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ADN
APC

ARNr
Bright
CA
CAE
CALT
CAP
cD
CEIC

Acido Desoxirribonucleico

Dos significados: Antigen presenting cell (célula presentadora de antigeno), cuando
hablamos de células o; o Aloficocianina, cuando hablamos de fluorocromos

Acido Ribonucleico ribosémico

Del inglés, significa brillante

Conjuntivitis alérgica

Conjuntivitis alérgica estacional
Conjunctiva-associated lymphoid tissue
Conjuntivitis alérgica perenne

Cluster of differentiation

Comité Etico de Investigacion Clinica

Dermatitis atdpica

Dendritic cell (Célula dendritica)
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RESUMEN

La conjuntiva y la lagrima junto con la microbiota comensal constituyen la principal

barrera de defensa contra los patogenos en la superficie ocular.

Las enfermedades alérgicas son uno de los principales motivos de consulta médica,
donde la prevalencia de la conjuntivitis alérgica se sitlia actualmente en torno al 30-40%.
Existen varios tipos de conjuntivitis alérgica y todas ellas pueden presentar sintomas
similares (picor, enrojecimiento, lagrimeo...), aunque la respuesta inmunitaria, tanto celular

como humoral, pueda ser completamente diferente.

En la actualidad, no existen estudios previos que hayan analizado e interrelacionado los
tres principales factores implicados en la respuesta inflamatoria de la superficie ocular. Para
ello, compararemos el sistema inmunitario regional (conjuntiva tarsal superior y lagrima)
con el circulante (sangre periférica y plasma); haremos una caracterizacion detallada de los
linfocitos intraepiteliales conjuntivales, los factores solubles lacrimales y la microbiota
comensal de individuos sanos; e identificaremos las diferencias con los pacientes que tienen
conjuntivitis alérgica. Por tultimo, analizaremos los datos obtenidos para encontrar
biomarcadores diferenciales que permitan mejorar el diagnéstico y el tratamiento de la

conjuntivitis alérgica.

Para este estudio se reclutaron 33 sujetos sanos, 28 sujetos con conjuntivitis alérgica
estacional y 31 sujetos con conjuntivitis alérgica perenne para obtener muestras de:
sangre periférica por venopuncion, citologia mediante cepillado de la conjuntiva tarsal

superior, lagrima por capilaridad y microbiota por frotis de la conjuntiva bulbar inferior.

Se utilizo la citometria de flujo para analizar el fenotipo linfoide en sangre y conjuntiva,
los ensayos Xmap para medir la concentracion de las distintas citocinas en plasma y lagrima

y la secuenciacion de ADN de alto rendimiento para el analisis de la microbiota ocular.
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Se utilizaron los siguientes marcadores de membrana para la citometria: CD3, CD4,
CDs, CD8, CD16, CD19, CD25, CD45, CD45RA, CD45R0, CD56, , CD127, CD183,
CD194, CD196, CCR10, y TCRY9; y se analizaron los siguientes factores solubles: Eotaxin,
IFN-y, IL-18, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 (CXCLS), IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-12p40, IL-
13, IL-17A, IL-17F, IL-17E, IL-21 y IL-22, MCP-1 (CCL2), RANTES* y TNF-a, MMP-
9, TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3, TSLP, IgA e IgE.

Pudimos observar, en el caso de la conjuntivitis alérgica perenne, un aumento de la
proporcion de linfocitos Th2 y NKT, mientras que disminuian los linfocitos
CD3+TCRyo+ y las células MAIT doble negativas (CD3+CD8-CD4-). En cambio, la
conjuntivitis alérgica estacional se caracterizaba por un aumento de las proporciones de

células Th17 y Th22, mientras que la proporcion de células Th1 disminuia.

En lagrima, la gran mayoria de las citocinas proinflamatorias (principalmente las
citocinas Th2 y Th17) en las alergias perennes, y la MMP-9 junto con la IgA en las alergias
estacionales, estaban aumentadas. En cambio, el TGF-B2 estaba disminuido en ambas

formas de conjuntivitis.

Por ultimo, se observo una colonizacion fingica (especies de Malassezia) y bacteriana
(especies de Kocuria y Propionobacterium acnes) en el grupo de conjuntivitis alérgica

perenne.

Con este estudio hemos podido comprobar que existen diferencias significativas tanto en
conjuntiva como lagrima y microbiota en conjuntivitis alérgicas perennes, principalmente,

y que hay cierta correlacion entre los linfocitos circulantes y los regionales.

Estos resultados proporcionan las bases para el desarrollo de un perfil de enfermedad
para la conjuntivitis alérgica perenne y abren las puertas hacia nuevas estrategias

terapéuticas y de diagnostico.










En este capitulo desglosaremos las diferentes partes implicadas
en la defensa de la superficie ocular, tanto celular como humoral
y microbiana. Ademas, se describird sucintamente el proceso

alérgico y la conjuntivitis.

1. La conjuntiva: Estructura y funcion
1.1. Tejido linfoide asociado a la conjuntiva
2. El componente celular de la conjuntiva
2.1. C¢lulas estructurales
2.2. C¢lulas del sistema inmunitario
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5. La inflamacion de la conjuntiva y la alergia
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5.2. Diagnostico diferencial de la conjuntivitis

5.3. Tratamiento y cuidado de la conjuntivitis
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INTRODUCCION
1. LA CONJUNTIVA: ESTRUCTURA Y FUNCION

La conjuntiva es la membrana mucosa que recubre la cara interna de los parpados,
fornix y la esclera hasta el limbo corneal. Estas zonas dan nombre a las tres grandes
regiones de la conjuntiva: Conjuntiva palpebral (subdividida en orbital, tarsal y marginal),
conjuntiva bulbar (compuesta por la bulbar y la limbar) y férnix o fondo de saco, que es

la que une las dos anteriores (Figura 1A)(1).

La conjuntiva estd formada histologicamente por dos capas de tejido: el epitelio
estratificado no queratinizado de unas 2 a 6 capas de células poligonales (capa superficial)
y el estroma (capa mas interna). El epitelio de la conjuntiva tiene cierta variabilidad
dependiendo de la region, siendo columnar en el fornix y parpados, cuboidal en
conjuntiva bulbar y escamoso en los bordes palpebrales. Acompafniando a esas células
epiteliales vamos a encontrar ciertas células infiltradas entre ellas como son, por ejemplo,
las células caliciformes productoras de mucus (Goblet cells) y linfocitos intraepiteliales
(IELs, Intraepithelial Lymphocytes), pertenecientes al tejido linfoide difuso y del que
hablaremos mas adelante. Por otro lado, el estroma esta formado por tejido conectivo y
estd separado del epitelio por una lamina basal. El estroma contiene vasos sanguineos y

linfaticos, ademas de colageno, fibroblastos, leucocitos y otras células (Figura 1B). (2)
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Figura 1. Estructura de la conjuntiva. (A) Partes de la conjuntiva. Imagen extraida del articulo de Enrich Knop "The role
of eye-associated lymphoid tissue in corneal immune protection".(1) (B) Corte histoldgico de la conjuntiva. Imagen
publicada en el articulo "Is the Conjunctiva a Potential Target for Advanced Therapy Medicinal Products?”(192) del
grupo de superficie Ocular del IOBA.

Ademas, el epitelio de la conjuntiva estd unido célula a célula por desmosomas,
cerrando cualquier espacio libre que pueda haber, lo que otorga a este tejido de una

barrera casi impenetrable ante posibles agresiones. Las células epiteliales estan en



constante comunicacion con su entorno. Cuando éstas reciben un estimulo propio o ajeno
activan vias de sefalizacion para la liberacion de ciertas proteinas que funcionaran como
sefales a otras c€lulas. Entre estas proteinas encontramos defensinas y citocinas como IL-
6, TNF-a e IFN-y que a su vez podrén servir de inductoras para la produccion de otro tipo
de moléculas como quimiocinas, moléculas de adhesion o péptidos antimicrobiales.(3)
Esta cascada de sefalizacion puede ir intensificindose a medida que se involucra mas
linaje celular, de tal manera que las sefiales puedan pasar del epitelio al estroma,
produciendo quimioatraccion y la diferenciacion de células del sistema inmunitario en

capas mas internas como la ldmina propria.

La lamina propria contiene células derivadas de la médula 6sea y diferentes tipos de
vasos, tanto sanguineos como linfaticos que sirven de transporte a los leucocitos. Estos
vasos aportan nutrientes y reguladores hormonales a todas las células del epitelio. En esta
capa existe una gran reserva de linfocitos, organizados en foliculos y preparados para

posibles infecciones. (3)

1.1. EL TEJIDO LINFOIDE ASOCIADO A LA CONJUNTIVA

El tejido linfoide asociado a las mucosas o MALT (del inglés "Mucosal Associated
Lymphoid Tissue") constituye la primera linea de defensa en muchos tejidos del
organismo. El MALT engloba a todos los demés tejidos linfoides asociados de la
anatomia humana, cada uno con caracteristicas muy similares. Existen, por ejemplo, el
GALT (Géstrico), el BALT (Bronquial), el NALT (Nasal) o el EALT (Ocular) que
comprende el CALT (Conjuntival), el LDALT (sistema de Drenaje Lacrimal) y el
LGALT (Glandula Lacrimal).

El CALT puede estar organizado de modo difuso o folicular dependiendo en qué capa
de la mucosa se encuentre. El tejido linfoide difuso se encuentra en la capa epitelial en
forma de linfocitos intraepiteliales y principalmente esta formado por linfocitos T CD3+,
de los cuales la gran mayoria son células T CD8+ citotdxicas. En cambio, los foliculos
linfoides se encuentran en la lamina propria y estdn formados principalmente por
linfocitos T CD3+ de los cuales la mayoria son CD4+ (linfocitos T cooperadores, en
inglés: T helper o Th) ademas de células plasmaticas diferenciadas (3—5). Las células T
rodean a las células plasmaticas y estas, a su vez, rodean las vénulas del endotelio alto,

siendo los foliculos zonas de contacto y maduracion de linfocitos (ver Figura 2). Tanto



los linfocitos como las células dendriticas, una vez hayan tenido contacto con el antigeno
pueden abandonar la conjuntiva a través de los vasos linfaticos para madurar la respuesta
adaptativa y comenzar la expansion clonal. (3,6,7) Gran parte de la IgA secretora (sIgA)
de la lagrima es producida por las células B diferenciadas de la conjuntiva y la glandula
lacrimal. Esta inmunoglobulina tiene efectos proinflamatorios e inmunoreguladores,
induciendo la liberacion de TGF-f e IL- 10, ademas de jugar un papel muy importante en

la defensa frente a microbios potencialmente patologicos.
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Figura 2. Estructura del tejido linfoide asociado a la mucosa, ejemplo del intestino delgado. (1) En forma difusa
(linfocito intraepitelial, IEL) y (2) en forma folicular (placas de Peyer). Figura extraida del articulo cientifico “Inducible
lymphoid tissues in the adult gut: recapitulation of a fetal developmental pathway?”. (8)

Ademas de los linfocitos intraepiteliales, en el epitelio de la conjuntiva podemos
encontrar otras células del sistema inmunitario como: monocitos, con capacidad

fagocitica como son los macréfagos, mastocitos o células dendriticas (DC); y granulocitos

como neutrofilos y eosinofilos.

Los monocitos también pueden actuar como células presentadoras de antigenos y

activar la respuesta adaptativa. Los mastocitos, por ejemplo, son los encargados de mediar



la respuesta alérgica con IgE, liberando las citocinas necesarias para la diferenciacion de

las ThO a células Th1 y Th2 (IL-4, IL-5, IL-6 y TNF-a). (3)

Al igual que ocurre en otras mucosas, en la capa epitelial mas externa se encuentran
las células M o células bolsillo que sirven de alojamiento a los linfocitos para la captacion
de antigenos. Las capas de epitelio que se encuentran proximas a los foliculos linfoides
son mas delgadas y tienen un bajo nimero de células caliciformes. Estos foliculos van
decreciendo en numero a medida que la edad avanza y son mas comunes en la zona tarsal,
a la altura de la cornea, la cual carece de conjuntiva y estd mas desprotegida. (3,4,6) Por
esa razon es tan importante el parpadeo y tener un cierre completo de los parpados cuando

dormimos.

Gran parte de la respuesta inmunitaria es responsabilidad del CALT, tanto innata como
adaptativa. Cuando existe una alteracion epitelial, una irritaciéon o estrés, que pueda
comprometer la integridad del epitelio se produce una respuesta por parte de las células
epiteliales, secretando citocinas proinflamatorias y proteasas (como las metaloproteinasas
de matriz, MMP), y expresando marcadores de superficie, lo que favorecera la interaccion
con las células del sistema inmune. Por lo tanto, son principalmente las células epiteliales

las encargadas de iniciar el proceso inflamatorio y activar el sistema inmunitario.

A continuacidn, describiremos los principales componentes celulares y moleculares que
participan activamente en la defensa de la superficie ocular y el proceso inflamatorio.
Comenzaremos detallando histolégicamente las capas de la conjuntiva, continuando con
los principales factores solubles de la lagrima y finalizando con las especies fingicas y

bacterianas mas comunes de la microbiota ocular.
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2. EL COMPONENTE CELULAR DE LA CONJUNTIVA

Como hemos visto anteriormente, hay numerosos tipos celulares implicados en la
defensa de la superficie ocular. En este apartado veremos que funcién cumplen las células
que componen estructuralmente la conjuntiva (Células caliciformes, células M, células
epiteliales, entre otras) y las células del sistema inmunitario (granulocitos, monocitos y

linfocitos).

2.1. CELULAS ESTRUCTURALES

Células caliciformes (Goblet cells). La conjuntiva es un tejido rico en este tipo de
células cuya funcion principal es la de secretar mucinas, generando una capa mucosa
protectora entre la superficie epitelial y la capa acuosa de la lagrima. Las mucinas tienen
propiedades lubricantes que mantienen la hidratacion de la superficie ocular y la
estabilidad de la lagrima, ademas de permitir la eliminaciéon de deshechos, reteniendo
patogenos y restos bioldgicos. Esta produccion de mucinas es estimulada por la presencia
de factores de crecimiento (EGF) de la lagrima y la IL-13, producida principalmente por
células Th2 (9-11) o la IL-6 e IFN-y, producidas por las células dendriticas. (12) Las
células caliciformes tienen también funciones inmunoreguladoras ya que son buenas
productoras de TGF-B y acido retinoico (10) y permiten el paso de antigenos al estroma

para su fagocitosis, contribuyendo a la tolerancia inmunologica de la superficie ocular.

(13)

Células epiteliales. Como hemos mencionado anteriormente, las células epiteliales
tienen funciones de vital importancia. No solo forman una barrera mecanica para evitar
el paso de patogenos, sino que median la comunicacion entre el exterior (superficie) y el
interior (capas mas internas). Esta tltima funcién la llevan a cabo mediante la expresion
de moléculas de superficie y liberando mediadores proinflamatorios (Quimiocinas,
citocinas y factores de crecimiento, entre otras) para contribuir en la proliferacion,
diferenciacion, activacion y quimioatraccion de células inflamatorias (ver Figura 3). La
expresion de moléculas de adhesion (ICAM-1) por parte de las células epiteliales y
endoteliales vasculares (VCAM-1) permite a los leucocitos la migracion a los lugares de
inflamacion. (14) Por lo tanto, la sobreexpresion de ICAM-1 esta relacionada con el
desarrollo de ciertas patologias inflamatorias como, por ejemplo, las conjuntivitis. (15)

Proteinas como TNF-a, histamina, [FN-y e IL-1f favorecen la expresion de moléculas de



adhesion y liberacion de citocinas por parte de las células epiteliales. Entre las moléculas
liberadas por estas células podemos encontrar: IL-1, IL-3, IL-6, IL-8, IL-10, IL-25, IL-
33, GM-CSF, TGF-0, TNF-0, TSLP. RANTES, eotaxina 0 MCP-1. (16-21)

Células M. Estas células, caracteristicas de las mucosas, desarrollan una importante
labor en la defensa de este tejido. Las células M, son células “bolsillo” que forman una
cavidad orientada hacia el interior del epitelio donde pueden alojarse distintas células del
sistema inmunitario para facilitar la captacion de antigenos. Las células M permiten,
mediante transcitosis, el transporte selectivo de antigenos a través del epitelio hasta la
lamina propria. De este modo se prepara el sistema inmunitario antes de que se rompa la
barrera epitelial y que los microorganismos/alérgenos accedan a capas mas internas.

(7,22)
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Figura 3. Interacciones de las células epiteliales. En este caso, con el sistema inmunoldgico cuando existe una inflamacion local
en la mucosa bronquial. Imagen extraida de “The role of eosinophils and basophils in allergic diseases considering genetic
findings”.(21)

Fibroblastos. Los fibroblastos son células que forman el tejido conectivo, es decir, el
punto de unién entre dos capas, en nuestro caso, entre el epitelio y la ldmina propria.
Cumplen la funcion de mantenimiento estructural, cicatrizacién y reparacion tisular.
Ademas, regulan la funcidon inmunitaria produciendo mediadores proinflamatorios en
respuesta a un estimulo como puede ser la IL-1p producida por células epiteliales y

macrdfagos. Esta citocina activa a los fibroblastos y les induce a liberar gran cantidad de



3

3

citocinas y quimiocinas como MCP-1, IL-6 e IL-8 y VEGF (Factor de crecimiento del

endotelio vascular) promotoras de la infiltracion celular. (23)

2.2. CELULAS DEL SISTEMA INMUNITARIO

Dentro de las células del sistema inmunitario podemos encontrarnos dos linajes
dependiendo del fenotipo de la célula precursora: mieloide y linfoide. Una célula
precursora mieloide puede diferenciarse en monocito, granulocito, mastocito,
megacariocito o eritrocito, mientras que una célula precursora linfoide puede

diferenciarse en linfocito T, B o NK (ver Figura 4).
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Figura 4. Diferenciacion y subdivisiones de las principales células del sistema inmunitario, tanto mieloides como
linfoides.

2.2.1. GRANULOCITOS

Neutroéfilos. Los neutréfilos son células polimorfonucleares de corta duracion y
forman parte del sistema inmunitario innato, pero también participan en la inmunidad
adaptativa a través de interacciones con células T y B. Tienen capacidad fagocitica e
inmunorreguladora, son buenas secretoras de citocinas y recientemente se ha descubierto
que juegan un papel importante como células presentadoras de antigeno en alergias
mediadas por IgE. (24) Entre las moléculas que pueden liberar los neutrdfilos se

encuentran: TNF-a, IL-1p, IL-8, IP-10, MIP-10, MMP-9 y VEGF. (25)



Eosinoéfilos. Los eosinofilos también son células polimorfonucleares. Su crecimiento
y diferenciacion depende de ciertas citocinas, como son la IL-3, GM-CSF e IL-5, esta
ultima conocida como factor de diferenciacion de eosinofilos. Pueden expresar el receptor
para la porcion Fc de las inmunoglobulinas, siendo la IgA secretora la que se une con mas
fuerza, mas incluso que la IgA sérica. Los eosindfilos tienen capacidad de colaborar como
células presentadoras de antigeno y de liberar principalmente Eotaxina (quimioatrayente
de eosinofilos), RANTES, y MIP-1a y otras, relacionadas con la reparacion del tejido
como son TGF- a, TGF-p1, TNF- a, VEGF, IL-1, IL-6, e IL-8. (26)

Basofilos. Los basofilos representan la tercera poblacion de polimorfonucleares.
Desarrollan un rol importante en las enfermedades alérgicas contribuyendo a las
reacciones de hipersensibilidad y regulando la respuesta de Th2 a través de la expresion
de IL-4. Citocinas como IL-3, IL-4, IL-13, IL-18, IL-33 y TSLP son los principales
reguladores de los basoéfilos. Al igual que los neutréfilos, estas células también pueden
asumir roles de presentacion de antigeno. (21) Los basoéfilos son buenos productores de

histamina, leucotrienos, IL-1§, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 e IL-13. (27)

2.2.2.MONOCITOS

Los monocitos tienen la capacidad de diferenciarse a distintos tipos de células con

funcion fagocitica y/o de presentacion de antigeno: Macréfagos y Células dendriticas.

Macrofagos. Los monocitos del torrente sanguineo cuando llegan a cualquier tejido
se diferencian en macrofagos. Estos macrofagos obtendran una denominacion diferente
dependiendo del tejido en el que se encuentre: osteoclastos en los huesos, microglia en el
sistema nervioso, histiocitos o células de Langerhans en el tejido conjuntivo y mucosas,
etc. Los macrofagos son los fagocitos por excelencia, encargandose de eliminar microbios
y células senescentes, promoviendo la homeostasis de los tejidos. Son capaces de liberar

citocinas que ayudan a la diferenciacion y regulacion de los linfocitos: IL-18, TNF-a,

TGF-B1, IL-6, IL-10, TL-12 e IL-23. (28,29)

Células Dendriticas (Dendritic Cells, DC). Los monocitos también pueden
diferenciarse a célula dendritica que, aunque también son fagocitos, su funcion principal
es la de servir como células presentadoras de antigeno (APC, Antigen Presenting Cell).

Debido a su doble funciodn, se dice que las Células Dendriticas estan entre la inmunidad
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innata (eliminando patégenos) y la inmunidad adaptativa (activando linfocitos T). Las
células dendriticas pueden cambiar su fenotipo y su funcién bioldgica dependiendo de su
localizacion en la mucosa, adaptindose al microambiente. Por ejemplo, las DC
intraepiteliales son capaces de extender sus dendritas desde el epitelio hasta el lumen para
capturar antigenos, y desempefian funciones distintas a las DC que se encuentren en la
lamina propria. Las DC pueden expresar IL-6, IL-10, IFN-p y TGF- B, y ayudar a la
diferenciacion y regulacion de otras células. Se sabe que estas células inducen la
diferenciacion de los linfocitos T CD4 a Th2, Th3 o Treg, mientras que pueden inhibir a
Th1l. También pueden inducir el cambio de clase de los linfocitos B para producir IgA.

(30)

2.2.3.MASTOCITOS

Los mastocitos son otro tipo de células de origen mieloide que toman gran importancia
en las reacciones alérgicas e hipersensibilidad. Estas expresan receptores de gran afinidad
para IgE (Fc3RI), activando la liberacion de mediadores de la inflamacion como:
Histamina, proteoglicanos, proteasas, factores de crecimiento de fibroblastos,
leucotrieno C4, 1L-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13, GM-CSF y TNF-qa. La histamina tiene
multiples funciones: aumenta la vasodilatacion y permeabilidad capilar, estimula la
secrecion mucosa, suprime la actividad de linfocitos citotoxicos y granulocitos, y regulan
a las células endoteliales. Los mastocitos, por tanto, se encontraran sobreexpresados en
personas con enfermedades alérgicas o inflamatorias oculares como las

conjuntivitis alérgicas o queratoconjuntivitis vernal y atopica. (31)

2.2.4.LINFOCITOS

Los linfocitos, a diferencia del resto de células del sistema inmunitario, desarrollan
una defensa mds especifica y personalizada dependiendo del patégeno que haya que
combatir. De este modo, estas células son capaces de optimizar los recursos celulares y
moleculares del sistema inmunitario. Existen 3 grandes familias de linfocitos: linfocitos
T, linfocitos B y linfocitos NK (Natural Killer). Los linfocitos T y B pertenecen a la
inmunidad adaptativa y poseen memoria, mientras que los NK pertenecen a la inmunidad

innata. Estas tres familias de linfocitos pueden diferenciarse a otros subtipos, dotando a



estas “nuevas” células de unas caracteristicas propias y unas funciones Unicas frente a los
patogenos. Toda la comunidad leucocitaria, incluyendo granulocitos, monocitos y

linfocitos, expresan el marcador de membrana CD45 (panleucocitario).

2.2.4.1. LINFOCITOS T

Las células T se originan a partir de progenitores linfoides y pueden viajar desde la
médula al timo para llevar a cabo su diferenciacion, expresar el receptor TCR af
(caracteristico de la sangre periférica) o Yo (mds frecuente en linfocitos intraepiteliales) y
convirtiéndose en un Linfocito T virgen. El marcador de linaje diferencial de los linfocitos
T es el CD3, y es unico para estas células. Ademas de CD3, estas células pueden expresar,
de modo exclusivo, el correceptor CD4 o CDS8, y el marcador de superficie CD45RA, si
son “virgenes”, o CD45R0 si son “memoria”, es decir, han tenido contacto con un

antigeno y han sido activadas. (32)

Existen linfocitos T que son negativos para CD8 y CD4 y que expresan el receptor
TCRap. Estas células, denominadas MAIT (Mucosa-associated invariant T), son mas
frecuentes en mucosas y se consideran familia de los linfocitos NKT. Recientemente se
ha descubierto que estas células cumplen una labor esencial en la defensa frente a
patogenos. Son consideradas como células de la inmunidad innata y pueden liberar gran

variedad de citocinas como: IFN-y, TNF, IL-17 e IL-22. (33)

A su vez los linfocitos CD4 pueden subdividirse en reguladores: Treg; o cooperadores:
ThO, Th1, Th2, Th17/Thl, Th9, Th22. Ocurre lo mismo con los linfocitos T CD8 y su
homologia con esta clasificacion. Asi pues, estas células CD8+ podran diferenciarse a

reguladoras: Treg; o citotoxicas: Tc0, Tcl, Tc2, Tc9 o Tc22. (32,34,35)

Esta capacidad de polarizacion de los linfocitos T estd mediada por factores de
transcripcion que pueden inducir la expresion de genes especificos de linaje o reprimir la
expresion de genes asociados a linajes alternativos. Los linfocitos T indiferenciados
expresan varios factores de transcripcion, lo que les confiere de cierta plasticidad.
Induciendo unos factores de transcripcion y suprimiendo otros, un mismo precursor de
linfocito T puede tomar diferentes vias de maduracioén y diferenciarse hacia distintos
fenotipos linfoides. Existen diferentes factores de transcripcion, siendo la expresion de

cada uno caracteristica de un subtipo concreto de linfocito Th o Tc (ver Figura 5): T-bet



(Th1/Tcl), GATA-3 (Th2/Tc2), PU.1 (Th9/Tc9), ROR-yt (Th17/T¢17), AHR y/o
FOXO04 (Th22) y Foxp3 (Tregs). (32,35)

CcD4* cD8*
T-ab cell T-aB cell
Thli Tcl
Th2 Tc2
Th9 cDd aB-TCR cD8 aB-TCR Tc9

cD3 D3
Th1l7 Tcl?
CD4' T-aB cell CD8' T-af cell
Treg ™

Figura 5. Diferenciacion de los linfocitos T CD4 y CD8. Expresidn de factores de transcripcion, citocinas y marcadores de
membrana caracteristicos. Imagen extraida del articulo cientifico “Comprehensive Phenotyping of T Cells Using Flow
Cytometry”. (35)

Linfocitos T CD4.

Las funciones de estas células pueden ser muy variadas, llevando a cabo actividades
efectoras, reguladoras o mediadoras del proceso inflamatorio. Estas funciones
dependeran del fenotipo que desarrollen y de los estimulos que reciban de otras células o
de las citocinas del ambiente. De este modo, los linfocitos CD4 pueden diferenciarse en

linfocitos T reguladores (Treg) o en cualquiera de los subtipos de Th.
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Linfocitos T reguladores (Tregs).

Estas células, que se diferencian gracias a la presencia de TGF-p e IL-2,
expresan grandes cantidades de CD25 en su membrana y bajas de CD127. Ademas,
expresan Foxp3 intracelular, un factor de transcripcion que dota a estas células de
su capacidad inhibitoria de la respuesta inmune. Los linfocitos Tregs desarrollan
una de las funciones mas importantes del proceso inflamatorio, ya que son las
encargadas de poner fin a la respuesta inmunitaria, inhibiendo a los linfocitos T y
otras células de la inmunidad innata. Por lo tanto, promueven la homeostasis,
mantienen la tolerancia y controlan la respuesta inmunitaria. Esta funcion la pueden
desarrollar mediante diversos mecanismos: la citolisis, la liberacion de citocinas
supresoras, la inhibicion de las células dendriticas, o la competencia metabolica.
Las citocinas principales liberadas por las Tregs son IL-10, IL-35 y TGF-p. La
interleucina 10 es un potente inhibidor de los macrdéfagos y de las células T
efectoras, siendo un buen inhibidor de la respuesta inmune frente a antigenos
medioambientales en mucosas. La interleucina 35 fomenta la expansion y
diferenciacion a linfocitos T reguladores productores de IL-35. En cambio, TGF-3
es esencial para la diferenciacion de maés células T reguladoras y es un potente
inhibidor de células inflamatorias. Por otro lado, tanto IL-6 como IL-21 son capaces
de inhibir la diferenciacion de los Tregs y de promover el desarrollo de las Th17.
De hecho, varios estudios han observado que existe cierta plasticidad de las células

Tregs, que pueden cambiar su fenotipo a Th17. (36-38)

Linfocitos T cooperadores (Th).

Las células Th cuentan con un amplio rango de diferenciacion, siendo una de las
poblaciones con mas variabilidad del sistema inmunitario. Asi mismo, dependiendo
de su fenotipo, pueden desarrollar funciones muy heterogéneas. Los linfocitos Th
pueden producir la mayoria de las citocinas que conocemos: 1L-2, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-9, IL-10, IL-13, IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, IL-24, IFN-y, TNF-a, GM-CSF.
(34) Como hemos visto anteriormente, existen distintas subpoblaciones de

linfocitos Th: ThO, Th1, Th2, Th9, Th17, Th17/Thl y Th22.
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Las ThoO o naive son células T CD4+ que atn no han tenido contacto con un
antigeno, se caracterizan por expresar CD45RA y CD127 en ausencia de CD25
y son las precursoras del resto de Th.

Las células Thl se diferencian gracias a la presencia de IL-12 e IFN-y y se
encargan principalmente de la defensa frente a patdgenos intracelulares,
protozoos y bacterias. Ademads, son las responsables de la activacion de los
macrofagos a través de IFN-y y regulan la produccion de anticuerpos
mediadores del proceso de opsonizacion y activacion del complemento. Estas
células también estan relacionadas con enfermedades autoinmunes y se
caracterizan por ser, principalmente, productoras de IFN-y, IL-2 y TNF-a.
(34)

Por otro lado, las células Th2 se diferencian gracias a la presencia de IL-4 e
IL-2 y son las encargadas de iniciar la inmunidad mediada por anticuerpos,
activando la maduracion de los linfocitos B para aumentar la produccién de
inmunoglobulinas. Ademas, son capaces de activar a los eosindfilos e inhibir a
los macrofagos. Todo esto lo llevan a cabo mediante la liberacion de un amplio
repertorio de citocinas: IL-4, IL-5, IL-10 y IL-13. Estas células estan
relacionadas con el desarrollo de enfermedades de origen alérgico, como el
asma, y son una buena defensa contra pardsitos extracelulares. (39) Varios
estudios han indicado que las Th2 también tienen cierta plasticidad, pudiendo
diferenciarse a Th9 en presencia de TGF-f e IL-4. (40)

Las Th9 estan relacionadas con el desarrollo de enfermedades inflamatorias y
de etiologia atdpica, promueven la inflamacion y carecen de funcion
inmunosupresora. Esta subpoblacion produce, principalmente, IL-9, aunque
también puede liberar otras moléculas como IL-10 o IL-21. La IL-9 regula las
respuestas alérgicas y autoinmunes, y desarrolla, ademds, funciones
antitumorales, antiparasitarias y de mantenimiento de la tolerancia
inmunologica. (41,42)

Las células Th17 se diferencian gracias a la presencia de TGF- p e IL-6 y
juegan un papel muy importante en los procesos inflamatorios. Al igual que
Thl, estan directamente relacionadas con el desarrollo de enfermedades
autoinmunes. Son buenas defensoras frente a patogenos extracelulares y tienen

cierta plasticidad, pudiendo cambiar hacia un fenotipo Th1 dependiendo de la



demanda inmunoldgica. Se caracterizan por ser buenas productoras de IL-17A,
IL-17E, IL-17F, IL-21 y IL-22. (43)

e Debido a esa plasticidad, recientemente se ha hallado una subpoblacion de
linfocitos Th positiva para IL-17 e IFN-y, llamada Th17/Thl. Estas células
sobre todo se han encontrado en tejidos inflamados y enfermedades
inflamatorias croénicas. Estas células logran diferenciarse en entornos con
concentraciones altas de IL-12. (44)

e Por altimo, los linfocitos Th22 se diferencian gracias a la presencia de TNF-a,
e IL-6 y se caracterizan por ser principalmente productores de IL-22 y no de
IL-17, aunque también pueden liberar IL-13 y TNF- B. Estas células son mas
abundantes en tejidos que en sangre y expresan CCR4 (CD194) y CCR10 en
su membrana, entre otras. Moderan a las células epiteliales y a los
queratinocitos, y estdn relacionadas con la homeostasis y la inflamacién en la

piel y mucosas. (42,45)

El proceso de diferenciacion, las citocinas involucradas y los marcadores de

superficie de los linfocitos Th se resumen en la Figura 6.

TGF-p. IL-10 CD25+ CD127-

PNy, TNF-a, IL-2 CD183+ CD194- CD196-

IL-4, IL-5, IL-10. IL-13

IL-9, IL-10, IL-21 IRF4 PU.1
. IFN-y, IL-17 CD183+ CD194- CD196+
2 &
% X
b 4
¢ Th@? IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 CD183- CD194+ CD196+

@ IL-22 CD183- CD194+ CD196+ CCR10+

Figura 6. Diferenciacion de las células CD4+ a linfocitos T reguladores o cooperadores a partir del contacto de una
célula presentadora de antigeno y una célula T CD4+ virgen (ThO). En la parte izquierda pueden verse las citocinas que
necesita ThO para culminar la diferenciacion y en la parte central, las citocinas que pueden producir una vez se han
diferenciado. En la parte derecha podemos ver los marcadores celulares diferenciales para cada fenotipo.
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Linfocitos T CDS.

