pero los brotes epidémicos, ocurren con mas frecuencia en invierno y en

primavera'.

7]

Capsid proteins Core proteins Cement proteins
‘ Hexon Q v ol
- X
@— — Fibre @ -
' Penton Base u Mu 3 VI

Figura 2. Representacion esquematica de la estructura de un adenovirus. Lenaerts et al., 2008.



Tabla 2. Serotipos de Adenovirus.

8, 19, 37 Queratoconjuntivitis epidémica y esporadica

11, 37 Conjuntivitis hemorragica aguda epidémica

1-11, 13-16, 29 Queratoconjuntivitis esporadica

2,3,6,7 Fiebre adenofaringo conjuntival

1,2,3,5 Cepas endémicas.

3,7 Conjuntivitis de las piscinas, Fiebre adenofaringo
conjuntival

4,7,21 Enfermedad respiratoria aguda epidémica del adulto

40, 41 Diarrea nosocomial pediatrica

Aunque cada serotipo presenta un tropismo tisular especifico que va a determinar
el cuadro clinico™, muchas veces varios serotipos pueden causar un mismo cuadro y el
mismo cuadro puede ser causado por varios serotipos diferentes. Por esta razon algunos
autores agrupan a todas las afecciones oculares causadas por adenovirus bajo la
denominacién de queratoconjuntivitis adenoviricas®.

Clasicamente, las infecciones oculares por adenovirus se han clasificado en 3
formas clinicas diferentes: (1) fiebre faringoconjuntival (PCF); (2) queratoconjuntivitis
epidémica (EKC) y (3) conjuntivitis folicular aguda no especifica'®. La infeccién puede
se uni o bilateral. Independientemente del serotipo que las origine, existen una serie de
sintomas comunes consistentes en hiperemia conjuntival, foliculos, edema palpebral,
sensacién de cuerpo extrafio y cierto grado de quemosis conjuntival. Anatomicamente
presenta foliculos linfoides (Figura 1b) rodeados de vasos sanguineos que hacen relieve
bajo la conjuntiva. Generalmente se encuentran en conjuntiva tarsal, aunque también

pueden observarse en el limbo esclerocorneal o en la porcion bulbar de la conjuntiva.



Conjuntivitis folicular simple (Figura 3): Es la forma mas leve y no se asocia a

patologia sistémica. Esta causada por multiples serotipos.

Figura 3. Ejemplo de conjuntivitis folicular simple.

Fiebre faringoconjuntival (Figura 4): Causada por los serotipos 3, 7 y 11316,

Ademés de los signos oftalmoldgicos tipicos, se acompafia frecuentemente de
cefalea, fiebre, odinofagia y adenopatia preauricular. La presencia de adenopatia
preauricular palpable no es exclusiva de conjuntivitis adenoviricas, ya que también

pueden aparecer en cuadros herpéticos y/o enteroviricos.

Figura 4. Hiperemia conjuntival bulbar/tarsal con secrecion en un paciente afecto de fiebre

faringoconjuntival

Queratoconjuntivitis epidémica (Figura 5): causada por los serotipos 8, 19 y 37*"

19 es la forma mas agresiva y es muy frecuente que se vea comprometida la cérnea
en forma de infiltrados numulares subepiteliales. Histologicamente se aprecia un
acumulo de linfocitos, histiocitos y fibroblastos que se acompafian de una

disrupcion en las fibras de colageno de la membrana de Bowman?. Suelen aparecer



a los 10 dias del inicio del cuadro conjuntival. Ademéas se pueden desarrollar

membranas o pesudomembranas®.

Figura 5. Infiltrados subepiteliales en una queratoconjuntivitis epidémica

1.2. REACCION INMUNE OCULAR: ALTERACIONES INMUNOLOGICAS

El sistema inmune de las mucosas constituye la primera linea de defensa del
organismo frente a la invasion de patgenos®. La conjuntiva es una membrana mucosa
que recubre la cara interna de los parpados y la esclera anterior, formando un repliegue

entre ambas secciones para formar los fondos de saco conjuntivales (Figura 6).
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Figura 6: Topografia de la conjuntiva. Knop and Knop, 2005

Se compone de un epitelio y una lamina propia ricamente vascularizada que
contiene elementos de la inmunidad innata (macréfagos, neutrofilos y mastocitos) y de

la especifica (linfocitos, células plasmaticas y células dendriticas (Figura 7).



Figura 7. A) Corte histoldgico epitelio conjuntival, Lym (linfocito), iel (linfocitos
intraepiteliales), pc (célula plasmatica), hev (vénulas de endotelio alto); B) imagen microscopia
electronica tejido conjuntival donde se observa un linfocito intraepitelial; C) imagen
microscopia electrénica donde se observa una célula plasmatica; D) imagen microscopia
electronica donde se observa una vénula postcapilar. Knop and Knop, 2005.

Este conjunto de células inmunes conocido como CALT (conjuntiva-associated
lymphoid tissue), junto con el LDALT (lacrimal drainage-associated lymphoid tissue) y
el LGALT (lacrimal gland associated lymphoid tissue) constituyen el sistema inmune
ocular o tejido linfoide asociado al ojo (eye-associated lymphoid tissue, EALT)*?. El
CALT, se encuentra formado por foliculos linfoides, donde predominan las células B
(LB) y por tejido linfoide difuso, compuesto por linfocitos T (LT) y células plasmaticas
productoras de 1gA%=32 distribuidos arbitrariamente entre el epitelio y el tejido
conectivo subyacente (Iamina propia). La distribucion de estas células varia en funcién
de la zona conjuntival, observandose que la mayoria de los linfocitos intraepiteliales
son linfocitos CD3 + (T) con un claro predominio de LT CD8+ (citotoxicos) sobre los
LT CD4+ (cooperadores)®; en la lamina propia la mayoria de los linfocitos son LB.

Tras la infeccion por adenovirus (Figura 8), las células epiteliales comienzan a
morir en 36 horas. Los mecanismos de la inmunidad innata que limitan la infeccion se
activan de manera precoz’®?, de forma que las células infectadas producen interferones,
que van a limitar la expansion de las particulas virales y reclutar macréfagos y
neutrofilos. En el caso de la infeccion por adenovirus, parece que la respuesta inmune
adaptativa tiene mayor relevancia, iniciandose cuando los macréfagos o las células
dendriticas se infectan (capturando por lo tanto el antigeno viral). Estas células
presentadoras de antigeno®’ viajan hasta los ganglios regionales (preauriculares y

submandibulares) a través de los vasos linfaticos. Tras la presentacion antigénica se
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activaran tanto LT como LB provocando la aparicion de linfadenopatias. Durante la fase
efectora precoz de la respuesta de los linfocitos B virgenes, se libera IgM al torrente
circulatorio y de manera local en la conjuntiva, con la finalidad de evitar la
diseminacion viral. En fases posteriores, la liberacion local de IgG o IgA en la
conjuntiva favorecera la neutralizacion y lisis mediada por complemento de las células
infectadas. Al inicio de la infeccion los elementos mas eficaces son los linfocitos T
CD8+ (citotoxicos) y los NK que eliminaran las células epiteliales infectadas. No
obstante los adenovirus tienen la capacidad de inhibir la expresion de las moléculas
HLA de clase | haciéndose invisibles para la accion de las células citotdxicas
(fundamentalmente los T CD8+). Por otro lado, durante la respuesta adaptativa,
también se activan macrofagos por mecanismos de hipersensibilidad retardada; esta
respuesta a los antigenos virales parece ser la responsable de la aparicion de los
infiltrados subepiteliales tipicos de la queratoconjuntivitis epidémica” * ?* (Figura 5).
Gracias al EALT, y su componente lagrimal, la IgA se secreta en la lagrima lo que
permitira cierto grado de proteccion ante infecciones similares debido a la preexistencia
de anticuerpos® neutralizantes durante la primoinfeccion. No obstante, si el indculo
viral supera la barrera de anticuerpos o el virus muta, el proceso infectivo se llevara a

cabo como si de una nueva infeccion se tratara.
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Figura 8. La via de infeccidn del adenovirus. CAR, coxsackie-adenovirus receptor; DBP, DNA-

binding protein; E, early; L, late; MLP, major late promoter; pTP, precursor terminal protein; TP,

terminal protein. Lenaerts et al., 2008.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

En este capitulo se describe la hipotesis de partida y los principales objetivos

planteados al inicio del estudio.

