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RESUMEN

CARACTERIZACION DEL COMPONENTE EPITELIAL DEL TEJIDO LINFOIDE
ASOCIADO A LA CONJUNTIVA (CALT) EN NINOS SANOS

Trabajo de Fin de Master “Investigacion en Ciencias de la Vision”

Alumna: Lda. Magnolia Trinidad Cano Suarez.

Directores: Dr. Roberto Reinoso Tapia, Prof. Dra. Margarita Calonge Cano.

Equipo Investigador: Prof. Alfredo Corell Almuzara, Dra. Ana Isabel Vallelado Alvarez, Dra.
Carmen Martin Alonso, Lda. Soledad Rubio Martinez.

Introduccién: La conjuntiva es una membrana mucosa transparente que recubre la superficie
interna de los parpados Yy la superficie anterior de la esclera hasta el limbo, formando una
barrera mecanica e inmunolégica frente a todo tipo de agresiones. Como todo epitelio mucoso,
estd equipada con una amplia gama de mecanismos de defensa innatos pero, ademas, posee
células de respuesta inmune especificas, como los linfocitos T y B. Toda esta estructura recibe
el nombre de tejido linfoide asociado a la conjuntiva (CALT). En los Gltimos afios, se ha
demostrado la presencia del CALT como componente regular de la conjuntiva humana sana,
conociéndose su distribucion topografica en la conjuntiva humana adulta. Sin embargo, adn
falta por dilucidar si dicha distribucion varia en funcion de la edad. El objetivo de este estudio
fue estudiar la distribucion fenotipica y funcional del componente epitelial del CALT en nifios
sanos, comparando las diferentes regiones entre si y, ademas, estas con las correspondientes a
las de individuos adultos, las cuales ya han sido descritas y publicadas por nuestro grupo de
investigacion.

Material y métodos: Se recogieron células conjuntivales de la regién tarsal superior, bulbar
superior y fondo de saco inferior de 5 pacientes pediatricos, que fueron sometidos a cirugia con
anestesia general de correccion de estrabismo. Estas células se obtuvieron con una técnica
minimamente invasiva, la citologia por cepillado. Posteriormente, estas células fueron
analizadas fenotipica y funcionalmente mediante citometria de flujo.

Resultados: El andlisis inmunofenotipico mostr6 que no todas las células obtenidas mediante
cepillado conjuntival eran de estirpe epitelial, sino que existia una poblacion de células CD45+
(linfocitos intraepiteliales o IELS). Estos IELs estaban distribuidos de manera regular en la
conjuntiva de nifios sanos, sin existir diferencias significativas entre las 3 zonas, pero en
cantidades significativamente mayores que las encontradas en adultos. Ademas, la mayor parte
de los IELs que residian en el epitelio de la conjuntiva del nifio sano eran linfocitos T, seguidos
de los linfocitos B y finalmente linfocitos NK. Finalmente, la proporcion CD3/CD19 fue
notablemente mayor en la zona tarsal superior que en el resto de zonas. En el ensayo de
apoptosis se observaron, al igual que lo sucedido en adultos, dos poblaciones celulares
diferenciadas por el tamafio y la complejidad celular. Por altimo, se constatd que el indice
medio proliferativo de las células del epitelio conjuntival era relativamente mas alto en la regién
tarsal superior y bulbar superior que en el fondo de saco inferior.

Conclusiones: Estos resultados demuestran que el componente epitelial del CALT esta presente
de manera regular en la conjuntiva del nifio sano, variando en cuanto a su fenotipo, viabilidad y
proliferacién celular en las regiones conjuntivales analizadas, lo que corrobora que juega un
papel fundamental en la proteccion de la superficie ocular sana.
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1. INTRODUCCION

El sistema inmune de las mucosas o tejido linfoide asociado a las mucosas
(mucosa-associated lymphoid tissue, MALT) constituye la primera linea de defensa del
organismo frente a la invasion de patégenos. EI MALT estd constituido por
agrupaciones de tejido linfoide no encapsulado localizado en la lamina propia y areas
submucosas de las principales mucosas del organismo, como por ejemplo, el tracto
gastrointestinal (gut-associated lymphoid tissue, GALT), el tracto respiratorio
(bronchus-associated lymphoid tissue, BALT); nasal (nasal associated lymphoid tissue,
NALT), el tracto genitourinario, etc. Debido a su gran extension, los tejidos MALT
mejor caracterizados son los asociados con el tracto gastrointestinal (Suzuki et al., 2010)
y, de hecho, existen pocos estudios que describan estos tejidos linfoides en otras

mucosas como, por ejemplo, la mucosa ocular.

1.1. SISTEMA INMUNE DE LA MUCOSA OCULAR

La superficie ocular estd continuamente en contacto con el ambiente externo vy,
por lo tanto, se encuentra expuesta a una multitud de antigenos y microorganismos
patégenos. Como cualquier mucosa, esta protegida por el MALT, que utiliza
mecanismos efectores innatos y adaptativos presentes en la pelicula lagrimal y en el
propio tejido (Knop and Knop, 2007). El sistema inmunitario innato es la primera linea
de defensa contra los microorganismos invasores y consta de barreras anatomicas de la
superficie ocular (mucinas, epitelio, etc.) y de péptidos antimicrobianos presentes en la
pelicula lagrimal.

La repuesta inmunitaria innata no es especifica de los antigenos, sino que actla
frente a diversos microorganismos. El sistema inmunitario adaptativo actia como una
segunda linea de defensa y si es especifica de los antigenos, por lo que normalmente
s6lo reacciona con el microorganismo que ha provocado la respuesta. Este dispone de
memoria inmunoldgica y reacciona mas de prisa en los contactos posteriores con el
mMIiSMO Microorganismo.

En el micro-entorno Unico de la superficie ocular, estas dos armas de la respuesta
inmunoldgica pueden tener funciones diferentes, pero existe una interrelacion entre ellas
para equilibrar la tolerancia a la microflora normal, la exposicion a los irritantes del
entorno y la irrigacion sanguinea y linfatica limitada de la cdérnea y algunos tejidos

intraoculares.

3de35



TFM Magnolia T. Cano Suérez-CARACTERIZACION DEL COMPONENTE EPITELIAL DEL CALT EN NINOS SANOS

En los dltimos afios, se ha demostrado la existencia de un sistema inmune comdn
para toda la superficie ocular, denominado sistema inmune de la mucosa ocular (ocular
mucosal immune system, OMIS) o tejido linfoide asociado al ojo (eye-associated
lymphoid tissue, EALT), que actuaria como una unidad anatémica y funcional
protegiendo de manera coordinada la mucosa ocular y que englobaria al tejido linfoide
asociado a la conjuntiva (conjunctiva-associated lymphoid tissue, CALT), al tejido
linfoide asociado al sistema de drenaje lagrimal (lacrimal drainage-associated lymphoid
tissue, LDALT) y al tejido linfoide asociado a la glandula lagrimal (lacrimal gland-
associated lymphoid tissue, LGALT) (Knop and Knop, 2007, 2005, 2002; Nesburn et al,
2006; Sullivan, 1999).

