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RESUMEN 

 
RESUMEN 

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

barrera de defensa contra los patógenos en la superficie ocular.  

Las enfermedades alérgicas son uno de los principales motivos de consulta médica, 

donde la prevalencia de la conjuntivitis alérgica se sitúa actualmente en torno al 30-40%. 

Existen varios tipos de conjuntivitis alérgica y todas ellas pueden presentar síntomas 

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 lágrima) 

con el circulante (sangre periférica y plasma); haremos una caracterización 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 último, analizaremos los datos obtenidos para encontrar 

biomarcadores diferenciales que permitan mejorar el diagnóstico 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 venopunción, citología mediante cepillado de la conjuntiva tarsal 

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

Se utilizó la citometría de flujo para analizar el fenotipo linfoide en sangre y conjuntiva, 

los ensayos Xmap para medir la concentración de las distintas citocinas en plasma y lágrima 

y la secuenciación de ADN de alto rendimiento para el análisis de la microbiota ocular. 
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Se utilizaron los siguientes marcadores de membrana para la citometría: CD3, CD4, 

CD5, CD8, CD16, CD19, CD25, CD45, CD45RA, CD45R0, CD56, , CD127, CD183, 

CD194, CD196, CCR10, y TCRγδ; y se analizaron los siguientes factores solubles: Eotaxin, 

IFN-γ, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 (CXCL8), 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-α, MMP-

9, TGF-β1, TGF-β2, TGF-β3, TSLP, IgA e IgE. 

Pudimos observar, en el caso de la conjuntivitis alérgica perenne, un aumento de la 

proporción de linfocitos Th2 y NKT, mientras que disminuían los linfocitos 

CD3+TCRγδ+ 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 proporción de células Th1 disminuía.  

En lagrima, la gran mayoría 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-β2 estaba disminuido en ambas 

formas de conjuntivitis.  

Por último, se observó una colonización fúngica (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 lágrima y microbiota en conjuntivitis alérgicas perennes, principalmente, 

y que hay cierta correlación 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 diagnóstico. 
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1. INTRODUCCIÓN

En este capítulo desglosaremos las diferentes partes implicadas 

en la defensa de la superficie ocular, tanto celular como humoral 

y microbiana. Además, se describirá sucintamente el proceso 

alérgico y la conjuntivitis. 

1. La conjuntiva: Estructura y función

1.1. Tejido linfoide asociado a la conjuntiva 

2. El componente celular de la conjuntiva

2.1. Células estructurales 

2.2. Células del sistema inmunitario 

3. La glándula lacrimal

3.1. La película lacrimal 

3.2. Principales factores solubles 

4. La microbiota comensal

4.1. Microbiota fúngica: principales especies 

4.2. Microbiota bacteriana: principales especies 

5. La inflamación de la conjuntiva y la alergia

5.1. Tipos de conjuntivitis 

5.2. Diagnóstico diferencial de la conjuntivitis 

5.3. Tratamiento y cuidado de la conjuntivitis 



 

 27 
INTRODUCCIÓN 

INTRODUCCIÓN 

1. LA CONJUNTIVA: ESTRUCTURA Y FUNCIÓN 

La conjuntiva es la membrana mucosa que recubre la cara interna de los párpados, 

fórnix 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 fórnix o fondo de saco, que es 

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

La conjuntiva está formada histológicamente 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 más interna). El epitelio de la conjuntiva tiene cierta variabilidad 

dependiendo de la región, siendo columnar en el fórnix y párpados, cuboidal en 

conjuntiva bulbar y escamoso en los bordes palpebrales. Acompañando 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 más adelante. Por otro lado, el estroma está formado por tejido conectivo y 

está separado del epitelio por una lámina basal. El estroma contiene vasos sanguíneos y 

linfáticos, además de colágeno, fibroblastos, leucocitos y otras células (Figura 1B). (2) 

Además, el epitelio de la conjuntiva está 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 están en 

Figura 1. Estructura de la conjuntiva. (A) Partes de la conjuntiva. Imagen extraída del artículo de Enrich Knop "The role 
of eye-associated lymphoid tissue in corneal immune protection".(1) (B) Corte histológico de la conjuntiva. Imagen 
publicada en el artículo "Is the Conjunctiva a Potential Target for Advanced Therapy Medicinal Products?”(192) del 
grupo de superficie Ocular del IOBA. 