HIPOTESIS DE TRABAJO:

Nuestra hipdtesis de partida es que la conjuntivitis adenovirica provoca

alteraciones inmunoldgicas en el epitelio conjuntival que podrian ser utilizadas como

marcadores de diagnostico en este tipo de patologias.

OBJETIVOS:
El objetivo general de este proyecto es la busqueda de biomarcadores

inmunoloégicos que ayuden al oftalmélogo en el diagnéstico de las conjuntivitis

adenoviricas.

Objetivos especificos:

e Objetivo 1. Definir los grupos participantes en el estudio (pacientes con

sospecha clinica de conjuntivitis adenovirica e individuos sanos).
INTERES: No es facil llevar a cabo una buena seleccion de estos pacientes ya
gue en muchas ocasiones se confunden con otros procesos inflamatorios
etiolégicamente diferentes pero clinicamente indistinguibles. De ahi, que este
objetivo sea crucial para posteriormente observar diferencias entre ambos
grupos.

e Obijetivo 2. Aislar las células de la superficie ocular de estos individuos
(pacientes con sospecha clinica de conjuntivitis adenovirica e individuos sanos)
mediante métodos minimamente invasivos (citologia por cepillado conjuntival).
INTERES: Es importante que este procedimiento se realice sin molestias para el
sujeto ya que cualquier tipo de irritacion podria alterar los resultados
obtenidos. Ademas es IMPORTANTE conseguir gran ndmero de celulas para su
posterior caracterizacion. De ahi, que la técnica empleada sea la citologia por
cepillado conjuntival, previamente validada para este uso.

e Obijetivo 3. Determinar, mediante citometria de flujo, el fenotipo y el estado
funcional de las células recolectadas, prestando especial atencion a las posibles
diferencias entre los distintos grupos participantes del estudio.
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INTERES: Los pacientes con sospecha clinica de conjuntivitis adenovirica
tienen alterado el epitelio conjuntival y todo el sistema inmune que les rodea, de
ahi que sea IMPORTANTE conocer el porcentaje de células inflamatorias que
presentan, asi como el fenotipo, la viabilidad celular y la capacidad
proliferativa de estas células.

Obijetivo 4. Confirmar, mediante PCR, el diagndstico clinico de presuncion de
los pacientes reclutados (conjuntivitis por adenovirus).

INTERES: No todas las conjuntivitis atribuidas a este tipo de virus (Adenovirus)
son debidas a este patdgeno sino que en muchas de ellas probablemente el
agente causal sea totalmente diferente. De ahi, que este objetivo sea
especialmente IMPORTANTE para llevar a cabo un diagnostico lo mas exacto
posible.

Objetivo 5. Determinar si existen diferencias significativas en las variables
inmunoldgicas analizadas entre los pacientes con conjuntivitis adenovirica
confirmada y los no confirmados.

INTERES: Este objetivo es especialmente IMPORTANTE ya que nos va a
permitir determinar si las variables inmunologicas evaluadas en este estudio
podrian ser utilizadas como biomarcadores de diagnostico en las conjuntivitis

adenoviricas.
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3. MATERIAL Y METODOS

En este apartado se hace referencia a los criterios de inclusion y exclusién que se
han tenido en cuenta a la hora de realizar la seleccion de los posibles participantes del
estudio y a la metodologia utilizada para el aislamiento de células de la superficie ocular
humana, caracterizacion celular por citometria de flujo y analisis molecular del material

genético extraido.

3.1. SUJETOS DEL ESTUDIO

La seleccion de sujetos se realiz6 previa obtencion del consentimiento informado
segun la Declaracion de Helsinki (ver Anexo 1) y previa aprobacién del comité de ética
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valladolid.

3.1.1. Sujetos con sospecha clinica de conjuntivitis adenovirica

La seleccion de sujetos se llevd a cabo en los servicios de Oftalmologia del
Hospital Universiario Rio Hortega y Hospital Clinico Universitario, ambos de
Valladolid, y en el Instituto de Oftalmobiologia Aplicada (IOBA) de la Universidad de
Valladolid. Se seleccionarion 23 pacientes con edades comprendidas entre los 19 y 79
afios (10 mujeres y 13 hombres; edad: 49 + 16 afios) a los que se realizd la toma de
muestra mediante cepillado de fondo de saco inferior conjuntival de uno de los ojos a
pesar de que la afectacion en algun caso fuera bilateral. Los pacientes seleccionados
fueron usuarios de los servicios de urgencias de oftalmologia de ambos hospitales asi
como de las consultas del IOBA, que acudian para consultar por su situacion ocular y

para ello se tuvo en cuenta una serie de criterios de inclusién y exclusion:

a) Criterios de inclusion:
e Participacion voluntaria tras explicacion, aceptacion y comprension del
procedimiento.
e Aceptacion del consentimiento especifico.
e Mayores de 18 afios.
e Exploracion objetiva compatible clinica y epidemilégicamente con
conjuntivitis adenovirica:

- Inyeccion conjuntival
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- Quemosis conjuntival

- Secreciones fibrosas/serosas

- Presencia de foliculos en fondo de saco inferior o tarso superior

- Antecedentes personales compatibles con patologia sistémica
relacionada con conjuntivitis viricas, como por ejemplo cuadro
catarral.

- Antecedentes de contacto con fuente infectada (exploracién
oftalmoldgica reciente de familiares compatible con conjuntivitis
virica o sindrome catarral).

- Adenopatia preauricular

- Infiltrados corneales

b) Criterios de exclusion:
¢ Sintomatologia de mas de un mes de evolucién
e Justificacion clinica del cuadro por otro mecanismo no causante de
conjuntivitis folicular (por ejemplo: cuerpo extrafio, exposicion a irritantes
oculares).

o Negativa del paciente a la toma de muestras

A todos los pacientes se les realizé una exploracion oftalmoldgica consistente en
un estudio de la agudeza visual maxima corregida en ambos 0jos, pregunta sobre el
motivo de consulta (sintomas, tiempo de evolucion y tratamientos realizados, etc),

estudio de la motilidad ocular extrincseca y biomicroscopia de polo anterior.

3.1.2. Sujetos sanos
La seleccion de los posibles sujetos sanos del estudio se llevé a cabo en el servicio

de oftalmologia del Hospital Clinico Universitario de Valladolid y en el Instituto de
Oftalmobiologia Aplicada (IOBA) de la Universidad de Valladolid. Cada donante fue
ampliamente informado de las caracteristicas del estudio. Se seleccionarion 23 sujetos
con edades comprendidas entre los 25 y 80 afios (9 mujeres y 14 hombres; edad: 51 +
21 afios) a los que se realizo la toma de muestra mediante cepillado de fondo de saco
inferior conjuntival de uno de los 0jos. Los sujetos seleccionados eran médicos internos
residentes (MIR) del Hospital Clinico Universitario de Valladolid, fellows del 10BA,
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rotantes externos que durante los afios 2010/2012 se encontraron en cualquiera de

ambos centros y pacientes que iban a ser operados de cirugia de catarata. A todos los

donantes, ya fueran de uno u otro grupo, se les realizé un examen oftalmoldgico previo

con el fin de determinar su idoneidad para el estudio propuesto. En el caso de los

pacientes que iban a ser operados de cataratas, se valor6é su situacion oftalmoldgica

mediante la historia clinica. Para ello, se tuvieron en cuenta una serie de criterios de

inclusion y exclusion:

a) Criterios de inclusion:

Participacion voluntaria en el estudio

Aceptacion del consentimiento

Edad de inclusién de los participantes superior a 18 afios.