1.2. TEJIDO LINFOIDE ASOCIADO A LA CONJUNTIVA (CALT)

La conjuntiva es una membrana mucosa transparente que recubre la cara interna
de los parpados (conjuntivas palpebrales), la esclera anterior (conjuntiva bulbar), y
forma un repliegue entre ambas secciones de la conjuntiva (conjuntiva de fondo de saco

o fornix) (Figura 1).
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Figural.-Zonas geograficas de la conjuntiva (tomado de Knop and Knop, 2005).

Histoldgicamente, (Rodrigues and Hidayat, 2000; Cibis, 2005) la conjuntiva es

similar a otras membranas mucosas y se compone de un epitelio estratificado no
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queratinizado compuesto por al menos 2 capas, aunque frecuentemente mas, sobre un
estroma formado por tejido conectivo fibrovascular que contiene vasos y nervios
linfaticos (Figura 2). En la capa basal del epitelio se observan melanocitos que producen
melanina y la inyectan a las células de alrededor. A lo largo de todo el epitelio se
pueden observar células caliciformes, encargadas de producir el componente mucoide
de la pelicula lagrimal, que son mas numerosas en la porciéon infero nasal de la
conjuntiva bulbar. En el canto interno se encuentran el pliegue semilunar y la carincula
en la que se pueden encontrar foliculos pilosos finos y glandulas sebaceas e incluso
glandulas lagrimales accesorias.

Figura 2.-Imagen histoldgica representativa de la conjuntiva humana, en la que se aprecian las células
caliciformes tefiidas con el PAS (imagen cedida por el Dr. José Carlos Lépez, Laboratorio de Patologia
Ocular, IOBA)

Una de las principales funciones de la conjuntiva consiste en la proteccion corneal
frente a posibles infecciones microbianas y/o ataques externos, para lo cual cuenta con
una amplia gama de células inmunes ligadas a esta mucosa, es decir, un tejido linfoide
asociado a la mucosa 0, mas concretamente, un tejido linfoide asociado a la conjuntiva
(CALT), que le va a proporcionar toda una serie de mecanismos de defensa (innatos y
adaptativos) para mantener integra la superficie ocular. EI CALT se encuentra formado
por tejido linfoide organizado (foliculos linfoides) donde predominan las células B y por
tejido linfoide difuso, principalmente compuesto por linfocitos T y células plasmaticas
productoras de IgA, distribuidos arbitrariamente entre el epitelio (linfocitos
intraepiteliales- I1ELs) y el tejido conectivo subyacente (linfocitos de Iamina
propia)(Knop and Knop, 2000; Hingorani et al, 1997; Dua et al, 1994). Aungque
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histéricamente el CALT ha estado asociado a procesos inflamatorios, ya hace unos afios
se demostrd que este tejido forma parte intrinseca de la conjuntiva humana sana (Knop
and Knop, 2008, 2005). También se ha demostrado que la densidad de estas células
varia en funcién de la zona conjuntival observada, como queda reflejado en un trabajo
realizado por Knop and Knop (1999a) en distintas zonas topogréaficas de la conjuntiva
humana.

Ademas, y dentro de nuestro grupo de trabajo, Reinoso et al, (2012) demostraron
que los IELs de la conjuntiva humana normal adulta residen principalmente en la
conjuntiva tarsal, disminuyendo gradualmente hacia el fondo de saco y la conjuntiva
bulbar (Figura 3).

Figura 3.- Distribucion topogréfica de linfocitos intraepiteliales, células vivas, células muertas, células en
apoptosis precoz y tardia y fases del ciclo celular en la conjuntiva humana adulta normal (Tomado de
Reinoso et al, 2012).
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Estos mismos autores mostraron que la mayor parte de los IELs de la conjuntiva
humana de adultos sanos son linfocitos T, seguidos de linfocitos B y linfocitos NK,
aunque en distinta proporcién dependiendo de la zona anatémica (Figura 3). Estas
diferencias topograficas también han sido observadas en la viabilidad celular y en la
capacidad proliferativa del epitelio de la conjuntiva humana adulta sana (Figura 3).

Sin embargo, aun falta por dilucidar si tanto el CALT como la viabilidad y/o la
proliferacion celular del epitelio conjuntival varian en funcion de la edad. Este hecho
seria importante pues de tener la edad del individuo una influencia en estos parametros,
como de hecho se anticipa, se debera tener presente siempre el grupo de edad que se
estudie en una poblacion enferma y solo hacer comparaciones con individuos sanos de

edad similar.

Por ello, en este estudio se pretende realizar un mapa topografico de todas estas
variables en la conjuntiva de nifios sanos y compararlo con el ya existente en adultos

Sanos.

1.3. TECNICAS MINIMAMENTE INVASIVAS

Los métodos minimamente invasivos para la recoleccion de células han sido
ampliamente utilizados en todo tipo de tejidos, como por ejemplo, en las células
epiteliales traqueo-bronquiales, células epiteliales nasales, células uroteliales, células
endoteliales de corddén umbilical, células escamosas del es6fago, etc. La gran ventaja de
estas técnicas es que pueden realizarse de manera repetitiva en los pacientes sin
ocasionar grandes molestias a los sujetos (Martinez-Osorio et al, 2009).

En los ultimos afios, la técnica mas utilizada para llevar a cabo todos estos estudios
ha sido la citologia de impresion, incluidos los realizados en la superficie ocular
(Corrales et al, 2003; Diebold et al, 1998, 1999, 2002). En este contexto, varios autores
demostraron que la citologia de impresion conjuntival (CIC) era capaz de recoger un
namero muy elevado de células de la superficie ocular, concretamente de 2 a 6 capas
superficiales de epitelio conjuntival (Calonge et al, 2004; Brinole-Baudouin et al, 2004).
Sin embargo, recientes estudios han demostrado que la citologia por cepillado
conjuntival (Martinez-Ozorio et al, 2009; Reinoso et al, 2011, 2012), es capaz de
recoger mayor cantidad de células directamente en suspension, con las consiguientes

ventajas a la hora de su posterior caracterizacion. Ademas, se ha demostrado que el
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cepillado es capaz de aislar poblaciones celulares mas viables que la CIC, manteniendo

intacta la morfologia de las células recuperadas (Yagmur et al, 1997).

1.4. CARACTERIZACION CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo es un método analitico que permite la medicién rapida de
ciertas caracteristicas fisicas y quimicas de células o particulas suspendidas en liquido
que producen una sefial de forma individual al interferir con una fuente de luz. Una de
las caracteristicas analiticas mas importantes de los citometros de flujo es su capacidad
de medir maltiples parametros celulares, como el tamafio, forma y complejidad y, por
supuesto, cualquier componente celular o funcion que pueda ser marcada con un
fluorocromo. Las aplicaciones mas relevantes de la citometria de flujo en la préctica
médica se relacionan con la hematologia e inmunologia clinica, midiendo pardmetros
como numero Y clasificacion de células sanguineas. Esta técnica es empleada también
en el conteo de subpoblaciones de linfocitos en pacientes con el virus de la
inmunodeficiencia humana, asi como la caracterizacion de leucemias agudas y
sindromes linfoproliferativos cronicos, entre otros padecimientos (Orfao A et al, 1992).
Las aplicaciones de la citometria de flujo son numerosas, lo cual ha permitido el empleo
de estos instrumentos de manera amplia en varios campos, tanto de la investigacion
bioldgica como médica. En la superficie ocular, la citometria de flujo se ha utilizado
para estudiar diferentes patologias, especialmente de origen inmunoldgico o
inflamatorio, como el sindrome de ojo seco (Reinoso et al, 2011) y las conjuntivitis
alérgicas (Diebold et al, 2003; Fujihara et al, 1997). También se ha utilizado en la
identificacion de células madre (Romano et al, 2003), en la caracterizacion fenotipica
(Reinoso et al, 2012), en analisis de viabilidad (Martinez-Osorio et al, 2009), analisis de

proliferacion (Reinoso et al, 2012), etc.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

2.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

El componente epitelial del CALT se encuentra presente de manera regular en la
superficie ocular de nifios sanos, variando funcional y fenotipicamente, no sélo en
funcién de la regién topogréafica de la conjuntiva, sino también cuando es comparado

con una poblacion adulta sana.