A B 
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constante comunicación con su entorno. Cuando éstas reciben un estímulo propio o ajeno 

activan vías de señalización para la liberación de ciertas proteínas que funcionarán como 

señales a otras células. Entre estas proteínas encontramos defensinas y citocinas como IL-

6, TNF-α e IFN-γ que a su vez podrán servir de inductoras para la producción de otro tipo 

de moléculas como quimiocinas, moléculas de adhesión o péptidos antimicrobiales.(3) 

Esta cascada de señalización puede ir intensificándose a medida que se involucra más 

linaje celular, de tal manera que las señales puedan pasar del epitelio al estroma, 

produciendo quimioatracción y la diferenciación de células del sistema inmunitario en 

capas más internas como la lámina propria. 

La lámina propria contiene células derivadas de la médula ósea y diferentes tipos de 

vasos, tanto sanguíneos como linfáticos 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 folículos 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 línea de defensa en muchos tejidos del 

organismo. El MALT engloba a todos los demás tejidos linfoides asociados de la 

anatomía humana, cada uno con características muy similares. Existen, por ejemplo, el 

GALT (Gástrico), el BALT (Bronquial), el NALT (Nasal) o el EALT (Ocular) que 

comprende el CALT (Conjuntival), el LDALT (sistema de Drenaje Lacrimal) y el 

LGALT (Glándula 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 está formado por linfocitos T CD3+, 

de los cuales la gran mayoría son células T CD8+ citotóxicas. En cambio, los folículos 

linfoides se encuentran en la lámina propria y están formados principalmente por 

linfocitos T CD3+ de los cuales la mayoría son CD4+ (linfocitos T cooperadores, en 

inglés: T helper o Th) además de células plasmáticas diferenciadas (3–5). Las células T 

rodean a las células plasmáticas y estas, a su vez, rodean las vénulas del endotelio alto, 

siendo los folículos zonas de contacto y maduración de linfocitos (ver Figura 2). Tanto 
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los linfocitos como las células dendríticas, una vez hayan tenido contacto con el antígeno 

pueden abandonar la conjuntiva a través de los vasos linfáticos para madurar la respuesta 

adaptativa y comenzar la expansión clonal. (3,6,7) Gran parte de la IgA secretora (sIgA) 

de la lágrima es producida por las células B diferenciadas de la conjuntiva y la glándula 

lacrimal. Esta inmunoglobulina tiene efectos proinflamatorios e inmunoreguladores, 

induciendo la liberación de TGF-β e IL- 10, además de jugar un papel muy importante en 

la defensa frente a microbios potencialmente patológicos. 

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 extraída del artículo científico “Inducible 
lymphoid tissues in the adult gut: recapitulation of a fetal developmental pathway?”. (8) 

 

Además de los linfocitos intraepiteliales, en el epitelio de la conjuntiva podemos 

encontrar otras células del sistema inmunitario como: monocitos, con capacidad 

fagocítica como son los macrófagos, mastocitos o células dendríticas (DC); y granulocitos 

como neutrófilos y eosinófilos. 

Los monocitos también pueden actuar como células presentadoras de antígenos y 

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

1 2 
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la respuesta alérgica con IgE, liberando las citocinas necesarias para la diferenciación de 

las Th0 a células Th1 y Th2 (IL-4, IL-5, IL-6 y TNF-α). (3) 

Al igual que ocurre en otras mucosas, en la capa epitelial más externa se encuentran 

las células M o células bolsillo que sirven de alojamiento a los linfocitos para la captación 

de antígenos. Las capas de epitelio que se encuentran próximas a los folículos linfoides 

son más delgadas y tienen un bajo número de células caliciformes. Estos folículos van 

decreciendo en número a medida que la edad avanza y son más comunes en la zona tarsal, 

a la altura de la córnea, la cual carece de conjuntiva y está más desprotegida. (3,4,6) Por 

esa razón es tan importante el parpadeo y tener un cierre completo de los párpados cuando 

dormimos. 

Gran parte de la respuesta inmunitaria es responsabilidad del CALT, tanto innata como 

adaptativa. Cuando existe una alteración epitelial, una irritación 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 favorecerá la interacción 

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 continuación, describiremos los principales componentes celulares y moleculares que 

participan activamente en la defensa de la superficie ocular y el proceso inflamatorio. 