Seleccion de sujetos sanos (sin enfermedad de la superficie ocular) que nunca
hayan utilizado lentes de contacto, sin sintomatologia de Sindrome de Ojo seco
(SOS) y con normalidad en al menos dos de los siguientes test de la superficie
ocular:

34-35

- Tiempo de ruptura lagrimal (TBUT) > 10seg

- Tincidn corneal con fluoresceina negativa.

b) Criterios de exclusién:

Padecer patologias cronicas o0 estar bajo tratamiento farmacoldgico
inmunosupresor (oral o topico)

Consumo excesivo de tabaco y/o alcohol.

Haberse sometido a algun tipo de cirugia ocular previa.

Uso de algun farmaco topico ocular desde tres meses antes del estudio.

3.2. OBTENCION DE CELULAS DE LA SUPERFICIE OCULAR

La obtencion de células de la superficie ocular (fondo de saco inferior) fue llevada

a cabo mediante un método minimamente invasivo como es la citologia por cepillado
(Brush cytology, BC) *%,
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Citologia por cepillado:

Previa instilacion de anestesia topica (0,04% oxybuprocaine), se procedié a la rotacion
suave del cepillo (Cytobrush plus GY, Medscand Medical, Sweden) sobre la conjuntiva
(fono de saco inferior) de los donantes. A continuacion, se desprendieron las células por
rotacion circular del cepillo en 1,4 ml de medio de transporte durante 30 segundos y /o
cultivo [DMEM/F12 suplementado con 1 pug/ml de insulina pancreéatica bovina, 2 ng/ml
de factor de crecimiento epidérmico humano (EGF), 0.1 pg/ml de toxina colérica, 5
ug/ml de hidrocortisona, suero fetal bovino (FBS) al 10%, 50 U/ml de penicilina,
50ug/ml de estreptomicina y 2,5 ug/ml de anfotericina B]. Este procedimiento se repitio
en 3 ocasiones mas, siempre realizandolo en el mismo sitio y con el mismo medio.
Posteriormente se introdujo el tubo con las células en hielo y se transport6 al laboratorio

para su posterior analisis.

Figura 9: Fondo de saco inferior. Zona de donde se recogieron las muestras.

3.3. CARACTERIZACION CELULAR DE LA POBLACION OBTENIDA

La caracterizacion fenotipica y funcional de las células conjuntivales obtenidas se
realiz6 mediante citometria de flujo. Para llevar a cabo dicha caracterizacion, se
realizaron 3 tipos de analisis: fenotipo celular, viabilidad/apoptosis y ciclo celular. Las
células recuperadas de la superficie ocular fueron incubadas con diferentes anticuerpos
y/o marcadores (Tabla 3) y analizadas utilizando el citometro de flujo FC 500
(Beckman-Coulter, Fullerton, CA, USA), compuesto de 2 laseres (Argdn, excita a 488
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nmy HeNe excita a 633 nm) y 5 fotomultiplicadores: FL1 (525nm), FL2 (575 nm), FL3
(620 nm), FL4 (675 nm) y FL5 (755 nm).

Tabla 3. Marcadores fluorescentes utilizados en la citometria de flujo

Tubo  Anticuerpo/marcador Clon Especificidad Compafia
CD3-PC5 UCHT1 Linfocitos T BC*
CD4-RD1 SFCI12T4D11 Linfocitos T cooperadores (T,) BC

1
CD8-ECD SFCI21Thy2D3 Linfocitos T citotoxicos (T) BC
CD45-FITC B3821F4A Leucocitos BC
CD3-FITC 33-2A3 Linfocitos T IS**
CD16-PE B73.1 Linfocitos NK CL***

2 CD19-PC5 J4.119 Linfocitos B BC
CD45-PC7 J33 Leucocitos BC
CD56-PE NCAM 16.2 Linfocitos NK CL
Anexina V-FITC Viabilidad/apoptosis IS

3
loduro de propidio Viabilidad/apoptosis BC

4 loduro de propidio Ciclo celular BC

PC5: Ficoeritrina-Cianina 5; RD1: Ficoeritrina; ECD: Ficoeritrina-Texas Red®-X; FITC: Isocianato de Fluoresceina;

PE: Ficoeritrina; PC7: Ficoeritrina-Cianina 7.

*BC: Beckman Coulter (Marseille, France).
**|S: Immunostep (Salamanca, Spain).

***CL: Caltag Laboratories (Burlingame, CA, USA).

3.3.1. Linaje celular (estudio fenotipico)

Para determinar la naturaleza (inmunofenotipo) de las células recuperadas, se

utilizaron 600 pl de la suspension celular (tubo 1: 300 ul y tubo 2: 300 ul). En primer

lugar, las células fueron lavadas con 2 ml de una solucién de lavado (CellWASH
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Solution, BD biosciencies, San Jose, USA) para eliminar cualquier resto del medio de
cultivo. A continuacién, se centrifugd durante 5 minutos a 500 g, se decantd el
sobrenadante y las células fueron incubadas en oscuridad con los anticuerpos
correspondientes (Tabla 3) durante 15 minutos a temperatura ambiente (4 ul de la
mezcla de anticuerpos para el tubo 1 y 2.5 ul de cada anticuerpo para el tubo 2).
Posteriormente, las células fueron fijadas (15 minutos a temperatura ambiente y
oscuridad) con 500 pl de una solucion de lisis-fijacion (FACS™ Lysing solution, BD

biosciencies, San Jose, USA) y analizadas con el citometro de flujo.

Il - MATERIALES Y METDDOS > FENOTIPADO CELULAR

FENOTIPADO CELULAR
CD45, CD3, CD4, CD8, CD19, CD16+56

g ’ Incubar
! Cell Wash 15 min
5 5min T2 A

1200 rpm oscuridad
Repartir IH Lavar l' Marcar EE

Incubar 15 min
T2 A oscuridad

Pasar por el
' \ C|t0metr0
Lisar

Figura 10. Fenotipado celular

3.3.2. Viabilidad celular (estudio de apoptosis)

Para llevar a cabo el estudio de apoptosis/viabilidad se utilizaron otros 300 pul de la
suspension celular (tubo 3). En primer lugar, las células fueron lavadas con 2 ml de una
solucion de lavado (CellWASH Solution, BD biosciencies, San Jose, USA). A
continuacion, se centrifugd durante 5 minutos a 500 g, se decanto el sobrenadante y las
celulas fueron resuspendidas con 100 pl de una solucion tampon (Annexin V Binding
Buffer, Inmunostep, Salamanca, Spain). Posteriormente, las células fueron incubadas en
oscuridad con 2.5 pl de anexina V-FITC (25 pg/ml) y 5 pl de Toduro de Propidio (a 250
pg/ml) durante 10 minutos a 4°C (Tabla 3). Finalmente, se afadieron 400 pl de la
solucién tampodn a la muestra celular quedando lista para su estudio por citometria de

flujo.
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il - MATERIALES Y METODOS > VIABILIDAD CELULAR

Viabilidad celular:

-Anexina V FITC
-Yoduro de propidio

Apoptosis
Cell Wash Incubar 10 temprana

5 min min T‘j 4°C °
1200 rpm oscuridad

Repartir Lugas Marcar Citometro Apoptosis
— (— | ———
»- N

Muerta

Figura 11. Viabilidad celular

3.3.3. Ciclo celular (estudio del contenido de ADN)

Para llevar a cabo este andlisis se utilizaron otros 300 pl de la suspension celular
(tubo 4). Como en anteriores ensayos, las células fueron lavadas en primer lugar con 2
ml de una solucién de lavado (CellWASH Solution, BD biosciencies, San Jose, USA).
Posteriormente, y después de centrifugar la muestra a 500 g durante 5 minutos, se
elimino el sobrenadante y las células fueron permeabilizadas con 50 pl de una solucién
detergente (DNA-prep LPR, Coulter® DNA Prep™ Reagents Kit, Beckman Coulter,
Fullerton, CA). A continuacion, se afiadié 1 ml de una solucion con loduro de propidio
(DNA-prep Stain, Coulter® DNA Prep™ Reagents Kit, Beckman Coulter, Fullerton,
CA), se agitdé suavemente y se incubd en oscuridad durante 30 minutos a 37 °C (Tabla

3), quedando listas las células para ser analizadas con el citémetro de flujo.