Los linfocitos TCDS8 juegan un papel importante en la defensa frente a patdgenos
intracelulares y tumores. Ademas, contribuyen a la regulacion de los procesos patoldgicos
como las enfermedades alérgicas o autoinmunes. Las células CD8 virgenes se activan al
reconocer el antigeno presentado por las APC en los o6rganos linfaticos. Como el receptor
MHC de clase I que reconocen las células CD8 lo expresan la gran mayoria de células
nucleadas, estas células pueden activarse con casi cualquier célula del cuerpo. La mayoria
de los linfocitos CD8 mueren por apoptosis al finalizar la respuesta primaria, pero hay
una pequefia proporcion de ellas que se diferencian a linfocitos T CD8 memoria, con una

gran capacidad proliferativa y efectora.(46)

Existen varios tipos de linfocitos T CD8 memoria o citotoxicos: Tcl, Tc2, Tc9, Tcl7

y Treg.

e Los linfocitos Tcl son capaces de liberar moléculas citotdxicas como granzimas
y perforinas, produciendo la muerte a células potencialmente dafiinas, e IFN-y y
TNF-0 que aceleran la respuesta inmune y adaptativa contra patdogenos
intracelulares. Las Tcl llegan a este estado de diferenciacion gracias a la presencia
de IL-2 e IL-12.

e Los linfocitos Tc2, en cambio, necesitan IL-4 para llegar a este estado de
maduracion. Estas células, homologas de Th2, puede liberar IL-4, IL-5 e IL-13 y
estan relacionadas con los procesos inflamatorios (alergia, artritis...), pudiendo
llegar a exacerbar la enfermedad.

e Las células Te9 son productoras de IL-9 e IL-10 y tienen funcioén antitumoral y
mediadora de la alergia. Necesitan tanto TGF-3 como IL-4 para llegar a su estado
de diferenciacion.

e Por otro lado, los linfocites Tc17, que se diferencian en presencia de I1L-6 o IL-
21 y TGF-, son buenos productores de IL-17 e IL-21, y se encargan de la defensa
antitumoral y contra las infecciones viricas.

e Por tltimo, los linfocitos CD8 Treg, al igual que sus homologos CD4, son buenos
productores de TGF-f e IL-10. Estas células regulan las respuestas mediadas por

linfocitos T.



Otra caracteristica de los linfocitos T citotoxicos que se suma a la homologia Th/Tc es
la plasticidad de estas células que tienen la capacidad de adquirir cualidades de otros

subtipos de Tc. (47)

Linfocitos NKT

Estas células, como su propio nombre indica, se caracterizan por coexpresar el receptor
de los linfocitos T (TCRa) y de los NK (CD161). Estas células, aunque desempefian
funciones muy diversas pertenecen principalmente a la inmunidad innata, pudiendo
liberar perforinas y granzimas. Las NKT, al contrario que las células T convencionales,
reconocen moléculas presentadas por CDI1d. Estas células pueden liberar una amplia
gama de citocinas como: IFN-y o IL-4. Dentro de las NKT encontramos el subtipo
mNKT o MAIT ya mencionado anteriormente. También encontramos los YONKT, otro
subtipo celular caracteristico de las mucosas que en sangre periférica se encuentra en

torno al 5%, mientras que en las mucosas puede tener valores de hasta el 50%.

Entre las funciones de los linfocitos NKT estd su poder inmunorregulador frente a las
infecciones, tumores, la autoinmunidad o mantenimiento de la tolerancia. Ademas de las
ya vistas, estas células pueden llegar a producir citocinas propias de las Th o Tregs como
IL-5, IL-10, IL-17, IL-22, TNF-a. (48) Por ultimo, recientemente se ha descubierto que
los NKT estan en contacto directo con la microbiota comensal y pueden mediar su

actividad de un modo reciproco. (49)

2.2.4.2. LINFOCITOS ILC (INNATE LYMPHOID CELLS)

Estas células se caracterizan por pertenecer a la familia de los linfocitos, pero no tener
marcador de linaje ni B ni T. Existen tres grupos de ILCs dependiendo del patron de
citocinas que producen: ILC1, ILC2 e ILC3. En este caso, como ocurre entre linfocitos

Th y Tc, también existe cierta homologia con los linfocitos T cooperadores. (50)

Las células ILC1 tiene funcion antibacteriana y son buenas productoras de IFN-y ¢
IL-17. En este grupo se encuentran los linfocitos NK, aunque algunos autores defienden
que pertenecen a un grupo distinto de ILC homologo a los linfocitos T CD8+.(51) Las
ILC2 producen IL-4, IL-5, IL-6, IL-9 e IL-13 y se asemejan funcionalmente a las Th2.
En cambio, ILC3se asemejan a las Th17, produciendo IL-17A, IL-22, y TNF-a.
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Linfocitos NK. Entre las principales funciones de estos linfocitos estan: la
citotoxicidad frente a células infectadas no inmunizadas y tumores, la citotoxicidad
mediada por anticuerpos y, la produccion de citocinas y quimiocinas para la inmunidad
innata y adaptativa. Los linfocitos NK se caracterizan por ser CD3-CD56+. Existen varios

subtipos de linfocitos NK dependiendo de la expresion de CD56 y CD16 (ver Figura 7).
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Figura 7. Subpoblaciones de NK (CD3-) que existen dependiendo de su expresion de CD56 y CD16.

En sangre periférica la poblacion de linfocitos NK maés abundante es la
CD56%mCD16h, que representa en torno al 90% de los NK, y tiene una mayor funcion
citotoxica. Por otro lado, tenemos los NK CD56*€MCD16%™" caracterizados por ser
buenos productores de citocinas y ser consideradas precursoras de las CD56%™CD16°1",
Por tltimo, en sangre periférica también pueden encontrarse linfocitos NK

CD56%™CD16—y CD56—CD16# (52)

2.2.4.3. LINFOCITOS B

Los linfocitos B se encargan principalmente de producir anticuerpos
(inmunoglobulinas), que son la herramienta efectora principal de la inmunidad humoral
adaptativa contra una ilimitada variedad de antigenos. Estas células necesitan interactuar
con los linfocitos T (Th2) para activarse y poder diferenciarse. Pueden actuar como
células productoras de inmunoglobulinas o presentadoras de antigeno. Los linfocitos B
se caracterizan por expresar el correceptor CD19. Existen dos subtipos de células B

atendiendo a la coexpresion de CDS5: linfocitos B1 (CD5+) y linfocitos B2 (CD5-). Las

hacen referencia a la intensidad

del inglés y significan “tenue” y
“brillante”, respectivamente.



células Bl se encuentran en los foliculos linfoides y son consideradas de la inmunidad
innata ya que ejercen una respuesta rapida. Producen anticuerpos de baja afinidad
(fundamentalmente IgM) y su activacion es T-independiente, por lo que no cambian de
clase ni generan memoria. En cambio, las células B2 se caracterizan por producir

anticuerpos de gran afinidad y especificidad y activarse de manera T-dependiente. (53,54)
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3. LA GLANDULA LACRIMAL

La importancia de la glandula lacrimal no se debe solamente a su capacidad de
producir la capa acuosa de la lagrima. La glandula lacrimal, y por lo tanto la lagrima, es
la principal fuente de IgA soluble, encargada de la defensa humoral de la superficie

ocular.

Por lo tanto, el sistema inmunitario de la glandula lacrimal estd formado
principalmente por células plasmaticas productoras de IgA (en torno al 50%). El resto lo
forman linfocitos T (mayoritariamente CD8), B y NK, monocitos, macréfagos y células
dendriticas. La IgA polimérica y la cadena J es producida por las células plasmaticas,
pero necesita atravesar la célula epitelial mediante transcitosis para que se forme y libere

la IgA soluble dimérica. (55)

Por otro lado, las células acinares de la glandula lacrimal vierten a la ldgrima grandes
cantidades de lisozima y lactoferrina. El contenido molecular de la ldgrima tiene diversos
origenes derivados de: las glandulas lacrimales y accesorias, los tejidos de la superficie
ocular y las células proinflamatorias del sistema inmunitario tanto locales como

reclutadas por diversos mecanismos biologicos. (56)

3.1. LA PELiICULA LACRIMAL

— Superficial lipid layer
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., . , function, and clinical examination”. (57)
funcién lubricante, y que estd en contacto



directo con la superficie epitelial. Una capa central acuosa abundante en factores
solubles como inmunoglobulinas, lisozimas, citocinas, quimiocinas, factores de
crecimiento, entre otras. Una capa lipidica (la mas superficial) producida por las

glandulas de meibomio y encargada de que la parte acuosa no se evapore facilmente. (55)

Dentro de la capa acuosa se han identificado hasta 500 tipos de proteinas procedentes
de las glandulas lacrimales y lacrimales accesorias: como la IgA, IgE, IgM, iones,
lisozima, lactoferrina, peroxidasa, albiumina, péptidos y vitaminas; y otras procedentes
principalmente de células de la superficie ocular (conjuntiva bulbar y tarsal mayormente):
como deshechos celulares, mucus, metabolitos, mediadores inflamatorios, citocinas y

quimiocinas.

El primer modelo de la lagrima que surgio fue el modelo de 3 capas (Figura 8) pero
actualmente se mantiene el modelo de 6 capas donde la capa acuosa se encuentra entre

dos capas mucosas y tiene un espesor similar al resto. (57)

La produccion de lagrima puede estar estimulada por varios factores: ambientales,
infecciosos, hormonales o nerviosos y en cada caso, su composicion molecular puede
variar. La calidad de la lagrima puede disminuir por varios factores. La edad, una mayor
osmolaridad o produccién de grasa, deficiencias en el parpadeo o las glandulas lacrimales,
enfermedades asociadas o la toma de medicamentos provocaran que la lagrima se evapore

mas rapido.

3.2. PRINCIPALES FACTORES SOLUBLES DE LA LAGRIMA
3.2.1.CITOCINAS

Las citocinas son un grupo de proteinas y glucoproteinas producidas por diversos tipos
celulares. Actian principalmente como reguladoras de la respuesta inflamatoria e
inmunitaria y son el puente de comunicacion intercelular. Pueden actuar sobre las células
de modo autocrino, retrocrino, paracrino o yuxtacrino. Abarcan numerosas funciones,
pudiendo actuar como factores de crecimiento, diferenciacion, atraccion y muerte celular.
Ademas, tienen la capacidad de inducir o inhibir la produccion de mas citocinas,
promoviendo respuestas de tipo pro- o anti-inflamatorias. Dentro de las citocinas
podemos encontrar varios tipos: interleucinas, factores de necrosis tumoral,

interferones y quimiocinas. (ver Figura 9).
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Figura 9. Red de citocinas: principales productores y receptores celulares. Imagen extraida del articulo “Cytokines,
inflammation and pain”.(59). IL=interleucina, TNF=factor de necrosis tumoral, IFN=interferon.

3.2.1.1. Interleucinas (IL)

Las interleucinas son un conjunto de proteinas de bajo peso molecular y son el
principal medio de comunicacion de los linfocitos. Intervienen en la mayoria de los
procesos celulares regulando y activando la diferenciacién celular, la secrecion de

anticuerpos y la quimiotaxis.

e Interleucina-1. Cuenta con dos isoformas: la IL-1a que actua intracelularmente
y la IL-1pB, la mas abundante y que es producida principalmente por monocitos y
macrdfagos, aunque también pueden producirla fibroblastos y células endoteliales
cuando existe una agresion. Su funcién es potencialmente proinflamatoria y es

esencial para la defensa frente a infecciones y lesiones. (58,59)

e Interleucina-2. Es la encargada de promover la proliferacion y diferenciacion de
los linfocitos T, B y NK. También favorece la diferenciacion de los monocitos a
células dendriticas. Es capaz de inhibir el crecimiento de linfocitos T,

programando su apoptosis. Ademas, es capaz de regular la funcién de los



linfocitos Treg, promoviendo la homeostasis y la auto-tolerancia. Es producida
por linfocitos T (Th principalmente), NK, NKT, células dendriticas, mastocitos e

incluso, c¢lulas epiteliales. (60)

Interleucina-4. Es producida principalmente por células T activadas, pero
también por mastocitos, basofilos y eosinéfilos. Es la citocina caracteristica de los
linfocitos Th2 y es capaz de regular la proliferacion, apoptosis y expresion de
genes en linfocitos, macrofagos, fibroblastos, células epiteliales y endoteliales.
(61) La funciéon mas importante de la IL-4 es la regulacion de la produccion de
anticuerpos por parte de las células B, la hematopoyesis e inflamacién y el
desarrollo de respuestas de células T efectoras. La IL-4 esté relacionada con en el

desarrollo de enfermedades atopicas como el asma o la dermatitis atopica. (62)

Interleucina-5. La producen principalmente los linfocitos Th2 y mastocitos. Es
una de las principales mediadoras de la inflamacion en enfermedades
principalmente, cuya defensa depende principalmente de los eosinofilos. La IL-5,
ademas de regular a los linfocitos B, promueve el reclutamiento, la supervivencia,
la maduracion y diferenciacion, la proliferacion, la activacion y la degranulacion
de los eosinofilos. Por lo que, la sobreexpresion de esta citocina puede tener

efectos adversos y producir eosinofilia (niveles patolégicos de eosinofilos) (63)

Interleucina-6. Es secretada por macrofagos, linfocitos T, células endoteliales y
fibroblastos, y contribuye en la defensa del huésped estimulando la inflamacion
de la fase aguda, la hematopoyesis y las reacciones inmunoldgicas. Una
sobreexpresion de IL-6 puede producir una inflamacién cronica y alteraciones
autoinmunes. Ademads, promueve la diferenciacion de varios tipos celulares,
estimulando la produccion de anticuerpos, el desarrollo de linfocitos T efectores,
y el desarrollo y diferenciacion de muchas células no-inmunitarias. La IL-6 es una
de las moléculas que permite la diferenciacion de las células Th17 e inhibe la

diferenciacion a célula Treg. (64)

Interleucina-8. Es una citocina quimioatrayente de granulocitos, principalmente
neutrofilos. Pertenece a la familia de las quimiocinas y también es llamada CXCL-
8. Es secretada por fibroblastos, células endoteliales, monocitos, macrofagos y

células dendriticas. (65)
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Interleucina-9. Pueden secretarla mastocitos, linfocitos NKT, Th2, Th17, Treg,
ILC2 y Th9, siendo estas Ultimas las mayores productoras. Estd estrechamente
relacionadas con enfermedades respiratorias y alérgicas. Entre sus funciones
destacan la activacion y proliferacion de mastocitos, eosinéfilos y linfocitos Th17,
la induccion de produccion de mucus por parte de las células caliciformes, el
incremento de produccion de IgG1 e IgE por parte de las células B, y la inmunidad

frente a parasitos y cancer. (66)

Interleucina-10. Es una citocina inhibidora y antiinflamatoria. Es producida por
macrofagos, células dendriticas, neutrofilos, linfocitos NK, B, T CD8 y T CD4,
siendo las células Tregs las mayores productoras. Inhibe la actividad de Th1, NK
y macrofagos, bloqueando la produccién de citocinas proinflamatorias como IL-
1B, IL-6, IL-12, TNF-a y quimiocinas como MCP-1, RANTES e IL-8. La
interleucina-10 puede inhibir directamente la proliferacion de las células T CD4 y

la liberacion de IL-2, IFN-y, IL-4, IL-5 y TNF-a. (67)

Interleucina-12. La producen macrofagos, monocitos, células dendriticas,
granulocitos y linfocitos B. Las principales dianas para esta citocina son los
linfocitos T y NK. En el caso de los linfocitos T, la IL-12 promueve la
diferenciacion de ThO a Thl e impide la diferenciacion a Th2. Ademas, tiene
propiedades proinflamatorias y es estimulante de la produccion de IFN-y y TNF-
a. La IL-12 esta compuesta por las subunidades p40 y p35 que al combinarse

forman la IL-12p70 bioactivada (68).

Interleucina-13. Lo producen los linfocitos T activados (principalmente Th2),
NK, mastocitos, basofilos y células dendriticas. La IL-13 junto con la IL-4 tienen
funciones inmunomoduladoras de macrdofagos, NK, fibroblastos, eosinodfilos y
células endoteliales. Tienen actividad inmunosupresora y antiinflamatoria,
bloqueando la liberacion de citocinas como IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-
a, eotaxina y RANTES. Ademas, estimula la diferenciacion de los linfocitos B e

inhibe a Thl. (69)

Interleucina-17. La familia de citocinas IL-17 se compone de 6 miembros

nombrados con letras de la A a la F. Estan relacionadas con enfermedades



inflamatorias y autoinmunes. IL-17 es producida por linfocitos Th17, Tcl7,
linfocitos T yd, NKT, e ILC3. La IL-17E (IL-25) es producida por Th17 y células
presentadoras de antigeno, e induce la expresion de IL-4, IL-5, IL-13 y TSLP,
asociadas con la inmunidad de tipo II. La IL-25 también promueve la secrecion
de mucus e inhibe la autoinmunidad mediada por las Th17. La IL-17F esta
relacionada con la defensa de las mucosas y contribuye en las respuestas
inflamatorias. En cambio, la IL-17A tiene funciones protectoras y participa en los

procesos de autoinmunidad e inflamacion (70)

Interleucina-21. La producen los linfocitos T CD4, principalmente Th foliculares
y Th17, y también NKT y linfocitos T yo. La IL-21 regula las respuestas
inmunolodgicas y estd asociada con la inflamacion y la autoinmunidad. Juega un
papel importante en la diferenciacion de las células B, induciendo su proliferacion
y diferenciacion a células plasmaticas o programando su apoptosis, dependiendo

de las sefiales coestimulatorias que reciban del entorno. (71,72)

Interleucina-22. Es producida por linfocitos T activados como T vd, ILC, NK,
NKT, Thl y especialmente Th17 y Th22. Entre sus funciones destacan la
moderacion de la proliferacion y supervivencia celular y la regeneracion de
heridas de la piel. También es capaz de inducir la produccion de péptidos
antibacterianos, de mantener la homeostasis de la microbiota, protegiéndola

contra patogenos, y la integridad del epitelio intestinal. (73).

3.2.1.2. Factores de necrosis tumoral (TNF).

Son un grupo de citocinas que intervienen en la inflamacion, necrosis y apoptosis,

principalmente. Actualmente existen 19 miembros de la superfamilia de los TNF pero el

mas importante es el TNF-a.

TNF-a. Es una citocina con gran importancia en la inmunidad innata ya que es la
encargada de proveer una defensa inmediata frente a organismos invasores antes
de activar a la inmunidad adaptativa. Lo producen principalmente macrofagos
activados una vez han contactado con el antigeno. Es capaz de estimular la
liberacion de histamina de los mastocitos y de citocinas por parte de los linfocitos

T. También produce quimioatraccion de neutrédfilos y eosinodfilos y facilita la
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infiltracion de linfocitos, favoreciendo la expresion de moléculas de adhesion en

las células epiteliales. (74)

3.2.1.3. Interferones (IFN)

Los interferones son un grupo de citocinas con una gran capacidad de proteccion ante
las infecciones. Son capaces de activar diversas células del sistema inmunitario como las
NK o los macréfagos. Pueden dividirse en 3 clases: tipo I, II y III. En este apartado

hablaremos de los interferones de tipo II, en el que se encuentra el IFN-y.

e Interferon-y (IFN- y). Es producida por linfocitos T CD4, CD8, NK, NKT, B y
células presentadoras de antigeno. La sintesis y liberacion de IFN-y estd inducida
por IL-12 e IL-18. El interferon-gamma es el mayor productor de linfocitos Th1.
También induce la produccion de IL-12 por parte de los fagocitos e inhibe la
secrecion de IL-4 de las Th2. Regula la inmunidad innata y adaptativa ante

infecciones viricas, y es capaz de activar e inhibir el crecimiento celular. (75)

3.2.1.4. Quimiocinas

Son moléculas de bajo peso molecular encargadas principalmente de activar, atraer y
dirigir hacia lugares de lesion o infeccion a las células del sistema inmunitario. Se
clasifican, en funcién de la secuencia de cisteinas, en 4 grandes grupos: CC o alfa, CXC

o beta, C o gamma, y CX3C o delta.

e Eotaxina. Es la quimiocina encargada del reclutamiento selectivo de los
eosinofilos durante las reacciones alérgicas, aunque también puede reclutar
linfocitos Th2, basofilos y timocitos. Sus funciones estan relacionadas con una
respuesta de tipo Th2. La eotaxina la pueden producir multitud de células como
fibroblastos, células endoteliales, macrofagos, eosindfilos y linfocitos. EL TNF-a
y la IL-4 son capaces de estimular la transcripcion de la eotaxina. (76,77)

e Proteina Quimiotactica de Monocitos-1 (MCP-1). Es una quimiocina producida
por células endoteliales y epiteliales, fibroblastos y monocitos, entre otras. Regula

la migracion e infiltracion de monocitos, linfocitos T memoria y NK. (78)



e RANTES (CCLS). Es una quimiocina que induce la infiltracion de leucocitos a
zonas de inflamacion. Puede actuar sobre linfocitos T, monocitos, basoéfilos,
eosinofilos, NK, células dendriticas y mastocitos. Es producida principalmente
por linfocitos T CD8+, células epiteliales, fibroblastos y plaquetas. Su presencia
esta asociada con numerosas enfermedades inflamatorias como asma, dermatitis
atopica, artrosis y un largo etcétera. Ademads, cumple roles importantes en la

respuesta inmune contra infecciones viricas. (79)

3.2.1.5. Otras citocinas

Linfopoyetina Estromal Timica (TSLP). Es una citocina de la familia de la IL-2
capaz de estimular el desarrollo de los linfocitos T y B, y activar a células dendriticas,
mastocitos y linfocitos T. Principalmente lo producen células endoteliales, queratinocitos
y células estromales, aunque recientemente se ha demostrado que también puede
sintetizarla las células dendriticas y los mastocitos. Linfocitos T CD4, CDS, B, NKT,
mastocitos, granulocitos y células dendriticas son capaces de responder ante el estimulo
de TSLP, la cual esta relacionada con enfermedades inflamatorias como la dermatitis

atopica o el asma. (80,81)

3.2.2.INMUNOGLOBULINAS

Inmunoglobulinas (Ig). Aunque todos los isotipos de Ig estan presentes en las
secreciones, las concentraciones de cada una pueden variar en comparacion a los niveles
encontrados en plasma sanguineo. Las Ig pueden encontrarse en forma soluble o ancladas
a la membrana de un linfocito B. Tanto IgA como IgM pueden formar polimeros cuando
son secretadas. La IgA soluble (dimérica) es la isoforma madas frecuente en tejidos
mucosos, saliva y lagrima. La funcion de las inmunoglobulinas consiste, a grandes rasgos,
en evitar la absorcion de antigenos a través de la mucosa. Las Ig neutralizan la actividad
bioldgica de antigenos como los virus y bacterias para su posterior eliminacion. Las
inmunoglobulinas también actiian como inductoras de la activacion del complemento por
la via clasica. La IgE estd involucrada de forma directa con las respuestas alérgicas y es
capaz de activar la citdlisis celular dependiente de anticuerpo e iniciar la inflamacion

mediada por basofilos y mastocitos. (82)
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3.2.3.FACTORES DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE (TGF)

Factor de Crecimiento Transformante (TGF-B). Es una molécula pleiotropica
producida por linfocitos Tregs y células epiteliales, principalmente. Desarrolla
esencialmente funciones como inhibidor de linfocitos T y mediador en las sefales y
respuestas para la reparacion de los tejidos. Tiene funciones tanto pro- como anti-
inflamatorias y, ademas participa en control del crecimiento y desarrollo celular, y en la

angiogénesis. Tiene tres isoformas: TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3. (83,84)

3.24.METALOPROTEINASAS DE MATRIZ

Metaloproteinasas de Matriz (MMP). Las metaloproteinasas se encargan de
degradar todos los componentes de la matriz extracelular. Son enzimas implicadas en
diversos procesos patologicos como el desarrollo de la inflamacién, la angiogénesis, el
cancer y la cicatrizacion. Son sintetizadas principalmente por células del tejido conectivo,
granulocitos y macrofagos. La MMP-9 juega un papel importante en la migracion de
células inflamatorias a través de la membrana basal como los eosinéfilos durante la

inflamacion alérgica. (85)

Tabla 1. Resumen de los factores solubles, sus principales productores y funciones. T, B, NK'y NKT hacen referencia a
los linfocitos. Mn=monocitos, Gr=granulocitos, Ms=mastocitos, Ep=Epiteliales, Fb, Fibroblastos, En=endoteliales y
Ot=otras.

Resp. Molécula | T B NK NKT Mn Gr Ms|Ep Fb En Ot Funciones
IL-2 v v v v ViV Diferenciacién T, B, NK, Tc y monocitos.
Thli IFN-y v v Y v v Promueve Th1, Inhibe Th2, activa macréfagos.
TNF-a v v v v v Vv |V Quimioatraccion, 1 liberacidon histamina y citocinas.
IL-4 v v v v v Y|V Vv Difer. Th2, B, endotelio, fibroblastos y 1 sintesis IgE.
Th2 1IL-5 v v v v v Difer. eosindfilos, proliferacion By 1 secrecién IgA.
1L-13 v v v Activan B, 1 sintesis IgE. inhiben IL proinflamatorias.
Th9 1IL-9 v v v v Activan mastocitos y T, 1 sintesis |g y mucus.
e 1L-17 v v v v Inflamacién, proteccion y 1 sintesis citocinas.
1L-21 v v Diferenciacion de B a células plasmaticas.
Th22 IL-22 v v v Regeneracién y regulacién de la microbiota.
Treg 1L-10 v v Vv v v v v Activan B, inhiben T e IL proinflamatorias.
TGF-p v v v Inhibe T, promueve la cicatrizacién, angiogénesis.
. IgA v Neutralizacién, inmunidad de la mucosa.
IgE v Neutralizacién, inflamacién mediada por mastocitos.
CD8 RANTES |V v v V Quimioatraccién.
IL-1B v v Activa T, By 1 sintesis IL-4.
1L-6 v v V v v VvI|VvY Vv Diferenciacién células Plasméticas, 1 sintesis Ig.
Mn IL-8 v v v Quimioatraccién de granulocitos.
gr.;{’ IL-12 v v Estimula Th1 y sintesis de IFN-y.
otras MCP-1 v v v Quimioatraccion.
MMP-9 v v Degradacion matriz, angiogénesis, cicatrizacion.
Eotaxina v v v VY Reclutamiento eosindfilos y Th2.
TSLP v viv v Diferenciacién T, B y monocitos.




4. LA MICROBIOTA COMENSAL

Numerosos microorganismos residen en la superficie ocular, como hongos, bacterias,
virus y parasitos. Muchas de estas especies estan implicadas en patologias oculares como
queratitis, uveitis o conjuntivitis, pero otras muchas, pertenecientes a la flora normal del
0jo, ayudan a mantener la homeostasis y habitan en continua comunicacion con el sistema
inmunitario del huésped. (86) No obstante, se desconoce de qué modo la microbiota
ocular es capaz de sobrevivir en un ambiente donde la lagrima, que ademas de estar en

constante renovacion, contiene altos niveles de moléculas microbicidas. (87)

La flora ocular, al estar mas expuesta que otras mucosas, se caracteriza por incluir una
gran diversidad microbiana, tanto bacteriana como fungica. Principalmente, estéd
colonizada por especies bacterianas encontradas comunmente en el aire, como son los
estafilococos  (Staphylococcus — aureus), corinebacterias (Corynebacterium) y
Propionibacterium, y por especies fungicas como Alternaria sp., Penicillium sp.,

Candida albicans y Malassezia sp.

. Esto quiere decir que las caracteristicas de la flora ocular dependeran directamente
de las caracteristicas ambientales, la zona regional y otros factores como: la higiene

ocular, contaminacién, humedad, polenes, polvo, uso de lentillas...

Se ha demostrado que sobre todo las células de la inmunidad innata, como linfocitos
NKT y TCRyd, mantienen un contacto directo con la microbiota ocular. Esta
comunicacion es bidireccional, por lo que existe un intercambio constante de metabolitos
entre microbiota y sistema inmunitario. Por ejemplo, en mucosa intestinal se ha
demostrado que la presencia y funcion de la microbiota es fundamental para el desarrollo

y diferenciacion de los linfocitos Th17 y Treg. (88,89)

La capa superficial de epitelio es selectiva, lo que quiere decir que puede discriminar
entre microorganismos patogénicos y no-patogénicos, desarrollando tolerancia para la
microbiota comensal y respondiendo con citocinas proinflamatorias ante agentes dafiinos.
Esta tolerancia estd regulada principalmente por el sistema inmunitario innato, que
discrimina mediante receptores de reconocimiento de patrén (PRRs) los patrones
MAMPs (Microbe-Associated Molecular Patterns) y PAMPs (Pathogen-Associated

Molecular Patterns) de la flora ocular.

La microbiota ocular también colabora en el mantenimiento de la homeostasis

evitando la colonizacioén de otras especies microbianas. Cualquier sobrecolonizacion o
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disbiosis de la superficie ocular puede conducir a un estado proinflamatorio, por lo que
es esencial mantener ese equilibro. Se han relacionado numerosas enfermedades oculares
con la sobrepoblacion de ciertas especies de bacterias, sobre todo en usuarios de lentes de
contacto. Por otro lado, muchos autores apuntan a que las infecciones fungicas de la
superficie ocular estan relacionadas con el uso de antibidticos tdpicos, sugiriendo que la
flora bacteriana en colaboracion con el sistema inmunitario es capaz de mantener a raya

a los agentes patdgenos y evitar las colonizaciones patoldgicas. (90)

Existe una asociacion entre la disbiosis y la enfermedad alérgica. Esta relacion ha sido
observada en varias zonas de la anatomia humana (piel, nariz y garganta). Por ejemplo,
la dermatitis atopica, rinoconjuntivitis, el asma o la conjuntivitis alérgica, en algunos
estudios, lo han asociado con una disminucién de la diversidad microbiana, y por lo tanto,

una sobrecolonizacién de otras especies. (91)

Aunque la microbiota ocular estd menos estudiada, sabemos que en otros Organos,
como el intestino, cumplen funciones de vital importancia: funciones metabolicas,
encargandose de metabolizar sustratos y residuos como los detritus celulares; funciones
protectoras, formando una barrera frente a la colonizacion de otras bacterias; y funciones
reguladoras, mediando el intercambio de metabolitos con el epitelio y células del sistema

inmunitario. (92,93)

Existen infinidad de especies fungicas y bacterianas conviviendo en nuestro entorno.
Muchas de ellas se han descrito como parte de la flora normal humana (ver Tabla 2)
en diferentes zonas anatomicas. Las zonas de mayor exposicion al exterior, como la piel
y las mucosas, son las que mas diversidad microbioldgica presentan. Esto puede resultar
un arma de doble filo ya que, por una parte, puede dotar al huésped de ciertas ventajas,
reforzando la microbiota comensal, e inconvenientes, pudiendo llegar a producir una
infeccion. A continuacion, se describiran algunas de las especies que se han observado

con mas frecuencia en la superficie ocular.



4.1. MICROBIOTA BACTERIANA: PRINCIPALES ESPECIES

Kocuria sp. Las especies del género Kocuria son bacterias grampositivas de la
familia Micrococcaceae. Forman parte de la microbiota de la piel y orofaringea
humana. También puede encontrarse en animales y en el suelo o el agua. (94) Se
han descrito infecciones por kocuria en dermatitis atopicas y queratitis. (95,96)
Propionibacterium acnes. Es una bacteria grampositiva comensal que habita en
la piel, cavidad oral y tractos gastrointestinal y urinario humanos. También es
responsable de numerosas infecciones en endoftalmitis y keratitis. Suelen
colonizar glandulas sebaceas y foliculos pilosos, sobre todo. (97)
Staphylococcus aureus. Pertenecientes al grupo de bacterias grampositivas, estan
presentes en la mayoria de las mucosas y piel tanto de animales como humanos.
Esta bacteria es frecuentemente responsable de numerosas infecciones. Tiene la
capacidad, en caso de penetrar los tejidos, de infectar cualquiera de las partes del

ojo: conducto lacrimal, conjuntiva, cornea... (98)

4.2. MICROBIOTA FUNGICA: PRINCIPALES ESPECIES

Alternaria Alternata. Es un hongo que se encuentra en el ambiente, sobre todo en
climas calidos, aunque también puede encontrarse en interiores, donde hay buena
ventilaciéon y humedad. Este hongo estd muy relacionado con enfermedades
alérgicas de las vias respiratorias, como el asma. (99)

Aureobasidium pullulans. Es un hongo que se encuentra cominmente en plantas.
Est4 asociado con el desarrollo de rinitis en infantes y sinusitis en adultos, mas
frecuentemente en ambientes de humedad. (100)

Cladosporium herbarum. Al igual que la Alternaria, este hongo es ubicuo y se
encuentra en cualquier tipo de ambiente, tanto exterior como interior. Sus
concentraciones ambientales dependen del clima y pueden provocar diversas
complicaciones en las vias respiratorias, como asma o rinitis. (101)

Malassezia sp. Forma parte de la flora cutanea e incluye 14 especies distintas.
Furfur, obtusa, restricta o globosa son las mas comunes, estando las dos tltimas
asociadas a casos de dermatitis seborreica. Es comln encontrarlas en la piel de los

perros. (102)



Tabla 2. Principales especies de la flora normal humana: Bacterias (arriba) y hongos (abajo). ++: Muy comtn. +=Comun
+/-=Raro *=Patdégeno potencial (103,104)

Bacteria Piel Conjuntiva Nariz Faringe Boca Intest. Uretra Vagina
Actinomycetaceae + +

Bacteroides sp.* ++ + +/-
Bifidobacterium bifidum ++

Clostridium tetani +/-

Clostridium sp.* +/- ++
Corynebacterineae ++ + ++ + + + + +
Enterobacteriaceae* +/- +/- +/- + A + +
Enterococcus faecalis* +/- + ++ + +
Haemophilus influenzae* +/- + + +

Kocuria sp. + + +

Lactobacillus sp. + ++ ++ 4+
Mpycobacterium + +/- +/- + +
Mpycoplasmatales + + + +/- +
Neisseria meningitidis* + ++ + +
Neisseria sp. =+ + ++ + + +
Propionibacterium acnes + + + + +

Proteus sp. +/- 1 s s + + +
Pseudomonas aeruginosa™ +/- +/- +/-
Spirochaetes + ++ At

Staphylococcus aureus™ + +/- + + + ++ +/- +
Staphylococcus epidermidis 4 + ++ ++ ++ + ++ ++
Streptococcus mitis + 4+ +/- + +
Streptococcus mutans* + ++

Streptococcus pneumoniae™ +/- +/- + + +/-
Streptococcus pyogenes* +/- +/- i i +/- +/-
Streptococcus salivarius ++ ++

Especie fungica Interaccion con el huesped Habitat principal

Suelo, ubicuo en el medioambiente
Suelo, plantas
Tracto gastrointestinal, mucosa, piel

Aspergillus spp.
Aureobasidium spp.
Candida albicans

Patégeno oportunista, comensal
Patogeno oportunista, comensal
Patégeno oportunista, comensal

Candida parapsilosis Patégeno oportunista, comensal Tracto gastrointestinal, mucosa, piel, suelo
Candida pseudotropicalis | Comensal Productos lacteos, frutas

Candida tropicalis Patogeno oportunista, comensal Tracto gastrointestinal, mucosa, piel, suelo
Cladosporium spp. Comensal Suelo, plantas

Clavispora lusitaniae Patogeno oportunista, comensal Tracto gastrointestinal, plantas
Cryptococcus spp. Patégeno Suelo

Cyberlindnera jadinii Comensal Tracto gastrointestinal, alimentos
Epicoccum spp. Comensal Suelo, ubicuo en el medioambiente

Suelo, plantas
Piel sebacea
Piel sebacea
Piel sebacea
Piel sebacea

Fusarium spp.
Malassezia furfur
Malassezia globosa
Malassezia restricta
Malassezia sympodialis

Patdgeno oportunista, comensal
Patogeno oportunista, comensal
Patogeno oportunista, comensal
Patogeno oportunista, comensal
Patdgeno oportunista, comensal

Mucor spp. Patégeno oportunista, comensal Tracto gastrointestinal, suelo, plantas
Penicillium spp. Comensal Suelo, ubicuo en el medioambiente
Pichia spp. Comensal Tracto gastrointestinal, mucosa, piel,

suelo, plantas
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Rhodotorula spp.
Saccharomyces boulardii
Saccharomyces cerevisiae
Wallemia spp.