Comenzaremos detallando histológicamente las capas de la conjuntiva, continuando con 

los principales factores solubles de la lágrima y finalizando con las especies fúngicas y 

bacterianas más 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 función 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. CÉLULAS ESTRUCTURALES 

Células caliciformes (Goblet cells). La conjuntiva es un tejido rico en este tipo de 

células cuya función principal es la de secretar mucinas, generando una capa mucosa 

protectora entre la superficie epitelial y la capa acuosa de la lágrima. Las mucinas tienen 

propiedades lubricantes que mantienen la hidratación de la superficie ocular y la 

estabilidad de la lágrima, además de permitir la eliminación de deshechos, reteniendo 

patógenos y restos biológicos. Esta producción de mucinas es estimulada por la presencia 

de factores de crecimiento (EGF) de la lágrima y la IL-13, producida principalmente por 

células Th2 (9–11) o la IL-6 e IFN-γ, producidas por las células dendríticas. (12) Las 

células caliciformes tienen también funciones inmunoreguladoras ya que son buenas 

productoras de TGF-β y ácido retinoico (10) y permiten el paso de antígenos al estroma 

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

(13) 

Células epiteliales. Como hemos mencionado anteriormente, las células epiteliales 

tienen funciones de vital importancia. No solo forman una barrera mecánica para evitar 

el paso de patógenos, sino que median la comunicación entre el exterior (superficie) y el 

interior (capas más internas). Esta última función la llevan a cabo mediante la expresión 

de moléculas de superficie y liberando mediadores proinflamatorios (Quimiocinas, 

citocinas y factores de crecimiento, entre otras) para contribuir en la proliferación, 

diferenciación, activación y quimioatracción de células inflamatorias (ver Figura 3). La 

expresión de moléculas de adhesión (ICAM-1) por parte de las células epiteliales y 

endoteliales vasculares (VCAM-1) permite a los leucocitos la migración a los lugares de 

inflamación. (14) Por lo tanto, la sobreexpresión de ICAM-1 está relacionada con el 

desarrollo de ciertas patologías inflamatorias como, por ejemplo, las conjuntivitis. (15) 

Proteínas como TNF-α, histamina, IFN-γ e IL-1β favorecen la expresión de moléculas de 
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adhesión y liberación 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-α, TNF-α, TSLP. RANTES, eotaxina o MCP-1. (16–21) 

Células M. Estas células, características 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 dónde pueden alojarse distintas células del 

sistema inmunitario para facilitar la captación de antígenos. Las células M permiten, 

mediante transcitosis, el transporte selectivo de antígenos a través del epitelio hasta la 

lámina 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 más internas. 

(7,22) 

 

Fibroblastos. Los fibroblastos son células que forman el tejido conectivo, es decir, el 

punto de unión entre dos capas, en nuestro caso, entre el epitelio y la lámina propria. 

Cumplen la función de mantenimiento estructural, cicatrización y reparación tisular. 

Además, regulan la función inmunitaria produciendo mediadores proinflamatorios en 

respuesta a un estímulo como puede ser la IL-1β producida por células epiteliales y 

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

 

 

 

 
  

 
 

 

 

 

 
 

   
 

 
  

 

 
 

Figura 3. Interacciones de las células epiteliales. En este caso, con el sistema inmunológico cuando existe una inflamación local 
en la mucosa bronquial. Imagen extraída de “The role of eosinophils and basophils in allergic diseases considering genetic 
findings”.(21) 
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citocinas y quimiocinas como MCP-1, IL-6 e IL-8 y VEGF (Factor de crecimiento del 

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

 

2.2. CÉLULAS 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).  

 

2.2.1. GRANULOCITOS 

Neutrófilos. Los neutrófilos son células polimorfonucleares de corta duración 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 fagocítica e 

inmunorreguladora, son buenas secretoras de citocinas y recientemente se ha descubierto 

que juegan un papel importante como células presentadoras de antígeno en alergias 

mediadas por IgE. (24) Entre las moléculas que pueden liberar los neutrófilos se 

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

Figura 4. Diferenciación y subdivisiones de las principales células del sistema inmunitario, tanto mieloides como 
linfoides. 
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Eosinófilos. Los eosinófilos también son células polimorfonucleares. Su crecimiento 

y diferenciación depende de ciertas citocinas, como son la IL-3, GM-CSF e IL-5, esta 

última conocida como factor de diferenciación de eosinófilos. Pueden expresar el receptor 

para la porción Fc de las inmunoglobulinas, siendo la IgA secretora la que se une con más 

fuerza, más incluso que la IgA sérica. Los eosinófilos tienen capacidad de colaborar como 

células presentadoras de antígeno y de liberar principalmente Eotaxina (quimioatrayente 

de eosinófilos), RANTES, y MIP-1α y otras, relacionadas con la reparación del tejido 

como son TGF- α, TGF-β1, TNF- α, VEGF, IL-1, IL-6, e IL-8. (26) 

Basófilos. Los basófilos representan la tercera población 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 expresión 

de IL-4. Citocinas como IL-3, IL-4, IL-13, IL-18, IL-33 y TSLP son los principales 

reguladores de los basófilos. Al igual que los neutrófilos, estas células también pueden 

asumir roles de presentación de antígeno. (21) Los basófilos son buenos productores de 

histamina, leucotrienos, IL-1β, 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 

función fagocítica y/o de presentación de antígeno: Macrófagos y Células dendríticas. 