Il - MATERIALES Y METODOS - CICLO CELULAR

Ciclo celular:
-Yoduro de propidio

Permeabilizar
Celll\Wash elncubar 30
5min minT& 37°C
1200 rpm oscuridad
Permea-
LA bilizar

Repartir Citometro

|:'> Marcar, o

Figura 12. Ciclo celular
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3.4. EXTRACCION DE ADN Y REALIZACION DE PCR ADENOVIRICA
La confirmacion del diagndstico clinico de presuncion se llevo a cabo utilizando

técnicas moleculares, concretamente una PCR convencional para ADENOVIRUS.

3.4.1. Extraccion de ADN

Se emplearon 100 pL del cepillado conjuntival de cada paciente para llevar a cabo
el proceso de extraccion de ADN. En primer lugar, se agitd el Reactivo Instagene
Matrix con el magnetoagitador (SBS A-152) al menos durante 15 minutos y se dio un
vortex (Dinco D-051) a las muestras. A continuacion, se colocaron en un eppendorf
estéril 100 pL de muestra y en otro eppendorf estéril 100 puLL de control negativo (agua
libre RNAsas y DNAsas). Tras la centrifugacion en la microcentrifuga (Beckman
coulter Microfuge 18) durante 2 minutos a 13000 g, se quitaron 75 uL del sobrenadante
con una pipeta P200 Finnpipete J29096 (no se aprecia pellet), los cuales fueron
guardados en un eppendorf estéril en congelacién (-20°C). Posteriormente, se afiadieron
50 uL del Reactivo Instagene Matrix a los 25 pul de muestra que quedaron en el
eppendorf. Se calent6 la muestra y el control en el calentador de placas (Biosan TDB-
100) en 2 tandas, la primera a 56 °C durante 30 minutos y la segunda a 100 °C durante 8
minutos. Por ultimo, se centrifugaron en la microcentrifuga 2 minutos a 13000 g y se

congelo6 el ADN hasta el momento de su utilizacion.

3.4.2. Confirmacion de la obtencion de ADN

Para confirmar la presencia de ADN en las muestras, fue necesario amplificar un
fragmento del gen de la Beta Actina mediante PCR a tiempo real. Para ello, se
prepararon los reactivos necesarios para la técnica de PCR: atemperar el kit 15 min a T2
ambiente, agitar y dar un pulso a todos los productos. Se dispensé la mezcla de reaccion
a todos los pocillos de la placa. Para el Control de Beta Actina se prepar0 la mezcla
(10ul Mastermix + 4ul H20 + 1ul primer ACTB + 5ul DNA). Una vez hecho esto, se
cubrid la placa de PCR con las tapas autoadhesivas transparentes MicroAmp optical
adhesive film (Life Technologies S.A., Madrid Spain), utilizando un prensador e
incidiendo especialmente en los bordes del mismo para que no se evapore la mezcla
durante la PCR; y se centrifugd la placa de PCR 2 minutos a 132 x g en la

centrifugadora (Omnifuge 2.0 rs Heraeus sepatech). Posteriormente, se introdujo la
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placa en el termociclador de tiempo real ABI 7500 Real Time PCR System (Life

Technologies S.A., Madrid Spain) y se configuraron los ciclos del ensayo:

- 95°C durante 10 minutos

- 50 ciclos de:
e 95°C durante 10 segundos
e 60°C durante 60 segundos

3.4.3. PCR para la deteccion del genoma de adenovirus
Para ello, se utiliz6 un kit comercial de la empresa Genekam biotechhonology AG
(Duisburg, Alemania). Antes de empezar a realizar el ensayo, se procedié a encender la
campana de flujo laminar con los rayos UV, limpiar las pipetas con etanol de 70° y
atemperar el kit de adenovirus. Pasados 15 minutos, se quitaron los rayos UV y se
limpid la superficie de la campana con el limpiador de DNA (Termi-DNA-tor) y con
etanol de 70°. Una vez descongelados todos los reactivos, se les dio un pulso de
centrifuga con la micro-centrifuga (Microfuge 18 Centrifuge). A continuacion, se
realizo la mezcla de reaccion para la primera PCR en un eppendorf afiadiendo 8 pl del
Tubo A y 10 pl del Tubo B. Posteriormente, se dispensd la mezcla de reaccion a los
eppendorf de 0.2 ml de PCR y se afiadieron 2 pl de cada DNA a la mezcla de reaccion.
Para el C- de DNA, se afiadieron 2 ul del control de extraccion de DNA a la mezcla de
reaccion. Para el C- se afiadiran 2 ul del tubo D2. Para el C+ se anadiran 2 ul del tubo
D1. Se taparon los eppendorfs para que no se evaporara la mezcla durante la PCR y se
les dio un pulso de centrifuga con la microcentrifuga Microfuge 18 Centrifuge. A
continuacion, se configurd el termociclador y se procedio a realizar la PCR.
- Un primer ciclo que consta de tres fases:
o 94°C durante 7 minutos
o 55°C durante 60 segundos
o 72°C durante 90 segundos
- Un segundo ciclo que se repite 42 veces y consta de tres fases:
o 94°C durante 1 minuto
o 55°C durante 1 minuto

o 72°C durante 90 segundos
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Una vez completada la PCR, se procedio a su lectura mediante la preparacion de un
gel de agarosa:
- Se preparé un gel de agarosa al 2% con TBE al 1X.
- Se anadieron 2.5 pLL de Bromuro de Etidio (10mg/mL) al gel antes de que
gelificara (el tamafio de los pocillos permitird la carga de al menos 15 pL).
- Una vez gelificado, se introdujo el gel de agarosa en la cubeta de electroforesis.
- Se cubri6 toda la superficie con TBE al 1X y se cargaron 10 pL de muestra (9
puL de PCR + 1 pL de azul de bromofenol).
- Laelectroforesis se realiz6 a 120 V durante 30 minutos.
- Una vez finalizada, se procedio a su visualizacion mediante el sistema chemidoc

con iluminaciéon UV.

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Para realizar el analisis estadistico de los datos obtenidos en el presente estudio se
utilizo el software SPSS15.0 (SPSS Inc, Chicago, EE.UU) y SAS version 8.01 (SAS
Institute, Cary, Carolina del Norte, EEUU). Se realiz6 un primer analisis descriptivo de
todas las variables estudiadas, tanto cualitativas como cuantitativas. Se contrasto la
hipotesis de igualdad de medias para dos muestras independientes, utilizando el
contraste t-Student, o su equivalente no paramétrico el test U de Mann-Whitney
dependiendo de que fuera posible o no asumir normalidad. Estos dos tests asumen que
las varianzas de los dos grupos son iguales. Para comprobar esta hipétesis utilizamos el
test de Levene. Si este contraste rechaza la hipétesis de homogeneidad de varianzas,
utilizando el test de Welch en el caso paramétrico y el de Kolmogorov Smirnov en el
no-parameétrico.

La muestra de sanos fue elaborada a partir de una muestra mas grande y
heterogenea para que fuera pareada con los individuos con conjuntivitis segun su edad.
Para ello, se utilizéd el método basado en el indice de propension conocida como
“Propensity Score Matching (PSM)” [Rubin, 1997].
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4. RESULTADOS

En este capitulo se exponen los principales resultados obtenidos durante la

realizacién de este trabajo.