Patdgeno oportunista, comensal
Comensal
Comensal
Comensal

Suelo, agua, tracto gastrointestinal
Tracto gastrointestinal, alimentos
Tracto gastrointestinal, alimentos
Suelo, polvo doméstico



5. LA INFLAMACION DE LA CONJUNTIVA Y LA ALERGIA

La inflamacién de la conjuntiva o conjuntivitis suele estar provocada por causas
infecciosas (virus o bacterias) o no infecciosas (producidas por un alérgeno, sustancia
irritativa o toxica, o traumatismos). Ademas de por su etiologia, como acabamos de ver,
la conjuntivitis también puede clasificarse segin su cronicidad (aguda o cronica),
severidad (leve, moderada o severa) y extension. La conjuntivitis, en cualquiera de sus
variantes, es la primera causa de visita oftalmologica. Se estima que el 80% de los casos

de conjuntivitis son diagnosticados por profesionales sanitarios no oftalmélogos. (105)

Se calcula que la alergia ocular afecta al 15-20% de la poblacion, con una prevalencia
de la conjuntivitis en poblaciones adultas de hasta el 40%. La conjuntivitis alérgica y la
rinitis suelen ser patologias que aparecen juntas. E1 80% de los casos de rinitis cursan con

sintomatologia ocular. (106)

Entre los factores de riesgo se incluyen: la predisposicion genética, la accesibilidad al
alergeno, la calidad y polucién del aire o la zona de residencial. No es lo mismo vivir en
un pueblo cerca de la vegetacion o animales, que en una ciudad con alta contaminacién
ambiental. Otro factor que influye es la higiene, aunque existe cierta controversia con esta
teoria. Ser estrictos con la higiene puede evitar en gran medida las reacciones alérgicas
oculares, pero un exceso de higiene en edades tempranas puede impedir la maduracién
completa del sistema inmune. Ocurre lo mismo con la toma de antibidticos en edades
tempranas, donde el contacto de microorganismos infecciosos o comensales con la
superficie ocular no se llega a producir, promoviendo la diatesis (predisposicion a

desarrollar enfermedad) alérgica. (106)

Existen varios tipos de conjuntivitis. Dentro de las conjuntivitis infecciosas tenemos
las conjuntivitis bacterianas, generalmente producidas por infeccion de staphylococcus
aureus; y las conjuntivitis viricas, producidas principalmente por adenovirus, aunque

también se dan muchos casos de infeccion por herpes simple, zoster o enterovirus. (107)

Dentro del grupo de conjuntivitis alérgicas podemos encontrar 3 grandes categorias
dependiendo de si la respuesta estd mediada por IgE (hipersensibilidad de Tipo I o
inmediata), no estd mediada por IgE (hipersensibilidad de Tipo II, III y IV) o es una
repuesta combinada. Entre las conjuntivitis mediadas por IgE tenemos: las originadas
por una enfermedad autoinmune (por ejemplo, queratoconjuntivitis seca causada por el

sindrome de Sjogren) y las conjuntivitis alérgicas: estacionales y perennes. Con
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respuesta combinada: la queratoconjuntivitis vernal y la queratoconjuntivitis atopica.
Y para respuestas no mediadas por IgE, la conjuntivitis papilar gigante, la
dermatoconjuntivitis de contacto y las causadas por uso de farmacos, traumatismos u

0jo seco evaporativo, entre otras (ver Figura 10). (107,108)

Las conjuntivitis alérgicas pueden afectar a cualquier parte de la topografia ocular,
tanto a la conjuntiva, como a la cornea o al sistema palpebral. Pueden presentar muy
diversa sintomatologia: rojez, picor, hinchazén, quemazdn, sensacion de cuerpo extrafio,

secrecion, lagrimeo o sequedad, entre otras.

Es importante conocer la etiologia y sintomatologia de las conjuntivitis para poder
hacer un buen diagnoéstico diferencial, ya que todas ellas suelen presentar similitudes.
Tanto la historia clinica del paciente (saber los antecedentes familiares, alergias, uso de
lentes de contacto, medicamentos o habitos de vida) como una evaluacion exhaustiva de
la superficie ocular y palpebral seran de vital importancia para facilitar en gran medida el

proceso de diagndstico.
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5.1. TIPOS DE CONJUNTIVITIS

Conjuntivitis alérgica estacional y perenne.

Son las formas més comunes de conjuntivitis alérgica, con una prevalencia de 15-20%
de la poblacion. Se caracteriza por desarrollar una hipersensibilidad mediada por IgE. Las
conjuntivitis alérgicas estacionales ocurren principalmente en meses de primavera y
verano, coincidiendo con la época de mayor concentracion de pdlenes en el ambiente.
Suelen darse bilateralmente y de forma aguda. Las conjuntivitis alérgicas perennes
pueden ocurrir en cualquier momento del afio (Acaros, polvo, pelo de animales...).

También suelen darse bilateralmente y de forma cronica (ver Figura 11). Ambas

etiologias suelen ir acompafiadas de problemas respiratorios como la rinitis o el asma.

(108,109)

- J/

Figura 11. Conjuntivitis alérgica perenne crénica (1) y estacional aguda (2 y 3). Imdgenes extraidas del articulo cientifico “A
contemporary look at allergic conjunctivitis”. (192)

Queratoconjuntivitis Vernal.

Se da con mas frecuencia en zonas de climas
calidos y secos, en meses de primavera/verano y en
varones jovenes, aunque también afecta a adultos.
La presencia de papilas suele ser el sintoma
diferencial en este tipo de conjuntivitis, sumado a
otros sintomas como lagrimeo, mucho picor y

fotofobia (ver Figura 12). Existen dos formas

Figura 12. Ejemplo de queratoconjuntivitis

vernal. Imagen cedida por el IOBA.
. J

clinicas: la limbal y la corneal. En esta variante de

conjuntivitis suele observarse infiltracion de
granulocitos, mastocitos, linfocitos y macréfagos. De hecho, la lagrima de estos pacientes
se caracteriza por tener altas concentraciones de mediadores inflamatorios como la

histamina. (110)

61



Queratoconjuntivitis Atopica.

Se desarrolla de manera cronica y bilateral.
Suele presentarse en pacientes con antecedentes de
atopia y a partir de la segunda década de vida. La
sintomatologia ocular en pacientes con dermatitis

atopica no es muy comun (en torno al 20%). Suele

cursar con eczema palpebral, prurito, quemazon,

Figura 13. Ejemplo de queratoconjuntivitis
atdpica. Imagen extraida de “A contemporary
look at allergic conjunctivitis”. (192)

sequedad y queratopatia superficial (ver Figura

13). (107)

Conjuntivitis Papilar Gigante.

Causada por el mal uso o uso prolongado de lentes de contacto, se caracteriza por la
aparicion de grandes papilas en conjuntiva tarsal. Si no se trata a tiempo, el roce de las
papilas al parpadear puede producir graves lesiones corneales y producir fotofobia. Los
sintomas pueden remitirse interrumpiendo el uso de lentillas. Histologicamente pueden
encontrarse infiltraciones de mastocitos y eosinofilos en conjuntiva y grandes

concentraciones de histamina en lagrima. (107)

5.2. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE LAS CONJUNTIVITIS

Uno de los grandes problemas en la consulta clinica es discriminar qué tipo de
conjuntivitis padece el paciente. Hemos podido observar que la sintomatologia de esta
enfermedad puede ser muy variada, pero a pesar de ello, los cuadros clinicos entre dos
conjuntivitis etiologicamente diferentes pueden ser muy similares. Por esta razon se debe
hacer un andlisis detallado de todos los aspectos que puedan influir en el desarrollo de la
enfermedad. Elaborar una adecuada historia clinica que recoja aspectos de la vida diaria:
habitos, antecedentes familiares, informes médicos, enfermedades asociadas,
tratamientos médicos, etc.; puede ser el punto de inflexion entre un buen o un mal

diagndstico y tratamiento.

El primer paso a seguir sera averiguar si nos encontramos frente a una conjuntivitis
infecciosa o no infecciosa. En esta fase cobra gran importancia la historia clinica del

paciente, conocer el cudndo y el como empezaron los sintomas.
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No tener alergias diagnosticadas, ni sintomas de nariz (rinitis) o picor; pero si una
aparicion repentina de los sintomas (al despertar) junto con secreciones acuosas o

purulentas, seran indicios que apunten hacia una conjuntivitis de origen infeccioso.

En cambio, si existe picor, rinitis, alergia, bilateralidad (sintomas en ambos 0jos),
lagrimeo, secrecion mucosa, enfermedades de la piel o autoinmunes asociadas y una
aparicion de los sintomas progresiva y duradera, o una estacionalidad, seguramente nos

encontremos frente a una conjuntivitis de origen no infeccioso.

El problema surge cuando debemos discernir entre distintas conjuntivitis no
infecciosas. La rojez, el lagrimeo, hinchazon/inflamacion, quemosis, hiperemia o
aparicion de papilas suelen ser sintomas que aparecen con mas o menos frecuencia en
estos tipos de conjuntivitis. Nos encontraremos situaciones en los que el diagndstico sea
claro e inequivoco. Por ejemplo: para conjuntivitis alérgicas, cuando estan diagnosticados
de alergia al polen o animales; para queratoconjuntivitis vernal cuando el paciente es
joven; para queratoconjuntivitis atdpica, cuando el paciente tiene dermatitis; o
conjuntivitis papilar gigante, cuando es usuario habitual de lentillas. Pero ;qué ocurre
cuando se omite informacion importante durante la anamnesis? O ;si el paciente nunca
ha sido diagnosticado de ninguna alergia o dermatitis? O ;si el paciente sufre de mas de
un tipo de conjuntivitis? No hay que olvidar que todas las conjuntivitis pueden tener un
factor fisioldgico comun y compartir sintomatologia. Por lo tanto, es imprescindible
encontrar caracteristicas unicas para cada conjuntivitis que nos faciliten el diagndstico
diferencial. En este punto se encuentra la base de nuestro estudio, en el cual centraremos
nuestro trabajo en la busqueda de biomarcadores inflamatorios para el diagndstico
diferencial de las conjuntivitis alérgicas, y mds concretamente, de las estacionales y

perennes.



5.3. TRATAMIENTO Y CUIDADO DE LAS CONJUNTIVITIS

La primera opcidon y una de las mas importantes para evitar las conjuntivitis es el
aprendizaje de héabitos saludables y cotidianos. Una buena higiene ocular y de las manos
es la mejor opcidn para no desarrollar una conjuntivitis infecciosa. En el caso de las no
infecciosas y, en concreto, las conjuntivitis con componente alérgico, lo méas importante
es evitar, en la medida de lo posible, el contacto con el alérgeno. Purificar el aire de la
vivienda y evitar el contacto con animales (en caso de alergias perennes); o protegerse en
épocas de grandes concentraciones de polen con gafas y mascarilla (en caso de alergias
estacionales) son estrategias efectivas para reducir la sintomatologia. Por ltimo, en el
caso de la conjuntivitis papilar gigante, una buena limpieza y un uso moderado de las

lentes de contacto es la mejor formula para prevenir la enfermedad. (111)

Entre los tratamientos farmacoldgicos mas utilizados para las conjuntivitis se

encuentran:

e Antialérgicos: tanto topicos como sistémicos. Actuan bloqueando la histamina
y suelen ser la primera opcion de tratamiento para calmar los sintomas, como la
hiperemia y el picor, de la conjuntivitis de origen alérgico. Para casos severos
con mucha inflamacién, los antialérgicos pueden combinarse con
corticoesteroides. Los antihistaminicos mas utilizados son el ketotifeno
fumarato, levocabastina, olopatadina y epinastina, entre otros. (111,112)

¢ Antiinflamatorios no esteroideos: como el diclofenaco. Suelen ser buena
opcion para casos de tejidos muy inflamados.

e Antibidticos: como la tobramicina o la gentamicina. Son generalmente de uso
topico. Se utilizan para remitir la infeccion en conjuntivitis bacterianas. Si la
sintomatologia es severa pueden combinarse con corticoesteroides como
betametasona, dexametasona o fluorometolona. (111)

e Inmunosupresores: como la ciclosporina o el tacrolimus. Pueden usarse para
tratar la queratoconjuntivitis vernal. Estos actian bloqueando la accién de las
células del sistema inmune.

e Inmunoterapia: tradicionalmente llamadas vacunas, pueden ser inyectadas o

sublinguales. De uso sistémico para el tratamiento de las alergias. (107)
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JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El diagnostico de las conjuntivitis, y particularmente las no infecciosas, siguen siendo,
por lo general, un tema que preocupa a oftalmélogos y demds personal sanitario.
Cualquiera de las conjuntivitis de origen no infeccioso puede presentar cuadros clinicos
y sintomatologia similar, por lo que es necesaria una evaluacion exhaustiva del paciente

tanto del estado de su superficie ocular como de su historia clinica.

Con este trabajo queremos ampliar nuestro conocimiento sobre las conjuntivitis
alérgicas estacionales y perennes, tanto a nivel celular como molecular. Queremos
examinar las caracteristicas singulares para cada grupo de estudio (control y alérgicos) y
analizar sus diferencias y semejanzas con el fin comprender cudles son los mecanismos
inmunoldgicos que contribuyen al desarrollo de estas enfermedades e identificar posibles

biomarcadores para el diagnostico de la conjuntivitis alérgica.

Hipotesis

La hipotesis principal de este estudio es que: las proporciones de linfocitos
intraepiteliales de la conjuntiva, el componente molecular de la ldgrima y la microbiota
comensal ocular de los grupos alérgicos seguiran un patron diferente al del grupo control.

Ademas, creemos que puede existir cierta correlacion entre: los linfocitos de la sangre

periférica y la conjuntiva, y los factores solubles del plasma y la lagrima.

Objetivos

1. Para el sistema inmunitario celular:

e Caracterizar, mediante citometria de flujo, las distintas poblaciones y
subpoblaciones de linfocitos en sangre y conjuntiva, diferenciandolas
fenotipicamente y calculando sus proporciones.

e Analizar los cambios inmunopatologicos celulares en pacientes con
conjuntivitis alérgica estacional y perenne, y compararlo con lo obtenido en el
grupo control, tanto en sangre como en conjuntiva.

e Comparar y correlacionar el fenotipo linfocitario sistémico (sangre

periférica) con el regional (Conjuntiva).

JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS




2. Para el sistema inmunitario humoral:

e Calcular, mediante tecnologia Xmap, las concentraciones de los principales
factores solubles en plasma y lagrima.

e Analizar los cambios inmunopatologicos humorales en pacientes con
conjuntivitis alérgica estacional y perenne, y compararlo con lo obtenido en el
grupo control, tanto en plasma como en lagrima.

e Comparar y correlacionar las concentraciones de los factores solubles en

plasma con las obtenidos en lagrima.

3. Para la microbiota ocular:
e Caracterizar, mediante secuenciacion masiva, el genotipo de la microbiota
conjuntival.
e Analizar los cambios inmunopatologicos de la microbiota ocular en pacientes
con conjuntivitis alérgica estacional y perenne, y compararlo con lo obtenido

en el grupo control.

4. Encontrar, entre todos los resultados obtenidos para linfocitos intraepiteliales,
factores solubles y microbiota, posibles biomarcadores para el diagndstico de la

conjuntivitis alérgica.

.Qué esperamos encontrar en este estudio?

Teniendo en cuenta los hallazgos que numerosos autores han encontrado en otras
mucosas, se espera encontrar un fenotipo singular para la conjuntiva, caracterizado por
un aumento de linfocitos Th2 y Th17 intraepiteliales en ambos grupos alérgicos, mas
acentuado en conjuntivitis estacionales. Para la parte de lagrima se espera observar un
aumento significativo en las concentraciones de las citocinas proinflamatorias (de tipo
Th2, principalmente) e IgE en los grupos alérgicos, siendo estas proporciones mas
acusadas en conjuntivitis alérgicas estacionales. Y, por tltimo, para la parte de microbiota
se espera encontrar un fenotipo microbiano caracteristico y diferencial entre ambos

grupos alérgicos.






En este capitulo se describiran los recursos y materiales
utilizados para la recogida de datos, la extraccion y analisis de

muestras, en el siguiente orden:

1. Disefio del estudio
1.1. Criterios de inclusion y exclusion
1.2. Sujetos del estudio
2. Métodos de extraccion de muestra
2.1. Citologia por cepillado
2.2. Recoleccion de lagrima por capilaridad
2.3. Extraccion de sangre periférica por venopuncion
2.4. Frotis para la extraccion de microbiota
3. Métodos de analisis de las muestras
3.1. Citometria de flujo
3.2. Multiplexado de alto rendimiento
3.3. Secuenciacion de alto rendimiento

4. Analisis estadistico
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MATERIALES Y METODOS
1. DISENO DEL ESTUDIO

El presente estudio se realizo previa obtencion del consentimiento informado segun la
Declaraciéon de Helsinki, y previa aprobacion de los Comités de Etica de Investigacion
Clinica (CEIC) del Area de Salud de Valladolid Este y Oeste. Se necesito la aprobacion
de los CEIC de las dos areas de salud ya que el estudio se realizo en varios centros: [OBA,

Hospital Clinico Universitario (HCUV) y Hospital Universitario Rio Hortega (HURH).

Se trata de un estudio caso-control con 3 muestras poblacionales diferentes: una
poblacion de sujetos sanos, un grupo de sujetos diagnosticados de conjuntivitis alérgica

estacional y un tercer grupo de sujetos diagnosticados de conjuntivitis alérgica perenne.

Se hicieron multiples llamamientos para el reclutamiento de voluntarios. A través de
la Universidad de Valladolid. se enviaron correos masivos para llegar a toda la
comunidad universitaria. Y, para llegar al resto de comunidad no universitaria de la
provincia de Valladolid, se publicito el estudio a través de redes sociales (Facebook,
Twitter e Instagram) y del Centro de Salud Pilarica-Circular, que nos derivaba

pacientes con sintomatologia alérgico-ocular o sospecha de conjuntivitis.

Todos los voluntarios fueron citados en uno de los 3 centros colaboradores (IOBA,
HURH o HCUV) para su participacion en el estudio. Todas las pruebas del estudio se
realizaban en una Unica cita con una duracion media de una hora por voluntario. El estudio
estaba estructurado en varias partes: recogida de datos, pruebas de superficie ocular y
recogida de muestras. Las pruebas se realizaron en el orden que se describe a continuacion

(ver Anexo III — cuaderno de recogida de datos):

1. Lectura y firma del consentimiento informado.

2. Cuestionario/anamnesis sobre habitos de vida (alcohol, tabaco, poblacion),
estado de salud general (medicacion, alergias, enfermedades recientes),
historia oftalmolégica (enfermedades oculares, antecedentes familiares,
cirugias, tratamientos, lentillas).

3. Test OSDI (Ocular Surface Disease Index), utilizado para descartar la
presencia de ojo seco. Es una escala de 25 puntos donde el paciente debera

contestar en relacion con la frecuencia en que nota sintomatologia en ciertas



situaciones de la vida diaria durante los ultimos 7 dias. Valores menores a 13
puntos se consideraban normales (ver Figura 14).

Recogida de lagrima por capilaridad (8uL de cada 0jo).

Prueba TBUT (Tear Break-Up Time) con fluoresceina. Para calcular el tiempo
de rotura lacrimal, es decir, lo que tarda la pelicula lacrimal en perder la
continuidad. Valores mayores a 10 segundos se consideraban normales.
Evaluacion de la tincion con fluoresceina de cornea y conjuntiva segun la
escala Oxford para descartar lesiones o defectos tisulares producidos por
agentes externos, sequedad u otras afecciones. Valores equivalentes a un grado
I 0 menor se consideraban normales.

Evaluacion de las papilas de la conjuntiva tarsal superior para comprobar la
existencia de inflamacion o reaccidn hacia posibles agentes irritantes. Valores

equivalentes a un grado I o menor se consideraban normales.

¢ Ha experimentado alguna de las siguientes alteraciones durante la Ultima semana?

) ) En todo Casi en En el Casi en ENnG
A. SINTOMAS FISICOS todo el 50% del ningtin 9
momento . : momento
tiempo tiempo momento

1.Sensibilidad a la luz 4 3 2 1 0 No sé
2.Sensacién de arenilla en .
los 0jos 4 3 2 1 0 No sé
3.Dolor de ojos 4 3 2 1 0 No sé
4.Visién borrosa 4 3 2 1 0 No sé
5. Mala vision. 4 3 2 1 0 No sé

¢ Ha tenido problemas en los ojos que le han limitado o impedido realizar alguna de las
siguientes acciones durante la Gltima semana?

Casi en En el Casien
todo el 50% del ningdn
tiempo tiempo momento

B. ACTIVIDADES
DIARIAS

En todo
momento

En ningun

momento

6. Leer 4 3 2 1 0 No sé

7. Conducir de noche 4 3 2 1 0 No sé
8. Trabajar con un

ordenador o utilizar un 4 3 2 1 0 No sé
cajero automatico.

9. Ver la television. 4 3 2 1 0 No sé

¢ Ha sentido incomodidad en los ojos en alguna de las siguientes situaciones durante
la dltima semana?

C. FACTORES En todo f::(')ee'l‘ 55,;‘ z'el gfﬁ' :: En ningtin
AMBIENTALES momento X o 9 momento
tiempo tiempo momento
10. Viento 4 3 2 1 0 No sé
11. Lugares con baja -
humedad (muy secos) 4 8 2 ! 0 No sé
12. Zonas con aire 4 3 2 1 0 No sé

acondicionado.

El valor de OSDI nos da una puntuacién para valorar el nivel de sequedad ocular del paciente como:

(suma puntuacion A+B+C) x 25 Normal OSDI: hasta 13
OSDI leve a moderado: de 13 a 22

O8DI moderado/grave: de 23 a 48

Puntuacion = — -
nQ respuestas sin incluir NS/NC

Figura 14. Test OSDI utilizado
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10.

11.

12.

13.

Lavado con suero fisiolégico, para lavar la superficie ocular y retirar los
restos de fluoresceina que puedan contaminar la citologia.

Instilacion de anestesia topica (Colircusi Anestésico Doble, 1 mg/mL
Tetracaina hidrocloruro + 4 mg/mL Oxibuprocaina hidrocloruro).
Dependiendo de la sensibilidad del paciente, la tolerancia hacia el
medicamento y la molestia al realizar la citologia, podian instilarse un maximo
de 3 gotas directamente en la conjuntiva tarsal.

Test de Schirmer. Con tiras de papel para medir la produccion de lagrima y
descartar cualquier déficit en la calidad de la ldgrima. Valores normales a
partir de Smm.

Citologia por cepillado de la conjuntiva tarsal superior. Con el parpado
evertido y anestesiado se realizaba una rotacion completa del cepillo,
repitiendo el proceso 3 veces para extraer el mayor nimero de células.

Frotis de la conjuntiva bulbar inferior para obtenciéon de microbiota con
una torunda de algodon.

Extraccion de sangre por venopuncion del antebrazo. Se extrajo un total de

3mL.

1.1. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Criterios de inclusion:

Participacion voluntaria y consentida tras ser informados de las caracteristicas del

estudio y resueltas las dudas que pudieran surgir sobre cualquiera de sus aspectos.

Para pacientes alérgicos: Estar diagnosticado de cualquier tipo de alergia de las

incluidas como estacionales (pdlenes) o perennes (polvo, acaros, animales...)

mediante prick test o IgE especifica y padecer de conjuntivitis alérgica activa.

Para controles: Normalidad en OSDI (<13 puntos), TBUT (>10 segundos),

fluoresceina (< grado I1) y Schirmer (>5mm).



Criterios de exclusion comunes a casos y controles:
Fueron excluido pacientes que:

e Padeciesen patologias cronicas autoinmunes o autoinflamatorias, neoplasias
hematologicas, trasplante de progenitores hematopoyéticos, radioterapia o
quimioterapia,

e Hubiesen tenido tratamiento farmacoldgico inmunosupresor, inmunomodulador o
antiinflamatorio sistémico o topico en las 2 semanas previas (excepto
antihistaminicos para el grupo alérgico).

e Hubiesen sufrido cuadros inflamatorios agudos de origen no-alérgico en las dos
semanas previas.

e Se hubieran sometido a algln tipo de cirugia ocular previa.

e Fuesen usuarios habituales de lentes de contacto, para la obtencion de microbiota,

o uso reciente (durante la ultima semana), para el resto de los casos.

1.2. SUJETOS DEL ESTUDIO

Un total de 95 sujetos fueron incluidos en el estudio, de los cuales 35 eran sanos y 60
alérgicos. Los rangos de edad iban desde los 10 hasta los 76 afios. De los 60 alérgicos, 28
fueron diagnosticados de conjuntivitis alérgica estacional (CAE) y 32 de conjuntivitis
alérgica perenne (CAP). El diagnostico de la conjuntivitis fue realizado por un
oftalmologo/a profesional. Sintomas como picor rojez, lagrimeo, secreciones, papilas,
inflamacion, estornudos o sintomas nasales como la rinitis, fueron indicadores para
diferenciar la conjuntivitis alérgica de la no-alérgica. Dentro de las conjuntivitis alérgicas
estacionales encontramos alergias a polenes: principalmente gramineas (71,4%), olivo
(10,7%), ciprés (10,7%) heno (3,6%) y platano de sombra (3,6%); y dentro de las
perennes encontramos alergias al polvo/acaros (35,3%) y animales: principalmente

gato (35,3), perro (26,5%) y conejo (2,9%).

Finalmente, se obtuvieron un total de 80 muestras de sangre periférica y plasma, 73
citologias conjuntivales, 81 muestras de lagrima y 22 de microbiota. La relacion de

muestras obtenidas puede verse en la Tabla 3.
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Tabla 3. Relacion de pacientes con datos de sexo edad y tipo de muestra obtenida de cada uno. En las tablas del final
puede observarse los promedios de edad de cada grupo y el numero total de cada muestra obtenidas.
CAE=conjuntivitis alérgica estacional, CAP=conjuntivitis alérgica perenne, C=control, H=hombre, M=mujer, SP=sangre

periférica, CC=citologia conjuntival, L=Idgrima, Mi=microbiota.

Diag. EDAD SEXO [SP cC L Mi| |Diag. EDAD SEXO|SP cC L Mi| |Diag. EDAD SEXO|SP cC L Mi
CAE 10 M [Xx x CAP 13 H | x X C 19 M |X X X
CAE 10 H X CAP 14 M |[x x x c 2 H | x x X
CAE 11 H | x X CAP 19 M [Xx x x c 24 H | x X X
CAE 12 H | x X X CAP 22 M [x x x c 26 H | x X X X
CAE 12 H X X CAP 22 M |x x x c 27 H X X X X
CAE 12 H X CAP 23 H X X X X c 27 M |x X
CAE 15 M X CAP 23 M [Xx x x c 27 H | x
CAE 18 H | x X X CAP 24 H X X X X c 27 H | x
CAE 19 H | x X X CAP 24 H | x X X c 28 H | x X X
CAE 20 H X X X X CAP 24 M |[x X C 28 M |X X X
CAE 20 H [ X x X CAP 26 H X X X X C 29 M |Xx X X
CAE 21 M [Xx x X CAP 26 M [Xx x Xx X c 3 H | x X X
CAE 23 H | x X X CAP 26 M |x X c 35 H | x X X
CAE 25 H X X CAP 27 H [ x X x X C 40 M X X
CAE 27 H | x X X CAP 27 M |[x X X C 43 M |X X X
CAE 31 H | x X X CAP 27 H X C 43 M X
CAE 32 H [ X x X CAP 30 M |X X X c 45 H | x x X
CAE 37 M |[x x x x CAP 32 M [x x x C 47 M |X X X
CAE 40 M [X x X CAP 32 H X c 52 H | x X X
CAE 42 H X X X X CAP 34 M |x x cC 55 H [x x x x
CAE 42 H | x X X CAP 41 M [Xx x x cC 55 H | x X X
CAE 43 M [x x x x CAP 41 M X C 56 M X X
CAE 52 H | x X X CAP 44 H [x x x x C 5 M X
CAE 57 H | x X X CAP 45 M [Xx x Xx X C 57 M |X X X
CAE 58 M [Xx x X CAP 50 M [x x x C 58 M |X X X
CAE 60 M |X CAP 50 M |X X X c 58 M [x X
CAE 64 M |[X x X CAP 52 H | x X X c 59 H | x X X
CAE 66 M X CAP 54 M [x x x C 60 M |X X X
CAP 56 M |X X X C 60 H | x X
CAP 58 M [x x x C 60 H X
CAP 63 M [Xx x x C 63 M |X X X
CAP 67 M |X X X C 65 M X
C 6 M |x X
c 73 M |x X
c 76 H | x X X
CAE EDAD H:M [SP cC L Mi| | CAP EDAD H:M |[SP cC L Mi C EDAD H:M |SP CC L Mi
n:28 31,4 181022 23 23 6| |n:32 349 10:222|29 26 29 9 | |n:35 457 17:18|29 24 29 7

5




2. METODOS DE EXTRACCION DE MUESTRA

Las muestras celulares de conjuntiva tarsal (zona de
mayor infiltracion linfoide) se recogieron mediante
citologia por cepillado (ver Figura 15). Esta técnica ha
sido probada anteriormente por el grupo de superficie
ocular del TOBA y ha demostrado ser una técnica

minimamente invasiva, ademas de efectiva, ya que puede

obtenerse una gran cantidad de células vivas. (113,114)

Previa instilacion de anestesia topica (Colircusi
Anestésico Doble, 1 mg/mL Tetracaina hidrocloruro + 4
mg/mL Oxibuprocaina hidrocloruro) directamente sobre el

parpado superior evertido se procedid a la rotacion

completa del cepillo sobre la conjuntiva.

Figura 15. Técnica de cepi//ddo
conjuntival (imagen superior) y rotacion

Una vez extraidas las células, el cepillo se rotaba durante J ot
sobre la solucion de mantenimiento

30 segundos en un eppendorf con 1,2mL de una solucion (imagen inferior).

de mantenimiento (medio RPMI-1640 suplementado con 10% FBS, 1% de
penicilina/estreptomicina y 1% de L-glutamina). Este proceso se repetia tres veces para
obtener un mayor nimero de células. Las muestras celulares se almacenaban a 4°C hasta

su analisis dentro de las primeras 24h desde su obtencion.

Para la toma de muestra lagrimal usamos capilares de 4 pL
(Drummond Microcaps 4 pL), dos para cada ojo (ver Figura 16), hasta
obtener 8 uL de cada uno. El capilar se dejaba reposar en menisco temporal
inferior con precaucion de no tocar en ningiin momento la superficie ocular

| para evitar la produccion de lagrima refleja. Para una mejor toma de
‘ . muestra se sentaba al voluntario en la silla del gabinete, en una postura

semi-reclinada y con la cabeza apoyada en el respaldo. Los capilares se

Figura 16. Capilares Drummond ~ @lmacenaron en hielo por separado (ojo izquierdo y ojo derecho) en
Microcaps 4 , . .
ps 4 ul tubos roscados. Todas las muestras de lagrima recogidas se

mantuvieron congeladas a -80°C hasta su posterior analisis.

La muestra de sangre periférica se obtuvo mediante venopuncion por el personal
enfermero cualificado del IOBA, preferentemente de una vena de la parte interior del

codo o del dorso de la mano. La muestra se conservo en un tubo estéril de 4mL con
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anticoagulante EDTA (ver Figura 17). De la muestra de sangre, 250 pL se ‘

usaban para analizar en el citometro mientras que el resto se utilizaba para .
-

extraer el plasma que posteriormente seria congelado a -80°C hasta su ¥

analisis. \\

Por tultimo, la muestra de microbiota se extrajo de la conjuntiva bulbar y

fondo de saco inferior mediante la rotacion completa de una torunda de ’\‘;"C-‘Ilcu;:ttg- TUZZ
algodén. A continuacidn, ésta se sumergia y giraba suavemente en el taoon morado
interior de un tubo con gel de mantenimiento durante 30 segundos y se enviaba
inmediatamente al laboratorio BiomeMarkers de Valladolid. El kit para la extraccion y

mantenimiento de la muestra era proporcionado este laboratorio previamente.