2.2. OBJETIVOS

OBJETIVO 1. Obtencion, mediante métodos minimamente invasivos, de células

conjuntivales en nifios sanos que van a ser intervenidos estrabismo. Este objetivo
consiste en obtener, ocasionando las minimas molestias al donante, el nimero suficiente
de células de la conjuntiva de manera que permanezcan en medio de cultivo en

condiciones Optimas el tiempo suficiente para llevar a cabo su posterior caracterizacion.

OBJETIVO 2. Caracterizacion fenotipica y funcional, mediante citometria de

flujo, de las células epiteliales y linfocitos intraepiteliales (IELs) obtenidos. Con este
objetivo, se pretende determinar el fenotipo de las células encontradas en la conjuntiva
humana de nifios sanos (células de estirpe epitelial y células pan-leucocitarias), evaluar
su contenido de ADN vy su viabilidad/apoptosis.

OBJETIVO 3. Analisis de la distribucién topografica del componente epitelial del

tejido linfoide asociado a la conjuntiva (CALT) en nifios sanos. La finalidad de este
objetivo es comparar diferentes zonas topograficas de la conjuntiva humana (tarsal
superior, bulbar superior y fondo de saco inferior) en una poblacion de nifios sanos. De
este modo, se podran establecer, en términos fenotipicos y funcionales, un mapa

topografico de la distribucion del CALT a lo largo de toda la conjuntiva humana infantil

OBJETIVO 4. Comparacion de los resultados obtenidos con los ya existentes en

adultos sanos. La finalidad de este objetivo es demostrar que el componente epitelial
del sistema inmune asociado a la mucosa ocular (CALT) varia no sélo en funcion de la
region topografica de la conjuntiva sino también con la edad, para lo cual se compararan
estos resultados con los ya obtenidos en adultos previamente por este grupo de

investigacion.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. SUJETOS

La seleccion de los sujetos del estudio se llevd a cabo en el Servicio de
Oftalmologia del Hospital Clinico Universitario de Valladolid (HCUV) y en el Instituto
de Oftalmobiologia Aplicada (IOBA) de la Universidad de Valladolid. La naturaleza de
la investigacién y los protocolos fueron explicados antes de la firma del consentimiento
informado, el cual fue firmado por los padres o representantes legales de los menores en
la visita de inclusion (ver anexos). El estudio siguid los principios de la Declaracion de
Helsinki y el protocolo fue presentado a la Comision de Investigacion del I0BA y
aprobado por el Comité Etico del HCUV.

Los participantes fueron pacientes pediatricos (entre 3 'y 12 afios de edad) que iban
a ser sometidos a anestesia general para correccién quirtrgica de estrabismo o inyeccion
de toxina botulinica en las Unidades de Oftalmologia Pediatrica de ambas instituciones,
a cargo de la Dra. Ana |. Vallelado Alvarez.

A todos los participantes se les realizd una evaluacion oftalmoldgica previa
coincidiendo con la visita pre-operatoria programada por su cirujano, consistente en
agudeza visual, biomicroscopia de polo anterior con lampara de hendidura y test de
Schirmer sin anestesia. El resto de datos, no relevantes para este estudio (fondo de ojo,
presion intraocular, etc.), se tomaron de la historia clinica.

Una vez realizada la anestesia general, se les tom6 muestras de la conjuntiva del ojo
que se iba a intervenir (si eran ambos, la muestra se tomé del que se intervenia en
primer lugar), procediéndose posteriormente a la técnica programada para correccion

del estrabismo de manera habitual.

Criterios de inclusién

= Nifios/as con edades comprendidas entre los 3y los 12 afios de edad.

= Ausencia de enfermedad sistémica pudiera interferir con un sistema inmune normal.

= Ausencia de enfermedad ocular diferente que la que motivo el estrabismo y ausencia
de enfermedad alguna de la superficie ocular.

= Especificamente, se descartan la presencia de ojo seco mediante la historia clinica, la
exploracion con lampara de hendidura y test de Schirmer sin anestesia.

= Especificamente, se descarta presencia de alergias extraoculares mediante la historia

clinica, un cuestionario que rellenan los padres o representantes legales para el

10 de 35



TFM Magnolia T. Cano Suérez-CARACTERIZACION DEL COMPONENTE EPITELIAL DEL CALT EN NINOS SANOS

despistaje de alergias extraoculares y mediante exploracion con lampara de
hendidura.

= Que los representantes legales entiendan y firmen el consentimiento informado.

Criterios de exclusion

= Nifias que, aungue sean menores de 12 afios, ya hayan tenido menstruacion.

= Cualquier patologia ocular diferente del estrabismo que motiva la cirugia.

= Uso de lentes de contacto.

= Haber sufrido alguna cirugia ocular en los ultimos 6 meses.

= Haber recibido medicacion topica ocular en los Gltimos 6 meses.

= Uso de farmacos sistémicos, inhaladores, pomadas, etc. de uso cronico en los Ultimos
6 meses.

» Haber padecido algin proceso inflamatorio de vias respiratorias superiores
(resfriados, catarros, gripe...) en las Gltimas 2 semanas.

= Haber padecido algun proceso inflamatorio de vias digestivas (gastroenteritis...) en

las ultimas 2 semanas.

3.2. TECNICA ANESTESICA

La anestesia general se llevo a cabo, tanto en el IOBA como en el HCUV, por
médicos anestesistas habituados a este tipo de cirugias y a pacientes en edad infantil. En
los pacientes pediatricos, operaciones minimamente agresivas o incluso simples
exploraciones requieren de la administracion de una técnica de anestesia general dada la
ausencia, mas que probable, de colaboracidn por parte del nifio (Saunders RA, 1993).

» Induccidn anestésica. Los agentes de induccion utilizados con mas frecuencia son el

propofol por via intravenosa y el sevoflorane por via inhalatoria (Fonseca et al,
2004). Tanto en el IOBA como en el HUV (Figura 4), se utilizd la induccion
inhalatoria con el agente de eleccion en pediatria, el sevoflorane, que produce una
hipnosis profunda en breves instantes y proporciona una magnifica estabilidad
cardiovascular y respiratoria. La cirugia de estrabismo suele requerir de relajacion
muscular y ventilacion controlada; para ello, se opté por relajantes musculares de
vida media intermedia como el atracurio (0,5-1 mg/kg), el cisatracurio (0,1-0,4
mg/kg), el vecuronio (0,1 mg/kg) o el rocuronio (0,5-1mg/kg).
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= Mantenimiento. Para mantener la anestesia general en los nifios, se utiliz6 o bien

sevoflorane 2,5%-3,3% o una perfusion de propofol a 6-10mg/kg/hr (Fonseca et al,
2004).