4.1. INDIVIDUOS SANOS VS. PACIENTES CON SOSPECHA CLINICA DE
CONJUNTIVITIS ADENOVIRICA

En este apartado se describen las diferencias encontradas entre los pacientes con
sospecha clinica de conjuntivitis adenovirica y los individuos sanos para cada una de las

variables inmunoldgicas analizadas:

4.1.1. Fenotipo celular

El ndmero total de células analizadas en los pacientes con sospecha clinica de
conjuntivitis adenovirica y en los sujetos sanos fue de 1.4 + 1.0 x 10* y 1.5 + 1.0 x 10*,
respectivamente, no encontrandose diferencias significativas entre ambos grupos. La
mayor parte de las células conjuntivales obtenidas mediante la citologia por cepillado
fueron de origen epitelial (CD45-), sin embargo, se observé una pequefia poblacion de
células CD45+, leucocitos intraepiteliales, significativamente méas abundante en los
pacientes AdV (14.6 + 8.3%) que en los sujetos sanos (3.2 = 2.5%)(Figura 13). Estos
leucocitos CD45+ fueron predominantemente linfocitos T y B, aunque también pudo
observarse una pequefia poblacion de linfocitos NK (<1%)(Figura 13). La proporcién
T/B varié entre los dos grupos analizados pero no llegd a ser estadisticamente
significativa, y en ambos casos, con un claro predominio de los linfocitos T sobre B
(Figura 14). En cuanto a las subclases de linfocitos T, es necesario destacar que los
pacientes con sospecha clinica de conjuntivitis adenovirica presentaron mayor
porcentaje de linfocitos T citotoxicos que cooperadores, como queda reflejado en la
proporcién T,/T.<1 (Figura 14), sin embargo, en los controles sanos, dicha proporcion
aumentd (Tw/Te: 1.5) al disminuir significativamente el porcentaje de linfocitos T
citotoxicos y aumentar el porcentaje de linfocitos T cooperadores.
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Figura 13. Analisis inmunofenotipico de los linfocitos intraeptieliales. Porcentajes de células

CD3, CD4, CD8§, CD19, CD16/56.
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Figura 14. Andlisis inmunofenotipico de los linfocitos intraepiteliales. Ratios CD4/CD8 y

CD3/CD19. *p<0.05.
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Figura 15. Ejemplo de andlisis fenotipico de células conjuntivales obtenidas mediante citologia por cepillado
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4.1.2. Viabilidad celular

El ntmero total de células analizadas fue de 9.2 + 7.5 x 10° en el grupo de sanos
frente a un 2.8 + 3.2 x 10* en el grupo de conjuntivitis sin diferencias significativas
entre ambos. En este ensayo, se observaron 2 poblaciones celulares diferenctes en
funcion de su tamafio y su complejidad. Por una lado, una poblacion celular compuesta
de células méas grandes y complejas (sanos: 67.8 + 18.99 % vs conjuntivitis: 44.13 +
14.51%, p=0.0001) y por otro lado, una poblacién celular compuesta de células mas
pequefias y menos complejas (sanos: 26.81 + 20.53% vs conjuntivitis: 53.3 + 16.52%,
p=0.0002). En cuanto a la viabilidad celular de las células simples (figura 16), el
porcentaje de células viables es mayor en el grupo de conjuntivitis, 86.69 + 18.28 %
frente a un 76.57 £ 18.41 %de los sanos, con un p-valor de 0,0327. Lo contrario sucede
con el porcentaje de células en apoptosis tardia, donde es mayor en el grupo de sanos,
2.83 £2.89 % frente 2 0.88 + 2.08 %. Los datos de la apoptosis precoz quedan al borde
de la significacion estadistica. En relacion a las células muertas no hay diferencias entre

ambos grupos.

Células simples
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precoz tardia
B Conjuntivitis adenovirica Controles sanos ‘

Figura 16. Andlisis de viabilidad de células simples. Porcentajes de células vivas, apoptosis

precoz, apoptosis tardia y muertas. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

Respecto a la viabilidad de células complejas (figura 17), el porcentaje de células

viables es significativamente mayor en el grupo de conjuntivitis, 55,93 £30,64 frente a
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15,63 +13,75, con un p-valor de 0,0004. Al contrario sucede con el porcentaje de células
complejas en fase de apoptosis tardia, donde es mayor en el grupo de sanos: 36,31 +
19,91 frente a 16,14 £15,96, con un p-valor de 0,0005. En el porcentaje de células
muertas también existen diferencias significativas, siendo el porcentaje mayor en el
grupo de sanos, con un 11,08 + 14,06 frente a un 2,99 = 4,06 del grupo de las
conjuntivitis y un p-valor de 0,0013. No existen diferencias en los porcentajes de las

células en apoptosis precoz.

Células complejas
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Figura 17. Analisis de viabilidad celular. Porcentaje de células vivas, apoptosis precoz,

apoptosis tardia y muertas. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figura 18. Ejemplo de andlisis de viabilidad de células conjuntivales obtenidas mediante citologia por

cepillado.

4.1.3. Ciclo celular

El nimero total de células analizadas en este ensayo fue de 5.9 + 3.6 x 10° en el
grupo de sanos y 2.1 + 1,7 x 10° en el grupo de conjuntivitis siendo estas diferencias
estadisticamente significativas, con un p-valor de 0.0012. Con respecto a las diferentes
fases del ciclo celular, el porcentaje de células en fase GO/G1 fue significativamente

mayor en el grupo de sanos, 78.5 £7.74% frente a 69.84 £+ 9.09% de las conjuntivitis y
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con un p-valor de 0.001. En el porcentaje de células en fase intermedia se observa una
pequefia diferencia que queda al borde de la significacion estadistica. En relacion a la

fase de mitosis y el IPM (indice de proliferacion medio), no existen diferencias.
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Figura 19. Analisis del ciclo celular. Fases GO/G1, S, G2/M e IPM. . *p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001.
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Figura 20. Ejemplo de analisis del contenido de ADN (ciclo celular) de células conjuntivales
obtenidas mediante citologia por cepillado
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4.2. PACIENTES CON CONJUNTIVITIS ADENOVIRICA CONFIRMADA VS.
PACIENTES NO CONFIRMADOS

En este apartado se describen las diferencias encontradas entre los pacientes con
conjuntivitis adenovirica confirmada por PCR (Adv+) y los no confirmados (Adv-). A
pesar de que el nUmero de muestras con conjuntivitis recogidas fue de 23, para este
estudio se analizaron Unicamente los resultados de 18 individuos en los que se pudo
realizar la PCR: en 12 el resultado fue negativo y en 6 positivo. En los 5 restantes, no se

pudo obtener DNA y por lo tanto no se puedo realizar PCR.

23 conjuntivitis

Q Se usaron

Se usaron para para es

estudio de estudio de
fenotipado, [ 18 con DNA fenotipado,
viabilidad y

viabilidad, ciclo .
ciclo celular.

S

celulary PCR
12 con PCR 6 con PCR
adenovirus adenovirus
negativa positiva

4.2.1. Fenotipo celular

El ndmero total de células analizadas en el grupo AdV+ y AdV- fue de 4.5 x 10
+3.4 x 10"y 2.1 x10** 1.8 x 10 respectivamente, no encontrandose diferencias
significativas entre ambos grupos.

Dentro de la poblacion linfocitaria (CD45+), no se aprecian diferencias
significativas entre los porcentajes de linfocitos totales ni linfocitos T CD3+ totales
encontrados en ambos grupos. Sin embargo si analizamos los resultados de las
subpoblaciones T, se observa que en el grupo de AdV -, el porcentaje de LT CD4+ es de
31.14 + 9.91% mientras que en grupo de AdV + es so6lo de 20.24 £ 9.99 %. Sin embargo

esta diferencia estd al borde de la significacion estadistica. Tal vez con un “n” mayor, la

diferencia seria mayor. Con respecto a la poblacién de LT CD8+, ocurre lo contrario.
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En el grupo de AdV- el porcentaje es menor que el grupo de AdV+, concretamente
4857 + 1045% y 60.74 = 10.16% respectivamente, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa con un p-valor de 0.0436. En cuanto a la poblacion de LB

y LNK, no se observo diferencias entre los grupos (figura 21).

De los resultados anteriormente descritos, se desprende que la relacion CD4/CD8,
quede al borde de la significacion estadistica y la relacion CD3/CD19 no muestre

diferencias (figura 22)
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Figura 21. Analisis inmunofenotipico de los linfocitos intraepiteliales. CD3, CD4, CD8, CD19,
CD 16/56. * p<0.05.
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Figura 22. Andlisis inmunofenotipico de los linfocitos intraepiteliales. Ratios CD4/CD8 y
CD3/CD19. * p<0.05.