Macrófagos. Los monocitos del torrente sanguíneo cuando llegan a cualquier tejido 

se diferencian en macrófagos. Estos macrófagos obtendrán una denominación diferente 

dependiendo del tejido en el que se encuentre: osteoclastos en los huesos, microglía en el 

sistema nervioso, histiocitos o células de Langerhans en el tejido conjuntivo y mucosas, 

etc. Los macrófagos son los fagocitos por excelencia, encargándose de eliminar microbios 

y células senescentes, promoviendo la homeostasis de los tejidos. Son capaces de liberar 

citocinas que ayudan a la diferenciación y regulación de los linfocitos: IL-1β, TNF-α, 

TGF-β1, IL-6, IL-10, IL-12 e IL-23. (28,29) 

Células Dendríticas (Dendritic Cells, DC). Los monocitos también pueden 

diferenciarse a célula dendrítica que, aunque también son fagocitos, su función principal 

es la de servir como células presentadoras de antígeno (APC, Antigen Presenting Cell). 

Debido a su doble función, se dice que las Células Dendríticas están entre la inmunidad 
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innata (eliminando patógenos) y la inmunidad adaptativa (activando linfocitos T). Las 

células dendríticas pueden cambiar su fenotipo y su función biológica dependiendo de su 

localización en la mucosa, adaptándose al microambiente. Por ejemplo, las DC 

intraepiteliales son capaces de extender sus dendritas desde el epitelio hasta el lumen para 

capturar antígenos, y desempeñan funciones distintas a las DC que se encuentren en la 

lámina propria. Las DC pueden expresar IL-6, IL-10, IFN-β y TGF- β, y ayudar a la 

diferenciación y regulación de otras células. Se sabe que estas células inducen la 

diferenciación de los linfocitos T CD4 a Th2, Th3 o Treg, mientras que pueden inhibir a 

Th1. 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. Éstas expresan receptores de gran afinidad 

para IgE (Fc3RI), activando la liberación de mediadores de la inflamación como: 

Histamina, proteoglicanos, proteasas, factores de crecimiento de fibroblastos, 

leucotrieno C4, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13, GM-CSF y TNF-α. La histamina tiene 

múltiples funciones: aumenta la vasodilatación y permeabilidad capilar, estimula la 

secreción mucosa, suprime la actividad de linfocitos citotóxicos y granulocitos, y regulan 

a las células endoteliales. Los mastocitos, por tanto, se encontrarán sobreexpresados en 

personas con enfermedades alérgicas o inflamatorias oculares como las 

conjuntivitis alérgicas o queratoconjuntivitis vernal y atópica. (31) 

2.2.4. LINFOCITOS 

Los linfocitos, a diferencia del resto de células del sistema inmunitario, desarrollan 

una defensa más específica y personalizada dependiendo del patógeno 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, dotándo a 
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estas “nuevas” células de unas características propias y unas funciones únicas frente a los 

patógenos. 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 diferenciación, expresar el receptor TCR αβ 

(característico de la sangre periférica) o γδ (más 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 único para estas células. Además de CD3, estas células pueden expresar, 

de modo exclusivo, el correceptor CD4 o CD8, y el marcador de superficie CD45RA, si 

son “vírgenes”, o CD45R0 si son “memoria”, es decir, han tenido contacto con un 

antígeno y han sido activadas. (32) 

Existen linfocitos T que son negativos para CD8 y CD4 y que expresan el receptor 

TCRαβ. Estas células, denominadas MAIT (Mucosa-associated invariant T), son más 

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 

patógenos. Son consideradas como células de la inmunidad innata y pueden liberar gran 

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

A su vez los linfocitos CD4 pueden subdividirse en reguladores: Treg; o cooperadores: 

Th0, Th1, Th2, Th17/Th1, Th9, Th22. Ocurre lo mismo con los linfocitos T CD8 y su 

homología con esta clasificación. Así pues, estas células CD8+ podrán diferenciarse a 

reguladoras: Treg; o citotóxicas: Tc0, Tc1, Tc2, Tc9 o Tc22. (32,34,35) 

Esta capacidad de polarización de los linfocitos T está mediada por factores de 

transcripción que pueden inducir la expresión de genes específicos de linaje o reprimir la 

expresión de genes asociados a linajes alternativos. Los linfocitos T indiferenciados 

expresan varios factores de transcripción, lo que les confiere de cierta plasticidad. 