Figura 4.- Fase de induccion de la anestesia general (izquierda) y vista general del procedimiento general
quirdrgico, una vez que se habian tomado las muestras conjuntivales (derecha) (tomadas de quir6fanos
del IOBA)

3.3. OBTENCION DE CELULAS DE LA SUPERFICIE OCULAR

Una vez que el paciente se encontraba bajo anestesia general y tras la instilacion

de la anestesia topica, se procedio a la toma de células conjuntivales del ojo que se iba a
intervenir; si eran ambos 0jos, la muestra se tomo del que se intervenia en primer lugar.

La obtencion minimamente invasiva de células de la superficie ocular fue llevada a

cabo mediante citologia por cepillado en la conjuntiva tarsal superior, bulbar superior y

fondo de saco inferior (Figura 5), como ya se ha descrito previamente por nuestro grupo
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de trabajo (Martinez-Osorio et al, 2009; Reinoso et al, 2011, 2012). Previa anestesia
tépica (0.04% oxybuprocaine), se procedié a la rotacion suave del cepillo (Cytobrush®
plus GT, Medscand Medical, Suecia) sobre cada una de las tres areas mencionadas

independientemente.

Figura 5.- Citologia por cepillado conjuntival en las tres zonas de estudio. (A) Tarsal superior, (B) bulbar
superior y (C) tarsal inferior-férnix (tomado a pacientes en HCUV)

A continuacion, las células se desprendieron del cepillo por rotacion circular de
éste durante aproximadamente 30 segundos en 1,4 ml de medio de transporte y/o cultivo
(DMEM/F-12 suplementado con 10% de suero bovino fetal). Este procedimiento se
repitio en 3 ocasiones mas, siempre realizdndolo en el mismo sitio y con el mismo
medio (Figura 6). Se obtuvieron, por tanto, 3 tipos de muestras de cada individuo, una
de cada area conjuntival. Posteriormente, se introdujeron los tubos con las células en

hielo a 4°C y se transportaron al laboratorio para su posterior analisis

.
Figura 6.- Rotacion suave del cepillo en el interior del tubo que contiene el medio de cultivo, con objeto
de desprender las células.

3.4. CARACTERIZACION DE LA POBLACION CELULAR OBTENIDA

La caracterizacion fenotipica y funcional de las células conjuntivales obtenidas se

realizd mediante citometria de flujo (Reinoso et al, 2011, 2012). Para llevar a cabo
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dicha caracterizacion, se realizaron 3 tipos de analisis: linaje celular,
viabilidad/apoptosis y ciclo celular. Para ello, las celulas recuperadas de la superficie
ocular fueron incubadas con diferentes anticuerpos y/o marcadores (Tabla 1) y
analizadas utilizando el citometro de flujo FC 500 (Beckman-Coulter, Fullerton, CA,
USA), compuesto de 2 laseres (Argén, excita a 488 nm y HeNe excita a 633 nm) y 5
fotomultiplicadores: FL1 (525nm), FL2 (575 nm), FL3 (620 nm), FL4 (675 nm) y FL5
(755 nm). Los datos obtenidos fueron expresados como porcentaje de células (media +

desviacion estandar).

Tabla 1. Marcadores fluorescentes utilizados en la citometria de flujo

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

1
CD8-ECD SFCI21Thy2D3 Linfocitos T citotdxicos (T) BC
CD45-FITC B3821F4A Leucocitos BC
CD3-FITC 33-2A3 Linfocitos T 1S**
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 (Marsella, Francia).

**|S: Immunostep (Salamanca, Espafia).

***CL: Caltag Laboratories (Burlingame, CA, EEUU).
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3.4.1. Linaje celular (estudio fenotipico)

Para determinar la naturaleza (inmunofenotipo) de las celulas recuperadas, se
utilizaron 600 ul de la suspension celular (tubo 1: 300 pl y tubo 2: 300 pl). En primer
lugar, las células fueron lavadas con 2 ml de una solucion de lavado (CellWASH
Solution, BD biosciencies, San Jose, USA) para eliminar cualquier resto del medio de
cultivo. A continuacion, se centrifugaron durante 5 minutos a 500 g, se decanto el
sobrenadante y las células fueron incubadas en oscuridad con los anticuerpos
correspondientes (Tabla 1) durante 15 minutos a temperatura ambiente (4 pl 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, CA, USA) y analizadas con el citometro de flujo.

3.4.2. Viabilidad (estudio de apoptosis)

Para llevar a cabo el estudio de apoptosis/viabilidad, se utilizaron otros 300 ul de
la suspensidn celular (tubo 3). En primer lugar, las células fueron lavadas con 2 ml de
una solucién 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
células fueron resuspendidas con 100 pl de una solucién tampon (Annexin V Binding
Buffer, Inmunostep, Salamanca, Spain). Posteriormente, las células fueron incubadas en
oscuridad con 2,5 ul de anexina V-FITC (25 ug/ml) y 5 ul de ioduro de propidio (IP, a
250 pg/ml) durante 10 minutos a 4°C (Tabla 1). Finalmente, se afiadieron 300 ul de la
solucion tampén a la muestra celular quedando lista para su estudio por citometria de
flujo. Las células doble negativas para Anexina V e IP fueron las viables. Las positivas
para Anexina V y negativas para IP fueron las que estuvieron en apoptosis precoz (su
membrana celular ya se ha alterado, pero ain no se ha iniciado la degradacion del
nacleo). Las células doble positivas fueron las que estuvieron en apoptosis tardia
mientras que las células negativas para Anexina V y positivas para IP fueron las

muertas.

3.4.3. Ciclo celular (estudio del contenido de ADN)
Para llevar a cabo este analisis, 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 solucion de lavado (CellWASH Solution, BD Biosciencies, San Jose, USA).
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Posteriormente, y después de centrifugar la muestra a 500 g durante 5 minutos, se
elimind el sobrenadante y las células fueron permeabilizadas con 50 ul de una solucion
detergente (DNA-prep LPR, Coulter® DNA Prep™ Reagents Kit, Beckman Coulter,
Fullerton, CA). A continuacion, se afiadio 1 ml de una solucién con ioduro de propidio
(DNA-prep Stain, Coulter® DNA Prep™ Reagents Kit, Beckman Coulter, Fullerton,
CA), se agitd suavemente y se incub6 en oscuridad durante 30 minutos a 37°C,

quedando listas las células para ser analizadas con el citometro de flujo.

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico del estudio se realizé usando el programa SPSS para
Windows (versién 19.0). Los porcentajes obtenidos de los ensayos de citometria fueron
expresados como media * desviacion estandar. La significacion estadistica se determin6
mediante el test no paramétrico de Friedman para analizar las diferentes variables en las

3 zonas conjuntivales.
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4. RESULTADOS

Siguiendo los criterios de inclusidén/exclusién, se seleccionaron 5 nifios (4 nifios y
1 nifia), con una edad media de 7 + 3 afios), pudiendo realizar a los 5 las citologias por
cepillado en las 3 zonas previstas sin ningun contratiempo. Por lo tanto, el nimero de

muestras de cada zona fue de n=5.