4.2.2. Viabilidad celular

El nGmero total de células analizadas fue de 4.2 x 10* + 3.8 x 10* en el grupo de
PCR negativo y 1.1 x 10* + 7.3 x 10° en el grupo positivo sin diferencias significativas
entre ambos grupos. En este ensayo, se observaron 2 tipos celulares distintos: por una
lado, una poblacion celular mayoritaria compuesta de células mas grandes y mas
complejas y por otro lado, una poblacion celular compuesta de células mas pequefias y
menos complejas. No se encontraron diferencias entre el porcentaje de ambas
poblaciones celulares en los 2 grupos. Sin embargo si existen diferencias en cuanto a la
viabilidad celular.

En el grupo de células simples, el porcentaje de células viables es
significativamente mayor en el grupo AdV -, 91.52 + 14.7 % frente a 78.82 + 23.42 %,
con un p-valor de 0.0351 (figura 23). De manera contraria, el porcentaje de celulas
simples en apoptosis precoz es mayor en el grupo AdV +, 20 £ 23.31% frente a 8.08
+14.35 %, con un p-valor de 0.0393, algo similar a lo que ocurre en la apoptosis tardia,
con un 0.65 +0.35 en el grupo AdV + y un 0.27 £0.35 en el AdV -, con un p-valor de
0,027. No se encontraron diferencias en la poblacion de células muertas.

En el grupo de células complejas, el porcentaje de células viables en el grupo de
AdV — es mayor que el de AdV +, un 65.44 £ 30.07 % frente a un 40.77 = 17.48 % pero
no llegando a la significacion estadistica. El resto de variables no mostraron diferencias

entre ambos grupos (figura 24)

33



Células simples

100 -
80 - \

Media (%)
D
o

20
*
0 ‘ ‘
Total Vivas Apoptosis  Apoptosis Muertas
precoz tardia
EAdV+ ¢ AdV-

Figura 23. Anadlisis de viabilidad de células simples. Porcentajes de células vivas, apoptosis

precoz, apoptosis tardia y muertas. *p<0.05.
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Figura 24. Analisis de viabilidad de células complejas. Porcentajes de células vivas, apoptosis

precoz, apoptosis tardia y muertas.

4.2.3. Ciclo celular

El nimero total de células analizadas en este ensayo fue de 1.7 + 0.88 x 10% en el
grupo AdV-y 1.2+ 0.9 x 10° en el AdV +, no observandose diferencias significativas
entre ambos. El porcentaje de células conjuntivales en las fases de crecimiento o pre-
ciclo (Go/G;) fue muy similar en ambos grupos (figura 25), sin embargo, hubo
diferencias significativas en la fase S, 3.12 £ 1.26 % en AdV- frente a 4.8 £1.43% del
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AdV + con un p-valor de 0.0456. En cuanto a las células en fase de mitosis e IPM no

hay diferencias significativas entre los grupos.
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Figura 25. Analisis del ciclo celular. Fases GO/G1, S, G2/M e IPM. . *p<0.05
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5. DISCUSION

Las conjuntivitis infecciosas de origen viral, sobre todo las adenoviricas,
representan un motivo frecuente de consulta en el servicio de oftalmologia. Son ademas,
la primera causa de infeccion nosocomial en los servicios de oftalmologia®®. Este
grupo de infecciones oculares, se diagnostican por su presentacion clinica sin realizar
una busqueda del agente causal, por lo que en muchas ocasiones, como vemos en
nuestros resultados, se realizan diagndsticos etioldgicos inexactos. Sin embargo, esto
no repercute de manera importante en la conducta terapeltica, ya que estos procesos
tienen un tratamiento sintomatico, inespecifico e independiente del agente viral
etioldgico.

Actualmente, gracias a las técnicas de biologia molecular, como la PCR, podemos
realizar test de confirmacion etiologica rapidos y fiables. Aunque este tipo de
confirmaciones moleculares no nos resulten muy utiles para mejorar el pronostico del
paciente en cuanto a que su tratamiento no va a variar, pueden resultar interesantes a la
hora de confirmar brotes epidemioldgicos (sobre todo en adenovirus que se asocian a
clinica respiratoria, donde la PCR se considera la técnica diagnostica de eleccién®® o con
la finalidad de iniciar estudios de sensibilidad a determinados farmacos antiviricos. La
confirmacion del agente etioldgico, va a adquirir relevancia en el caso de afectacién
sistémica y no exclusivamente ocular, donde su uso estd muy limitado por la relacién
entre el coste del analisis y el provecho terapeutico que de él se obtiene.

La obtencion minimamente invasiva de células de la SO ha sido una herramienta
fundamental para poder investigar ciertas patologias oculares de caracter inflamatorio,

como por ejemplo, el sindrome de ojo seco y la conjuntivitis alérgica, 3%

etc y para
evaluar el estado de la SO en poblaciones “inmunologicamente” sanas®. En nuestro
estudio, utilizamos el cepillo Cytobrush®-Plus GT (Medscand Medical AB, Molms,
Sweden) para la obtencion de celulas. Se recogieron muestras de fondo de saco
conjuntival de 2 poblaciones diferenciadas: una de sujetos sanos y otra de pacientes con
sospecha clinica de conjuntivitis adenovirica.

Dentro del grupo de las conjuntivitis, se analizaron las muestras en busca de DNA
para la realizacion de PCR para adenovirus y de esta manera realizar un diagnostico
etioldgico de cada caso. Se recogieron muestras de 23 sujetos sanos y 23 de pacientes
con conjuntivitis. De esas 23 conjuntivitis se obtuvo DNA en sélo 18, de las que en 12

la PCR fue negativa y en 6 fue positiva. En base a estos resultados podemos comentar
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que el diagndstico clinico de conjuntivitis adenovirica de manera aislada, representa un
método inexacto. No obstante y aunque la PCR es una técnica que ha demostrado ser
fiable y superior a otras en la confirmacién de adenovirus*, no podemos obviar, que
como en cualquier prueba de laboratorio, cabe la posibilidad de que entre los resultados
aparezcan falsos negativos:
a) Por un defecto de muestra
b) Por recogida de la muestra en periodos tardios de la infeccién donde las
particulas virales pueden ser insuficientes
c) Por defectos en el test o incapacidad del mismo para detectar algunos serotipos
de adenovirus
d) Por recogida de muestras en pacientes previamente tratados en los que hubiera
disminuido la carga viral.
e) Tratarse de una infeccién por cualquier otro agente causante de conjuntivitis

folicular, como otros virus o chlamydia.

Y falsos positivos (derivados de contaminacion de la muestra, de los primers, de
las sondas, del agua, etc...; si bien estos posibles falsos positivos estan minimizados en
nuestro estudio puesto que se han realizado los convenientes controles de la reaccion).

Una vez recogidas las células de la SO, se procedid a su posterior caracterizacion
mediante citometria de flujo. Se llevaron a cabo dos estudios comparativos, por un lado,
sujetos sanos Vs pacientes con sospecha de conjuntivitis adenovirica y por otro,
muestras de conjuntivitis PCR positivas para adenovirus vs muestras de conjuntivitis
PCR negativas. En ambas comparaciones se analizaron el fenotipo, la viabilidad y el
ciclo celular.

En el estudio comparativo entre sanos y conjuntivitis, los resultados mostraron
que la poblacién linfocitaria es mayor en las conjuntivitis, donde hay méas porcentaje de
células T CD8+, al contrario que los sanos donde hay mas células TCD4+. Tanto el dato
de infiltracién linfocitaria como los datos de porcentajes en subpoblaciones CD4 y CD8,
podrian ser utilizados como biomarcadores de conjuntivitis folicular. De estos
resultados se deduce que el cociente CD4/CD8 sea mayor en los sanos. Este dato
también podria ser utilizado como biomarcador de conjuntivitis folicular. En el resto de
variables a estudio los resultados no fueron estadisticamente significativos.