3. METODOS DE ANALISIS DE LAS MUESTRAS
3.1. CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo es una de las técnicas mas utilizadas para la caracterizacion y
fenotipaje celular. El principio basico de la citometria se basa en la emision y recogida de
sefiales luminosas para analizar las caracteristicas de una muestra celular previamente
tratada. Las muestras se analizan en un citdmetro de flujo, que estd formado por varios

componentes:

Un sistema de flujo que se encarga de la toma, transporte y desagiie de la muestra a
través de un sistema hidraulico. Un sistema éptico, formado por laseres de distintas
longitudes de onda, filtros y espejos dicroicos que se encargan de dispersar y dividir la
luz en diferentes longitudes de onda; y fotodetectores que recogen la sefial luminosa y la
transforman en una sefial eléctrica. Un sistema informatico de analisis y software para

la visualizacion gréfica de los resultados obtenidos (ver Figura 18).

Aunque el citometro puede medir automaticamente el tamafio y la complejidad celular,
es necesaria la tincion de la muestra (siempre y cuando la muestra no tenga fluorescencia
propia) con fluorocromos que emitan sefiales luminosas. Siguiendo el principio de la
citometria de flujo, podemos hacer un fenotipado detallado de una muestra celular
afnadiendo fluorocromos conjugados con anticuerpos monoclonales que permitan unirse

a marcadores de membrana celulares especificos para un subtipo celular.

Los fluorocromos son moléculas que al ser excitadas con un haz de luz a una cierta
longitud de onda pueden emitir, en respuesta, una sefial luminosa con una longitud de
onda distinta. Existe una gran variedad de fluorocromos que pueden emitir luz a una
longitud de onda determinada. Los més comunes son la Fluoresceina (FITC, verde), la
Ficoeritrina (PE, naranja), el R Phycoerythrin-Texas Red®-X (ECD, rojo),
Aloficocianina (APC, azul), Alexa Fluor 750 (APC- Alexa Fluor 750, Violeta).

Una vez tratadas las muestras pueden analizarse en el citdmetro, que se encargara de
generar un flujo continuo de células. El flujo celular es irradiado con un haz de luz laser
que excita a los fluorocromos para que puedan emitir la sefial luminosa, que sera recogida
por cada fotodetector. A cada célula o molécula detectada se le asocian medidas sobre su
tamafio, complejidad y luminiscencia. Con todos estos datos el citdometro puede crear
distintos tipos de graficas que nos ayudaran a la comprension de los resultados obtenidos:

histogramas, dispersion de puntos, entre otras.
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@ FITC - verde — 494/519nm

Q RD1 - naranja - 568/590nm ‘

\
, ECD - rojo - 610/635nm l
? PC5 - azul - 660/680nm .

APC/Alexa fluor 750 — violeta — 760/810nm

_‘

Figura 18. Partes de un citometro y detalle del sistema de filtros (rectangulos) y fotodetectores (FL). Cada fotodetector
tiene un ancho de banda que define el rango de longitud de onda que reconoce. En nuestro caso, el citometro que
hemos usado (FC500) tiene un laser auxiliar de 633nm. Cada dicroico filtra a una cierta longitud de onda, dejando
pasar las longitudes de onda que estan mayores y reflejando las que estan por debajo.

Para este estudio hemos utilizado el citometro de flujo de la Facultad de Medicina de
la Universidad de Valladolid, alojado en los laboratorios del departamento de
inmunologia. Este citometro es el modelo FC-500 de Beckman Coulter, formado por dos
laseres (Argéon 488nm y Neon 633nm) y 5 fotodetectores, y que utilizaremos con el
objetivo de analizar las principales poblaciones linfoides en sangre periférica y en
conjuntiva. Para llevar a cabo nuestro estudio se disefid un panel de anticuerpos a medida

para nuestro citdmetro.

En nuestro caso, el modelo FC-500 detecta las longitudes de onda para los colores
verde, naranja, rojo, azul y violeta. Cada fotodetector tiene un ancho de banda, es decir,

un rango de longitudes de onda que puede detectar (Figura 19): FL1 (530/30), FL2

MATERIALES Y METODOS




(575/25), FL3 (610/20), FL4 (660/20), FL5 (780/60). Cada color serd reconocido por
uno de los fotodetectores. De este modo, se puede averiguar con facilidad qué
fluorocromos deberemos elegir atendiendo a las caracteristicas de nuestro citometro.
Ademads, es de vital importancia saber a qué longitud de onda se estimula cada
fluorocromo. Por ejemplo, las ficoeritrinas se excitan con el laser de Argén 488nm,
mientras que las aloficocianinas lo hacen con el laser de neén 633nm. Por lo tanto,
dependiendo de que laser utilicemos para estimular los fluorocromos, se podra evitar en

gran medida solapamiento de ondas y la contaminacion de fluorescencia.

Para evitar estos posibles handicaps existen herramientas que podemos utilizar para
tener una vision mas detallada de nuestro ensayo y ver el comportamiento de los

fluorocromos seleccionados. Una de las herramientas mas completas es el Spectra

Analyzer de BioLegend.
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Figura 19. Bandas de deteccion de un citometro. (A) Espectros de excitacion de los fluorocromos seleccionados y
longitudes de onda de los Idseres (lineas verticales). (B) Espectros de emision de los mismos fluorocromos y anchos de
banda de deteccion de nuestros fotodetectores (franjas verticales).

Como se observa en la Figura 19, los valores méaximos de fluorescencia se encuentran

lo suficientemente separados entre si, evitando el solapamiento excesivo de ondas. A

pesar de ello, siempre puede producirse cierta contaminacién de la sefal, y serd necesario
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configurar una matriz de compensacion en el citdmetro para tratar de eliminar las sefales

residuales.

Una vez concluida la eleccion de fluorocromos, y conocidas las poblaciones celulares
que queremos incluir en nuestro ensayo, continuaremos con la configuracion del panel de
anticuerpos. Al disponer de solamente 5 fotodetectores serd necesario ajustar

debidamente los cocteles de anticuerpos que se usaran para cada tubo de muestra.

En nuestro caso, la configuracion de los paneles quedé como muestra la Tabla 4:

Tabla 4. Disefio del panel de anticuerpos y distribucion de los distintos monoclonales en los 5 tubos usados para la
citometria de flujo. TUBO 1: analizaremos linfocitos CD4+ y CD8+, tanto memoria como virgenes. TUBO 2: subtipos de
linfocitos T cooperadores: Thl, Th2, Th17/thl, Th17 y Th22. TUBO 3: linfocitos T CD4 reguladores. TUBO 4; linfocitos
NKy sus subtipos. TUBO 5: linfocitos B1 y B2, y linfocitos TCRy&+. Ac= anticuerpo, C= clon, I= isotipo, cc= casa comercial.

Todos los anticuerpos monoclonales utilizados son de raton.

TUBO 1 TUBO 2 TUBO 3 TUBO 4 TUBO 5
Ac | CD45RA - FITC CD183 - FITC CD127 - FITC CD16 - FITC CD19 - FITC
= | C |48 GO025H7 R34.34 3G8 4G7
= 1 IgG1, K 1gG1, K 1gG1 1gG1 IgG1, K
| cc | Becton Dickinson BioLegend Beckman Coulter Immunostep Becton Dickinson
Ac | CD45R0 - PE CD196 - PE CD25 - PE CD8 - PE TCR pan y/6 - PE
- T UCHL1 GO34E3 BC96 3B5 IMMUS510
SN lgG2a, K IgG2b, K IgG1, K lgG2a lgG1
| cc | Becton Dickinson BioLegend BioLegend Caltag Beckman Coulter
Ac | CD8 - ECD CD4 - ECD CD45 - ECD CD45 - ECD CDA45 - ECD
= T SFCI21Thy2D3 SFCI12T4D11 J33 J33 J33
© M 1ge1 lgG1 lgG1 1gG1 lgG1
cc | Beckman Coulter Beckman Coulter Beckman Coulter Beckman Coulter Beckman Coulter
Ac | CD4 - APC CCR10 - APC CD4 - APC CD56 - APC CD5 - APC
= T 13B8.2 6588-5 13B8.2 MEM-188 L17F12
> M ige1 gG lgG1 lgG2a, K lgG2a
c | Beckman Coulter BioLegend Beckman Coulter Immunostep Immunostep
Ac | CD3 - APC - Alexa 750 CD194 - PE/Cy7 CD3 - APC - Alexa 750 CD3 - APC - Alexa 750 CD3 - APC - Alexa 750
= T UCHT1 L291H4 UCHT1 UCHT1 UCHT1
G IgG1, K IgG1, K IgG1, K 1gG1, K IgG1, K
e | Beckman Coulter BioLegend Beckman Coulter Beckman Coulter Beckman Coulter

1

Tomando como punto de partida la grafica que relaciona los datos del “side scatter”

(complejidad celular) con la expresion del marcador de membrana CD45, CD3 o CD4,
podremos identificar la poblacién linfoide y diferenciarla del resto de poblaciones
leucocitarias. De este modo se podran seleccionar exclusivamente los linfocitos para el

analisis fenotipico.

Para nuestro estudio calcularemos los porcentajes de las siguientes poblaciones (ver

Figura 20):



Linfocitos T totales (CD3"), asi como sus subtipos: células MAIT doble negativas
(CD3"CD8CD4), linfocitos TCRyd" (CD3" TCRyd"), linfocitos T CD4 totales
(CD3"CD4"), T CD4 virgenes (CD3'CD4" CD45RA") y memoria (CD3'CD4"
CD45R0"), linfocitos T reguladores (CD3*CD4" CD25MCD127"), linfocitos Th1 (CD4*
CDI83"CD194CD196°CCR107), Th2 (CD4" CDI83CDI194"CD196°CCRI10),
Th17/Th1  (CD4" CDI83"CD194CD196'CCR10), Thl7 (CD4" CDI183"
CD194"CD196°CCR107), Th22 (CD4" CD183'CD194°CD196" CCR10"), linfocitos T
CD8 (CD3" CD8"), linfocitos T CDS8 virgenes (CD3'CD8" CD45RA") y memoria
(CD3*CD8*CD45R0"), linfocitos NKT CD8+ (CD56"-CD16™"). Linfocitos NK (CD3"
CD56"-CD16™), linfocitos B (CD19%), B1 (CD19"CD5%) y B2 (CD19"CD5").

@ CD4+CD45RA+

—@ CD194+CD196+

® CD183+CD196+

@ CD183+CD196+CCR10+

; @Cozshicmz?-

Figura 20. Poblaciones y subpoblaciones linfoides que serdn objeto de estudio y marcadores de superficie caracteristicos de cada uno.



PROTOCOLO DE TRATAMIENTO DE MUESTRAS PARA EL
ANALISIS MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

1. Homogeneizamos las muestras para conseguir una distribucion uniforme de las células.

Volteamos suavemente para
mezclar la sangre

Agitamos en el vortex nuestras
células conjuntivales

2. Alicuotamos las muestras en 5 tubos (50 ul para sangre y 200 ul para células conjuntivales). A
continuacion, lavamos las células conjuntivales con 2 mL de Cell Wash Solution y centrifugamos

durante 5 minutos a 1.200 r.p.m. a 4°C.

3. Anadimos los siguientes anticuerpos a cada tubo (la mitad para las células conjuntivales)

'
TUBO 1 TUBO 2 TUBO 3 TUBO 4 TUBOS
20 pL 5L 10 pL 20 pL 10 pL
20 pL 5 pL 5 ul 10 pL 10 pL
CD8 - ECD CD4 - ECD CDA45 - ECD CDA45 - ECD CDA45 - ECD
10 pL 10 pL 10 pL 10 pL 10 pL
CD4 - APC CCR10 - APC CD4 - APC CD56 - APC CD5 - APC
10 pL 5pL 10 pL 20 uL 20 pL
€D3 — APC/Ax cD194 - CD3 - APC/Ax |CD3— APC/Ax |CD3 — APC/Ax
10 pL - 5uL 10 pL 10 pL 10 pL
1l ) 1l y. K ) K ) K )

-
°®
| D ' i

4. Agitamos e incubamos 15 minutos en oscuridad a T* Ambiente y afiadimos 0,5 ml de FACS-

LYSING 1X (Becton Dikinson 349202).

5. Por ultimo, agitamos e incubamos 15 minutos en oscuridad a T* Ambiente y realizamos la lectura

en el citometro.

Figura 21. Protocolo utilizado para el andlisis celular de las muestras de sangre periférica y conjuntiva. Unicamente la muestra de células
conjuntivales es la que se lava, la muestra de sangre periférica no necesita lavados.

— [ g3



3.2. LUMINEX® xMAP™ - MULTIPLEXADO DE ALTO RENDIMIENTO

Esta tecnologia, muy similar al principio de citometria, permite hacer analisis masivos
en un periodo reducido de tiempo. Al igual que el citdémetro de flujo, detecta y registra
sefales luminicas procedentes de una muestra bioldgica. Utilizando placas de 96 pocillos
se pueden analizar hasta 100 analitos por pocillo/muestra. La técnica se fundamenta en lo
que se conoce como sandwich Elisa, donde las microesferas magnéticas (beads) se unen
al analito que queremos cuantificar. Posteriormente, con la adicidon de anticuerpos (Ac)
que unen al otro extremo del analito, y la Estreptavidina-Ficoeritrina (Strep/PE), que se
une al anticuerpo, se forma complejo Bead-analito-Ac-Strep/PE. Este complejo al ser
irradiado con un haz de luz emitird una sefial luminosa en respuesta que serd recogida por

el analizador Luminex (ver Figura 22).

Streptavidina
[Ficoeritrina ————

Analito ——,

Microesfera

Figura 22. Esquema del complejo de unidn de todos los reactivos que conforman el ensayo para el Luminex (izquierda).
Fotografia del analizador Luminex I1S-100 usado para analizar las citocinas de nuestro estudio.

Un mismo kit comercial puede contener microesferas para el andlisis de una gran
variedad de analitos, cada uno de ellos con una fluorescencia diferente. La tecnologia
Luminex es capaz de discriminar y registrar todas las sefales emitidas, pudiendo realizar

lecturas simultaneas de un gran nimero de analitos en un tiempo muy reducido.

Los kits comerciales para el analisis de moléculas solubles utilizadas, junto con las

concentraciones minimas detectables, se muestran en la Tabla 5.



PROTOCOLO PARA EL ANALISIS DE FACTORES SOLUBLES
MEDIANTE TECNOLOGIA LUMINEX

Kits comerciales utilizados:

Tabla 5. Referencias de los kits comerciales utilizados y moléculas analizadas en cada uno. Entre paréntesis, la
concentracion minima detectable en pg/mL. *La molécula de RANTES se analizé por separado en plasma sanguineo
ya que necesitaba una dilucion distinta a las demds. **Para el ensayo con TGF-8 es necesario acidificar previamente
nuestras muestras con 2.0 uL de 1.0 N de dcido hidrocloridrico por cada 25 uL de muestra.

Referencia Analitos
Eotaxina (3.08), IFN-y (0,86), IL- 1b (0.52), IL-2 (0.28), IL-4 (0.20),
IL-5 (0.17), IL-6 (0.14), IL-8 (0.52), IL-9 (2.20), IL-10 (0.91),
HCYTOMAG-60K IL-12p40 (3.24), IL-12p70 (0.88), IL-13 (2.58), IL-17A (0.71),
IL-17E (6.00), IL-17F (28.63), IL-21 (2.00), IL-22 (12.68),
MCP-1 (3.05), RANTES (1.58) *, TNF-a (5.39)

HMMP2MAG-55K MMP-9 (2.00)
TGFBMAG-64K-03** TGF-B1 (6.00), TGF-B2 (6.60), TGF-B3 (2.20)
HCYP2MAG-62K TSLP (3.1)
HGAMMAG-301K IgA (400)
HGAMMAG-303E IgE (400)

1. Lavar los pocillos de la placa con 200 pL solucién de lavado y mantener en agitacion
10min a temperatura ambiente. Después, decantar invirtiendo la placa.

2. Afadir 25 pL de cada Standard, controles y controles negativos.

W

Anadir 25 pL del diluyente apropiado para cada pocillo (4ssay Buffer para muestras y
Serum Matrix para el resto).
Afadir 25 pL de plasma o 10 pL 1:10 de lagrima a los correspondientes pocillos.

Afadir 25 pL de la solucion de Beads premezcladas.

4

5

6. Incubar 2h a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C en agitacion.

7. Lavar dos veces con 200 pL de solucion de lavado con ayuda de un iman para placas.
8. Anadir 25 pL de los anticuerpos ¢ incubar durante una hora a T* ambiente.

9. Anadir 25 pL de la solucion de Estreptavidina-Ficoeritrina a cada pocillo.

10. Incubar durante 30 minutos a T* ambiente y en agitacion.

11. Decantar el contenido con ayuda del iman y lavar con 200 uL de solucion de lavado.

12. Anadir 150 pL de la solucion para el Luminex y leer.

Figura 23. Protocolo para la cuantificacion de factores solubles en plasma y Idgrima. Hay que tener en cuenta que los tiempos de incubacion
entre los distintos kits pueden variar dependiendo de las instrucciones del fabricante.
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3.3. SECUENCIACION DE ALTO RENDIMIENTO

Las tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento y de proxima generacion (HT-
NGS, High-Throughput Next-Generation Sequencing) son actualmente el tema mas
novedoso en el campo de la investigacion gendmica humana y animal. Son capaces de
producir datos 100 veces mas que los secuenciadores convencionales. Con el desarrollo
continuo de las maquinas de secuenciacion de alto rendimiento y el avance de las
herramientas bioinformaticas modernas, esta técnica tiene cada vez un coste mas bajo. El
principio de la HT-NGS consiste en la secuenciacion de moléculas de ADN de forma
masiva y paralela en una celda de flujo. La secuenciacion puede llevarse a cabo en un
proceso repetitivo por etapas o de forma continua en tiempo real. Cada patron clonal o
molécula individual es secuenciada "individualmente" y puede contarse entre el total de
secuencias generadas. La mejora en el rendimiento, calidad y cantidad de la informacion
de la secuencia generada ha permitido realizar analisis avanzados del genoma que antes

eran técnicamente imposibles o tenian un coste muy elevado. (115)

Una vez recogidas, las muestras de microbiota de conjuntiva bulbar inferior se
enviaron inmediatamente para su analisis molecular al laboratorio Biome Makers en

Valladolid (Figura 24).

BIOME
MAKERCS)%

Figura 24. Fotografia del analizador MiSeq™ System — lllumina (izquierda). Acceso a la
web de Biome Makers Valladolid (derecha)

Para nuestro estudio, la extracciéon de ADN se realizo con el kit DNeasy PowerLyzer
PowerSoil de Qiagen. Para caracterizar las comunidades microbianas, tanto bacterianas
como flngicas, asociadas a las muestras, se seleccionaron las regiones marcadoras del
ARNr 16S y del espaciador transcrito interno (ITS). Las bibliotecas se prepararon
siguiendo el protocolo Illumina de PCR en dos pasos, utilizando cebadores
personalizados que amplifican la region V4 del ARNr 16S y la region ITS1. La
secuenciacion se llevd a cabo en un instrumento Illumina MiSeq utilizando la
secuenciacion por pares (2 x 300 bp). Se analizaron un total de 538 especies de

bacterias y 648 de hongos.
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4. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizo con el software IBM SPSS (version 24.0.0.2 para
Windows, SPSS Inc., Chicago, IL, EE. UU.). Todos los datos obtenidos representados en
tablas estan representados en forma de media + desviacion estandar. Las graficas de

barras estan representadas en forma de media + error tipico positivo de la media.

Para contrastar la hipdtesis de normalidad de las variables se utilizé la prueba de
Shapiro-Wilk, y para el estudio de la igualdad de varianzas se utilizod el contraste de

Levene.

Para las comparaciones por pares realizadas entre muestras, patologias u otras
agrupaciones como la edad o el sexo, se utilizé la prueba t-Student o el contraste no
paramétrico U de Mann-Whitney aplicando la correccion de Bonferroni cuando no

pudiera asumirse la normalidad de la variable dependiente.

Para el estudio de correlacion entre distintas muestras (celulares y moleculares) se
utilizd6 la prueba de correlaciéon de Spearman. Por ultimo, para las pruebas en
microbiota se utiliz6 la prueba no paramétrica ANOVA de Kruskal-Wallis para
comparar los 3 grupos de estudio. Ademads, se analizaron las diferencias de edad y sexo

para descartar cualquier influencia estadistica existente.

Los analisis estadisticos de los datos de la microbiota se realizaron principalmente
utilizando los paquetes R phyloseq y microbiome. Los andlisis del microbioma se
llevaron a cabo utilizando la programacion R. La diversidad alfa se calculé basandose en
el indice de Shannon para las lecturas enrarecidas de 16S e ITS. El andlisis de varianza
de las categorias de patologia por sexo se determindé mediante la prueba de Kruskall-
Wallis. La diversidad beta se calcul6 sobre los datos de composicion utilizando el analisis
de coordenadas principales (PCoA) del Anélisis de Coordenadas Principales (PCoA) y la

matriz de distancia de Bray-Curtis.

Cuando los valores de p < 0,05 son considerados estadisticamente significativos,
representandose las distintas escalas de significacion como sigue: * para valores de p <

0.05, ** para valores de p < 0.01 y *** para valores de p < 0.001.



ANEXO I - TECNICAS DE GATING

e TUBO 1 — Linfocitos T CD4 y CD8 y su estado de maduracion

e TUBO 2 — Linfocitos Th y sus subtipos

e TUBO 3 — Linfocitos T reguladores

e TUBO 4 — Subpoblaciones de linfocitos NK y NKT

e TUBO 5 — Linfocitos TCRYd y subpoblaciones de B
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de las distintas poblaciones de linfocitos CD4 y CD8 virgenes y memoria.
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Figura 26. Diagramas de citometria correspondientes al TUBO 1 para la muestra de células conjuntivales, utilizados para calcular las
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TUBO 2 — Linfocitos Th y sus subtipos
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Figura 27. Diagramas de citometria correspondientes al TUBO 2 para la muestra de sangre periférica, utilizados para calcular las proporciones
de las distintas poblaciones de linfocitos Th: Thl, Th2, Th17/Th1y Th22.
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TUBO 2 — Linfocitos Th y sus subtipos
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TUBO 3 — Linfocitos T reguladores
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Figura 29. Diagramas de citometria correspondientes al TUBO 3 para la muestra de sangre periférica, utilizados para calcular las proporciones
de linfocitos T reguladores.
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TUBO 3 — Linfocitos T reguladores
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Figura 30. Diagramas de citometria correspondientes al TUBO 3 para la muestra de células conjuntivales, utilizados para calcular las
proporciones de linfocitos T reguladores.



TUBO 4 — Subpoblaciones de linfocitos NK y NKT
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Figura 31. Diagramas de citometria correspondientes al TUBO 4 para la muestra de sangre periférica, utilizados para calcular las proporciones
de linfocitos NK, NKT y sus subtipos CD16+/- y CD56+/-.
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TUBO 4 — Subpoblaciones de linfocitos NK y NKT
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Figura 32. Diagramas de citometria correspondientes al TUBO 4 para
proporciones de linfocitos NK, NKT y sus subtipos CD16+/- y CD56+/-.

la muestra de células conjuntivales, utilizados para calcular las

96 L—



1023

£
a
G L © o i
299 Y w 1
8.1% 34.4%
B A T T Tt T TR TR
CcD19
TCR cD5 co3
10 10°5
Ele ) Q2 M1 M2
179.7% | 7.0% E 35.0% 0.7%
102 CD3+TCRYd+ 10
. ] Linf B1
o 4 0 7
8 10 8 107
10° 10°
E Q4 3 -
E 0.1% ] I.|nf BZ
I100 TTr IIII;l01 TrT IIIIII TrT IIII; 3 |||||? LELBLRLLLL
TCR cD19

Figura 33. Diagramas de citometria correspondientes al TUBO 5 para la muestra de sangre periférica, utilizados para calcular las proporciones
de linfocitos B1, B2 y TCRyS+.
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TUBO 5 — Linfocitos TCRYyo y subpoblaciones de B
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Figura 34. Diagramas de citometria correspondientes al TUBO 5 para la muestra de células conjuntivales, utilizados para calcular las
proporciones de linfocitos B1, B2 y TCRyé+.
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RESULTADOS .

En este apartado se presentaran todos los resultados obtenidos en el

siguiente orden de contenidos:

1. Descriptivo de la muestra
2. Analisis de las concentraciones de polen y toma de muestras
3. Sistema inmunitario celular
3.1. Diferencias asociadas a la patologia en sangre
3.2. Diferencias asociadas a la patologia en conjuntiva
3.3. Diferencias asociadas a la edad y el género en conjuntiva
3.4. Diferencias entre sangre y conjuntiva
3.5. Analisis de la correlacion entre sangre y conjuntiva
4. Sistema inmunitario humoral
4.1. Diferencias asociadas a la patologia en plasma
4.2. Diferencias asociadas a la patologia en lagrima
4.3. Diferencias entre plasma y lagrima
5. Microbiota ocular
5.1. Diferencias asociadas a la patologia en bacterias
5.2. Diferencias asociadas a la patologia en hongos
6. Propuesta de posibles biomarcadores para el diagnostico de la

conjuntivitis alérgica
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RESULTADOS
1. DESCRIPTIVO DE LA MUESTRA

Los resultados estadisticos obtenidos del cuestionario, anamnesis, test y pruebas de

superficie ocular se resumen en la Tabla 6:

Tabla 6. Datos descriptivos de la muestra. Numero de muestras obtenidas por cada grupo de estudio, datos sobre la
edad y el sexo, habitos de la vida diaria, enfermedades, medicacion y resultados de las pruebas de superficie ocular.
CAE=conjuntivitis alérgica estacional, CAP=conjuntivitis alérgica perenne.

RESULTADOS CUESTIONARIO Y PRUEBAS DE SUPERFICIE OCULAR

CAE CAP CONTROL
n? total de voluntarios 28 32 35
n2 muestras de sangre periférica 22 29 29
n2 muestras de citologia conjuntival 23 26 24
n2 muestras de lagrima 23 29 29
n2 muestras de microbiota 6 9 7
Media de edad 31.39+18.15 34.87+14.79 45.71+16.57
Rango de edad De 10 a 66 De 13 a 67 De19a76
Sexo (Hombre: Mujer) 18:10 10:22 17:18

Residencia habitual (urbana o rural)

93% urbana

90% urbana

57% urbana

Habitos de la vida diaria

Toma de alcohol (al menos 1 vez por semana) 46% 70% 77%
Fumador 11% 21% 14%
Actividad fisica (de 2 a 4 veces por semana) 93% 65% 66%
Horas de suefio (menos de 8 horas) 68% 78% 77%
Toma de suplementos alimenticios 7% 25% 14%
Historial de enfermedades
Asma 28% 25% 0%
Rinitis 39% 34% 14%
Dermatitis atépica 39% 37% 6%
Bronquitis 11% 16% 6%
Conjuntivitis 75% 3% 17%
En los ultimos tres meses
Uso de antihistaminicos orales 39% 16% 3%
Uso de antihistaminicos oculares 28% 28% 8%
Uso de lagrimas artificiales 14% 6% 26%
Uso de lentes de contacto 25% 4% 6%
Test Oculares
Puntuacién media OSDI 5 4 4
TBUT >10 >10 >10
Papilas conj. Tarsal superior (Grado 1) 28% 37% 28%
Papilas conj. Tarsal superior (Grado Il) 21% 19% 6%
Tinciéon con fluoresceina (Grado |) 14% 40% 26%
SCHIRMER 12mm 14mm 13mm
RESULTADQOS




2. ANALISIS DE LAS CONCENTRACIONES DE POLEN Y TOMA DE

MUESTRAS

Las citas con los pacientes y toma de muestras se realizaron durante el periodo de 2016

a 2019, principalmente en los meses de primavera/verano, donde los pacientes alérgicos

reportaban mas sintomas. Dependiendo del afio, la aparicion del polen de algunas especies

podia adelantarse o retrasarse, pudiendo abarcar algun mes del otofio o el invierno.

Concretamente en Valladolid, los polenes de gramineas, ciprés, platano de sombra y

encina fueron los que presentaron concentraciones mas altas durante esos 4 afios.

Las fluctuaciones en las concentraciones de polen en la provincia de Valladolid junto

con el namero de pacientes citados durante el desarrollo de este estudio (de 2016 a 2019)

se detallan en la Figura 35.
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Figura 35. Cambios en las concentraciones de polen (baja, moderada o alta) a lo largo de los cuatros afios de recogida de
muestra. Datos obtenidos de la Junta de Castilla y Ledn para la provincia de Valladolid, del afio 2016 al 2019
https://analisis.datosabiertos.jcyl.es/explore/dataset/informacion-polinica-historica/export/). En amarillo se ha afiadido

el n? de pacientes de los que obtuvimos alguna de las muestras. Podemos observar en la grdfica las fluctuaciones y de
polen, donde las concentraciones mds altas corresponden a Ciprés, Pldtano de sombra, Gramineas y Encina.
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3. SISTEMA INMUNITARIO CELULAR

3.1. DIFERENCIAS ASOCIADAS A LA PATOLOGIA EN SANGRE
PERIFERICA

Analizando los datos obtenidos de la citometria de flujo hemos podido observar

diferencias significativas entre los subtipos de linfocitos T CD4 y B.

Dentro de los linfocitos T cooperadores (Th) las diferencias mas claras provienen de
la conjuntivitis alérgica estacional (CAE), donde Th1 (C: 8,75 = 7,49% vs CAE: 4,38 £+
3,12% vs CAP: 6,51 = 3,95%) y Th17/Th1 (C: 4,51 + 2,58% vs CAE: 2,96 + 2,52% vs
CAP: 5,52 + 4,67%) disminuyen comparado con el grupo de sanos y conjuntivitis
alérgica perenne (CAP), mientras que Th17 (C: 2,79 £+ 2,43% vs CAE: 4,16 + 2,54%) y
Th22 (C: 1,32 +£ 1,6 vs CAE: 2,22 + 1,55%) tienen proporciones mayores que el grupo

control (ver Figura 36).
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Figura 36. Diferencias en sangre periférica entre los 3 grupos de estudio para los linfocitos T CD4+ (grdfica de la
izquierda). Y porcentaje que representa cada subpoblacion (grdfica de la derecha). *p>0,05, **p>0,01. C=control,
CAE=conjuntivitis alérgica estacional, CAP=conjuntivitis alérgica perenne.

Cabe destacar, como se muestra en la figura anterior, que para alérgicos estacionales
el fenotipo Th proinflamatorio (Th2, Th17 y Th22) supera al fenotipo mas inmuno-
modulador (Treg, Th1, Th17/Th1), al contrario de lo que ocurre en el grupo de CAP.

Por otro lado, hemos encontrado diferencias significativas (p<0,05) en los linfocitos
T CD4+ de memoria (CD4+CD45R0+), pudiendo observar un incremento de esta
poblacion en el grupo de alergias perennes con respecto a estacionales (C: 25,72 + 8,57%

vs CAE: 23,97 + 9,27% vs CAP: 29,45 £ 10,29%).
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Aunque cabria esperar que para el grupo de conjuntivitis alérgicas estacionales los

linfocitos T CD4+ de memoria estuvieran aumentados, no ha sido asi. En cambio, esto si

que ocurre en el grupo de conjuntivitis alérgica perenne, donde vemos que las células

memoria superan a las virgenes perennes (ver Figura 37, derecha).
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Figura 37. Diferencias en sangre periférica en los subtipos de linfocitos B y CD4 virgenes y memoria en los 3 grupos de
estudio (grdfica de la izquierda). Podemos observar como en todos los casos los linfocitos B2 tienen proporciones
mayores que los B1 (grdfica central) y que, unicamente en CAP, los linfocitos T CD4 memoria superan a los CD4 virgenes
(grdfica de la derecha). *p>0,05. C=control, CAE=conjuntivitis alérgica estacional, CAP=conjuntivitis alérgica perenne.

Por tltimo, dentro de los linfocitos B hemos encontrado diferencias significativas para

conjuntivitis alérgicas estacionales donde se observa un aumento de linfocitos CD19
totales (C: 11,65 +3,52% vs CAE: 15,19 +4,56% vs CAP: 12,53 + 3,78%) marcado por
el incremento de los linfocitos B2 (C: 7,4 = 3,07% vs 9,69 + 3,34% vs 8,52 + 3,92%)).

Aunque las diferencias se han encontrado en el grupo de CAE debemos remarcar, como

se muestra en la Figura 37 (central), que el cociente B1/B2 es menor en ambos grupos

de

conjuntivitis alérgica.

Resumen
Conjuntivitis alérgica ESTACIONAL : Conjuntivitis alérgica PERENNE
¥ Thi ¥ Th17/Th1 |
I
N Th17 N Th22 | N CD4+CD45R0

I
A\ CD19 NN B2 |

N | V.

Resumen de resultados 1. Diferencias entre los grupos de conjuntivitis alérgica estacional y perenne en las

po

blaciones de linfocitos de sangre periférica.
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3.2. DIFERENCIAS ASOCIADAS A LA PATOLOGIA EN CONJUNTIVA

Analizando los linfocitos intraepiteliales de la conjuntiva se han encontrado
diferencias significativas en las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y en linfocitos de

la inmunidad innata como son: MAIT, NKT y TCRy®.