4.1. FENOTIPO

El nimero de células analizadas en las tres zonas en este ensayo fue de 17.7 + 3.9
x 10° en la zona tarsal superior, 18.8 + 8.5 x 10° en la zona bulbar superior y 41.0 +
11.6 x 10° en el fondo de saco inferior. No hubo diferencias significativas en el nimero
de células analizadas entre las tres zonas. En la Tabla 2 y en la Figura 7 se muestran los
hallazgos que se relatan a continuacion.
La mayor parte de las células conjuntivales obtenidas mediante la citologia por
cepillado fueron de origen epitelial (CD45-), sin embargo, se observé una considerable
poblacién de células CD45+ (IELSs), con una porcentaje relativamente similar en las tres

zonas, no encontrandose diferencias significativas en ellas.

Tabla 2.- Analisis fenatipico (citometria de flujo) de los leucocitos intraepiteliales hallados en el epitelio
conjuntival de 5 nifios sanos y obtenidos mediante citologia por cepillado, expresados en porcentajes

(media * desviacidn estandar)

Zona Leucocitos Linfocitos T Linfocitos Th Linfocitos Tc Linfocitos B Linfocitos NK CE)I_Cih/?Pte Cociente T/B
conjuntival | (CD45+) (CD3+) CD3+CD4+ (CD3+CDB8+) (CD19+) (CD3-CDI656+) | (st | (CDICDI9)
sIs:?ér 19.245.0 | 64.5+9.2 32.6+4.4 30.246.5 34.1+9.1 0.3+0.1 1.2£0.2 3.1+12

(n=5)

Sﬁsgﬁ; 2594129 | 44.2+89 27.54.8 16.243.6 55.248.5 0.8+0.4 1.940.3 0.9+0.3
(n=5)

FOmX | 315:10.9 | 51.647.5 28.7+4.1 21.6+4.1 48.8+7.1 1.240.2 14402 1303
(n=5)

P-valor 0.247 0.039 0.039 0.174 0.049 0.127 0.472 0.049

El anlisis inmunofenotipico de los subtipos de linfocitos reveld que la mayor parte

de estas células eran linfocitos T CD3+, seguidos de linfocitos B CD19+ y de NK CD3-
CD16/56+.
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La proporcién CD3/CD19 (Linfocitos T/Linfocitos B) vari6 significativamente
entre las tres zonas conjuntivales analizadas (p=0.049), siendo casi 3 veces mayor en la
zona tarsal superior que en las zonas bulbar superior y fondo de saco inferior, estas dos
ultimas zonas presentaron un porcentaje muy similar, con un claro predominio de los
linfocitos T sobre B.

Al hacer comparaciones entre cada 2 zonas respecto a esta proporcion CD3/CD19,
ese encuentran diferencias significativas con p= 0.034 (tarsal superior vs bulbar
superior) y p=0.034 (tarsal superior vs fondo de saco inferior), en ambas comparaciones

se evidencian niveles significativamente mas altos en la conjuntiva tarsal superior.

(@)
100 ~
*
75
g 50
©
5
]
= 25
0
CD45+ CD3+ CD3+CD4+ CD3+CD8+ CD19+ CD3-
CD16/56+
m Tarsal superior Bulbar superior W Fondo cde saco inferior
(b)
8 -
*
6 -
o
T 4
[}
=
) I il
.
CD4/CD8 CD3/CD19
‘ H Tarsal superior Bulbar superior B Fondo de saco inferior ‘

Figura 7.- Analisis inmunofenotipico de los linfocitos intraepiteliales recogidos por citologia por
cepillado conjuntival en la zona tarsal superior, bulbar superior y fondo de saco inferior. (&) Distribucion
del porcentaje medio de células CD45+CD3+,CD4+,CD8+,CD19+,CD16/56 0 combinaciones de las mismas. (D)

Cociente medio cD4/CD8 y CD3/CD19.
*cD3+(P=0.039),*cD3+cD4+(P=0.039),*cD19+(P=0.049), *CcD3/cD19(P=0.049).
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En cuanto a las subclases de linfocitos T, es necesario destacar que en la zona tarsal
superior, el porcentaje de linfocitos T cooperadores (32.6 + 4.4%) fue muy similar al de
linfocitos T citotoxicos (30.2 + 6.5%), como queda reflejado en la proporcion Ty/T.. Sin
embargo, en la zona bulbar superior, dicha proporcion aumentd (Tp/Tc: 1.9) al disminuir
significativamente el porcentaje de linfocitos T citotoxicos (16.2+ 3.6%). Ademas se
puede evidenciar que los niveles significativamente mas altos de linfocitos T CD 3+
(p=0.039) en las tres zonas es a expensas de los niveles significativamente mas altos de
linfocitos TCD3+CD4+ (P=0.039) en dichas zonas.

4.2. VIABILIDAD

El nimero total de células analizadas fue de 3.3+1.4 x 10* en la zona tarsal
superior, de 2.5+1.9 x 10" en la zona bulbar superior y de 4.4+1.5 x 10* células en el
fondo de saco inferior. Los resultados de este parametro se encentran reflejados en las
Tabla3y4yenlasFiguras8y9.

No se encontraron diferencias significativas entre dichas zonas. En este ensayo de
apoptosis se observaron dos poblaciones celulares totalmente diferentes en cuanto a su
tamafio y complejidad celular. Por un lado, una poblacién de células mas grandes, méas
complejas y con baja viabilidad (Tabla 3 y Figura 8) y, por otro lado, una poblacion de
células mas pequefas, mas simples pero con mayor viabilidad (Tabla 4 y Figura 9).

Aungue no se observaron diferencias significativas, sin embargo, se aprecié una
ligera tendencia a que las células més complejas predominaran en las regiones
superiores de la conjuntiva, tanto tarsal (46.6 + 8.6%) como bulbar (48.3 £ 11.1%);
contrariamente a lo sucedido con las células mas simples que predominaron en el fondo
de saco inferior (60.7 £ 11.3%).

Cabe destacar que en la poblacion de células mas complejas, el porcentaje de
apoptosis en las tres zonas presentd unos valores mas altos en cuanto a apoptosis tardia
sobre la apoptosis precoz. En esta misma poblacién, también se observé que la zona
bulbar superior tenia los porcentajes mas altos de células vivas (50.3 + 13.3%) respecto
a las otras zonas, aunque sin significacion estadistica (p=0.165), con un mayor
porcentaje de apoptosis precoz (20.7 + 4.5%) (p=0.449) y un menor porcentaje de
apoptosis tardia (24.1 = 8.5%) (p=0.074).