En cuanto al estudio de viabilidad celular, se describen 2 poblaciones diferencias
en cuanto a su complejidad y tamafio: un grupo de células mas grandes y complejas y
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otro de células mas pequefias y simples. De aqui, podemos suponer que la poblacién de
células complejas esté compuesta en su mayoria por células epiteliales y la poblacion de
células simples por linfocitos. El porcentaje de células simples fue mayor en las
muestras de conjuntivitis y al contrario, el porcentaje de complejas mayor en los sanos.
Si tomamos en consideracion que las células simples pudieran ser linfocitos, tiene
sentido que esta poblacion represente un porcentaje mayor en las muestras de
conjuntivitis. En cuanto a la viabilidad de ambos tipos celulares, las células simples a
pesar de estar en su mayoria viables en ambos grupos, en el grupo de conjuntivitis el
porcentaje de estas células en estado de viables es aun mayor, siendo estadisticamente
significativo. Esto podria tener relacion con que las células linfoides permanezcan mas
tiempo viables para combatir la infeccion viral. La viabilidad de las células complejas
también es significativamente mayor en el grupo de las conjuntivitis. Muy
probablemente durante el proceso inflamatorio haya una regeneracion mas rapida del
epitelio (células complejas) y se alteren las fases de la apoptosis, como mecanismo de
reparacion del dafio epitelial ocasionado. De estos datos se deduce que el porcentaje de
células simples y complejas en apoptosis precoz, tardia y muertas, sea mayor en el
grupo de los sanos: La infeccion activa las células y disminuye la apoptosis y la muerte
celular. En relacion al estudio del ciclo celular, los Unicos datos significativos se
encontraron en el porcentaje de células en fase GO-G1, que fue mayor en el grupo de
sanos.

El siguiente estudio realizado consistié en comparar las mismas variables entre
aquellas muestras con confirmacion positiva para adenovirus por PCR (18) y muestras
negativas (6). El porcentaje de linfocitos T en ambos grupos fue similar, sin embargo la
subpoblacion de LT CD8+ fue mayor en el grupo de AdV +. Lo que concuerda con una
infeccion viral como es el caso de los adenovirus. La proporcién de LT CD4+ y por lo
tanto el cociente CD4+/CD8+ queda al borde de la significacion estadistica, no
pudiendo ser utilizado como biomarcador de infeccion adenovirica. Las proporciones de
LB y LNK se mantienen similares en ambos grupos. En cuanto a los datos de viabilidad,
en el grupo de AdV-, la viabilidad de las células simples es mayor. Por el contrario el
porcentaje de celulas simples en apoptosis (precoz y tardia) es mayor en el grupo de
AdV+. Con respecto al dltimo estudio realizado, el del ciclo celular, lo Gnico destacable
es que en el grupo de AdV +, el porcentaje de células en fase de sintesis es mayor.

En resumen, en este trabajo, demostramos que en las conjuntivitis diagnosticadas

por la clinica como foliculares de posible etiologia viral la inflamacién ocular se
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acomparia de un infiltrado inflamatorio rico en linfocitos T y en concreto de linfocitos T
citotoxicos (CD8+), por ser éstos los mas adecuados en la accion antiviral. EI cociente
CD4/CD8 se apunta como un posible biomarcador en estos casos. No siendo util como
biomarcador de conjuntivitis adenovirica. Reforzamos también, el concepto de la
existencia de dos grandes subtipos celulares en la conjuntiva, compuestos por elementos
simples y complejos que se modifican respondiendo a un patrén de inflamacién, donde
aumentan las células simples (lo que se correlaciona con un aumento en la proporcion
de linfocitos intraepiteliales). La viabilidad celular también se altera por la inflamacion,
aumentando la viabilidad de las células simples y las complejas. Las simples para
desarrollar una adecuada respuesta a la inflamacién y las complejas en respuesta a la
accion viral que mantiene a las células vivas el tiempo suficiente como para completar
el ciclo de replicacion viral, de hecho la disminucion de la apoptosis en las muestras
infectadas podria relacionarse con la capacidad del adenovirus de inhibir las distintas
vias de la apoptosis con la finalidad de evitar la lisis celular antes de que el ciclo de
replicacion finalice*?. Cabe destacar que con los resultados obtenidos se refuerza la
importancia del papel de los linfocitos CD8+ en la eliminacién de las células infectadas.
Ademas, debemos recordar y conocer que la existencia de técnicas de biologia
molecular nos pueden ayudar a diagnosticar etiologicamente diversos procesos clinicos,
aunque, en nuestro caso y debido a lo inespecifico del tratamiento, no nos resulte

clinicamente relevante.
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6. CONCLUSIONES

1. En base a nuestros resultados, no existen biomarcadores adecuados para el
diagnostico de conjuntivitis por adenovirus.

2. Sin embargo, la infiltracion linfocitaria y el cociente CD4/CD8 si sirven como
biomarcadores de conjuntivitis folicular de posible etiologia viral.

3. El diagndstico molecular mediante PCR, confirma que el diagnostico clinico de

las conjuntivitis adenoviricas a veces es inexacto.
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8. ANEXOS

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

’ . EVALUACION DE BIOMARCADORES INMUNOLOGICOS EN PACIENTES CON
Titulo del Estudio:

SOSPECHA CLINICA DE CONJUNTIVITIS ADENOVIRICA
N2 de estudio: IOBAXXX-2013

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

Coordinadores:

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

Campus Miguel Delibes, P2 de Belén 17; 47011 Valladolid

Se le ha invitado a participar en un estudio clinico coordinado por el IOBA para pacientes con sospecha

clinica de conjuntivitis adenovirica.

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

formulario y realice todas las preguntas que tenga sobre la informacion que contiene.

1. Objetivo del estudio
El objetivo general de este estudio es la busqueda de biomarcadores inmunoldgicos que ayuden al

oftalmdlogo en el diagnéstico de las conjuntivitis adenoviricas.

2. Participacion voluntaria
Debe saber que su participacion en este proyecto es voluntaria y que puede decidir no participar o

cambiar su decision y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin que por ello se altere la

relacion con su médico ni se produzca perjuicio alguno en su tratamiento.

3. Descripcion general del estudio. Procedimiento.
Para este procedimiento NO se le administrara tratamiento extraordinario alguno. Si acepta la

participacion mediante la firma de este documento, se le recogeran células de la superficie ocular
mediante una técnica minimamente invasiva como es la citologia por cepillado. Previa anestesia tdpica
(0.04% Oxybuprocaina + 0.01% Tetracaina), se procedera a la rotacién suave del cepillo (Cytobrush® plus
GT, Medscand Medical, Sweden) sobre la conjuntiva del fondo de saco inferior. Esta maniobra se

repetird en 3 ocasiones mas, siempre realizandolo en el mismo sitio y con los mismos medios.
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Usted debera notificar al responsable del estudio si en el momento de la misma padece alguna
enfermedad y/o esta tomando algun tipo de medicacion, bien sea bajo prescripcion o no. Al aceptar
participar en este programa permitira que se utilice su muestra para estudiar cualquier parametro

relacionado con la respuesta inmune/infecciosa.

4. Manejo de las muestras
Las muestras obtenidas no se etiquetaran con ningin dato que permita revelar la identidad del donante.

Las muestras obtenidas se recogerdn en diferentes tipos de tubos para su procesamiento y serdn

conservadas y almacenadas hasta su posterior analisis en el laboratorio.

5. Confidencialidad
El tratamiento, la comunicacion y la cesion de los datos de caracter personal de todos los sujetos

participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Orgénica 15/1999, de 13 de diciembre de proteccién de
datos de cardcter personal. De acuerdo a lo que establece la legislacion mencionada, usted puede
ejercer los derechos de acceso, modificacion, oposicién y cancelacidon de datos, para lo cual debera

dirigirse a su médico del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cddigo y solo su médico del
estudio/colaboradores podran relacionar dichos datos con usted y con su historia clinica. Por lo tanto, su

identidad no sera revelada a persona alguna ajena a los procedimientos aqui descritos.

Sélo se transmitirdn a terceros y a otros paises los datos recogidos para el estudio que en ningun caso
contendran informaciéon que le pueda identificar directamente, como nombre y apellidos, iniciales,
direccién, n? de la seguridad social, etc. En el caso de que se produzca esta cesion, sera para los mismos
fines del estudio descrito y garantizando la confidencialidad como minimo con el nivel de proteccién de

la legislacidn vigente en nuestro pais.

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

acuerdo a la legislacidn vigente.