Dentro de las subpoblaciones de linfocitos T CD4 conjuntivales se han observado
ciertas homologias con sangre periférica. Por ejemplo, las proporciones de linfocitos Thl,
Th17 y Th22 en ambos tejidos parecen seguir el mismo patrén: una disminucion de los
linfocitos Thl mientras que Th17 y Th22 aumentan en los grupos de conjuntivitis
alérgica. Como podemos ver en la Figura 38, las células Th1 presentan valores mas bajos
en los grupos de conjuntivitis alérgica (C: 3,78 + 3,25% vs CAE: 1,87 £2,21% vs CAP:
2,56 + 1,58%) mientras que las Th2 aparecen incrementadas, siendo ese aumento mas

pronunciado en alergias perennes (C: 1,46 £ 1,76% vs CAE: 2,1 +2,81% vs CAP: 3,8 +

4,51%).
100%
12,00 -
1000 — go% I I
8,00 — 60%
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4,00 - T I * "
i m 20%
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0,00
Treg Thi Th17/Thl1  Th2 Th17 Th22 c CAE CAP
aoc O CAE HCAP MTreg mThl = Th17/Thl1 mTh2 mTh17 © Th22

Figura 38. Comparacion de los distintos subtipos de linfocitos T CD4+ en conjuntiva entre los 3 grupos de estudio
(grdfica de la izquierda). Y porcentaje que representa cada subpoblacion (grdfica de la derecha). *p>0,05. C=control,
CAE=conjuntivitis alérgica estacional, CAP=conjuntivitis alérgica perenne.

Por otro lado, Th17 (C: 1,56+ 1,87% vs CAE: 2,39 £2,03%) y Th22 (C: 1,08 + 1,36%
vs CAE: 2,02 + 1,84%) tienen proporciones mayores en el grupo de conjuntivitis alérgicas
estacionales comparado con el grupo control. Cabe destacar que en los grupos de
conjuntivitis alérgica las proporciones de linfocitos Th2 eran superiores a las de Thl,
mientras que en el grupo control eran los linfocitos Thl los que superaban con creces a

las Th2.

Como hemos mencionado anteriormente, en conjuntiva las proporciones de los

linfocitos Treg son mayores que en sangre. Por esta razon, los linfocitos con funciones
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inmunomoduladoras (Treg, Thl y Th17/Thl) predominan sobre los linfocitos con
funciones proinflamatorias (Th2, Th17 y Th22) en los tres grupos de estudio. No obstante,
en los dos grupos de conjuntivitis existe un notable crecimiento de los linfocitos Th

proinflamatorios. (Figura 38, derecha)

Dentro de las subpoblaciones de linfocitos con funciones propias de la inmunidad
innata hemos encontrado un incremento de los linfocitos NKT CD8+ (C: 12,46 + 8,76%
vs CAE: 14,98 + 11,53% vs 20,42 + 12,16%) y en especial los CD56+CD16+ (C: 6,17 £
6,32% vs CAE: 7,51 + 9,74% vs CAP: 12,13 + 10,15%) en el grupo de conjuntivitis
alérgica perenne. En cambio, ocurre lo contrario con los linfocitos TCRyd+ (C: 33,89 +
14,22% vs CAE: 34,88 + 12,7% vs CAP: 25,1 + 15,36%) y MAIT (C: 16.33 £ 9.82% vs
CAE: 18.29 + 12.30% vs CAP: 9.77 + 7.39%), que estan disminuidas en CAP, lo cual
es sorprendente, ya que también cabria esperar un incremento de las células MAIT, que

recordemos son consideradas un subtipo de NKT (ver Figura 39).

*
50,00 0
| —
40,00
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30,00 I 1 ; —
| — |
| — |
20,00 * T
| — T
-
0,00 |
NKT CD56+ CD16+ NKT totales TCRy&+ MAIT
OCc [ECAE MCAP

Figura 39. Diferencias en las poblaciones de NKT, TCRyé+ y MAIT. *p>0,05. C=control, CAE=conjuntivitis alérgica
estacional, CAP=conjuntivitis alérgica perenne.

Resumen
O | ™
Conjuntivitis alérgica ESTACIONAL : Conjuntivitis alérgica PERENNE
J Thi I AN Th2 AN NKT
I
N Th17 N Th22 : \/ TCRy8 Y MAIT

I
I
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Resumen de resultados 2. Diferencias entre los grupos de conjuntivitis alérgica estacional y perenne en las
poblaciones de linfocitos de la conjuntiva.
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Observando los porcentajes de linfocitos Th en sangre periférica y en conjuntiva
(Figuras 36 y 38), podemos observar cierta homologia en los subtipos Thl, Th17 y
Th22, cuyas diferencias fueron estadisticamente significativas en ambos tejidos para
el grupo de conjuntivitis alérgicas estacionales. Realizando el andlisis de correlacion
entre sangre periférica y conjuntiva para esos subtipos de linfocitos Th se observa que
existe correlacion estadisticamente significativa para Th17 y Th22, no asi para Thl, en el

grupo de conjuntivitis alérgicas estacionales (Figura 40).
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Figura 40. Correlacion entre los valores obtenidos en sangre periférica (eje de ordenadas) y conjuntiva (eje de abscisas) para los
subtipos Th1, Th17y Th2 dentro del grupo de conjuntivitis alérgicas estacionales. En la parte superior derecha de cada grdfica puede
verse el coeficiente de correlacion de Spearman'y el p valor.
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3.3. DIFERENCIAS ASOCIADAS A LA EDAD Y EL GENERO EN
CONJUNTIVA

Con el objetivo de analizar la influencia de la edad y el género se subdividio la
poblacion muestral en dos grupos: menores y mayores de 50 afos para la edad; y hombres
y mujeres para las diferencias de género. El punto de corte para los grupos de edad se

establecio en 50 anos, edad de inicio del deterioro inmunitario.

Los analisis se realizaron en los tres grupos de estudio por separado para evitar la
influencia de la patologia. Aunque se han analizado los efectos de la edad y el género en
todos los grupos, tanto en sangre como en conjuntiva, resulta mas apropiado hablar
unicamente de los resultados obtenidos en conjuntivas sanas. Observando de manera
global todos los resultados obtenidos podemos afirmar que ambos tejidos son totalmente
independientes. No se han encontrado similitudes entre ambos tejidos, lo que indica que

el efecto de la edad o el género no les afecta del mismo modo.

Entre las diferencias encontradas en los grupos de edad hemos encontrado que en
grupos mayores de 50 existe una disminucion estadisticamente significativa de linfocitos
T citotoxicos CD3+CD8+ (<50: 43,96 + 8,34% vs >50: 26,85 + 14,76%, p=0,005),
linfocitos T CD8 memoria (<50: 29,92 + 11,48% vs >50: 18,99 + 11,31%, p=0,041) y
linfocitos Th1 (<50: 4,94 + 3,65% vs >50: 2,41 £+ 2,12%, p=0,041), mientras que Th17
(<50: 0,83 £+ 1,12% vs >50: 2,43 £ 2,24%, p=0,011), Th22 (<50: 0,49 + 0,60% vs >50:
1,78 £ 1,69%, p=0,035) y MAIT (<50: 12,36 +4,79% vs >50: 21,01 + 12,24%, p=0,041)

se ven aumentadas.

Menores de 50 >50
60,00
50,00
40,00 ' CD3CD8
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20a25 25230 30240 40a 50 50 a 60
CONJUNTIVA

Figura 41. Evolucion de las distintas subpoblaciones linfoides en conjuntiva. distribuido por tramos de edad. Se
observa como los linfocitos CD8 totales (CD3CD8) y de memoria (CD8RO) tienden a disminuir en edades avanzadas.
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Como se puede apreciar en la Figura 41 los linfocitos Tc comienzan a disminuir
significativamente a partir de los 30 afios, mientras las células MAIT van aumentando
hasta igualar niveles con Tc (CD3CD8). La disminucién de los Tc es tan marcada que a

partir de los 50 puede observarse como los linfocitos T CD4+ superan a los CD8+.

Por otro lado, dentro de los subtipos de CD4+ se observa un crecimiento de las células
Treg, Th17 y Th22 a partir de los 30-40 afios. Lo contrario ocurre con los linfocitos Thl,
comienzan su declive a partir de los 30 afos. Por ultimo, las células Th2 comienzan a

crecer a partir de 30 afios, disminuyendo a partir de los 50 (ver Figura 42).

Menores de 50 >50
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Figura 42. Evolucidn, por tramos de edad, de los subtipos de linfocitos T CD4 en conjuntiva dénde puede observarse
que los valores de linfocitos Th convergen en edades mds avanzadas.

En cuanto a las diferencias de género, se ha observado que en mujeres existe una
disminucion de los linfocitos T CD3+ (3 83,54 +
7,57% vs 9: 76,87 £ 8,48%, p= 0,041) y TCRyd+
(339,73 £ 10,65% vs Q: 26,99 £ 15,23%, p=
0,047) mientras que las células NK totales (3 7,83
+ 6,35% vs §: 18,16 £ 10,77%, p= 0,002), y Q D
particularmente las CD56+CD16- (3: 2,64 =+
5,97% vs 9: 5,83 = 5,76%, p= 0,015) y CD56-
CD16+ (3: 4,12 + 3,63% vs Q: 10,56 + 11,57%,

p= 0,018), tienen porcentajes mas altos que los

encontrados en hombres.

Figura 43. Resumen de los hallazgos por
género.
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3.4. DIFERENCIAS EN EL COMPONENTE CELULAR ENTRE SANGRE Y
CONJUNTIVA

Una vez analizadas y calculadas las poblaciones linfocitarias comparar ambos tejidos
para ver las diferencias entre el sistema inmunitario circulante (sangre periférica) y el
regional (conjuntiva) para cada grupo de estudio. Las diferencias entre ambos tejidos
que se detallan a continuacion se observaron en los tres grupos de estudio, lo que
quiere decir que son caracteristicas intrinsecas de la conjuntiva e independientes de

la patologia.

En primer lugar, observando las tres grandes poblaciones de linfocitos (T, B y NK),
vemos que los linfocitos B abarcan porcentajes mas bajos en conjuntiva mientras que las
poblaciones T y NK permanecen con proporciones similares en ambos tejidos. Esta
disminucion de linfocitos B en conjuntiva se debe en gran parte al subtipo B2, que son
los que estdn disminuidos. La diferencia es tan notable que los linfocitos B2 se ven
superados por los B1, que son los predominantes en conjuntiva, al contrario que ocurre

en sangre periférica (ver Figura 44).

SANGRE PERIFERICA CONJUNTIVA
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Figura 44. Proporciones de los subtipos linfoides del sistema inmunitario en sangre periférica (izquierda) y conjuntiva
(derecha) dentro del grupo control. Aunque se expone de ejemplo el grupo control, las diferencias de proporciones
mendionadas en el texto se cumplen en los 3 grupos de estudio.

CONTROL

Entre las subpoblaciones de linfocitos T podemos observar varias diferencias
interesantes. En conjuntiva, como ocurre en otras mucosas, existe un predominio de

células T CD8 frente a las CD4, donde la mayoria de los linfocitos T CD8 activados son
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NKT. Ademas, cabe destacar que en conjuntiva existen subtipos de NKT positivos para
CD16 que no se han podido observar en sangre o se han visto en muy bajas proporciones.
En cuanto a la poblacion de linfocitos T CD4+, hemos encontrado un predominio del
subtipo Treg en conjuntiva, mientras que era Th1 el subtipo predominante en sangre. Por
otro lado, los linfocitos T CD4 virgenes tienen menores proporciones en conjuntiva
mientras que los CD4+CD45R0+ mantienen sus valores en ambos tejidos. Este hecho
resulta muy interesante ya que, en conjuntiva, 2/3 de los linfocitos CD4 estan activados
mientras que en sangre periférica representaban un 50-50. Por ultimo, siguiendo en la
linea de los linfocitos T, se ha observado que tanto MAIT como TCRyd tienen valores
mucho mas altos en conjuntiva. Los porcentajes de totas estas poblaciones en sangre

periférica y conjuntiva se resumen en la Tabla 7.

Por lo tanto, podemos concluir que la conjuntiva estd formada principalmente por una
defensa propia de la inmunidad innata: inespecifica, rapida y efectiva; complementada
con una parte importante de la inmunidad adaptativa con un alto porcentaje de activacion,

extra regulada, y que cuenta con una gran capacidad efectora.

Resumen

e )
CARACTERISTICAS DE LA CONJUNTIVA

CD8>CD4 CD4R0>CD4RA
NTreg V¥ Thl

M\ MAIT MPINKT M TCRyS

\CD19 VB2 B1>B2
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Resumen de resultados 3. Diferencias en las proporciones de linfocitos intraepiteliales de la conjuntiva con respecto
a la sangre periférica.
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7

SANGRE PERIFERICA

3.5. ANALISIS DE LA CORRELACION ENTRE EL COMPONENTE CELULAR
CIRCULANTE Y EL REGIONAL

Para esta parte del estudio se utilizo el estadistico de correlacion bivariado de

Spearman para analizar la existencia de correlacion entre los linfocitos de la sangre y los

conjuntivales.

Pudimos observar, como se muestra en la Figura 45, que existe una correlacion

moderada entre varias subpoblaciones linfoides: Th22, NKT totales, linfocitos T CD8
virgenes (CD8+CD45RA+) y memoria (CD8+CD45R0+). Esto indica que existe cierta

relacion entre el sistema inmunitario periférico y el regional, lo que significa que un

aumento o disminucion de cualquiera de estos subtipos de linfocitos en sangre periférica

derivara en un aumento o disminucion de esa poblacidon en conjuntiva.
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Figura 45. Correlacion entre los valores obtenidos en sangre periférica (eje de ordenadas) y conjuntiva (eje de abscisas) para los
subtipos Th22, NKT totales, CD8RO y CD8RA. En la parte superior derecha de cada grdfica puede verse el coeficiente de correlacion

de Spearman y el p valor
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4. SISTEMA INMUNITARIO HUMORAL

4.1. DIFERENCIAS ASOCIADAS A LA PATOLOGIiA EN PLASMA
SANGUINEO

Al analizar las citocinas del plasma sanguineo encontramos varias diferencias
significativas para IgE, IL-5, IL-8, IL-9 y RANTES (ver Figura 46). Como era de esperar,
tanto en conjuntivitis alérgicas estacionales como perennes se han observado un
incremento en las concentraciones de IgE comparado con el grupo control (C: 612,67

+ 788,41 ng/mL vs CAE: 1497,62 + 3128,03 ng/mL vs CAP: 1210,91 + 1672,29 ng/mL).

*x %k *
25 — 2500 — % '
'|' | |
20 * T 2000 ——+—
* | p— |
15 e T 1500 T
| |
10 T T 1000 —
*
5 — — 500
0 ~ i 0
IL-5 IL-8 IL-9 RANTES IgE
oc @ CAE W CAP (ng/mL) (ng/mL)

Figura 46. Diferencias mds relevantes en algunas citocinas e IgE por grupo de estudio en plasma sanguineo.
Preste especial atencion al cambio de escala entre ambas grdficas y las unidades de medida de cada molécula.
*p>0,05, **p>0,01. C=control, CAE=conjuntivitis alérgica estacional, CAP=conjuntivitis alérgica perenne.

Dentro del grupo de las interleucinas, hemos observado un aumento de la
concentracion de IL-5 en ambos grupos de alergia (C: 1,83 = 2,05pg/mL vs CAE: 7,23
+ 12,76 pg/mL vs CAP: 4,25+ 7,17 pg/mL), de IL-8 en conjuntivitis alérgicas perennes
(C: 7,79 £ 11,7 pg/mL vs CAP: 12,65 + 15,61 pg/mL) e IL-9 (C: 1,06 + 0,86 pg/mL vs
CAE: 2,32 + 2,78 pg/mL) y RANTES (C: 5,16 + 10,38 ng/mL vs CAE: 18,19 + 23,72

ng/mL vs CAP: 6,39 + 8,72 ng/mL) en conjuntivitis alérgicas estacionales.

Resumen
4 | A
Conjuntivitis alérgica ESTACIONAL : Conjuntivitis alérgica PERENNE
AN IgE N IL-5 } N IgE A IL-5
I
N IL-9 PRANTES | N IL-8

|

N " .

Resumen de resultados 4. Diferencias entre los grupos de conjuntivitis alérgica estacional y perenne en las moléculas
de la ldgrima.
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4.2. DIFERENCIAS ASOCIADAS A LA PATOLOGIA EN LAGRIMA

En el andlisis molecular de la lagrima, a diferencia de lo que ocurria en sangre
periférica, hemos encontrado numerosas diferencias entre sanos y alérgicos, sobre todo
en conjuntivitis alérgicas perennes donde la gran mayoria de citocinas aparecen
aumentadas. En cambio, los resultados obtenidos para conjuntivitis alérgicas estacionales

se asemejan mas al grupo control, con ligeras diferencias.

Se ha encontrado, como era de esperar, una disminucion de las concentraciones de
TGF-p2 (C: 9,53 + 4,66 ng/mL vs CAE: 6,43 £2,99 ng/mL vs CAP: 5,55 + 3,48 ng/mL)
y un aumento de IgE (C: 82,75 + 80,46 ng/mL vs CAE: 134,51 £ 107,47 ng/mL vs CAP:
191.80 £ 163,11 ng/mL) en ambos grupos de conjuntivitis. Por otro lado, las
concentraciones de IL-2, IL-5, IL-17E, IFN-y, IL-1B y TSLP estaban aumentadas en
CAP con respecto a los grupos de control y CAE. Ademas, IL-4, IL-13, IL-17F, IL-21

e IL-22 estaban aumentadas en CAP con respecto al grupo control, inicamente (ver

Figura 47).
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Figura 47. Diferencias mds relevantes en algunas citocinas, MMP-9 y TGF- 82 por grupo de estudio en ldgrima.
Preste especial atencion a las escalas de cada grdfica. *p>0,05, **p>0,01, ***p>0,001. C=control, CAE=conjuntivitis
alérgica estacional, CAP=conjuntivitis alérgica perenne.
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Por ultimo, se observd que las concentraciones

de IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-17A, RANTES y

C CAE CAP

TNF-a en CAP y las concentraciones de IgA y
MMP-9 en CAE estaban también aumentadas al
comparar ambos grupos alérgicos entre si. Todos
los valores promedios obtenidos para los tres

grupos de estudio se recogen en la Tabla 8.

Si agrupamos las principales citocinas que

producen las células del sistema inmunitario

Jn) IL-4 37,03% 41,24% 44,43%
podemos ver qué tipo de respuesta prevalece en
IL-13 4,91% 6,11% 4,99%
cada grupo de estudio. Tal y como recoge la IL-5 1,85% 2,04% 1,87%
IL-9 0,38% 0,43% 0,28%
Figura 48 podemos observar que, en los grupos de L-10 2,41% 1,73% 2,20%
conjuntivitis, las respuestas de tipo Th17 y Th2 100%
0
. o .
(en CAP representan casi el 80%) estan 80%
aumentadas con respecto al grupo control y que, 60%
a su vez, las citocinas tipo APC (célula 20%
presentadora  de  antigeno) se  reducen 20%
drasticamente. 0%
c CAE CAP
Podemos observar que dentro de cada grupo de @Th2 @Th1l7 BThl BAPC

citocinas existe un tipo que predomina frente al rigurg 48. porcentajes de las citocinas en Iégrim
resto. Para el grupo APC es la IL-8, que disminuye tipo de respuesta celular.
en los grupos alérgicos, sobre todo en CAP. IL-4 e IL-22 son las que tiene mayores
proporciones y aumenta en los grupos alérgicos dentro del grupo Th2 y Thl7

respectivamente, mientras que IL-13 también aparece aumentada en CAE.

Resumen
C | )\
Conjuntivitis alérgica ESTACIONAL : Conjuntivitis alérgica PERENNE
A IgA N MMP-9 : AN IFN-=y, N IL-1B, N IL-2, N [L-4,
| ANIL-5,MNIL-13, A IL-17E, AN IL-17F,
| ANIL-21, A IL-22, N TSLP.
|
N IgE \ TGF-B2 | A 1gE W TGF-B2
& | .

Resumen de resultados 5. Diferencias entre los grupos de conjuntivitis alérgica estacional y perenne en las
concentraciones de factores solubles de la Iagrima.
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4.3. DIFERENCIAS EN EL COMPONENTE HUMORAL ENTRE PLASMA Y
LAGRIMA

Comparando las citocinas de plasma y lagrima podemos afirmar que existen bastantes
diferencias entre ambas. Si clasificamos las principales citocinas que producen las células
del sistema inmunitario en Thl, Th2, Th17 o APC y las consideramos como un “todo”
podemos ver qué tipo de respuesta es la predominante cuales son las citocinas que tienen

mayor peso en el proceso inflamatorio tanto en plasma como en lagrima.

Hemos podido observar que el plasma sanguineo y la lagrima poseen diferencias y
similitudes en su composicion. A simple vista podemos decir que en lagrima hay mayor
concentracion de citocinas propias de las células presentadoras de antigeno (P: 10,34%
vs L: 25,37%), una fuerte disminucion de la respuesta Thl (P: 13,89% vs L: 6,28%) y
una leve disminucion de Th2 (P: 52,56% vs L: 46,58%) y Th17 (P: 23,21% vs L:
21,77%). Esto concuerda con lo encontrado en la comparacion del componente celular
entre sangre y conjuntiva: Thl muy disminuidas y Th2 y Th17 ligeramente disminuidas

(Ver Figura 49).

Dentro de las citocinas tipo Th2, vemos que las proporciones de IL-4 (P: 38,59% vs
L: 37,03%) se mantienen similares, siendo IL-13 (P: 11,03% vs L: 4,91%) la que se
reduce considerablemente en lagrima. De las citocinas tipo Th17, observamos una
disminucion de la IL-22 (P: 13,01% vs L: 7,90%) y un incremento de la IL-17F (P: 4,75%
vs L: 8,23%) en lagrima. Por otro lado, la disminucion de las citocinas tipo Thl en
lagrima se debe completamente a la disminucion de IFN-y (P: 9,29% vs L: 3,08%). Por
ultimo, IL-8 es la citocina que mads varia, teniendo valores mucho maés altos que en plasma
(P: 3,10% vs L: 15,72%) y siendo ésta la responsable del incremento de las citocinas de

tipo APC en lagrima.

Por otro lado, cabe destacar varias diferencias entre el resto de las moléculas
analizadas. En primer lugar, dentro de las inmunoglobulinas hemos encontrado que en
sangre IgA tiene mayores concentraciones que IgE, contrario a lo que ocurre en plasma.
Dentro de la familia de los TGF-f, observamos que el isotipo mas abundante en sangre
es TGF-B1, mientras que en lagrima es TGF-B2. También encontramos una disminucion

en las proporciones de MMP-9 y RANTES en lagrima, mientras que el MCP-1 aumenta.
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Podemos concluir que la lagrima tiene caracteristicas totalmente distintas al plasma
sanguineo. Todas estas diferencias apuntan a que la lagrima es una parte imprescindible
de la defensa de la superficie ocular, caracterizada por un predominio de moléculas
pertenecientes a la inmunidad innata: IgE, TGF-f2, MCP-1 e IL-8. Estas caracteristicas
proporcionan a la ladgrima funciones tanto pro- (proteccion frente patdgenos,

quimiotaxis...) como anti- inflamatorias (inmunorregulacion, regeneracion celular...).

Resumen

4 N
CARACTERISTICAS DE LA LAGRIMA

IgE >1gA  TGF-B2 > TGF-B1
AN MCP-1 N IL-8 MIL-17F MNIL-21
VMMP-9 VRANTES WIFN-y WiL-13 WiIL-22
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Resumen de resultados 6. Diferencias en las concentraciones de los factores solubles de la Idgrima con respecto del
plasma sanguineo.
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5. MICROBIOTA OCULAR

5.1. DIFERENCIAS ASOCIADAS A LA PATOLOGIA EN BACTERIAS

En el andlisis de la microbiota extraida de la conjuntiva bulbar inferior hemos

encontrado resultados realmente novedosos. Para esta parte, se analizaron muestras de 22

voluntarios: 7 controles, 9 conjuntivitis alérgicas perennes y 6 estacionales. Se analizaron

un total de 538 especies de bacterias y 648 de hongos mediante la secuenciacion de ADN

de alto rendimiento a través del laboratorio BiomeMakers de Valladolid.

Se calcularon las medias de todas las especies analizadas para cada grupo. Las especies

bacterianas con un promedio menor al 1% fueron incluidos en el grupo “otros” (ver

Figura 50).
BACTERIAS
o I g
caP L
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IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
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W Staphylococcus aureus B Achromobacter xylosoxidans Corynebacterium sp.
B Rahnella carotovorum Enterobacter sativa Nitrososphaera sp.
B Propionibacterium acnes O Kocuria rhizophila OKocuria palustris
W Thermus scotoductus Dermacoccus sp. Anaerococcus sp.
Corynebacterium macginleyi M Acinetobacter ursingii B Enhydrobacter vulgaris
W Singulisphaera sp. W Streptococcus anginosus B Devosia sp.
1 Otros

Figura 50. Proporciones obtenidas para las poblaciones de BACTERIAS. Arriba, los porcentajes medios totales. Abajo,
los porcentajes individuales para cada paciente. *p>0,05, **p>0,01. CAE=conjuntivitis alérgica estacional,

CAP=conjuntivitis alérgica perenne, C=control.
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Pudimos observar que, dentro del microbioma bacteriano, al menos el 50% del ADN
analizado pertenecia a Staphylococcus aureus tanto en el grupo control como en los
grupos de alergia (C: 49,73 +48,73% vs CAE: 49,91 + 54,60% vs CAP: 57,23 + 30,17%).
Ademas de S. aureus, otras especies, como Rahnella carotovorum (CAE: 23,00 +
35,75%), Enterobacter sativa (CAE: 9,41 + 15,05%) y Kocuria rhizophila (CAE: 16,40
+ 40,16%) tenian los porcentajes mas altos en CAE, aunque estas tres poblaciones s6lo
se encontraron en un tercio de las muestras. La misma condicidon se observo en los
individuos sanos: Acromobacter xylosoxidans (C: 14,32 + 36,51%), Corynebacterium
macginleyi (CAE: 9,40 + 18,25%) y Enterobacter sativa (CAE: 3,47 + 9,16%) tenian
porcentajes elevados, pero las dos ultimas sélo se encontraron en un tercio de las muestras
sanas. Esto se debe a que se han encontrado en un porcentaje muy elevado en unos pocos

pacientes.

Todas las muestras de CAP fueron positivas para alguna de las especies de
Kocuria (rhizophila: 6,49 + 19,46%; palustris: 4,71 = 9,26%) y Propionibacterium
acnes (9,01 = 9,93%).

Ademas, el grupo CAP, demostr6 tener una rica diversidad bacteriana comparado al
resto. Entre estas especies, que se encontraron unicamente en CAP, estan Thermus
scotoductus (3,73 £ 7,43%), Dermacoccus sp. (2,11 £ 5,19%), Anaerococcus sp. (1,69 £
5,06%), Corynebacterium sp. (1,69 + 2,51%), Acinetobacter ursingii (1,64 £ 4,90%),
Enhydrobacter vulgaris (1,61 £ 7,74%), Singulisphaera sp. (1,45 £ 4,36%),
Streptococcus anginosus (1,38 = 4,15%), y Devosia sp (1,06 =+ 3,17%).
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5.2. DIFERENCIAS ASOCIADAS A LA PATOLOGIA EN HONGOS

Para las comunidades fingicas, ya que obtuvimos mas variedad, las especies con un

valor promedio menor del 1% o una frecuencia <30% fueron incluidos en el grupo

“otros”.

Se detecté el ADN de especies de Malassezia en todas las muestras de CAP, siendo

la variedad restricta la mas abundante (M. restricta: 21,71 + 18,54%, Malassezia sp

17,07 £ 24,29%, y M. globosa: 1,33 = 1,54%). En conjunto, las tres poblaciones de

Malassezia comprendian el 40,05% de la microbiota en CAP (ver Figura 51).

HONGOS

W Alternaria alternata
Cryptococcus aerius

O Malassezia globosa
Lachancea thermotolerans
Russula sp.

B Cladosporium herbarum
Mortierella sp.

O Malassezia sp.
Penicillium sp.

W Penicillium anatolicum

Hygrocybe sp. Lewia infectoria
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B Aureobasidium pullulans

B Malassezia restricta
Cryptococcus terreus

W Epicoccum nigrum
Ulocladium chartarum

[Ootras

Figura 51. Proporciones obtenidas para las poblaciones de HONGOS. Arriba, los porcentajes medios totales. Abajo, los

porcentajes individuales para cada paciente.
CAP=conjuntivitis alérgica perenne, C=control.

*p>0,05, **p>0,01.

CAE=conjuntivitis alérgica estacional,
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Otras poblaciones fungicas, como Cladosporium herbarum (C: 13,24 + 25,52% vs
CAE: 0,27 £ 0,46 vs CAP: 10,28 &+ 21,54%), Alternaria alternata (C: 9,20 £ 11,27% vs
CAE: 6,44 + 8,14% vs CAP: 2,63 £ 5,23%), Aureobasidium pullulans (C: 7,41 £ 9,27%
vs CAE: 11,76 + 13,38% vs CAP: 3,83 + 7,45%), especies de Mortierella (C: 5,19 +
11,30% vs CAE: 0,59 + 0,78% vs CAP: 1,18 £ 1,23%) o Cryptococcus aerius (C: 1,45 +
1,35% vs CAE: 8,84 £ 19,71% vs CAP: 0,41 + 0,39%), estaban presentes tanto en los

individuos sanos como en los alérgicos en proporciones altas.

También se encontraron especies con medias entre el 1-3% en al menos un tercio de
las muestras en alguno de los grupos de estudio. Cabe mencionar especies como:
Cryptococcus terreus, Penicillium sp., Lachancea thermotolerans, Epicoccum nigrum,
Penicillium anatolicum, Russula sp., Ulocladium chartarum, Hygrocybe sp. y Lewia
infectoria. Sus proporciones y las de las especies incluidas en el grupo “OTROS” se

muestran en la Tabla 9:

Tabla 9. Porcentajes de las especies de hongos con medias bajas (entre el 1-3%) que estdn representados en la figura
51, y de las especies catalogadas como “OTROS”. CAE=conjuntivitis alérgica estacional, CAP=conjuntivitis alérgica
perenne, C=control.

Medias 1-3% OTROS
CAE CAP C CAE CAP C
Epicoccum nigrum 2,48 0,52 1,43 Cladosporium sphaerospermum 0,00 5,87 0,12
Hygrocybe sp. 1,71 0,78 0,49 Schizophyllum commune 0,26 4,79 0,00
Penicillium anatolicum 1,34 0,33 0,77 Botrytis cinerea 0,14 424 4,46
Ulocladium chartarum 1,12 0,42 1,44 Chaetosphaeronema sp. 0,01 3,51 0,00
Penicillium sp. 1,04 1,88 1,27 Byssochlamys zollerniae 0,00 3,48 0,00
Lewia infectoria 1,04 0,08 0,13 Meyerozyma guilliermondii 0,00 2,64 0,00
Russula sp. 0,74 0,37 1,27 Sarcinomyces sp. 0,00 1,37 0,00
Cryptococcus terreus 0,66 0,68 281 Cryptococcus magnus 095 0,66 0,63
Lachancea thermotolerans 0,00 0,06 1,89 Hanseniaspora uvarum 1,28 0,17 0,00
OTROS
CAE CAP C CAE CAP C

Cryptococcus dimennae 1,43 0,05 0,00 Penicillium polonicum 0,00 0,00 2,69
Sporobolomyces sp. 560 0,02 0,00 Erysiphe betae 13,72 0,00 0,00
Candida stellata 0,12 0,01 9,30 Cryptosporiopsis actinidiae 5,35 0,00 0,00
Candida zeylanoides 1,86 0,01 0,00 Cladosporium exasperatum 1,84 0,00 0,00
Tetracladium maxilliforme 2,77 0,00 0,00 Leptosphaeria rubefaciens 1,33 0,00 0,00
Metschnikowia pulcherrima 1,18 0,00 0,03

Cladophialophora sp. 0,00 0,00 5,08

Fomes fomentarius 0,00 0,00 5,80

Crocicreas cyathoideum 0,00 0,00 4,94
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5.3. ANALISIS DE LA DIVERSIDAD DE LA MICROBIOTA

Se compard el indice de diversidad alfa para los marcadores 16S e ITS, no
encontrandose ninguna diferencia significativa entre patologias, aunque el grupo CAP
tendia a mostrar una mayor diversidad para ambos marcadores. Por el contrario, la
ordenacion de la composicion del microbioma para ambos reveld que las muestras de

CAP se independiza del resto de los grupos de estudio (ver Figura 52).
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Figura 52. Diversidad alfa determinada con el indice de Shannon para comunidades procariotas (16S) y fungicas (ITS)
subdivididas por sexo y categorizadas por patologia. Los valores p resultantes de la prueba Kruskall-Wallis se muestran
en la parte superior (A). Andlisis de coordenadas principales (PCoA) de la microbiota basado en la matriz de distancia
de Bray-Curtis de los pacientes anotados por categorias de sexo (forma) y patologia (color) (B).

Esto sugiere que las diferencias observadas entre los grupos son causadas meramente
por la enfermedad alérgica, lo que dota una mayor fuerza a nuestros resultados y
demuestra una asociacion directa entre la microbiota comensal, el desarrollo de la

conjuntivitis alérgica perenne y su sintomatologia.
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6. PROPUESTA DE POSIBLES BIOMARCADORES PARA EL DIAGNOSTICO
DE LA CONJUNTIVITIS ALERGICA

Gracias a este estudio hemos podido observar diferencias muy claras entre los grupos
de estudio, tanto en conjuntiva, como sangre/plasma, lagrima y microbiota. Uno de los
propositos finales de este estudio es ayudar al diagnostico diferencial de la conjuntivitis
alérgica. Observando qué diferencias y similitudes existen entre las muestras y
conociendo cuales son los patrones de comportamiento del sistema inmunitario local y
regional, podemos discriminar qué método de andlisis es el mas indicado para el

diagndstico.

Nuestras investigaciones arrojan datos muy interesantes que pueden ayudarnos en la
busqueda de biomarcadores para el diagndstico de la conjuntivitis alérgica dependiendo

del tipo de muestra que vayamos a analizar.