Tampoco se observaron diferencias significativas en el resto de variables

analizadas en cuanto a viabilidad celular.
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Tabla 3.- Andlisis de la viabilidad celular de las células grandes y complejas del epitelio conjuntival

obtenidos mediante citologia por cepillado, de la conjuntiva de 5 nifios sanos expresados en porcentajes

(media + desviacion estandar)

Células complejas
Zona coniuntival Células Células Apoptosis Apoptosis Células
) obtenidas vivas precoz tardia muertas
Tarsal superior (n = 5) 46.6 +8.6 38.9+10.8 122+1.9 409+73 79+26
Bulbar superior (n = 5) 483+11.1 50.3+ 13.3 20.7+45 241+85 49+22
Férnix inferior (n = 5) 37.4+10.9 422+14.2 142+49 35.3+89 82+47
P-valor 0.549 0.165 0.449 0.074 0.247
Células complejas
100 T
80 -
= 60
S
8 40 -
ke
[}
= 20 - {
0 -
Total Vivas Apoptosis  Apoptosis Muertas
precoz tardia
® Tarsal superior Bulbar superior  ®Fondo de saco inferior

Figura 8.- Analisis de viabilidad de células conjuntivales recogidas por citologia por cepillado

conjuntival en la zona tarsal superior, bulbar superior y fondo de saco inferior en nifios sanos. Poblacion

de células méas grandes y complejas.
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Tabla 4.- Andlisis de la viabilidad celular de las células pequefias y menos complejas del epitelio

conjuntival obtenidos mediante citologia por cepillado, de la conjuntiva de 5 nifios sanos expresados en

porcentajes (media + desviacion estandar)

Células menos complejas
Zona conjuntival
Células , - Apoptosis Apoptosis Células
obtenidas G S precoz tardia muertas
Tarsal superior (n = 5) 51.3+8.7 89.5+ 4.4 79433 1.7+£0.7 0.8+ 04
Bulbar superior (n = 5) 47.4+12.1 86.1+7.7 10.6+58 15+0.7 19+14
Férnix inferior (n = 5) 60.7 +11.3 90.0+4.8 8.1+4.0 11204 0.9+04
P-valor 0.449 0.449 0.623 0.247 0.936
Células menos complejas
100 -
80 -
/a 60 n
S
8 40 -
©
[}
2 20 |
0 -
Total Vivas Apoptosis  Apoptosis Muertas
precoz tardia
m Tarsal superior Bulbar superior  ®Fondo de saco inferior

Figura 9.- Analisis de viabilidad de células conjuntivales recogidas por citologia por cepillado
conjuntival en la zona tarsal superior, bulbar superior y fondo de saco inferior en nifios sanos. Poblacion

de células mas pequefias y menos complejas.

4.3. CICLO CELULAR

El nimero total de células analizadas fue de 5.2 + 1.3 x 10° en la zona tarsal

superior, de 4.4 + 1.6 x 10° en la zona bulbar superior y de 5.6 + 1.6 x 10° células en el
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fondo de saco inferior. No se encontraron diferencias significativas entre dichas zonas.
Los resultados se muestran en la Tabla 4 y en la Figura 10.

El ensayo del ciclo celular revelé que la mayor parte de las células obtenidas por
citologia por cepillado se encontraban en fases Go/G; (fase de crecimiento o pre-ciclo),
seguidas por fases G,/M (fase de mitosis) y en altimo lugar por células en fase S (fase
de sintesis) (Figura 8). El indice medio proliferativo (MPI) del epitelio conjuntival fue
relativamente mas alto en la regidn tarsal superior (23.3 + 4.4%) y bulbar superior (21.1
*+ 6.0%) que en el fondo de saco inferior (19.9 £ 4.0%), aunque sin llegar a ser

significativamente diferente.

Tabla 4.- Andlisis de las fases del ciclo celular de las células del epitelio conjuntival obtenidos mediante
citologia por cepillado, de la conjuntiva de 5 nifios sanos expresados en porcentajes (media + desviacion

estandar). Se muestra también el indice medio de proliferacion.

Fase del ciclo celular Indice medio de
Zona conjuntival proliferacion
(MPI)
G0/G1 S G2/M
Tarsal superior (n = 5) 76.7+4.4 46+07 18.7+3.8 233144
Bulbar superior (n = 5) 78.9+6.0 34+06 17.7+£55 21.1+£6.0
Fornix inferior (n = 5) 80.1+4.0 3.8+£04 16.1+£3.8 199140
P 0.449 0.074 0.819 0.449
100 -
80 ~
__ 60~
S
© i
5 40
(]
=
20 A
0 - I
Fases G0/G1 Fase S Fases G2/M IPM
E Tarsal superior Bulbar superior  ®Fondo de saco inferior

Figura 10.- Analisis del contenido de ADN (ciclo celular) de células conjuntivales recogidas por
citologia por cepillado conjuntival en la zona tarsal superior, bulbar superior y fondo de saco inferior en

nifios sanos.
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5. DISCUSION

La recogida de las células de la conjuntiva se llevd a cabo por una técnica
minimamente invasiva como fue la citologia por cepillado conjuntival, técnica
ampliamente utilizada en los Gltimos afios que permite recoger una gran cantidad de
células de la superficie ocular permitiendo ser realizada varias veces en el mismo sujeto
sin apenas ocasionar dafio al paciente (Fujihara T et al, 1997, Martinez-Osorio et al,
2009). Esta técnica esté sustituyendo a la que se usaba hasta hace algunos afios atras, la
citologia por impresion conjuntival (CIC) (Brinole-Baudoui F et al, 2004, Calonge M et
al, 2004). Una vez recogidas las células de la SO, se procedido a su posterior
caracterizacion mediante citometria de flujo para establecer la distribucion topogréfica
de los linfocitos intraepiteliales que residen en la conjuntiva del nifio sano.

Es evidente que la presencia del CALT juega un papel crucial en los mecanismos
defensivos de la superficie ocular humana, estando presente no solo cuando tiene lugar
el proceso inflamatorio sino de forma regular, participando en la secrecion de
mediadores inmunolégicos asi como en la regulacion de la respuesta inmune local
(McGhee JR et al, 1999, Hazlett LD et al, 2004). Por eso, resulta esencial conocer la
poblacion de linfocitos residentes y sus subtipos en la conjuntiva sana, asi como
determinar si varian en funcion de la edad.

En el analisis inmunofenotipico, nuestros resultados demostraron que existe una
poblacion considerable de celulas CD45+, leucocitos intraepiteliales, en el epitelio
conjuntival del nifio sano, con niveles de infiltracion linfocitaria mas altos en el fondo
de saco inferior seguidos de cerca por la zona bulbar superior y la zona tarsal superior.
Resultados similares, se encontraron en estudios anteriores pero en adultos, los cuales
afirmaron que la densidad mas alta de tejido linfoide difuso se encontraba en el fornix o
en la conjuntiva bulbar (Sacks EH et al 1986; Dua HS et al, 1994; Hingorani M et al,
1997). Sin embargo, nuestros resultados difieren de los encontrados por Reinoso et al (
2012), quienes observaron una muy pequefia poblacion de celulas CD45+ en el epitelio
conjuntival de todos los sujetos que participaron en el estudio, con un porcentaje mayor
en el tarso superior seguidos del fondo de saco inferior y con un porcentaje apenas
detectable de celulas linfoides de la zona bulbar superior. Resultados similares a
Reinoso et al (1012), pero en biopsias de tejido conjuntival, han sido previamente
descritos por Knop vy cols. (2000), quienes observaron la predominancia tarso-orbital

tanto de foliculos linfoides como de tejido linfoide difuso subepitelial, en su mayoria
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linfocitos T y células plasmaticas. Una de las observaciones realizadas por Reinoso et al
(2012), fue que los elevados niveles de linfocitos intraepiteliales que encontraron en el
fondo de saco inferior probablemente puedan ser debidos al excesivo tamafio del cepillo
que no permite recoger células exclusivas de esta zona sino que englobaria también a
células de la conjuntiva tarsal y bulbar inferior, incrementando de este modo el
porcentaje de linfocitos intraepiteliales. Con lo cual, se hace necesario seguir
investigando debido a que actualmente no hemos encontrado referencias bibliograficas
realizadas en la conjuntiva de nifios al respecto, para poder realizar comparaciones.