En ninguno de los informes del programa aparecera su nombre. Cualquier informacién de caracter
personal que pueda ser identificable serd conservada y procesada por medios informaticos bajo
condiciones de seguridad (en un fichero registrado en la ANPD), con el propédsito de determinar los

resultados del estudio. Toda la informacidn, incluido el mantenimiento de su anonimato, se tratara

46



conforme a la legislacién vigente. Su nombre no figurara en ningun informe relacionado con esta
evaluacion y su identidad no se revelara a ninguna otra persona en ninguna circunstancia. De acuerdo
con la ley vigente tiene Vd. derecho al acceso de sus datos personales; asimismo, tiene derecho a su
rectificacién y cancelacién. Si asi lo desea, deberd solicitarlo al responsable o responsables del
programa. Asimismo, en cumplimiento del RD1716/2011, le informamos de que los posibles excedentes

de las muestras que Vd. cede, serdn destruidos en el plazo de 1 mes tras finalizar el estudio.

6. Otrainformacion relevante
A partir de los estudios que se realicen se podria obtener informacién de importancia para su salud y la

de sus familiares. La informacidn que se obtenga de un andlisis le serd comunicada, exclusivamente a

Vd., cuando sea relevante para su salud.

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningin dato nuevo sera
afiadido a la base de datos y, puede exigir la destruccién de todas las muestras identificables
previamente retenidas para evitar la realizacidon de nuevos analisis. También debe saber que puede ser

excluido del programa si los responsables del estudio lo consideran oportuno.

7. Riesgos
El cepillado conjuntival puede provocar alguna molestia o alguna irritacion leve local también

transitoria.
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DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Titulo del Estudio: EVALUACION DE BIOMARCADORES INMUNOLOGICOS EN PACIENTES CON

SOSPECHA CLINICA DE CONJUNTIVITIS ADENOVIRICA

N2 de estudio: IOBAXXX-2013

Al firmar abajo, yo declaro que:

1)
2)

3)

4)

5)

6)

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

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

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

Responsables: Dra. Margarita Calonge y/o Dr. Roberto Reinoso, Direccion: Instituto
Universitario de Oftalmologia Aplicada — Paseo de Belén17 — 47011 - Valladolid; Numero
de Teléfono : 983 184 750/4755; me ha explicado la informacion para el paciente y el
formulario de consentimiento y comprendo lo que implica la investigacién.

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

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

Nombre del Paciente

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

Nombre del representante legalmente autorizado

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

aplica-)

Nombre del Investigador
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Firma

Firma

Fecha

(Debe ser firmado y fechado por el investigador)

Nombre de la persona que participd en la discusién del C

Fecha

(Debe ser firmado y fechado por la persona que explico el consentimiento

informado)
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FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

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

N2 de estudio: IOBAXXX-2013

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

Coordinadores:

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

Campus Miguel Delibes, P2 de Belén 17; 47011 Valladolid

Se le ha invitado a participar en un estudio clinico coordinado por el IOBA para sujetos controles.

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

formulario y realice todas las preguntas que tenga sobre la informacion que contiene.

8. Objetivo del estudio
El objetivo general de este estudio es la caracterizacién del componente epitelial del CALT en sujetos

Sanos

9. Participacion voluntaria
Debe saber que su participacion en este proyecto es voluntaria y que puede decidir no participar o

cambiar su decision y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin que por ello se altere la

relacion con su médico ni se produzca perjuicio alguno en su tratamiento.

10. Descripcion general del estudio. Procedimiento.
Para este procedimiento NO se le administrara tratamiento extraordinario alguno. Si acepta la

participacion mediante la firma de este documento, se le recogeran células de la superficie ocular
mediante una técnica minimamente invasiva como es la citologia por cepillado. Previa anestesia tdpica
(0.04% Oxybuprocaina + 0.01% Tetracaina), se procedera a la rotacidn suave del cepillo (Cytobrush® plus
GT, Medscand Medical, Sweden) sobre la conjuntiva del fondo de saco inferior. Esta maniobra se

repetird en 3 ocasiones mas, siempre realizandolo en el mismo sitio y con los mismos medios.

Usted debera notificar al responsable del estudio si en el momento de la misma padece alguna

enfermedad y/o estd tomando algin tipo de medicacidn, bien sea bajo prescripcién o no. Al aceptar
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participar en este programa permitira que se utilice su muestra para estudiar cualquier parametro

relacionado con la respuesta inmune/infecciosa.

11. Manejo de las muestras
Las muestras obtenidas no se etiquetaran con ningun dato que permita revelar la identidad del donante.

Las muestras obtenidas se recogeran en diferentes tipos de tubos para su procesamiento y seran

conservadas y almacenadas hasta su posterior analisis en el laboratorio.

12. Confidencialidad
El tratamiento, la comunicacion y la cesidon de los datos de caracter personal de todos los sujetos

participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre de proteccién de
datos de caracter personal. De acuerdo a lo que establece la legislacion mencionada, usted puede
ejercer los derechos de acceso, modificacidon, oposicidn y cancelacién de datos, para lo cual debera

dirigirse a su médico del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cddigo y solo su médico del
estudio/colaboradores podran relacionar dichos datos con usted y con su historia clinica. Por lo tanto, su

identidad no sera revelada a persona alguna ajena a los procedimientos aqui descritos.

Sélo se transmitiran a terceros y a otros paises los datos recogidos para el estudio que en ningun caso
contendran informacion que le pueda identificar directamente, como nombre y apellidos, iniciales,
direccidn, n? de la seguridad social, etc. En el caso de que se produzca esta cesidn, sera para los mismos
fines del estudio descrito y garantizando la confidencialidad como minimo con el nivel de proteccion de

la legislacién vigente en nuestro pais.

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

acuerdo a la legislacién vigente.

En ninguno de los informes del programa aparecera su nombre. Cualquier informacién de caracter
personal que pueda ser identificable serd conservada y procesada por medios informaticos bajo
condiciones de seguridad (en un fichero registrado en la ANPD), con el propédsito de determinar los
resultados del estudio. Toda la informacidn, incluido el mantenimiento de su anonimato, se tratara
conforme a la legislacién vigente. Su nombre no figurara en ningun informe relacionado con esta

evaluacion y su identidad no se revelara a ninguna otra persona en ninguna circunstancia. De acuerdo
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con la ley vigente tiene Vd. derecho al acceso de sus datos personales; asimismo, tiene derecho a su
rectificacion y cancelacidén. Si asi lo desea, deberd solicitarlo al responsable o responsables del
programa. Asimismo, en cumplimiento del RD1716/2011, le informamos de que los posibles excedentes

de las muestras que Vd. cede, serdn destruidos en el plazo de 1 mes tras finalizar el estudio.

13. Otra informacién relevante
A partir de los estudios que se realicen se podria obtener informacién de importancia para su salud y la

de sus familiares. La informacidén que se obtenga de un analisis le serd comunicada, exclusivamente a

Vd., cuando sea relevante para su salud.

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningin dato nuevo sera
anadido a la base de datos y, puede exigir la destruccion de todas las muestras identificables
previamente retenidas para evitar la realizacion de nuevos analisis. También debe saber que puede ser

excluido del programa si los responsables del estudio lo consideran oportuno.

14. Riesgos
El cepillado conjuntival puede provocar alguna molestia o alguna irritacion leve local también

transitoria.
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DECLARACION DE CONSENTIMIENTO
Titulo del Estudio: Caracterizacion del componente epitelial del CALT en sujetos sanos.

N2 de estudio: IOBAXXX-2013

Al firmar abajo, yo declaro que:

7) He leido, o me han leido, y entiendo completamente el contenido del formulario de
informacidn adjunto, Versiéon 2 Final de 28 de Enero de 2013.

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

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

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

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

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

Nombre del Paciente

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

Nombre del representante legalmente autorizado

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

aplica-)

Nombre del Investigador
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Firma

Firma

Fecha

(Debe ser firmado y fechado por el investigador)

Nombre de la persona que participd en la discusién del C

Fecha

(Debe ser firmado y fechado por la persona que explico el consentimiento

informado)
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