Cabe recordar que unicamente se han encontrado correlaciones entre sangre y
conjuntiva para ciertas subpoblaciones de linfocitos: Th22, NKT, CD8 memoria y CDS8
virgenes sin distinguir entre grupos y; Thl, Th17 y Th22 en el grupo de conjuntivitis
estacionales. Esto puede ser indicador de que los linfocitos de la conjuntiva y los de la
sangre siguen un mismo patrén y que en ambos tejidos podemos encontrar proporciones
celulares similares. Al igual que existen similitudes, también hemos encontrado
diferencias notorias entre sangre y conjuntiva (p.ej.: la mayor proporcion de Treg, MAIT,
NKT o TCRY9d); entre plasma y lagrima (p.ej.: la mayor concentracion de IgE, TGF-B2,
IL-8, etc.); o entre grupos de conjuntivitis alérgicas estacionales y perennes, que nos
servirdn para encontrar los distintos biomarcadores. Por lo tanto, recopilando todos los

resultados obtenidos, tal y como se resumen en la Figura 53, podemos concluir que:

Un aumento de las subpoblaciones Th17 y Th22 y una disminucion de Th1 en sangre
o conjuntiva; combinado con un aumento de la IL-9 y RANTES en plasma o IgA y MMP-
9 en lagrima; podria considerarse biomarcador para el diagnostico de la conjuntivitis

alérgica estacional.

Y, un aumento de las subpoblaciones de Th2, y disminucién de MAIT y TCRYd en
conjuntiva; combinado con un aumento de las concentraciones de las citocinas
principalmente de tipo Th17 o Th2 en lagrima; y una sobrecolonizacion de especies de
Kocuria, prop. acnes o Malassezia; podria considerarse biomarcador para el diagnostico

de la conjuntivitis alérgica perenne.
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ANEXO II - ESPECIES ANALIZADAS .

ANEXO II - ESPECIES ANALIZADAS

Como ya hemos mencionado anteriormente, hemos analizado un
total de 538 especies de bacterias y 648 especies de hongos.
A continuacion, se mostraran dos graficas (Figuras 54 y 55) que
resumen el porcentaje y la frecuencia para cada especie
analizada distribuido por grupos de estudio: Control (C),
Conjuntivitis alérgica perenne (P) y Conjuntivitis alérgica

estacional (E).

El promedio (X) para cada grupo se ha calculado sumando los

porcentajes obtenidos y dividiendo entre el nimero de muestras.
Y la frecuencia (f) es el nimero de muestras en las que se ha

encontrado ADN de cada especie expresado en porcentaje.

SOav.iins3y

Cada color representa un rango de porcentaje, siendo las gamas
de rojo los porcentajes mas bajos, amarillos y naranjas valores

medios, y azules los porcentajes mas altos.
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1 Accumulibacter sp.
2 Acetobacter indonesiensis
3 Acetohacter malorum
4 Achromohbacter sp.
5 Achromobacter xylosoxidans
6 Acidicaldus sp.
7 Acidiferrobacter sp.
& Aciditerrimonas sp.
9 Acidocella sp.
10 Acidothermus sp.
11 Acidovorax sp.
12 Acinetobacter hereziniae
13 Acinetobacter parvus
14 Acinetehacter ursingii
15 Actinoallomurus liliacearum
16 Actinocatenispora sp.
17 Actinocorallia sp.
1% Actinomadura bangladeshensis
19 Actinomyces funkei
20 Actinomyces naeslundii
21 Actinomyces sp.
22 Actinomycetospora sp.
23 Actinophytocola sp.
24 Actinoplanes sp.
25 Actinopolymorpha cephalotaxi
26 Adhaeribacter aerclatus
27 Adhaeribacter sp.
28 Aeribacillus sp.
29 Aeromonas hillingiae
30 Aeromonas caviae
31 Afifella sp.
32 Agaricicala sp.
33 Aggregatibacter simiae
34 Agrobacterium tumefaciens
35 Agromyces bauzanensis
36 Agromyces flavus
37 Agromyces sp.
38 Agromyces subbeticus
39 Agromyces ulmi
40 Aliihoeflea sp.
41 Allocatelliglobosispora scoriae
42 Allochromatium sp.
43 Alpinimonas sp.
44 Altererythrobacter sp.
45 Alterococcus sp.
46 Alysiosphaera sp.
47 Amaricoccus sp.
48 Amaricoccus tamworthensis
49 Aminchacter sp.
50 Amnibacterium kyonggiense
51 Amycolatopsis coloradensis
52 Anaercbranca sp.
53 Anaerococcus prevotii
54 Anaerococcus sp.
55 Anaerclinea sp.
56 Anaeromyxohacter sp.
57 Anaerosalibacter sp.
58 Anaerostipes sp.
53 Ancylobacter sp.
60 Aguahacterium sp.
61 Aguicella sp.
&2 Arcticibacter sp.
63 Arcticibacter svalbardensis
64 Ardenscatena sp.
65 Arenicella sp.
66 Arenimonas sp.
67 Armatimonas sp.
68 Arthrobacter agilis
69 Arthrobacter alkaliphilus
70 Arthrobacter cereus
71 Arthrobacter festucae
72 Arthrobacter nitroguajacclicus
73 Arthrobacter sp.
74 Arthrospira sp.
75 Asaia bogorensis
76 Atopococous sp.
77 Azoarcus sp.
78 Azospira sp.
79 Azospirillum sp.

80 Azotobacter tropicalis

Figura 54. Especies de bacterias analizadas. Se representan 3 columnas diferenciadas, una para cada grupo de estudio (Control,
Perenne y Estacional). Cada columna se subdivide en dos: Frecuencia (f) y promedio (X) por gamas de colores tal y como se indica

en la leyenda de la derecha.
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Azovibrio sp.

Bacillus aeris

Bacillus aerophilus
Bacillus alkalitelluris
Bacillus aryabhattai
Bacillus circulans
Bacillus coagulans
Bacillus coahuilensis
Bacillus decolorationis
Bacillus firmus

Bacillus foraminis
Bacillus funiculus
Bacillus halodurans
Bacillus sp.

Balneimonas sp.

Bauldia sp.

Bdellovibrio sp.
Blastocatella sp.
Blastococcus sp.
Blastomenas sp.
Blastopirellula sp.
Blautia sp.

Bosea eneae

Bosea sp.
Brachybacterium conglomeratur
Brachymonas denitrificans
Bradyrhizobium elkanii
Bradyrhizohium sp.
Brenneria quercina
Brevibacillus sp.
Brevibacterium aureum
Brevibacterium sp.
Brevundimonas sp.
Brevundimonas subvibricides
Brychacter sp.
Burkholderia amhifaria
Burkholderia bryophila
Burkholderia gladicli
Byssovorax cruenta
Byssovorax sp.
Bythopirellula sp.
Caenimonas sp.
Caldalkalibacillus sp.
Caldilinea sp.

Carsonella ruddii
Catellatospora citrea
Catellatospora sp.
Catelliglobosispora sp.
Caulobacter ginsengisoli
Caulohacter sp.
Cellulomonas composti
Cellulomonas fimi
Cellulomonas xylanilytica
Cellulosilyticum sp.
Cellulosimicrohium cellulans
Cellvibric sp.
Cetohacterium somerae
Chelatococcus sp.
Chitinophaga sp.
Chloroflexus sp.
Chloronema sp.
Chrysechacterium formasense
Chrysechacterium sp.
Chryseclinea sp.
Chthenichacter sp.
Chthonomonas sp.
Clostridium bowmanii
Clostridium intestinale
Clostridium sp.

Cohnella arctica
Cohrnella laeviribosi
Collinsella aercfaciens
Comamonas sp.
Competibacter sp.
Conexibacter sp.
Constrictibacter sp.
Coprococcus sp.
Coprothermobacter sp.
Corynebacterium afermentans

Corynebacterium amycolatum

161 Corynebacterium aurimucosum 241

162 Corynebacterium macginleyi
163 Corynebacterium mastitidis
164 Corynebacterium sp.

165 Coxiella sp.

166 Craurccoccus sp.

167 Crinalium magnum

168 Cronobacter mallotivara
168 Crossiella sp.

170 Cruoricaptor ignavus

171 Cupriavidus basilensis

172 Cytophaga sp.

173 Dechloromaonas sp.

174 Defluviicoccus sp.

175
176 Deinococcus sp.

177 Deinococcus yunweiensis
178 Delftia tsuruhatensis

179 Demegquina sp.

180 Denitratisoma sp.

181 Dermacoccous sp.

Defluviimonas sp.

182 Desulfarculus sp.

183 Desulfobacca sp.

184 Desulfocapsa sp.

185 Desulfosporosinus meridiei
186 Desulfovibrio sp.

187 Devaosiainsulae

188 Devosia sp.

189 Dietzia cercidiphylli

190 Dokdonella sp.

191 Dongia sp.

192 Dyadohacter sp.

193
194 Enhydrobacter walgaris
195 Ensifer adhaerens

196
197 Enterchacter pulveris
198
199
200 Entotheonella sp.
201 Escherichia sp.
202 Euzebya sp.

203
204
205
206 Fibrella sp.

207 Fictibacillus barbaricus
208
209
210
211
212 Flavisolibacter ginsengisoli
213
214
215
218
217
218
219 Gaiella sp.
220 Gemella sp.

221 Geminicoccus sp.

Edaphobacter modestum

Ensifer melilati

Enterobacter sativa
Enterobacter sp.

Exiguobacterium profundum
Exiguobacterium sihiricum
Ferruginibacter sp.

Filimonas sp.
Fimbriimonas sp.
Finegoldia sp.
Flavihumibacter sp.

Flavisolibacter sp.
Flavobacterium sp.

Frateuria aurantia
Fructobacillus mesenteroides
Fusibacter sp.

Fusobacterium nucleatum

222 Gemmata sp.

223 Gemmatimonas sp.

224 Geohacillus sp.

225 Gechacter humireducens
226 Geodermatophilus sp.
227 Georgenia sp.

228 Gluconacetohacter saccharivora

229 Gluconohacter albidus

230 Gluconohacter cerinus

231 Gluconchacter oxydans

232 Glycomyces harbinensis

233 Gordonia polyisoprenivorans
234 Granulicella sp.

235 Granulosicoccus sp.

236 Gryllotalpicola kereensis
237 Haliangium sp.

238 Haliscomenchacter sp.

239
240

Haloactinopolyspora sp.

Halocellz sp.

242
243
244
245
248
247
24
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259

o

Halcferula sp.

Halomonas aidingensis
Hamadaea yuxiensis
Herbaspirillum rubrisubalkicans
Herminiimonas fonticola
Herpetosiphon sp.

Hirschia sp.
Hydrogenophaga sp.
Hymencbacter sp.
Hymenchacter tibetensis
Hymenchacter xinjiangensis
Hyphomicrobium sp.
Hyphomicrobium zavarzinii
lamia sp.

Ignavibacterium sp.
llumatobacter fluminis
llumatobacter sp.
Intrasporangium sp.

Isosphaera sp.

260 Janthinohacterium lividum
261 Janthinobacterium sp.

262 lanthincbacterium zoogloeoides

283
264
265
286

kaistobacter sp.

Kilaniella sp.

Kineococcus radictolerans
Kinegsporia sp.

267 Kecuria palustris
268 Kocuria rhizophila

269
270
271
272
273
274
275
278
277
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279
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282
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koribacter sp.
Kouleothrix sp.

Kribbella sp.
ktedonohacter sp.
Labrys sp.

Lactobacillus iners
Lactobacillus kunkeei
Lactobacillus nagelii
Lactobacillus sp.
Lactococcus lactis
Larkinella sp.

Lautropia sp.
Leadhetterella sp.

Leeia sp.

Legionella adelaidensis
Legionella sp.
Leptolyngbya frigida
Leptothrix sp.
Leptotrichia sp.
Leuconostoc citreum
Leuconostoc sp.
Lewinella sp.
Liheribacter sp.
Litorilinea aerophila
Litorilinea sp.

Longilinea sp.
Longispora sp.
Luteclibacter sp.
Lysinibacillus sp.
Lysobacter sp.
Marinicella sp.
Marinchacter sp.
Mariprofundus sp.
Marmericola sp.

Massilia sp.

Massilia timanae
Mesorhizobium ciceri
Mesorhizohium sp.
Mesorhizohium tianshanense
Metachlamydia elodeae
Methylobacillus sp.
Methylobacterium adhaesivum
Methylobacterium extorquens
Methylobacterium komagatae
Methylobacterium sp.
Methylocella sp.
Methylotenera mohilis
Methylotenera sp.
Microhacterium arthrosphaerae
Microbacterium oxydans
Microhispora sp.

Micrococcus luteus

321 Microcaleus sp.

322 Micremonespora hermanusense

323 Microthrix parvicella

324 Micrathrix sp.

325 Microvirga sp.

326 Mudilaginibacter sp.

327 Mycobacterium lentiflavum
328 Mycobacterium salmoniphilum
329 Mycobacterium sp.

330 Nakamurella sp.

331 Nannocystis sp.

332 Nevskia sp.

333 Niastella sp.

334 Nitrolancea sp.

335 Nitrosococcus sp.

336 Nitrosomonas sp.

337 Nitrososphaera gargensis

338 Nitrososphaera sp.

339 Nitrospira defluvii

340 Nitrospira sp.

341 Nocardia couhleae

342
343 Nocardia rhamnesiphila
344 Nocardicides albus

345 Nocardigides humi

346 Nocardicides sp.

347
348 Nordella sp.

349 Noviherbaspirillum sp.

Nocardia neacaledoniensis

Nonomuraea sp.

350 Novosphingobium nitrogenifiger

351 Novosphingohium sp.

352 Oceanobacillus indicireducens
353 Oceancbacillus massiliensis
354 Oceanchacillus sp.

355 Ochrobactrum anthropi
356 Odyssella sp.

357 Oenococcus oeni

358 Ohtaekwangia sp.

359 Opitutus sp.

360 Orbus sp.

361 Ornatilinea sp.

362 Oryzihumus leptocrescens
363 Owenweeksia sp.

364 Paenibacillus aestivum

365 Paenibacillus edaphicus
366 Paenibacillus humicus

367 Paenibacillus pectinilyticus
368 Paenibacillus sp.

369 Paenibacillus taihuensis
370 Pantoea sp.

371 Paracoccus aminovorans
372 Paracoccus carctinifaciens
373 Paracoccus chinensis

374 Parasegetibacter sp.

375 Parvimonas micra

376 Parvularcula sp.

377 Patulibacter sp.

378
379 Pedohacter boryungensis
380 Pedohacter roseus
381 Pedobacter sp.

382 Pedomicrohium sp.
3%3 Pedosphaera parvula

Paucisalibacillus sp.

384 Pedosphaera sp.

385 Peptoniphilus gorbachii
3%6 Peredibacter sp.

387 Phaeospirillum fulvum
388 Phaselicystis sp.

3%9 Phenylohacterium sp.
390 Phormidium sp.

391 Phycicoccus aromativora
392
393 Phycisphaera sp.

394 Phytohabitans sp.

395 Pilimelia sp.

396 Pirellula sp.

397 Planctomyces sp.

398 Planifilum sp.

399 Planomonospora parontospora
400 Plantibacter elymi

Phycicoccus sp.
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Polaromenas sp.
Polycladomyces sp.
Fontibacter actiniarum
Fontibacter sp.
Porphyromenas gingivalis
Porphyromonas sp.
Promicromonaspora sukumoe
Propionibacterium acnes
Propionibacterium sp.
Protochlamydia sp.
Pseudoclavibacter hifida
Pseudolabrys sp.
Pseudomonas azotoformans
Pseudomonas graminis
Pseudomonas sp.
Pseudonocardia halephohica
Pseudonocardia sp.
Pseudospirillum sp.
Pseudoxanthomonas dokdonen:
Pseudoxanthomonas mexicana
Pseudoxanthomonas sp.
Pullulanibacillus sp.
Fusillimenas sp.
Quadrisphaera gen.
Quadrisphaera sp.
Rzhnella carotoverum
Ralstonia pickettii
Reyranella sp.
Rheinheimera sp.
Rhizobacter globosum
Rhizobium alkaliscli
Rhizohium etli
Rhizomicrohium sp.
Rhodobacter sp.
Rhodehium sp.
Rhodococcus equi
Rhodococous erythropolis
Rhodococcus fascians
Rhodocytophaga sp.
Rhodomicrobium sp.
Rhodapirellula sp.
Rhodoplanes sp.
Roseiflexus sp.
Raseimicrahium sp.
Roseocaoccus sp.
Roseomonas aerilata
Roseomonas frigidaquae
Roseomonas gilardii
Roseomonas sp.

Rothia sp.
Rubellimicrobium sp.
Rubritepida sp.
Rubrohacter sp.
Ruminococcus sp.
Saccharimonas sp.
Saccharothrix sp.

Salana sp.

Sandaracinus sp.
Sandarakinorhabdus sp.
Sediminibacterium sp.
Segetibacter sp.
Shewanella putrefaciens
Shimazuella sp.

481 Sphingomenas wittichii
482 Sphingopy:xis alaskensis
483 Sphingopyxis sp.

484 Spirosoma rigui

485 Spirosoma sp.

486 Sporocytophaga sp.

487 Sporosarcina sp.

488 Staphylococcus agnetis
489 Staphylococcus aureus
490 Staphylococcus sp.

491 Stenoctrophomaonas maltaphilia
492 Stenotrophomonas sp.
493 Stercidobacter sp.

494 Stigmatella aurantiaca
495 Streptococcus anginosus
496 Streptococcus infantis
497 Streptococcus salivarius
498 Streptococcus sp.

499 Streptomyces albogriseclus
500 Streptomyces sp.

501 Streptosporangium roseum
502 Sufflavibacter sp.

503 Subfuritalea sp.

504 Syntrophaceticus sp.
505 Taibaiella sp.

506 Telmatobacter sp.

507 Telmatospirillum sp.

508 Tepidicella sp.

509 Tepidimicrohium sp.
510 Terrabacter sp.

511 Terrimonas sp.

512 Tetrasphaera sp.

513 Thauera sp.

514 Thermincola sp.

515 Thermoactinomyces sp.
516 Thermomonas fusca
517 Thermomonas sp.

518 Thermus scotoductus
519 Thichacillus sp.

520 Truepera sp.

521 Tumehacillus sp.

522 Turicibacter sp.

523 Turneriella parva

524 Uliginosibacterium sp.
525 Undibacterium sp.

526 Variovorax paradoxus
527 Variovorax guadricarinatus
528 Variovorax sp.

529 Veillonella atypica

530 Verrucomicrohium sp.
531 Virgisporangium ochraceum
532 Vogesella sp.

533 Weissella cibaria

534 Williamsia faeni

535 wWoodsholea sp.

536 Xanthomonas sp.

537 Xiphinematohacter sp.
538 Zymobacter palmae

LEYENDA pramedia (X}

1-5%

Singulisphaera acidiphila

S5-10%

Singulisphaera sp.
Siphonobacter sp.
Skermanella sp.
Smithella sp.
Sodalis sp.
Solibacter sp.
Salirubrobacter sp.
Solitalea canadensis

10-20%

LEYENDA frecuencia (f)

20-40%

Sorangium sp.

40-50%

Sphaerisporangium sp.
Sphaerchacter sp.
Sphingohium sp.

Sphingohium yancikuyae
Sphingomonas asaccharclytica
Sphingomonas dokdonensis

Sphingomonas sp.

50 - 60 %

80- 100 %

C: CONTROL
P: C.A. PERENNE
E: C.A ESTACIONAL
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HONGOS

clrPlE
X fIX fI% f

clrle
X f|X f|X f

clr]E
X fI% fIX f

c{rPlE
X fIX f|X f

L Absidia sp.

2 Absidia spinosa
3 Acidomelania panicicola
4 Acremonium alcalophilum

5 Acremoniur alternaturn

& Acremonium chrysogenum

7 Acremnoniurm persicinurm

8 Acremonium sp.

S Acremonium spinosum
10 Acremonium stromaticum
11 Acrostalagmus lutecalbus
12 Actinomucar elegans
13 Agaricus bizparus
14 Ajellomyces crescens
15 Alternaria alternata
16 Alternaria atra
17 Alternaria leptinellae
18 Alternaria soliaridae
19 Ambrosiella ferruginea
20 Antarctomyces psychrotrop
21 Apodussp.

22 Arachnaomyces gracilis
23 Arachnatheca glomerata
24 Arthrinium sp.

25 Arthrobotrys dactyloides
26 Arthroderma multifidum
27 Arthrographis sp.

23 Articulospora sp

29 Ascobolus cp.

30 Ascorhizoctonia sp.

31 Aspergillus amstelodami
32 Aspergillus bombycis
33 Aspergillus brasiliensis
34 Aspergillus caesiellus
35 Aspergillus deflectus
36 Aspergillus felis
37 Aspergillus fumigatus
38 Aspergillus insuetus
39 Aspergillus japonicus
40 Aspergillus lanosus
41 Aspergillus mangaliensis
47 Aspergillus niger
43 Aspergillus penicillioides
44 Aspergillus piperis
45 Aspergillus quadrilineatus
46 Aspergillus ruber
47 Aspergillus scleratiorum
48 Aspergillus sp
49 Aspergillus sydowii
50 Aspergillus terreus
51 Aspergillus wentil
52 Astraeus hygrometricus
53 Athelia pyriformis
54 Aureobasidium pullulans
55 Aurecbasidium sp.

56 Auxarthren alboluteurn
57 Auxarthron chlamydosporuy
58 Auarthron concentricurn
5§ Bartalinia rohillardoides
60 Basidioascus undulatus
61 Beauveria felina
62 Beauveria sp.
£3 Bensingtania sp.

&4 Boeremia exigua
65 Botryotinia fuckeliana
66 Botrytis cinerea
&7 Bovista promaonterii
&8 Brettanomyces bruxellensi:
69 Bullera coprosmae
70 Bullera dendrophila
71 Bullera pseudoalba
72 Bullera sp
73 Bulleromyces albus
T4 Byssochlamys zollerniae
75 Cadaophara luteo-dlivacea
76 Cadophora melinii
77 Calvatia fragilis
78 Calycina claroflava
79 Candida apicala
80 Candida blattae
81 Candida diddensiae
42 Candida etchellsii

Figura 55. Especies de hongos analizadas. Se representan 3 columnas diferenciadas, una para cada grupo de estudio (Control,
Perenne y Estacional). Cada columna se subdivide en dos: Frecuencia (f) y promedio (X) por gamas de colores tal y como se indica

en la leyenda de la pdgina anterior.

B P

1

RESULTADOS




23 Candida ethanolica

84 Candida friedrichii

85 Candida glaebasa

86 Candida intermedia

87 Candida membranifaciens
88 Candida quercitrusa

29 Candida sp.

90 Candida stellata

91 Candida stellimalicala

92 Candida subhashil

93 Candida tropicalic

94 Candida vini

85 Candida zeylancides

96 Cantharellus albidolutescer
S7 Capronia sp.

98 Carestiella socia

89 Catenulifera sp.

100 Cephaliophora sp.

101 Cephalasporium serrae
102 Cephalatheca sulfurea
103 Cercophora sp

104 Chaetomella raphigera
105 Chaetomium sp.
106 Chaetosphaeronema sp.
107 Chalara sp.

108 Chalara vaccinil

109 Chalastospora ellipsoidea
110 Chalastospora obclavata
111 chloridium sp.

112 Chrysosporium lobatum
113 Chrysosporium pilosum
114 Chrysosporium sp.

115 Cinereamyces lindbladii
116 Cistellasp.

117 Clad ophialophora sp.

118 Cladorrhinum sp

119 Cladosparium adianticola
120 Cladosparium dadosporiait
121 Cladosparium exasperatur
122 cladosporium fusiforme
123 Cladosporium halotolerans
124 Cladosperium herbarum
125 Cladosporium ramotenellur
126 Cladosporium sphaerosper
127 Claroideoglomus sp.

128 Clavaria calffornica

129 Clavaria sp

130 Claviceps purpurea

131 Clehesyomyces sp.

132 Clencstachys rosea

133 Cachlioholusintermedius
134 Callophora paarla

135 Collophora sp.

136 Coniclariella hispanica
137 Coniosporium apollinis
138 Coniothyrium carteri

139 Conicthyrium sidae

140 Coniothyrium sp.

141 Conocybe tetrasporoides
142 Coprinellus bisparus

143 Coprinellus radians

144 Coprinellus sabulicola
145 Coprinellus sp.

146 Coprinopsis phlyctidaspara
147 Caortinarius sp.

148 Crepidotus variahilis

149 Cracicreas cyathcideum
150 Croticreas sp

151 Cryptococcous adeliensis
152 Cryptococcus aerius

193 Cryptococcus albidus

154 Cryptococcus arrabidensis
155 Cryptococcus aureus

156 Cryptococcous bhutanensis
157 Cryptococcous chemaovii
158 Cryptococous diffluens
159 Cryptococcus dimennag
160 Cryptococcus flavus

161 Cryptococcus friedmannii
162 Cryptococcus gastricus
183 Cryptococcous heimaeyensic
164 Cryptococous huempii

165 Cryptococeus laurentii

166 Cryptococtus magnus

167 Cryptococtus nemorasus
168 Cryptococcus oelrensis
169 Cryptocaceus paraflavus
170 Cryptococcus peneaus

171 Cryptococeus phenolicus
172 Cryptococeus podzalicus
173 Cryptecoccus saitoi

174 Cryptococcus sp.

175 Cryptacoccus terreus

176 Cryptocaceus terricola

177 Cryptecaceus uzbekistanen
178 Cryptococcus victoriae

179 Cryptococcus wieringae
180 Cryptospariopsis actinidiae
181 Cryptotrichosporon anacar
182 Curreya austroafricana

183 Curvibasidium cygneicallun
184 Curwularia gladicli

185 Curvularia hawaiiensis

186 Curvularia inaequalis

187 Curvularia sp

188 Cyberlindnera jadinii

189 Cylindrocladiella cymbifarm
180 Cyphellophora sp.

181 Cystofilobasidium capitatur
192 Cystefilobasidium infirmarr
193 Cystofilobasidium maceran
194 Cytosporasp

195 Dactylonectria alcacerensic
196 Dactylonectra vitis

197 Devriesia fraseriae

198 Devriesia sp.

199 Didymella exigua

200 Didymella sp.

201 Didymella urticicola

202 Dioszegia buhagiarii

203 Dioszegia catarinonii

204 Dioszegia fristingensis

205 Dioszegia hungarica

206 Dioszegia sp.

207 Dioszegia takashimae

20% Dioszegia zsoltii

209 Diplodia seriata

210 Diszophora amata

211 Drechdera phlel

212 Drechslerasp.

213 Elaphomyces compleximur
214 Endoconidioma populi
215 Entoloma graphitipes

216 Entoloma platyphylloides

217 Epicoccum nigrum

218 Erysiphe betae

219 Erythrobasidium hasegawiz
220 Eucasphaeria capensis

221 Eutypalata

222 Eutypella micratheca

223 Ewidiatruncata

224 Exaphiala alcalophila

225 Ewaphiala equina

226 Ewophiala opportunistica
227 Ewophiala pisciphila

228 Ewophialasp.

229 Exophiala xenobiotica

230 Fibulebasidium inconspicut
231 Filobasidium capsuligenum
232 Filebasidium floriforme
233 Firnetariella rabenhorsti
234 Fomesfomentarius

235 Fomitiperia mediterranea
236 Fusarium acuminatum
237 Fusarium bactridioides
238 Fusarium boothii

239 Fusarfum delphincides
240 Fusarium equiseti

241 Fuzarfum keratoplasticumn
242 Fusarium oxysperum

243 Fusarium pseudensiforme
244 Fusarium sp.

245 Fusarium sublunatum

246 Fusidium griseum

247 Ganoderma lucidurn

248 Geastrum indicurn

249 Geastrumia polystigmatis
250 Geminibasidium sp.

251 Gearnyces asperulatus
252 Geomyces sp.

253 Geopyuis sp.

254 Geotrichum klebahni
255 Gibkerella intricans

256 Gibberella zeae

257 Gibellulopsis sp

258 Glarea lozayensis

259 Gloecparus pannocinctus
Glomerella tucumanensis.
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261 Glomus sp.

262 Glutinoglossum glutinosum
263 Guehomyces pullulans
264 Gymnopus alkalivirens
265 Gymnopus iacephalus
266 Gymnostellataspara frigida
Haematonectria haematoo:
Hannaella luteola

269 Hannaella oryzae

270 Hannaella sinensis

271 Hannaella sp

272 Hannaella surugaensis
273 Hannaella zeae

274 Hanseniaspora osmophila
275 Hanseniaspora thailandica
276 Hanseniaspora uvarum
277 Hansfordia sp.

278 Hemimycena ochrogaleata
279 Hirsutella aphidic

280 Hirsutella minnesotensis
281 Hirsutella rhossiliensis
282 Hispidoconidioma sp.

283 Haltermannia corniformis
234 Holwaya sp

285 Hormonema sp

Humicola grisea

Hurnicola sp.

288 Hyalopeziza sp.

288 Hyaloseypha sp

290 Hygrocybe sp

291 Hymenoscyphus sp.

292 Hyphodontia subalutacea
293 Hypotrea aeruginea

294 Hypocrea virens

295 Hysterangium sp.

296 Idriellarara

297 lyonectria europaea

298 lyonectrialiriodendri
299 Immersidiscosia eucalypti
300 hocybe lanuginosa

301 hocybe sp.

302 Isaria cateniannulata

303 Issatchenkia orientalis
304 Issatchenkia terricola

305 Itersonilia perplexans

306 Kazachstania telluris

307 Kernia pachypleura

308 Kuyveromyces lactis

309 Kluyveromyces marxianus
310 Knufia epidermidis

311 Kodamaea ohmeri

312 lachancea thermotolerans
313 Laetisaria arvalis

314 Lasiobeloniurm nidulurn
315 Lecanicillium psalliotae
316 Lecteralanga

317 Lecythophora sp.

318 Lechumicala minima

319 Lepidosphaeria nicotiae
320 Lepiota besseyi

321 Lepiota brunneocincamata
322 Lepiota lilacea

323 Lepicta sp.

324 Lepiota subincarnata

325 Leptodiscella sp.

326 Leptosphaeria rubefaciens
327 Leptosphaeria sacchari
328 Leptosphaeria sp.

329
330
331
332
333
334
335
336
337
333
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
385
386
367
368
369
370
371
372
373
374
37
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
339
350
351
3852
393
394
395
356
357
358
359
400
401
402
403
404
405
406
407
408
409
410
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Leptosphaerulina australis
Leptosphaerulina trifolii
Leptospora rubella
Letendraea sp.
Leucoagaricus ionidicolor
Leucoagaricus leucathites
Leucosporidium fellii

Lewia infectoria

Lindtneria sp.

Lipomyces chichibuensis
Lipomyces lipofer
Lipomyces sp.
Lophiostoma compressum
Lophiostoma sp.

Luellia recondita
Lycoperdan pyrifarme
Macrophomina phasealina
Macraventuria anomachae
Madurella sp.
Wagnaporthe grisea
Malassedia cuniculi
Malassezia globosa
Malassezia obtusa
Malassezia restricta
Malassezia sp.

Ialassezia sympadialis
Marasmius sp.

Wassarina albocarnis
Massarina sp
Mastigobasidium intermed
eristemonyces frigidus
Wetacardyeeps chlamydos
Metarhizium anisopliae
Wetarhizium flavoviride
Wetarhizium lepidictae
Metschnikowia chrysoperlz
Wetschnikowia pulcherrimi
Metschnikowia sp.
Meyerozyma caribhica
Weyerozyma guilliermondii
Microascus sp.
Microdiplodia sp.
Waodicella reniformis,
Mollisia cinerea
Manadillium indicum
Monographella cucumering
Manographella nivalis
Marchella importuna
Martierella alpina
Mortierella ambigua
Martierella amoeboidea
Martierella camargensis
Mortierella capitata
Martierella clanocystis
Martierella elongata
Wortierella exigua
Wortierella humilis
Mortierella lignicola
Mortierella sp.

Mrakia frigida

Mucar brunneogriseus
Mucor dreineloides
Wucer hiemalis
Wusicillium theobromae
Whycena sp.

Wycoarthris corallina
Mycoleptodiscus sp.
ycosphaerella sp.
Iycothermus thermaphilu
Wyrathecium inundatum
Myrathecium sp.
Nakazawaea ernabii
Nakazawaea ishiwadae
Nectria ramulariae

Nectria ventricosa
Neobulgaria sp.
Neanectria sp.
Neopestalotiopsis foedans
Neophaecsphaeria sp.
Neosartorya sp.
Neosetophoma sp.
Neostagonospora caricis

411 Neurospora terricola

412 Nidulariopss iowensis

413 Nigrospora sp.

414 Occultifur gp.

415 Oculimacula yallundae
416 Oidiedendran cereale

417 Oidiedendran chlamydospc
418 Oidiodendron rhodogenur
419 Oidiedendran sp.

420 Qliveonia pauxilla

421 Olpidium brassicae

422 Paecilomyces marquandii
423 Paecilomyces niveus

424 Paecilormyces sp

sl

425 Panaeclus sphinctrinus
426 Paracaniothyrium brasilien
427 Paraconiothyrium variabile
428 Paraglomus sp.

429 Paraphaecsphaeria sp.
430 Paraphoma sp.

431 Parascla auricoma

s}

432 Parasala kuehneri

433 Parastagonospora avenae
434 Padllus ammoniavirescens
435 Penicilium adametzioides
436 Penicilliumn anatelicurn
437 Penicillium angulare

438 Penicillium bialowiezense

i

439 Penicillium bilaiae

440 Penicillium brevicompactur
441 Penicilium camermbert
442 Penicilliurmn canariense
443 Penicillium chrysogenum
444 Penicillium citrinum

445 Penicillium carylophilum
446 Penicillium cycdopium
447 Penicillium decumbens
4438 Penicillium digitatum
449 Penicillium expansum
450 Penicillium glabrum

451 Penicillium inflatum

452 Penicillium lapidosum
453 Penicillium madriti

454 Penicillium menanorum
455 Penicillium monsgalena
456 Penicillium nedesitaturn
457 Penicillium ochrachloron
458 Penicillium oxalicum

459 Penicillium paneumn

460 Penicillium pelonicum
461 Penicillium quercetarum
462 Penicillium reticulisporum
463 Penicillium roseopurpureur
464 Penicillium sizovae

465 Penicillium sp.

466 Penicillium spathulatum
467 Penicillium sublateritium
468 Penicillium terrigenum
489 Peniophora aurantiaca
470 Peniophora sp

471 Periconia prolifica

472 Periconia sp.

473 Pestalotiopsis sp.

474 Peyronellaea calorpreferen
475 Pezizasp

kg

476 Peziza subditrina

477 Phacidium lacerum

478 Phaeoacrermonium alvesil
479 Phaeoacremanium griseort
480 Phaecacremanium iraniant
481 Phaeoacremonium siciliant
482 Phaeomoniella chlamydosy
433 Phaeomeniella sp

434 Phaeosphaeria sp

485 Phaeothecoidea sp

486 Phallus impudicus

487 Phialemanium globosum
483 Phialocephala humicala
489 Phialophera geniculata

4

491 Phialesimplex caninus

o G

=)

0 Phialophora hyalina

492 Phialotubus microsporus

575 Sperobolomyces lactosus
576 Sporobolomyces nylandii
577 Sporobolomyces poonsaoki
578 Sporoholomyces ruberrimu
579 Sporobolemyces sp.