Nuestros resultados también demostraron que esta poblacion leucocitaria que
reside en el epitelio de la conjuntiva del nifio sano esta predominantemente compuesta
de linfocitos T (64.5% en la zona tarsal superior, 44.2% en la bulbar superior y 51.6%
en el fondo de saco inferior), seguida de linfocitos B (34.1% en la zona tarsal superior,
55.2% en la bulbar superior y 48.8% en el fondo de saco inferior) y de linfocitos NK (
0.3% en la tarsal superior, 0.8% en la bulbar superior y 1.2% en el fondo de saco
inferior). Estos resultados concuerdan con lo anteriormente publicado donde se indica el
predominio de los linfocitos T sobre los B (Reinoso et al, 2012, Dua HS et al, 1994;
Hingorani M at al, 1997). En cuanto a la proporcion CD3/CD19 en nuestro estudio, en
la zona tarsal superior fue aproximadamente de 3:1, sugiriendo una predominancia de
linfocitos T sobre los B. Sin embargo, en las otras dos zonas esta proporcion disminuyd,
en el fondo de saco inferior fue de 1:3 y en la bulbar superior fue de 0:9, indicando una
predominancia de linfocitos B. Al respecto, Reinoso et al ( 2012), sefialaron que estos
hallazgos sugieren que en estas zonas, donde al epitelio esta compuesto de pocas capas
epiteliales, es posible que el cepillado conjuntival pueda ocasionalmente cruzar la
menbrana basal y alcanzar la lamina propia sub-epitelial con el consiguiente incremento
de linfocitos B procedentes de foliculos linfoides. En cuanto a los subtipos de linfocitos
T, cooperadores (CD3+CD4+) y citotoxicos (CD3+CD8+), nuestros resultados
mostraron predominio de linfocitos T CD4+ sobre los linfocitos T CD8+ en el epitelio
conjuntival del nifio sano en las tres zonas analizadas, lo cual concuerda con estudios
anteriormente publicados (Reinoso et al, 2012; Sacks EH et al 1986; Hingorani M et al,
1997; Barabino S et al, 2010).

En cuanto al analisis de la viabilidad celular, cabe recordar que la apoptosis es un
proceso fisiolégico de muerte celular programada y juega un rol crucial en el
mantenimiento de la homeostasis celular y en la regulacion de la respuesta inmune.

Nuestros resultados en cuanto a viabilidad celular en la conjuntiva del nifio sano,
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corroboraron lo que se habia descrito en estudios anteriores (Reinoso et al, 2012;
Martinez-Osorio H, et al, 2009), la existencia de dos poblaciones celulares totalmente
diferenciadas: Una poblacion compuesta por células grandes, mas complejas y de baja
viabilidad; y por otro lado, otra poblacion compuesta de células pequefias, menos
complejas, pero con mayor viabilidad. Cabe destacar, que en nuestro estudio, en el
grupo de poblacion de células mas complejas se observd un porcentaje
significativamente mayor de apoptosis tardia en las tres zonas (40.9% en la tarsal
superior, 24.1% en la bulbar superior y 35.3% en el fondo de saco inferior), en
comparacién con los porcentajes de apoptosis precoz de la misma poblacion (12.2% en
la tarsal superior, 20.7% en la bulbar superior y 14.4% en el fondo de saco inferior),
contrariamente a lo publicado por Reinoso et al (2012). A la luz de estos resultados, se
podria interpretar que el grupo de células mas complejas corresponderia a las células
localizadas en las capas mas superficiales de la conjuntiva; mientras que el grupo de
células menos complejas, podria ser que correspondan a las células que provengan de
capas mas profundas o basales de la conjuntiva y estén probablemente menos
diferenciadas. Estos resultados, concuerdan con estudios anteriores (Giebel J et al, 2005;
Tan DT et al, 2000), que mencionan que existe una expresion de proteinas pro-
apoptoticas en las células epiteliales superficiales, y factores inhibitorios de la apoptosis
en las capas mas basales de la conjuntiva. En nuestro estudio, se evidencié que la
poblacion de células mas complejas, presentaron mayores niveles de apoptosis en la
zona tarsal superior que en la zona bulbar superior, probablemente debido al mayor
rozamiento de la conjuntiva tarsal con la cornea durante el parpadeo; lo cual se asemeja
a lo publicado por Reinoso et al (2012).

En cuanto a la proliferacion celular, en este estudio medimos por citometria de
flujo, la cantidad de ADN de las células obtenidas por citologia por cepillado, y en
consecuencia la etapa del ciclo celular en la que se encuentran, de manera que pueda ser
utilizado como marcador del estado proliferativo. El uso del citdmetro de flujo para
contabilizar el DNA celular y asi diferenciar en qué fase del ciclo celular se encuentran
las células ha sido ampliamente utilizado (Thompson HW et al, 1991; Tan DT et al,
2000), aunque en ningun caso en una poblacién “inmunologicamente” sana. Nuestros
resultados demostraron que la mayor parte de las células obtenidas de la conjuntiva del
nifio sano se encontraban en fases Go/G; (fase de crecimiento o pre-ciclo), seguidas de
aquellas con capacidad proliferativa (fases S y G,/M). En nuestro estudio, se evidencio

que la zona del fondo de saco inferior, presento los niveles més altos de células en fase
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Go/G1 y un menor indice de proliferacion (seguidos de cerca de la zona bulbar superior),
sugiriendo que esta zona podria ser el sitio predominante de la localizaciéon de las
células madres epiteliales de la conjuntiva del nifio sano. Estos resultados se asemejan a
otros estudios (Wei ZG et al, 1993; Lavker RM et al, 1998), en los que las células madre
conjuntivales de ratdén y conejo se encuentra concentradas en el fornix. El indice medio
proliferativo del epitelio conjuntival en el nifio sano, fue relativamente mas alto en la
region tarsal superior (23.3 + 4.4%) y bulbar superior (21.1 + 6.0%) que en el fondo de
saco inferior (19.9 + 4.0%) aunque sin llegar a ser estadisticamente significativo
(p=0.449). Las células madre con elevado potencial proliferativo suelen estar
localizadas en las zonas epiteliales mas gruesas (Cotsarelis G et al, 1989, Lavker RM et
al, 1993).