580 Sporobolemyces subbrunne
581 Sporopachydermia sp

582 Sperothrixinflata

583 Stachybotrys chartarum
534 Stachybotrys sp

585 Stagonospora sp.

586 Stagonosporopsis dorenbos
587 Steccherinum fimbriatum

493 Phoma paspali

494 Phama plurivora

495 Pharma saxea

496 Phama sp.

497 Phamapsis calumnaris
498 Pichia fermentans
499 Pichia kluyveri

500 Pichia manshurica
501 Pichia membranifaciens
502 Filidiurn concavurmn
503 Pisolithus sp.

504 Pleospora betae

505 Pleospera herbarum
506 Podospora communis 588 Stephanonectria sp.

589 Stereum hirsutum

590 Stilbella byssiseda

591 Stropharia coronilla

592 Suillus pseudohrevipes
593 Sydowiasp.

594 Talaramyces barcinensis
555 Talaromyces purpurogenus

507 Podospora dimorpha
508 Podospora multipilosa
509 Podospora sp.

510 Polytolypa hystrics
511 Preussia flanaganii

512 Preussia sp.

513 Psathyrella candalleana
514 Pseudallescheria fimeti 596 Talaromyces ruber

515 Pseudeuratium hygrophilur 597 Talaromyces rugulosus
516 Psilachnum chrysostigmum 598 Talaromyces stellii

517 Punctelia jeckeri 599 Teratosphaeria capenss
518 Purpureodillium lavendulur 600 Terfezia sp.

519 Pycnidiophora aurantiaca
520 Pyrenachaeta lycopersici
521 Pyrenochaeta sp

601 Tetracladium mailliforme
&02 Tetracladium sp.

603 Thamnostylum lucknowens
522 Pyrenochaetopsisleptospa 604 Tomentella sp.

523 Pyrenochaetopsis sp 605 Tomentella sublilacina

524 Pyrenophora lolii 606 Torulaspora delbrueckii
525 Rachicladosporium luculiae 607 Trametes versicolor

526 Ramariopsis sp. &03 Trechispora sp.

527 Rasarnsania sp. &09 Tremella encephala

528 Resinicium saccharicola 610 Tremella phaeophysciae
529 Retrocenis fusifarmis 611 Tremella sp.

530 Rhexocercosporidium panz 612 Trichoderma asperellum
531 Rhadesporidium babjevae 613 Trichoderma sp.

532 Rhadesporidium kratochvil 614 Tricholoma terreum
533 Rhadosporidium toruloides 615 Trichosporan asahii

534 Rhedotorula aurantiaca 616 Trichasporen dehoogii
535 Rhodotorula crocea 617 Trichosporon duleitum
536 Rhadotorula graminis 613 Trichasporon maniliiforme
537 Rhodotorulaingeniosa 619 Trichasporon mycotaxinove
538 Rhaodotorula mucilaginosa
539 Rhadotorula nothofagi
540 Rhedotorulasp.

541 Rosellinia thelena

542 Rotiferophthora angustispe €24 Tumularia sp.
625 Typhula sp.

620 Truncatella lauroceras
621 Tubaria conspersa

622 Tuber sp.

623 Tuber whetstonense

543 Rousscella necpustulans
544 Russula sp. 626 Udeniomyces pannonicus
545 Saccharomyces cerevisiae 627 Udeniomyces pyricola
546 Saccharomyces kudriavzevi 628 Ulocladium chartarum
547 Sagenomella diversispora 629 Umbelopss dimorpha
548 Sagenomella sp. 630 Umbelopsis sp.

549 Sarcinomyeces crustaceus 631 Uncinula necator

550 Sarcinomyces sp. 632 Uncobasidium sp.

£33 Venturia hystrioides
634 Veronaeopsis simplex
635 Verticilium dahliae
636 Verticillium .

637 Wallemia muriae

638 Wallemia sehi

639 Wardormyces humicola

551 Sarocladium glaucum
552 Sarocladium sp.

553 Sarocladium strictum
554 Sarocladium zeae

555 Scedosporium dehoagii
556 Scedosporium prolificans
557 Schizophyllum commune
558 Schizothecium carpinicala 640 Wardomyces inflatus

559 Schizothecium curvisporumr 641 Westerdykella sp

560 Sclerostagonospora sp 642 Wickerhamomyces anamall
561 Sclerotinia scleratiorum 643 Williopsis californica

562 Scolecobasidium constricty €44 Yarrowia lipalytica

563 Scolecobasidium sp. 645 Zasmidium xenoparkii

564 Scytalidium dreinatum 46 Zopfiella marina

565 Scytalidium sp. 647 Zopfiella sp

566 Sebacina sp. 643 Zygoascus meyerae

567 Seimatosparium vitis

568 Selenophoma mahonize

569 Serendipita sp.

570 Setophaeosphaeria sp.

571 Spencermartinsia plurivera

572 Spiromastix princeps.

573 Spiramastix warcupii

574 Sporchalomyces gracilis
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DISCUSION

Desde unas pocas décadas atras hasta la actualidad, la idea que se tenia de la conjuntiva
y del sistema inmunitario de la superficie ocular era muy diferente al concepto de tejido
linfoide asociado a la conjuntiva, tal y como lo conocemos hoy en dia. Hasta hace
relativamente poco (década de los 80) era descabellado pensar que un tejido sano pudiera
contener células del sistema inmunitario. Afios mas tarde, se produjo cierta controversia
entre autores que defendian la presencia de un tejido linfoide organizado asociado a la
conjuntiva y los que defendian justamente lo contrario. No fue hasta 1994 cuando
comenzo a resolverse esta disputa. Se pasé de la teoria de la no existencia de un tejido
linfoide asociado a la conjuntiva sana a la teoria de “el CALT no nace, se hace”,
sugiriendo que el tejido linfoide de la conjuntiva sana se va adquiriendo a lo largo de la
vida. (116) Aunque seguia habiendo investigadores reacios a pensar que la conjuntiva se
comportaba del mismo modo que el resto de las mucosas, fue a partir de 1997 cuando se
empezd a normalizar el CALT como componente de la conjuntiva sana con sus formas

foliculares y difusa (ver Figura 56). (117)

Figura 56. Organizacion folicular (figura de la izquierda) e infiltracion epitelial de los linfocitos (figura de la derecha)
en conjuntiva sana. imdgenes extraidas del articulo cientifico: "Characterisation of the Normal Conjunctival Leukocyte
Population” de 1997.

De hecho, en ese mismo estudio se encontraron otras caracteristicas interesantes de la
conjuntiva que en afios posteriores se fueron desarrollando. Por ejemplo, las diferencias
del fenotipo linfoide en las distintas zonas topograficas de la conjuntiva, la predominancia
de los linfocitos CDS frente a CD4, o el hecho de que no concordasen los calculos cuando
la suma de CD4 y CDS8 no era igual al porcentaje de CD3, surgiendo asi el fenotipo
CD3+CD8-CD4-.

Con la llegada de nuevas técnicas de citologia minimamente invasivas como la

citologia de impresion o por cepillado como alternativa a las biopsias, se impulso el
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estudio citolégico de la superficie ocular. Aunque estas técnicas ya llevaban tiempo
implantadas, no fue hasta 1990 que se aplico la citologia por cepillado a la conjuntiva,
demostrando ser una técnica relativamente no-invasiva y que no causaba mas irritacion

que un frotis con torunda de algodon. (118)

Actualmente, tanto la citologia por impresion como el cepillado conjuntival son las
dos técnicas mas utilizadas para analizar el componente celular de la superficie ocular.
De hecho, existe cierta lucha por decidir qué técnica es la que tiene mas ventajas, tanto
para el paciente como para la investigacion. Teniendo en cuenta los buenos resultados
que hemos obtenido con la citologia por cepillado en estudio previos, creemos que es la
técnica adecuada para obtener un gran numero de células en suspension, con una alta

viabilidad y minima molestia al paciente. (113,114,119,120)

Ademas de los métodos de extraccion de muestra celular; las técnicas de citometria
por inmunofluorescencia, los inmunoensayos y la secuenciacion de ADN también han
ido evolucionando y mejorando en estos Ultimos afios. Hoy en dia somos capaces de
analizar infinidad de moléculas simultineamente en un periodo de tiempo cada vez mas

reducido.

Con este estudio hemos podido analizar las caracteristicas de los tres vértices
principales involucrados en la defensa de la superficie ocular (IELs/lagrima/microbiota)
y el papel que desempefia cada uno en la respuesta inmunitaria. Hemos podido
caracterizar el fenotipo de los IEL conjuntivales, calcular las concentraciones de los
factores solubles lacrimales y analizar las variaciones en las comunidades microbianas
comensales tanto en individuos sanos como en pacientes alérgicos. El andlisis de

resultados y su contraste con otros estudios se resumen en la Tabla 10.

7
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Tabla 10. Resumen de los resultados y su relacién con lo hallado por otros autores. En fondo verde se sefialan los
resultados que consideramos que estdn dentro de la normalidad segun lo observado por otros autores. En fondo rojo,
los resultados que, a priori, carecen de cierta coherencia con el resto de resultados® o no se ajustan a los patrones del
proceso alérgico observado por otros autores. Por ejemplo, esperdbamos ver una proporcion de células y moléculas
proinflamatorias en alergias estacionales igual o mayor a las observadas en perennes.

Circulante Regional Contraste con otros estudios previos
DIAGNOSTICO CAE CAP [CAE CAP| Similitud Patologia Ref.
MAIT dn = Asma (121)
Linfocitos TCRyd+ - Asma (122)
T CD4+ memoria -_ Alergia a alimentos (123)
Linfocitos Thl - Asma (124)
Linfocitos Th17/Th1
Linfocitos Th2 v Conjuntivitis alérgica (125)
Linfocitos Th17 — Asma (124)
Linfocitos Th22 — Espondilitis, artritis reumatoide (126)
Total NKT CD8+ -_ Asma (122)
Linfocitos B — Asma (127)
Linfocitos B2 -_ Asma (127)
IFN-y v Conjuntivitis alérgica (125)
IgA —_ Dermatitis atopica (128)
IgE v Asma, Conj. alérgica estacional  (129,130)
IL-1B v Queratoconjuntivitis vernal (131)
IL-2 v Conjuntivitis alérgica (125)
IL-4 -_ Ojo seco (132)
IL-5 v Asma, Conjuntivitis alérgica (129,133)
IL-6 = Asma (129)
IL-9 - Dermatitis atopica (134)
IL-13 v Conjuntivitis alérgica perenne (133)
IL-17E - Ojo seco (135)
IL-17F -_ Queratocono (136)
IL-21 - Ojo seco (137)
IL-22 = Ojo seco (138)
MMP-9 (ng/mL) v Queratoconjuntivitis vernal (139)
RANTES -_ Rinitis alérgica (140)
TGF-B2 - Uveitis (141)
TSLP v Conjuntivitis alérgica Perenne (133)
Kocuria sp X
Prop. acnes -_ Sarcoidosis ocular (142)
Malassezia -_ Dermatitis atopica (143)

*Teniendo en cuenta que las células MAIT son un tipo de linfocito NKT y éstas estdn aumentadas en CAP era de esperar
que las MAIT estuvieran aumentadas también. v/= coincidencia con otros estudios, == coincidencia parcial (mismos
resultados en condiciones patoldgicas diferentes), X=similitudes no encontradas.

1. La conjuntiva como tejido al amparo de la inmunidad innata.

Con el fenotipado de las poblaciones linfoides en conjuntiva y sangre periférica hemos

podido observar que el sistema inmunitario circulante es muy distinto al local o regional.

Hemos encontrado que los linfocitos con funcién inmunitaria innata (MAIT, linfocitos

T CD8+, NKT, CD3+TCRyo+ y B1) tienen proporciones mas altas en conjuntiva en

comparacion con los linfocitos de la sangre periférica. Esto nos sugiere que la defensa
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ocular contra los patogenos es ejecutada principalmente por la inmunidad innata, por lo

que sera una respuesta rapida, inespecifica y de gran intensidad.

También hemos podido observar en conjuntiva una de las principales caracteristicas
del tejido linfoide asociado a las mucosas: el predominio de linfocitos T CD8 frente a
CD4. Esta caracteristica no es ninguna novedad, ya que se lleva observando muchos afios
en conjuntiva (114,120). En cambio, el resto de los hallazgos son totalmente novedosos
ya que no existen estudios previos que hayan caracterizado tan detalladamente los IELs

de la conjuntiva.

Segtin numerosos autores, los linfocitos T CDS, asi como las células MAIT y NKT,
desempefian un papel importante en la defensa de la mucosa. Estas células se caracterizan
por su gran versatilidad: desde una funcidn citotoxica, generando una gran variedad de
citocinas (IFN-y, IL-4, IL-13, IL-17 e IL-22) hasta funciones inmunorreguladoras,

sirviendo de puente entre la inmunidad innata y la adaptativa. (48,144,145)

Se ha demostrado que las células MAIT se encuentran mas frecuentemente en zonas
en las que existe contacto directo con el ambiente y la microbiota comensal como la
mucosa oral (146), intestinal (147) o respiratoria. (148—150) Estas células son, en parte,
responsables de mantener la homeostasis de las mucosas, siendo capaces de reconocer la
riboflavina liberada por la microbiota comensal y modificando su funcion reguladora a
efectora dependiendo de los cambios en las concentraciones de riboflavina. Ademas. Las
células MAIT interaccionan con una gran cantidad de células inmunitarias y no-
inmunitarias, lo que confiere a estas células de gran versatilidad, permitiendo estar

involucradas en numerosos procesos celulares (ver Figura 57). (151)

Ocurre lo mismo con los linfocitos NKT. La activacion de estas células por parte de
las presentadoras de antigenos contribuye directamente en la defensa de las mucosas
contra bacterias, ya sean ajenas o comensales. (48) En el higado e intestino de ratones
los porcentajes de células NKT estan entre el 10-40% y el 4-10% respectivamente,

mientras que en sangre representan menos del 1%. (152—154)

Los linfocitos T con el receptor TCRyd también se encuentran en mayores
proporciones en otras mucosas. Por ejemplo, en el intestino llegan a tener proporciones
de hasta el 50% mientras que en sangre constituyen un 1-5%. (155) En nuestro caso
hemos obtenido unos valores entre el 25-35% del total de linfocitos y entre el 32 — 45%

de los linfocitos T.
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Como complemento de esta inmunidad innata, existe una poblacion centinela CD4+
con una fuerte funcion efectora, preparada para posibles infecciones. Nuestro analisis
inmunofenotipico demostr6 que aproximadamente dos tercios de las células T CD4
estaban activadas (CD45R0+) en la conjuntiva. Lo cual resulta razonable si
consideramos que las mucosas, y en este caso la conjuntiva, estd en contacto directo con
el ambiente y expuesta a las agresiones constantes de los patdégenos, por lo que necesita

mantener un alto porcentaje de activacion de sus células.

Dentro del grupo de linfocitos T CD4 activados tenemos que en torno al 50% son
linfocitos T reguladores (Treg), lo que sugiere que la conjuntiva tiene una mayor
capacidad reguladora ante un posible descontrol de las células Th. Esto es una parte
fundamental para el mantenimiento de la homeostasis de la superficie ocular, controlando
la respuesta inmune y previniendo la autoinmunidad. (36) Pudimos observar que las
proporciones de Treg se mantenian constantes independientemente de la conjuntivitis
alérgica, mientras que los subtipos Th eran los que podian variar en nimero con el
desarrollo de la enfermedad alérgica. Esta circunstancia nos hace descartar a las Tregs
como uno de los posibles responsables de que proceso alérgico se descontrole, apuntando

hacia los linfocitos Th como posibles causantes.

Por otro lado, la predominancia del subtipo B1 frente a B2 es algo que no se habia
estudiado atn en conjuntiva. Sabemos que los linfocitos B1 contribuyen a la inmunidad
innata de la superficie ocular produciendo grandes cantidades de IgA (molécula
fundamental en la defensa de las mucosas) sin necesidad de estimulo y son una parte
esencial en de la homeostasis. Ademds, aunque carecen de memoria, las células Bl
pueden actuar como presentadoras de antigeno para los linfocitos T e inducir la

diferenciacion hacia el subtipo Th17. (54)

Utilizando todos los valores obtenidos por citometria de flujo podemos obtener una
vision general de las proporciones de cada subpoblacion de IEL en individuos sanos tal y

como se muestra en la Figura 58.
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2. El papel de los IEL:s y las citocinas durante el proceso alérgico

De acuerdo con los resultados obtenidos, hemos podido concluir que existe una clara
diferencia en las proporciones de los distintos subtipos de IELs de la conjuntiva entre
los sujetos sanos y los alérgicos. El grupo de CAP se caracteriza por una sobreexpresion
de células Th2 y NKT y una disminucion de los subtipos TCRyd y MAIT. Mientras que
el grupo de CAE se caracteriza por una disminucién marcada de las células Thl y un

aumento de los linfocitos Th17 y Th22.

Sabemos que una vez se inicia el proceso alérgico, el CALT se activa, adaptando su
fenotipo segiin el estimulo recibido y aumentando la infiltracién epitelial. En
consecuencia, los IELs, junto con el resto de las células del sistema inmunitario, las
células caliciformes y las células epiteliales, entre otras, liberardn moléculas
proinflamatorias hacia la pelicula lacrimal, iniciando asi la fase inflamatoria de la

superficie ocular.

Ademas de los linfocitos propios de la inmunidad innata, como son los NKT, las
células T helper desempefian un papel importante en las enfermedades alérgicas. Nuestros
resultados han revelado que, en casos de conjuntivitis alérgica, se produce una
polarizacion de los T helper hacia el fenotipo proinflamatorio (Th2, Th17 y Th22) en
detrimento de un fenotipo mas inmunomodulador (Thl y Th17/Th1). Estas mismas
variaciones se han podido encontrar en otros tejidos o indirectamente en conjuntiva,
generalmente analizando las concentraciones de citocinas en lagrima. Aunque en la
superficie ocular no hemos encontrado ningun estudio que haga una caracterizacion
detallada de las principales subpoblaciones de Th en conjuntiva si que existen numerosos
estudios donde se pudo observar que las citocinas propias de estos linfocitos estaban

aumentadas en casos de alergia ocular. (125,156)

Nuestros datos sobre las células NKT, TCRys y MAIT en la conjuntiva son totalmente
novedosos, y no se han podido encontrar datos de referencia en otros estudios. En los
ultimos afos, estas tres poblaciones de linfocitos han ganado protagonismo en la defensa
de las mucosas. En un estudio donde se usaba un modelo de conjuntivitis alérgica en raton
se demostrd que las células NKT eran necesarias para la maxima expresion de la
conjuntivitis alérgica (157), lo que sugiere que estas células desempefian un papel
importante en el desarrollo de esta enfermedad. Lo mismo ocurre con los linfocitos MAIT

y TCRyd+, considerados como el puente de comunicacion entre la microbiota comensal
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y el sistema inmunitario asociado a la mucosa (151,158). Sorprendentemente, son estos
dos subtipos linfoides los que hemos encontrado en menor proporcién en el grupo de
conjuntivitis alérgicas perennes, siendo ¢€ste el grupo en el que mas biodiversidad
microbiana hemos encontrado. Creemos firmemente que la disminucion de las MAIT y
las células TCRyd+ puede estar intimamente relacionada con la disbiosis en CAP, lo que
alin no conocemos es si esa disbiosis es la causa o el efecto de la disminuciéon de estos
linfocitos. Pensamos que la sobrecolonizacion de la superficie ocular por parte de
microorganismos ‘“no comensales” puede mermar el desarrollo de estas células en la
conjuntiva. No obstante, la codependencia entre las células MAIT y la microbiota sigue

siendo motivo de estudio. (159)

Por otro lado, los linfocitos Th2 estan estrechamente relacionados con las reacciones
alérgicas, ya que son los responsables de activar las células B e iniciar la respuesta
mediada por IgE. En cambio, el papel de las células Th17 en la conjuntivitis es menos
conocido. Se sabe que las células Th17 desempefian un rol proinflamatorio, pudiendo
agravar la respuesta inflamatoria de las células Th2 en casos de conjuntivitis alérgica.
(160) Ademas, son numerosos los estudios que han demostrado la influencia de las Th17
y la IL-17 en otras enfermedades oculares inflamatorias como la uveitis, escleritis, la
retinopatia diabética o el ojo seco, (161-165) lo que consolida la teoria de que las células
Th17 pueden tener una gran participacion en las respuestas iniciadas por Th2 en

conjuntivitis alérgicas.

Ademas, sabemos que las células Th22 tienen una doble funcién al participar en el
proceso inflamatorio alérgico y promover la regeneracion epitelial. (166) Se ha
demostrado que estas células estan relacionadas con las enfermedades de la piel y pueden
estar aumentadas en condiciones de atopia (dermatitis y psoriasis). (167) De hecho, en
varios estudios realizados en casos de enfermedad alérgica se ha observado un aumento
de los niveles de Th22, tanto en sangre de pacientes con rinitis alérgica, (168) como en la

piel de pacientes con dermatitis atdpica. (169-171)

En cuanto al componente lagrimal, hemos encontrado un entorno
predominantemente Th2 tanto en los pacientes sanos como en los alérgicos, liderado por
la IL-4 y la IL-13, seguido de una respuesta de tipo Th17, liderada por la IL-17F y la IL-

22. Estas cuatro citocinas representan entre el 50-60% de las interleucinas en lagrima.
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También hemos podido observar que tanto CAP como CAE se caracterizan por un
aumento de la IgE y una disminucion del isotipo TGF-B2. El aumento de la concentracion
de IgE se observa habitualmente en la lagrima de pacientes con conjuntivitis alérgica
(130). En cambio, la disminucion del TGF-B2 estd algo menos estudiada, aunque se ha

observado la misma disminucién en casos de ojo seco. (172)

Ademas, hemos encontrado que la conjuntivitis perenne, en comparacion con los
individuos sanos, se caracteriza por el aumento de las concentraciones de algunas
moléculas proinflamatorias de tipo Th1 (IFN-y e IL-2), Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) y Th17
(IL-17A, IL-17E, IL-17F, IL-21 e IL-22), asi como la IL-B1 y la TSLP. Varios estudios
han asociado el aumento de ciertas concentraciones de factores solubles en la lagrima con
el desarrollo de diversas enfermedades inflamatorias. En diferentes estudios se han
observado aumentos de IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-13 o IL-B1 en CAE (173); de TSLP
tanto en CAP como en CAE (24); y de IL-17, IL-21 e IL-22 en ojo seco. (137,174)

Por otro lado, hemos observado que la conjuntivitis estacional difiere de la perenne en
cuanto a las mayores concentraciones de I[gA y MMP-9. Algunos estudios han informado
de un aumento de las concentraciones de IgA en formas agudas de diferentes
conjuntivitis. (175,176) Sin embargo, otros estudios recientes han referido una
disminucion de IgA. (177) En cuanto a la MMP-9, existen algunos estudios que han
encontrado un aumento de la concentracion en ldgrima en sujetos con queratoconjuntivitis

vernal (85) y ojo seco. (178)

El perfil molecular de la ldgrima en la conjuntivitis estacional dista mucho de lo
esperado, teniendo en cuenta los estudios anteriores que han analizado las lagrimas en
este tipo de alergias oculares. Como se ha observado en otros estudios, se esperaba que
las concentraciones de citocinas fueran similares, o incluso superiores, a las obtenidas en
la conjuntivitis perenne. Esto podria significar que los pacientes con CAE se encontraban
en una fase postinflamatoria o de recuperacion, lo que explicaria la menor sintomatologia

en el momento del examen, a pesar de la presencia de inflamacion conjuntival.

Por otro lado, al observar las proporciones de las subpoblaciones de Th intraepiteliales
en CAE, esperariamos encontrar un aumento de las concentraciones de citocinas de tipo
Th17 y Th22 en lagrima, pero en cambio, s6lo encontramos un aumento significativo de
IgA, IgE y MMP-9. Sin embargo, en CAP, encontramos cierta concordancia entre el

aumento de los linfocitos Th2 en conjuntiva y el aumento de IL-4, IL-5 e IL-13 en las
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lagrimas. El resto de las citocinas que aparecen aumentadas en CAP como la IL-17, la IL-
22 y el IFN-y, puede estar asociado con el aumento de las células NKT y su amplio

repertorio de citocinas.

Hemos comparado la concentracion de los factores solubles de lagrima de este estudio
con los encontrados por otros autores en estudios previos y hemos podido observar que
existen grandes diferencias en las concentraciones de algunas moléculas, como la
eotaxina, IgA, IL-9, IL-17F e IL-22, mientras que, para el resto de moléculas, nuestros

resultados se mantienen dentro de los rangos observados por otros autores. (Tabla 11).

Tabla 11. Comparacion de nuestros resultados en Idgrima con otros estudios. Datos expresados en porcentaje: media
+ desviacion estdndar de la media. IgA=inmunoglobulina A, Ige=inmunoglobulina E, MMP-9= metaloproteinasa de
matriz 9, TGF= Factor de crecimiento transformante, IL=interleucina, MCP-1= proteina quimiotdctica de monocitos,
TSLP=linfopoyetina estromal timica, IFN=interferén, TNF= Factor de necrosis tumoral. CAE=conjuntivitis alérgica

estacional, CAP=conjuntivitis alérgica perenne CA=conjuntivitis alérgica, DA=dermatitis atdpica, QCV=
queratoconjuntivitis vernal, OS=ojo seco, Cat=catarata, QC=queratocono, Uv=uveitis, NE=no encontrado.

CAE CAP Otros autores Ref.

Eotaxina | 6,67 £4,26 pg/mL 22,21 + 50,73 pg/mL CAE: 852 +218 pg/mL (179)

IFN - vy 15,31 £ 19,19 pg/mL 44,44 + 62,53 pg/mL CA: 101 + 137 pg/mL (125)

IgA 63,88 £+ 54,2 ng/mL 39,88 + 40,23 ng/mL DA: 896,3 +316,6 ug/ml (128)
QCV:322,2 + 45,7 ng/ml

IgE 134,51 £ 107,47 ng/mL  191,8 £ 163,11 ng/mL CAE: 194,7 + 21,7 ng/ml (130)
CAP: 134,8 + 23,1 ng/ml

IL-1p 1,61 £2,71 pg/mL 11,05 + 25,42 pg/mL QCV: 15+ 37 pg/mL (131)

IL-2 9,22 +£9,32 pg/mL 23,67 + 41,79 pg/mL CA: 75,7+ 122 pg/mL (125)

IL-4 250,77 + 349,6 pg/mL 640,06 + 994,8 pg/mL 0OS: 420 + 70,90 pg/mL (132)

CA: 73,9+ 57,2 pg/mL (125)
QCV: 10,88 + 1,82 pg/mL

IL-5 12,39 + 11,05 pg/mL 26,87 + 31,27 pg/mL CAE: 5,10 £ 1.33 pg/mL (133)
CAP: 2,43 £ 1,28 pg/mL

IL-6 11,68 £ 15,58 pg/mL 29,75 + 38,28 pg/mL QCV:42 £ 113 pg/mL (131)

IL-8 71,31 +£ 105,56 pg/mL 84,17 + 132,18 pg/mL OS: de 122,32 a 344,90 pg/mL (180)

IL-9 2,64 £ 2,24 pg/mL 4,1+ 5,12 pg/mL QCV: 102,8 + 8 pg/mL (181)

IL-10 10,52 + 14,98 pg/mL 33,02 £ 50,69 pg/mL 0S: de 2,98 £37,6 a 67,5 pg/mL | (182,183)

IL-12p40 | 4,17 + 10,32 pg/mL 19,79 £ 42,61 pg/mL OS: de 10 a 25 pg/mL (184)

IL-12p70 | 25,91 + 38,73 pg/mL 71,53 £ 109,77 pg/mL Cat: de 27,9 a 64,0 pg/mL (135)
QCV: 34,28 £ 8,42 pg/mL

IL-13 37,18 + 38,32 pg/mL 71,93 £ 95,22 pg/mL CAE: 23,77 £ 6,29 pg/mL (133)
CAP: 17,67 £4,28 pg/mL

IL-17A 3,24 £ 10,48 pg/mL 12,78 £26,55 pg/mL Cat: de 12,0 a2 22,3 pg/mL (135)

IL-17E 8,38 + 5,32 pg/mL 18,36 25,14 pg/mL 0S: de 0 a 50 pg/mL (185)

IL-17F 58,32 £ 65,25 pg/mL 113,64 + 142,93 pg/mL QC: 1047 + 209 pg/mL (136)

IL-21 24,61 £ 40,94 pg/mL 67,55 +107,11 pg/mL OS: 14,2 £ 4,6 pg/mL (137)

1L-22 54,21 £99,14 pg/mL 147,21 + 262,62 pg/mL 0OS: de 8 a 23 pg/mL (138)

MCP-1 362,39 + 303,33 pg/mL 308,12 + 310,65 pg/mL 0OS: de 347,60 a 609,14 pg/mL | (180,183)

OS: de 2,43 a 381,24 + 142,83 ng/mL (186)

MMP-9 |9,26+21,91 ng/mL 4,27 £ 11,37 ng/mL DA: 132,33 pg/mL (139)

QCV: 253 £ 186 ng/mL (85)

RANTES | 54,52 + 56,35 pg/mL 118,66 + 130,17 pg/mL OS: de 42,2 a 456,12 + 92,82 pg/mL | (180,183)

TGF-1 | 8,57 + 1,26 pg/mL 8,54+ 0,72 pg/mL QCV: 19 + 70 pg/mL (131)

TGF-p2 | 6430,5+2995,12 pg/mL 5548,88 + 3480,88 pg/mL Uv: 64884.06 + 3461.27 pg/mL (141)
TGF-3 |9,92 + 5,65 pg/mL 8,83 + 1,37 pg/mL NE

TNF-a 6,64 £ 10,22 pg/mL 20,57 £29,74 pg/mL QCV:35+103 pg/mL (131)
QCV: 4891 + 7,45 pg/mL

TSLP 27,72 + 17,68 pg/mL 38,01 + 16,43 pg/mL CAP: 21,56 + 2,72 pg/mL (133)
CAE: 24,63 + 2,43 pg/mL
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Debemos tener en cuenta que la metodologia utilizada para el andlisis de moléculas
lacrimales varia de un estudio a otro. Aunque la gran mayoria de ensayos utilizaron un
analizador Luminex, factores como la severidad y sintomatologia, el tipo de patologia, o

el método de extraccion de la lagrima influye mucho en la composicion de la lagrima.

Por ejemplo, la recogida de lagrima mediante capilaridad causa mucha menos
irritacion que las tiras Schirmer; la severidad y sintomatologia de una queratoconjuntivitis
vernal generalmente va a ser mayor que una conjuntivitis alérgica; un sindrome de ojo

seco etiologicamente difiere mucho de una uveitis, una catarata o una conjuntivitis.

No obstante, a pesar de que a lagrima es un fluido muy sensible a cualquier cambio o
estimulo, se han podido encontrar estudios con valores muy similares a los nuestros y
unas diferencias entre grupo de estudio que se asemeja en gran medida con lo que hemos

encontrado.

3. La contribucion de la microbiota a la conjuntivitis alérgica

Nuestros datos demuestran que la microbiota ocular del paciente con conjuntivitis
alérgica tiene unas caracteristicas especiales. Hemos podido observar que en conjuntivitis
alérgicas perennes las colonias de bacterias y hongos presentan proporciones variables en
comparacion con los grupos de CAE y de control. Resulta interesante recalcar que el
ADN de las especies Kocuria, P. acnes y Malassezia se detectd en todas las muestras del

grupo CAP, pero no en los otros dos grupos.

Es importante afiadir que las muestras de microbiota se recogieron durante los meses
de primavera y verano del 2018 y 2019, y que las fechas de recogida fueron revisadas
para descartar que las diferencias observadas entre grupos estuvieran afectadas por la

estacionalidad o el afo de extraccion.

Numerosos estudios han demostrado una estrecha relacion entre la disbiosis y el
desarrollo de la enfermedad alérgica en diferentes zonas anatémicas (91). En particular,
varios estudios han relacionado las enfermedades de la piel, como la psoriasis y la
dermatitis atopica, con la abundancia de determinadas especies fungicas y bacterianas,

como Kocuria y Malassezia. (187-189)

Ademas, se sabe que existe una co-regulacion cruzada entre los linfocitos de la mucosa

y la microbiota comensal en diversas enfermedades inflamatorias. Por ejemplo, la
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microbiota comensal desempefia un papel importante en la regulacion de las células NKT
en los pulmones e intestino (49). Otros estudios han demostrado que la microbiota
también es capaz de regular el balance Th17/Treg en la lamina propria de la mucosa

intestinal, afectando al desarrollo de la enfermedad inflamatoria. (88)

Analizando los hallazgos obtenidos en conjuntiva, lagrima y microbiota, todo parece
apuntar a que la sobrecolonizacién de la mucosa por especies bacterianas y fungicas
especificas produce un desequilibrio en la homeostasis de la superficie ocular y, en
consecuencia, una respuesta inflamatoria mas pronunciada. Un ejemplo de esto se ve
claramente en la conjuntivitis alérgica perenne, donde existe una sobrepoblacion de las
especies Kocuria, P. acnes y Malassezia. De hecho, este crecimiento podria estar
relacionado con la polarizacion de las células T helper a Th2 y de las células T CD8 a
NKT, resultando en una mayor produccion de citocinas de tipo Th2 y Th17; y con la
reduccion de linfocitos TCRyd y MAIT en CAP. Sin embargo, atin no sabemos cual es
causa y cudl el efecto. Si estos cambios en las poblaciones linfoides, que podrian ser
fisiolégicos, permiten la colonizacion de otras especies microbianas, o esta

sobrepoblacion microbiana es la razén de estos cambios celulares.

Ademas, desconocemos el origen de estas especies "invasoras". Las colonias
observadas en CAP (Kocuria, Malassezia y P. acnes) son especies que se encuentran
comunmente en las membranas mucosas humanas y en la piel, pero también pueden
localizarse en suelos, en la piel de los animales o en el medio ambiente. (102,190) Por
ello, proponemos dos posibles teorias sobre el origen de esta invasion: una endégena

y otra exdégena.

Diferentes estudios han demostrado que estas especies estdn relacionadas con
enfermedades de la piel como la dermatitis, (95,96) donde se ha encontrado una
sobrecolonizacion de estas, especialmente en zonas donde hay numerosas glandulas
sebaceas (como ocurre en los parpados). (97,191) Dentro de los grupos alérgicos, un
nimero considerable de sujetos refirid haber sufrido dermatitis en algin momento de su
vida, por lo que es razonable pensar que siguieran teniendo trastornos cutdneos activos o
blefaritis, haciendo de la superficie ocular un lugar apropiado para la migracion y

expansion de estas especies.

La otra teoria, menos probable en nuestra opinion, es la existencia de una cierta

estacionalidad. Estas colonias, en particular las especies de kocuria, podrian encontrarse
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en el entorno durante los periodos de siega o de alta concentracion de polen. Pero en ese
caso, si la teoria fuese cierta, hubiéramos encontrado estas especies también en el resto
de los grupos estudiados. Por lo tanto, es posible que en los grupos control y CAE, en los
que los valores de MAIT y TCRyd no estaban disminuidos, las especies invasoras fuesen

eliminadas mientras que el déficit de estos linfocitos en CAP permiti6 la disbiosis.

Parece claro que existe un perfil microbiano diferente y distintivo de la conjuntivitis
alérgica perenne, que podria desempefiar un papel importante en el desarrollo de la
alergia, su prevalencia y su sintomatologia. Sin embargo, es necesario seguir investigando
para responder a todas las preguntas que surgen. Por ejemplo, tomar muestras de
microbiota ocular en diferentes estaciones para confirmar la ausencia de estacionalidad,
mientras se realiza un estudio microbioldgico del entorno; o tomar muestras de microbiota
en otras zonas anatomicas del paciente en busca de un perfil similar; o el estudio de la
infiltracion de neutréfilos en conjuntiva y su posible papel en la regulacion de la

microbiota ocular.

En resumen, encontramos varias diferencias interesantes en los grupos de conjuntivitis
alérgica, especialmente en CAP. Si tenemos en cuenta que los pacientes con CAE estan
en una fase post-alérgica o de recuperacion y que los pacientes con CAP estan en una fase
avanzada de la respuesta alérgica, los resultados parecen alin més interesantes y cobran
mas sentido. Siguiendo esta hipdtesis, en condiciones normales encontrariamos altos
niveles de células Th1, MAIT y TCRy9, junto con otras células innatas, siendo éstas las
encargadas de iniciar la respuesta proinflamatoria. A medida que esta respuesta madura,
las células innatas se van reduciendo, permitiendo el crecimiento de las células mas
especializadas como Th2 y NKT vy la liberacion de grandes cantidades de citocinas en
lagrima. Cuando el alérgeno es eliminado por completo, el estimulo alérgico cesa y la
superficie ocular entra en fase de recuperacion. Esta fase, como hemos observado en
CAE, se caracteriza por un aumento de las células Th17 y Th22, IgA y MMP-9, mientras
que las proporciones de células NKT, MAIT y TCRys, IgE y TGF-B2 vuelven
gradualmente a los niveles basales. Los linfocitos Th17 y Th22 y la MMP-9 son los
responsables de la regeneracion epitelial y, junto con la IgA, seran los que promuevan el

retorno a la homeostasis de la mucosa.

En las Figuras 59 y 60 discutimos las 2 fases (fase inflamatoria y fase de

recuperacion) por las que pasaria el proceso inflamatorio, con sus distintas subfases:
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1. Contacto con el alérgeno-APC; 2. Diferenciacion celular; 3. Migracion al epitelio y
liberacién de citocinas proinflamatorias; 4. Punto de inflexiéon y cambio de la fase
inflamatoria a fase de recuperacion; 5. Segunda diferenciacién a un fenotipo mas

regulador; 6. Recuperacion de la homeostasis, funcion celular y niveles basales.
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ASE INFLAMATORI/

Capa acuosa
de la lagrima

Epitelio
Conjuntival

Lamina propria

Figura 59. Teoria de las fases del proceso alérgico por las que pasa la conjuntiva. FASE INFLAMATORIA: que comienza con la erosion del
epitelio y la captacion de los alérgenos por parte de las células presentadoras de antigeno (1), pasando por la diferenciacién de los linfocitos
thathlyth2 (2)y la migracion de éstas al epitelio y liberacion de citocinas a la ldgrima (3).
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FASE DE RECUPERACION

Capa acuosa
de la lagrima

Epitelio
Conjuntival

Lamina propria

NOISNDSIa

Figura 60. Teoria de las fases del proceso alérgico por las que pasa la conjuntiva. FASE DE RECUPERACION: que comienza con la inhibicidn
dethlyth2(4)yel can el cambio de fenotipo th hacia th17 y th22 (5), y finalizando con la liberacién de moléculas activadoras y requladoras

del proceso de cicatrizacién y la homeostasis (6).
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4. Un modelo representativo del proceso alérgico en la superficie ocular.

Si relacionamos todas las ideas planteadas anteriormente podemos recrear, de un modo
general, como serian los distintos procesos bioldgicos que ocurren en la superficie ocular
durante un periodo de estimulo alérgico, tal y como se muestra en la Figura 61. En una
conjuntiva sana, donde los niveles de células MAIT intraepiteliales son normales, se lleva
a cabo un intercambio constante de metabolitos entre la microbiota comensal y las
diferentes cé¢lulas del huésped, tanto estructurales (células epiteliales, por ejemplo) como
inmunitarias. Cuando se produce un desequilibrio en las proporciones de las especies que
componen la microbiota, la comunicacion entre ésta y sistema inmunitario se intensifica,
produciéndose un mayor niumero de sefales bioquimicas y resultando en una mayor
produccion de IgA por parte de las células plasmaticas. Esta respuesta del sistema
inmunitario es capaz de mantener una diversidad controlada de la microbiota y

devolver a la superficie ocular a un estado de homeostasis. (A)

Cuando uno de los eslabones de este proceso de mantenimiento del equilibrio falla
puede llegar a producirse un sobrecrecimiento de bacterias y hongos no simbioticas.
Sabemos que uno de los principales mediadores de la comunicacion entre microbiota y el
sistema inmunitario son las células MAIT. Esta poblacion linfoide se ha encontrado
significativamente reducida en casos de conjuntivitis alérgicas perennes, donde hemos

podido observar que presentaban una mayor diversidad en la microbiota comensal. (B)

Por otro lado, cuando un alergeno llega a la superficie ocular de un individuo sano, no
se producira una sobreactivacion del sistema inmunitario ni un proceso inflamatorio. En
cambio, en una conjuntiva alérgica, el alergeno sera tratado como un agente
potencialmente nocivo, produciendo una hiperreactividad y sobreactivacion del sistema
inmunitario. Esto provocara que la superficie ocular, inflamada, sea mas propensa a sufrir
lesiones, facilitando la entrada en masa del alérgeno y otros microorganismos. Las
lesiones epiteliales ocasionardn la liberacion de una cascada de citocinas

quimioatrayentes originadas por las células lesionadas y proximales. (C)

Citocinas como MCP-1, eotaxina, GM-CSF, IL-8, RANTES o TSLP son liberadas
hacia la matriz extracelular, originando la quimiotaxis, proliferacion e infiltracion
epitelial de las células del sistema inmunitario hacia la zona afectada. De este modo la

union del alergeno a las células presentadoras de antigeno se realiza de un modo mas
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rapido y eficaz, lo que permite que los linfocitos puedan comenzar el proceso de

diferenciacion celular a través de 2 vias:

1. Por un lado, en los foliculos linfoides. Los linfocitos T foliculares activados por
una célula presentadora de antigeno (APC) iniciaran la diferenciacién de los
linfocitos B foliculares a células plasmaticas productoras de Ig. La IgE producida
por estas cé€lulas se unira a la superficie de los mastocitos, produciendo la
liberacion de grandes cantidades de histamina, aumentando la permeabilidad de
los vasos sanguineos y permitiendo la entrada de mas células del sistema
inmunitario (como los linfocitos NKT) hacia la 1amina propria. (D)

2. Por otro lado, a través del sistema circulatorio sanguineo y linfatico, los linfocitos
T CD4+ se diferenciaran en Th1, Th2, Th17, Th22 y Treg. En una primera fase
proinflamatoria (E) predominara el fenotipo Th2, encargado de favorecer la
proliferacion de los eosindfilos y de aumentar la productividad de mucus por parte

de las células caliciformes. (F)

Por lo tanto, durante esta fase vamos a encontrar una mayor proporcion de linfocitos
NKT, Th2 y linfocitos B productores de IgE, resultando en una mayor concentracion

en lagrima de citocinas como IL-4, IL-5, IL-13, IL-17, IL-21 e IL-22; e IgE. (G)

Finalmente, una vez el alérgeno se va eliminando de la superficie ocular, la respuesta
inflamatoria va disminuyendo paulatinamente y la superficie ocular pasa a una fase de
recuperacion (H). La polarizacion de los linfocitos T CD4 hacia el fenotipo Thl y Th2
va decreciendo para diferenciarse a linfocitos con una mayor capacidad reguladora: Treg,
Th17y Th22. Las Treg inhiben la accion de los linfocitos Th1, Th2, macrofagos y células
dendriticas, mientras que Th17 y Th22 junto con las células MAIT se encargan de
promover la reparacion de los tejidos. En esta fase se lleva a cabo la degradacion de la
matriz extracelular y se inicia el proceso de cicatrizacion fomentado, en parte, por la
liberacion de MMP-9 por parte de los macrofagos, neutrdfilos, células epiteliales y

fibroblastos, entre otras. (I)

Por ultimo, la IgA en lagrima y células MAIT van recuperando sus niveles basales y
regulando la diversidad la microbiota comensal, regresando a un estado de

homeostasis. (J)
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Immune system of the ocular conjunctiva: a histological overview
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Figura 61. Esquema global de como seria el proceso inflamatorio en la conjuntiva y el papel que desempefia cada estructura celular y molecular.




5. POSIBLES LIMITACIONES Y VISTAS AL FUTURO

Este estudio abre la puerta a nuevas investigaciones e introducir nuevas estrategias
terapéuticas y diagnésticas para la conjuntivitis alérgica y aclara quiénes son los
principales actores que intervienen en el proceso inflamatorio alérgico. No obstante, es
necesario proseguir con nuestras investigaciones en esta direccion para resolver las dudas
que han ido surgiendo durante este estudio. Por ejemplo, en futuras investigaciones seria
interesante analizar las proporciones de otras células del sistema inmunitario como los

monocitos y granulocitos conjuntivales.

También seria muy interesante seguir investigando la microbiota ocular: 1) Recoger
muestras en diferentes estaciones del afo y ver si existen diferencias cuando analizamos
la microbiota en momentos de altas concentraciones de polen o gran sintomatologia; y en
momentos de reposo inmunolédgico; 2) Tomar muestras de microbiota en diferentes zonas
anatoémicas, como la piel u otras mucosas cercanas al ojo para observar si existe cierta
invasion/migracion de las especies microbianas; o 3) Hacer un estudio del microbioma
de los suelos (ya sean de cultivo o no) y del aire en €pocas de siega y en épocas frias,

tendria un gran interés cientifico.

Controlar en la mayor medida posible factores como el uso de lentillas, la presencia
de animales en el hogar, antecedentes de dermatitis, blefaritis u otras enfermedades de la

piel, seria de vital importancia para futuras investigaciones.

A modo de autocritica, debemos ser conscientes de que quizds existan técnicas
analiticas mas comunes. Por ejemplo, una de las cuestiones que nos indicaban los
revisores del articulo cientifico era: ;por qué usabamos marcadores de membrana para
analizar el fenotipo de los linfocitos Th y no mediamos las citocinas intracelulares? Desde
un inicio, el estudio se confeccion6 para que el andlisis de marcadores de membrana fuese
el método para diferenciar las subpoblaciones linfoides mediante citometria de flujo.
Eramos conscientes de que la citologia por cepillado comprometia la viabilidad de las
células. Por esta razon, era inviable permeabilizar las células para hacer este tipo de

técnicas.

Por otro lado, el citometro de flujo que se utilizo, actualmente, estd obsoleto y
descatalogado. A pesar de haber hecho verdaderas virguerias con ¢l y haber resultado de
gran ayuda, con un citometro de flujo més moderno podriamos haber analizado un mayor

numero de marcadores de membrana en un mismo tubo de muestra. De este modo, no

7
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hubiéramos necesitado dividir la muestra en 5 tubos, evitando al maximo cualquier

problema de escasez de células.

Como punto a nuestro favor, incluir el andlisis de la microbiota a esta investigacion ha
resultado ser una decision totalmente acertada, ya que hemos podido comprobar que la
microbiota ocular tiene una gran importancia en el proceso alérgico y es de gran interés

para la comunidad cientifica.
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CONCLUSIONES

1. Por medio de la citometria de flujo hemos sido capaces de realizar una
caracterizacion detallada de la conjuntiva tarsal superior, encontrando solidas
diferencias entre los grupos control y de alergia. Se han observado diferencias y
similitudes entre el fenotipo linfoide regional y el circulante, confirmando la
existencia de correlacion entre ambos tejidos para algunas de las poblaciones

linfoides.

2. Mediante la tecnologia Luminex hemos sido capaces de calcular las
concentraciones de los principales factores solubles de la ldgrima, encontrando
diferencias significativas para la gran mayoria de citocinas al comparar entre el
grupo control y grupos de alergia. Por otro lado, hemos encontrado que las
concentraciones de los principales factores solubles involucradas en el proceso
inflamatorio en plasma poco tienen que ver con las observadas en lagrima. Por lo

tanto, podemos afirmar que no existe correlacion entre ambos tejidos.

3. Por medio de la secuenciacion masiva hemos sido capaces de caracterizar la
microbiota ocular, observando una clara disbiosis bacteriana y fingica en el grupo

de conjuntivitis alérgica perennes.

4. Se ha encontrado un posible biomarcador diferencial de la conjuntivitis alérgica
perenne que incluiria la combinacion de las siguientes condiciones:

1. Unmayor numero de células Th2 frente a Th1, combinado con un aumento
de las células NKT y una disminucion de las células TCRyd+ y MAIT, en
la conjuntiva.

2. Altas concentraciones de IgE y citocinas de perfil Th2 o Th17, junto con
bajas concentraciones de TGF-f2 en lagrima.

3. Una sobrepoblacion de especies de Kocuria, P. acnes o Malassezia en la

microbiota ocular.
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CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS:
BIOMARCADORES INFLAMATORIOS PARA EL
DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y SEGUIMIENTO DE
LA CONJUNTIVITIS ALERGICA

Patologia:
Queratoconjuntivitis vernal Sujeto Control: D
Queratoconjuntivitis atopica

Conjuntivitis alérgica |:| Diagnosticado (Prick test)

OO0

O Dlermataphagoides pteronyssins O Soja O Lolivm perenne O  Aspergillus fumigatus
O lermatgphagoides farinae O Avellana O Phleum pratense O Alternaria alternata
O Gata O Gambas O Poa pratensis O Anisakis
O Perro O Kiwi O Abeja (veneno) O Betula verrucosa
O Clara de huevo O Melocotdn O Avispa (veneno) O 0lea europea
O Leche de vaca O Lentejas O Cucaracha O Ambrosia artemisiifolia
O Bacalao O Garbanzos O Latex O Artemisa vulgaris
O Trign O Jactylis glomerata O Liadasporium herbarum O Parietaria judaica
O Cacahuete O Otros:

Ne muestra:

Paciente: N2 historia:

Edad:

Sexo: OV OM Raza:

Fecha de recogida: Lugar de recogida:

Ojo: 001 O0OD
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eioba

Ofaimobioiogia Apbada

EVALUACION DEL PACIENTE. ANAMNESIS

Habitos de vida (tache lo que proceda):

1. ¢A qué tipo de poblacién pertenece? D Rural |:| Urbana D Semiurbano

2. ¢Consume usted alcohol?
|:| Nunca |:| Una vez por semana D 2-4 veces por semana D 5 6 mds veces por semana

3. éFuma usted? D Si |:| No

4, éConsume usted estupefacientes?

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

5. éRealiza usted actividad fisica?

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

En caso afirmativo, dénde préctica la actividad fisica:|:| Aire libre |:| Reciento cerrado

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

6. Cuales de las siguientes comidas realiza:
|:| Desayuno |:| Tentempie D Almuerzo |:| Merienda D Cena |:| Otras
7. ¢Cuantas horas duerme al dia?

|:| Menos de 8 horas D Entre 8 y 10 horas |:| Mas de 10 horas

8. ¢Toma usted suplementos nutricionales?:

|:| Si. Indique cual/es: [l No

Salud general {tache lo que proceda):

1. ¢{Padece alguna alergia medicamentosa? D s |:| NO
éCual?
2, ¢Padece alguna alergia a alimentos? |:| s D NO
éCual?
3. ¢Tiene o ha padecido alguna de las siguientes sintomas/patologias/tratamientos?:
1 Asma, [ Esclerodermia,
[ Bronquitis, O Calitis ulcerasa,
O Rinitis, O Enfermedad de Crohn,
[ Dermatitis atdpica, [ Neoplasias hematuoldgicas,
[ Artritis, O Trasplantes,
[ Enf. de Behget u otra vasculitis, O Transfusidn,
[ Tuberculosis, [ Duimioterapia,
[ Sarcoidosis, [ Radioterapia
O Lupus, [ Embarazo
[ Amiloidosis, [ Menopausia
[ Enfermedades del coldgeno, [ Patologia autoinmune
[ Sindrome de Sjiigren,

4, {Alguna de las anteriores esta activa en el momento actual? Especifique cual,

Pégina 2de 6
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Historia Oftalmoldgica:

Antihistaminicos

AINEs

Corticoides

Ciclosporing A

Antibigticos

Antiglaucomatosos

Estahbilizadores de membranas celulares

Inmunomoduladores

Otros

Biomarcadores inflamatorios para el diagnéstico diferencial y seguimiento de la conjuntivitis alérgica - AES

feioba

Ofaimobioiogia Apbada

5. ¢Tiene o ha padecido algtn cuadro inflamatorio agudo de origen no-alérgico en las dos semanas

previas?

O Infeccién de ofdo, O Infeccién de vias respiratorias, O Sinusitis, [J Gastroenteritis aguda, [ Otra

6. ¢{Toma normalmente o esta tomando alguna medicacion sistémica? (incluyendo los tres Ultimos

meses)
(] s [] no
o JCudl?

e iParaqué?
e iDesde cudndo?

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

Djo seco
Uveitis
Dueratitis infeccinsa

Conjuntivitis

oD
a
a
O
a

o]

¢Hace cuanto tiempo?

[ R

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

Especifique cudl

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

[]si  []no

Especifique cudl

4. (Esta con algun tratamiento tépico ocular? {en los tres tltimos meses).

sl

O00OO0O0OoO0ooOooaQ

5. éUsa lagrimas artificiales?

éCudntas veces al dia?

NO

[ I s s o O o o B |

éA qué hora se ha puesto la tltima gota?

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

7. éCudnto tiempo al dia utilizd las lentillas en |a dGltima semana?

Nombre y dosis

¢éHace cuanto tiempo?

[ Duras.

|:|0 horas |:| 0-5 horas |:| 5-10 horas |:| Mas de 10 horas

Pagina 3 de6

CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS




5

C(’

s

F

Test OSDI-Ojo Seco

I

Biomarcadores inflamatorios para el diagnéstico diferencial y seguimiento de la conjuntivitis alérgica - AES

fioba

area e
ia Apicada

El Test OSDI focular surface disease index) es un test sencillo creado para establecer ung gravedad y
clasificacion del ojo seco segtin su sintomatologia. Conteste a las siguientes prequntas marcando la
casilla que mejor represente su respuesta:

A. {Ha experimentado alguna de las siguientes alteraciones durante la tltima semana?

FRECUENCIA
En todo Casi en El Casi en En
momento todo 50% ningtin ningdn
momento del momento | momento
tiempo
1. Sensibilidad a la luz 4 3 2 1 0
2.Sensacién de arenilla en los ojos 4 3 2 1 0
3.Dolor de ojos 4 3 2 1 0
4.Vision borrosa 4 3 2 1 0
5.Mala vision 4 3 2 1 0

B. ¢Ha tenido problemas en los ojos que le han limitado o impedido realizar alguna de las
siguientes acciones durante la dltima semana?

FRECUENCIA
En todo Casi en El 50% Casi en En ningln No Se
momento todo del ningdn momento
momento tiempo momento

6.Leer 4 3 2 1 Q0 X
7.Conducir de noche 4 3 2 1 o] X
8.'_I'|_'abaJar con un orden?d_or o 4 3 5 1 0 %
utilizar un cajero automatico

9.Ver la television 4 3 2 1 0 X

C. éHa sentido incomodidad en los ojos en alguna de las siguientes situaciones durante

la dltima semana?

FRECUENCIA
En todo Casi en El 50% Casi en En No Se
momento todo del ning(n ningln
momento tiempo momento | momento

10.Viento 3 2 1 0 X
11.Lugares con baja humedad 3 5 1 0 x
{muy secos)

12. Zonas con aire 3 2 1 0 X
acondicionado

Puntuacion total OSDI:

(suma puntuacion A+B+C) x 25

n?respuestas contestadas sin incluir NS/NC o

*Valores normales: puntuacion de 13 o menor

Pagina 4de 6
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W o
e

TOMA DE MUESTRA

Oftalmélogo/éptico:
1. RECOGIDA DE LAGRIMA

LAGRIMA (2 capilares = 4pL de cada ojo) E:EE: z :2: jilr:rfgﬁ;?:

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

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

OGRADO 0 OGRADO 1 LIGRADO 2 LIGRADO 3 COGRADO 4

4. EVALUACION DE TINCION CON FLUORESCEINA: |:| Cornea |:| Conjuntiva
{seglin Escala de Oxford)

PANEL GRADO CRITERIO
A 7

0 Tincién igual o menor que A

Tincion mayor que Ay menor o igual que B

AYAYA
e

1] Tincidn mayor que By menor o igual que C

1l Tincion mayor que Cy menor o igual gque D

o

[\ Tincidn mayor que Dy menor o igual que E

>E Vv Tincidon mayor que E

5. EVALUACION DE TINCIGN CON ROSA DE BENGALA: (segun Escala de van Bijsterveld)

GRADUACION DE VAN BISTERVELD

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

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

Puntuacion global = A+B+C=
Valore el punteado utilizando la escalade 0 a 3:
0 = Sin puntos coloreados
1 = Presencia de algunos puntos 5 =Coloreado total

2 = Zonas coloreadas bien definidas

Pagina 5de6
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6. - LAVADO CON SUERO -

7. ANESTESIA TOPICA

8. TEST SCHIRMER: mm/5min

9. BRUSH

*Valores normales a partir de 5mm

- Fecha y hora de recogida:

BRUSH (zona tarsal superior)

- Fecha y hora del analisis:

10. EXTRACCION DE SANGRE;

- Fecha y hora de recogida:
SANGRE

- Fecha y hora del andlisis:

Enfermero:

El paciente cumple cen los criterios de inclusion (Test OSDI + 3 de 4 pruebas de superficie ocular):

[ st [ ]no

Firma el consentimiento informado: |:| S| |:| NO
Fecha:

. . . o - Pegioba
Biomarcadores inflamatorios para el diagnéstico diferencial y seguimiento de la conjuntivitis alérgica - AES [ o

Ofaimobioiogia Apbada

PARAMETROS DE NORMALIDAD:

Puntuacion Test OSDI menor o igual que: 13

Evaluacidn con fluoresceina: Grado menor o igual que: 1o 1l
Evaluacion con Rosa de Bengala: Puntuacion menor que: 4
TBUT mavyor ¢ igual que: 10seg

SCHIRMER mayor o igual que: 5mm

e wNRe

INCLUSION: Normalidad en OSDI positivo y 3 de 4 pruebas de superficie ocular.
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FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

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

N° de estudio: PI-14-213
Coordinad . Dra. Carmen Martin Alonso (Tf. 983 186399); Dr. Alfredo Corell Almuzara (Tf.
oordinadores: 083423187)

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

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

Centro:

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

Este formulario de consentimiento describe el estudio y su papel (de Vd. o su hijo/a) en él. El investigador respondera
todas las preguntas que tenga referentes al estudio y sus procedimientos. Por favor, lea atentamente este formulario v
realice todas las preguntas que tenga sobre la informacion que contiene.

Objetivo del estudio

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

Participacion voluntaria

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

Descripcion general del estudio. Procedimiento.

Para este procedimiento NO se le administrard tratamiento extraordinario alguno. Si acepta la participacidén (Vd. o su
hijo/a) mediante la firma de este documento, se le recogera lagrima. Para la toma de lagrima se utilizaran capilares de 5
pl {(glass capillary micropippetes, Drummond, REF DRUMI1-000-0040, 5 pl, 32 mm; VWR 53440-067), que se
colocaran en el canto externo de un Unico ojo. A continuacion, se realizara una Unica extraccion de células de
conjuntiva. Previa anestesia topica (0,04% Oxybuprocaine), se procedera a la rotacion suave del cepillo (Cytobrush®
plus GT, Medscand Medical, Sweden) sobre la conjuntiva tarsal superior, la misma zona que su médico evalua
rutinariamente en la consulta. Esta maniobra se repetira en 3 ocasiones mas, siempre realizandolo en el mismo sitio y
con el mismo medio. Se le extraera un maximo de 10mL de sangre periférica (1 tubo EDTA K3, 1 tubo de Heparina de
Sodio)

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

Manejo de las muestras

Las muestras obtenidas no se etiquetaran con 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 v almacenadas hasta su
posterior analisis en el laboratorio.

Confidencialidad
El tratamiento, la comunicacidén y la cesidén 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
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acuerdo a lo que establece la legislacion mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso, modificacion,
oposicidn y cancelacion de datos, para lo cual debera dirigirse a su médico del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estardn identificados mediante un codigo vy solo su médico del
estudio/colaboradores podran relacionar dichos datos con usted y con su historia climca. Por lo tanto, su identidad (de
Vd. o su hijo/a) 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
informacién que le pueda identificar directamente, como nombre v apellidos, iniciales, direccion, n® de la seguridad
social, ete. En el caso de que se produzea esta cesion, sera para los mismos fines del estudio descrito y garantizando la
confidencialidad como minimo con el nivel de proteccidn de la legislacidn vigente en nuestro pais.

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

En ninguno de los informes del programa aparecera su nombre (de Vd. o su hijo/a). Cualquier informacion de cardcter
personal que pueda ser identificable sera conservada y procesada por medios informaticos bajo condiciones de
seguridad (en un fichero registrado en la ANPD), con el propdsito de determinar los resultados del estudio. Toda la
informacidn, incluido el mantenimiento de su anonimato, se tratard conforme a la legislacién vigente. Su nombre no
figurara en ningin 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 v cancelacion. Si asi lo desea, debera solicitarlo al responsable o responsables del
programa. Asimismo, en cumplimiento del RD1716/2011, le informamos de que los posibles excedentes de las
muestras que Vd. o su hijo/a. cede, seran destruidos en el plazo de 2 meses tras finalizar el estudio.

Otra informacion relevante

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

S1 usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningun dato nuevo sera afiadido a la base de
datos y, puede exigir la destruccion 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.

Riesgos
El cepillado conjuntival puede provocar alguna molestia o alguna irritacion leve local también transitoria. La extraccion
de sangre periférica puede provocar algunas molestias, ansiedad transitoria o un hematoma o una hemorragia leves
locales. No obstante, la cantidad de sangre extraida no causara ninguna otra molestia ni anemia, ni serd perjudicial para
su salud.
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DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Titulo del Estudio: BIOMARCADORES  INFLAMATORIOS PARA EL  DIAGNOSTICO

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

PI-14-213

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

Centro: DPTO. PEDIATRIA E INMUNOLOGIA, OBSTETRICIA Y

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

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

Al firmar abajo, yo declaro que:

1) He leido, 0 me han leido, y entiendo completamente el contenido del formulario de informacidén adjunto,
Version 2 Final de 28 de Mayo de 2015.

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

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

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

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

OBSTETRICIA Y GINECOLOGIA, NUTRICION Y BROMATOLOGIA, PSIQUIATRIA E HISTORIA

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

Valladolid; Instituto Universitario de Oftalmologia Aplicada — Paseo de Belén17 — 47011 - Valladolid,

Numero de Teléfono : 983 184 750/4755; me ha explicado la informacién para el paciente v el formulario de

consentimiento y comprendo lo que implica la investigacion.

4) He comprendido completamente que los representantes del patrocinador, ¢l 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 utilizindola solamente con un
objetivo legitimo para la salud publica.

53) 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 participd en la discusion del CI
Firma Fecha
(Debe ser firmado y fechado por la persona que explico el consentimiento informado)
Iniciales del Paciente Fecha
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COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA
AREA DE SALUD VALLADOLID - ESTE (CEIC-VA-ESTE-HCUV}

Valladolid a 20 de Marzo de 2014

En la reunién del CEIC AREA DE SALUD VALLADOLID - ESTE del 20 de Marzo de 2014, se
procedid a la evaluacidn de los aspectos éticos del siguiente proyecto de investigacion.

A continuacién les sefialo los acuerdos tomados por el CEIC AREA DE SALUD VALLADOLID —
ESTE en relacidn a dicho Proyecto de Investigacion:

PI-13-62 ALTERACIONES DEL COMPARTIMENTO ALLERGAN

EPITELIAL DEL SISTEMA INMUNE DE LA I.P.: CARMEN MARTIN
MUCOSA OCULAR EN ALONSO - MARGARITA
QUERATOCONJUNTIVITIS VERNAL CALONGE CANO

Otros Investigadores en
IOBA:

Dra. Amalia Enriguez de
Salamanca

Dra. Ana Isabel Vallelado
Magnolia T. Cano Sudrez
IOBA

El Comité Etico de Investigacién Clinica del Area Este de Valladolid, en la reunién celebrada
el dia 20 de marzo de 2014, aprueba la siguiente modificacién:

-Se afiaden pacientes atdpicos y alérgicos a la poblacidn del estudio.

Considerando que el Proyecto contempla los Convenios y Normas establecidos en la
legislacidn espafiola en el &mbito de la investigacidn biomédica, la proteccidn de datos de
caracter personal y la bioética, se hace constar el informe favorable y la aceptacién del
Comité Etico de Investigacion Clinica del Area de Salud Valladolid Este para que sea llevado a
efecto dicho Proyecto de Investigacion.

Un cordial saludo.

La firma y datos
personales ha sido
omitidos por la ley

de proteccion de

datos

CEIC Area de Salud Valladolid Este -
Hospital Clinico Universitario de Valladolid
Farmacologia

Facultad de Medicina,

Universidad de Valladolid,

¢/ Ramdn y Cajal 7,47005 valladolid
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Gerencia Regional de Salud

CONFORMIDAD DE LA DIRECCION DEL CENTRO ~* = ““~"-

Gerente de la Gerencia de Atencién Primaria de

Valladolid Este, vista la propuesta sobre el Proyecto de Investigaciéon cuyos datos se
referencian a continuacion:

CODIGO PROMOTOR
CEIC TITULO -
INVESTIGADOR PRINCIPAL/OTROS INVESTIGADORES
QIAFRLAAFI":_"ETOR'OS IP: ALFREDO CORELL ALMUZARA
PI-14213 | DIAGNOSTICO OTROS INVESTIGADORES EN IOBA: M. CARMEN

DIFERENCIAL Y
SEGUIMIENTO DE
CONJUNTIVITIS
ALERGICA

MARTIN ALONSO, ROBERTO REINOSO, JOSE MARIA
HERRERAS CANTALAPIEDRA, ANA VALLELADO.
OTROS INVESTIGADORES: JOSE CARLOS ZARZUELA
VELASCO, ALICIA ARMENTIA, VICTORIA MARQUES,
SOLEDAD RUBIO Y MAGNOLIA CANO.

Teniendo en cuenta la evaluacion favorable realizada por parte del CEIC del Area de
Salud Valladolid Este (Ultima revision favorable de fecha 29 de septiembre de 2016):

Informa favorablemente la realizacion de dicho estudio en la Gerencia de Atencién
Primaria de Valladolid Este.

Lo que firma en Valladolid, a 24 de Marzo de 2017.

EL GERENTE DE LA GERENCIA DE

ATENCIO

RIA DE VAL LID ESTE

La firma y datos personales ha sido
omitidos por la ley de proteccion de

datos

r % Junta de
Al castilla y Leon
Consejeria de Sanidad

APROBACION COMITE ETICO
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