Teniendo en cuenta la bibliografia existente, podriamos decir que este es el primer
estudio que analiza la distribucion de los linfocitos intraepiteliales, la viabilidad celular
y la proliferacion celular en cada una de las regiones de la conjuntiva humana de un
nifio sano. Claro esta mencionar que una de las limitaciones principales de este TFM es
el niumero de pacientes que finalmente se pudieron incluir en el estudio, que fue muy
modesto. No obstante, creemos que podria ser muy Gtil como estudio piloto, debido a
algunas diferencias estadisticamente significativas encontradas entre las variables

analizadas.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este trabajo permiten llegar a las siguientes

conclusiones:

1.

La citologia por cepillado conjuntival es una herramienta perfectamente valida
para obtener células conjuntivales de la superficie ocular en nifios sanos.

No todas las células obtenidas mediante cepillado conjuntival son de estirpe
epitelial, sino que existe una poblacion de células CD45+ (linfocitos
intraepiteliales) presente de manera regular en la conjuntiva de nifios sanos,
significativamente mayor que la encontrada en adultos.

La mayor parte de linfocitos intraepiteliales que residen en el epitelio de la
conjuntiva del nifio sano son linfocitos T, seguidos de los linfocitos B y
finalmente linfocitos NK, de manera que la proporcion CD3/CD19 es
notablemente mayor en la zona tarsal superior que en el resto de zonas,
resultados similares a los observados en los estudios en adultos.

Existen dos poblaciones celulares totalmente diferenciadas por el tamafio y la
complejidad celular en el epitelio conjuntival del nifio, como ocurria también en
el adulto: una poblacion compuesta por células grandes, mas complejas y de baja
viabilidad y otra poblacion de células pequefias, menos complejas, pero con
mayor viabilidad.

La viabilidad y la apoptosis celular ha resultado similar en las tres zonas
conjuntivales estudiadas.

La mayor parte de las células obtenidas de la conjuntiva del nifio sano se
encuentran en fase Go/G; (fase de crecimiento o pre-ciclo), sequidas por células
en fase G,/M (fase de mitosis) y finalmente células en fase S (fase de sintesis),
resultados similares a los observados en los estudios en adultos.

El indice medio proliferativo del epitelio conjuntival en el nifio sano es
relativamente mas alto en la region tarsal superior y bulbar superior que en el

fondo de saco inferior.
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9. ANEXOS

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Estudio: Caracterizacion del componente epitelial del CALT en nifios sanos
N° de estudio: IOBAXXX-2013

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

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

Centro: Campus Miguel Delibes, P° de Belén 17; 47011 Valladolid

Se le ha invitado (a Ud. o a su hijo/a) a participar en un estudio clinico coordinado por el IOBA para
pacientes que van a ser sometidos a cirugia de correccion de estrabismo o inyeccion de toxina botulinica.

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 de este estudio clinico es la caracterizacion del componente epitelial del tejido linfoide
asociado a la conjuntiva (CALT), asi como el analisis de los niveles de moléculas inflamatorias presentes
en la lagrima obtenida en nifios sanos. Una vez recabada esta informacion se procederd a comparar los
datos obtenidos con los ya existentes en adultos.

2. Participacion voluntaria
Debe saber que su participacion en este programa es voluntaria y que puede decidir no participar o
cambiar su decision y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin que por ello se altere la
relacion con su médico ni se produzca perjuicio alguno en su tratamiento.

3. Descripcion general del estudio. Procedimiento.

Para este procedimiento NO se le administrara tratamiento extraordinario alguno. Si acepta la
participacién mediante la firma de este documento, se le recogera lagrima momentos previos a la cirugia
de correccion de estrabismo (bajo anestesia general) y posteriormente bajo anestesia tdpica, se le tomaran
muestras de la conjuntiva de un ojo. Para la toma de lagrima se utilizaran capilares de 5 pl (glass capillary
micropippetes; Drummond, REF DRUMZ1-000-0040, 5 ul, 32 mm; VWR 53440-067). Este capilar se
colocara suavemente sobre el menisco lagrimal temporal sin tocar la conjuntiva, mientras se observa el
ascenso de la columna de lagrima hasta que se llene el tubo completamente y asi obtener un volumen
exacto de 5 pl. Para la obtencion de células conjuntivales, se utilizara una técnica minimamente invasiva
como es la citologia por cepillado. Previa anestesia topica (0.04% Oxybuprocaine), se procedera a la
rotacidn suave del cepillo (Cytobrush® plus GT, Medscand Medical, Sweden) sobre la conjuntiva tarsal
superior, bulbar superior y fondo de saco inferior. Esta maniobra se repetird en 3 ocasiones mas, siempre
realizandolo en el mismo sitio y con el mismo medio.

Usted debera notificar al responsable del estudio si en el momento de la misma padece alguna
enfermedad (Vd. o su hijo/a) y/o estd tomando algln 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.

4. Manejo de las muestras
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Las muestras obtenidas no se etiquetaran con ningln 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.

5. Confidencialidad
El tratamiento, la comunicacion y la cesién 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 proteccion de
datos de caracter personal. De acuerdo a lo que establece la legislacidn mencionada, usted puede ejercer
los derechos de acceso, modificacion, oposicion y cancelacion de datos, para lo cual debera dirigirse a su
médico del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un 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.

So6lo se transmitiran a terceros y a otros paises los datos recogidos para el estudio que en ningln caso
contendran informacion que le pueda identificar directamente, como nombre y apellidos, iniciales,
direccion, n° de la seguridad social, etc. En el caso de que se produzca esta cesion, serd para los mismos
fines del estudio descrito y garantizando la confidencialidad como minimo con el nivel de proteccion de
la legislacidn vigente en nuestro pais.

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

En ninguno de los informes del programa aparecera su nombre. Cualquier informacion de carécter
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 proposito de determinar los
resultados del estudio. Toda la informacion, incluido el mantenimiento de su anonimato, se tratard
conforme a la legislacién vigente. Su nombre no figurara en ningin informe relacionado con esta
evaluacién y su identidad no se revelara a ninguna otra persona en ninguna circunstancia. De acuerdo con
la ley vigente tiene Vd. derecho al acceso de sus datos personales; asimismo, tiene derecho a su
rectificacion y cancelacién. Si asi lo desea, debera solicitarlo al responsable o responsables del programa.
Asimismo, en cumplimiento del RD1716/2011, le informamos de que los posibles excedentes de las
muestras que Vd. cede, seran destruidos en el plazo de 1 mes tras finalizar el estudio.

6. Otra informacion relevante
A partir de los estudios que se realicen se podria obtener informacion de importancia para su salud y la de
sus familiares. La informacion que se obtenga de un analisis le sera comunicada, exclusivamente a Vd.,
cuando sea relevante para su salud.

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningun dato nuevo sera afiadido a
la base de datos y, puede exigir la destruccién de todas las muestras identificables previamente retenidas
para evitar la realizacién 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: Caracterizacion del componente epitelial del CALT en nifios sanos

N° 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, Version 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 investigacién 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
investigacion.

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 informacion con confidencialidad utilizandola solamente con un
objetivo legitimo para la salud publica.

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

Nombre del paciente

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

Nombre del representante legalmente autorizado

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

Nombre del Investigador

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

Nombre de la persona que particip6 en la discusion del CI

Firma Fecha
(Debe ser firmado y fechado por la persona que explicé el consentimiento informado)
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