Induciendo unos factores de transcripción y suprimiendo otros, un mismo precursor de 

linfocito T puede tomar diferentes vías de maduración y diferenciarse hacia distintos 

fenotipos linfoides. Existen diferentes factores de transcripción, siendo la expresión de 

cada uno característica de un subtipo concreto de linfocito Th o Tc (ver Figura 5): T-bet 
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(Th1/Tc1), GATA-3 (Th2/Tc2), PU.1 (Th9/Tc9), ROR-γt (Th17/Tc17), AHR y/o 

FOXO4 (Th22) y Foxp3 (Tregs). (32,35) 

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 

dependerán del fenotipo que desarrollen y de los estímulos 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.  

Figura 5. Diferenciación de los linfocitos T CD4 y CD8. Expresión de factores de transcripción, citocinas y marcadores de 
membrana característicos. Imagen extraída del artículo científico “Comprehensive Phenotyping of T Cells Using Flow 
Cytometry”. (35) 
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• Linfocitos T reguladores (Tregs).

Estas células, que se diferencian gracias a la presencia de TGF-β e IL-2, 

expresan grandes cantidades de CD25 en su membrana y bajas de CD127. Además, 

expresan Foxp3 intracelular, un factor de transcripción que dota a estas células de 

su capacidad inhibitoria de la respuesta inmune. Los linfocitos Tregs desarrollan 

una de las funciones más 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 función la pueden 

desarrollar mediante diversos mecanismos: la citólisis, la liberación de citocinas 

supresoras, la inhibición de las células dendríticas, o la competencia metabólica. 

Las citocinas principales liberadas por las Tregs son IL-10, IL-35 y TGF-β. La 

interleucina 10 es un potente inhibidor de los macrófagos y de las células T 

efectoras, siendo un buen inhibidor de la respuesta inmune frente a antígenos 

medioambientales en mucosas. La interleucina 35 fomenta la expansión y 

diferenciación a linfocitos T reguladores productores de IL-35. En cambio, TGF-β 

es esencial para la diferenciación de más 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 diferenciación 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 diferenciación, siendo una de las 

poblaciones con más variabilidad del sistema inmunitario. Así mismo, dependiendo 

de su fenotipo, pueden desarrollar funciones muy heterogéneas. Los linfocitos Th 

pueden producir la mayoría de las citocinas que conocemos: IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, 

IL-9, IL-10, IL-13, IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, IL-24, IFN-γ, TNF-α, GM-CSF. 

(34) Como hemos visto anteriormente, existen distintas subpoblaciones de

linfocitos Th: Th0, Th1, Th2, Th9, Th17, Th17/Th1 y Th22.
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• Las Th0 o naïve son células T CD4+ que aún no han tenido contacto con un

antígeno, se caracterizan por expresar CD45RA y CD127 en ausencia de CD25

y son las precursoras del resto de Th.

• Las células Th1 se diferencian gracias a la presencia de IL-12 e IFN-γ y se

encargan principalmente de la defensa frente a patógenos intracelulares,

protozoos y bacterias. Además, son las responsables de la activación de los

macrófagos a través de IFN-γ y regulan la producción de anticuerpos

mediadores del proceso de opsonización y activación del complemento. Estas

células también están relacionadas con enfermedades autoinmunes y se

caracterizan por ser, principalmente, productoras de IFN-γ, IL-2 y TNF-α.

(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 maduración de los linfocitos B para aumentar la producción de

inmunoglobulinas. Además, son capaces de activar a los eosinófilos e inhibir a

los macrófagos. Todo esto lo llevan a cabo mediante la liberación de un amplio

repertorio de citocinas: IL-4, IL-5, IL-10 y IL-13. Estas células están

relacionadas con el desarrollo de enfermedades de origen alérgico, como el

asma, y son una buena defensa contra parásitos extracelulares. (39) Varios

estudios han indicado que las Th2 también tienen cierta plasticidad, pudiendo

diferenciarse a Th9 en presencia de TGF-β e IL-4. (40)

• Las Th9 están relacionadas con el desarrollo de enfermedades inflamatorias y

de etiología atópica, promueven la inflamación y carecen de función

inmunosupresora. Esta subpoblación 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, además, funciones

antitumorales, antiparasitarias y de mantenimiento de la tolerancia

inmunológica. (41,42)

• Las células Th17 se diferencian gracias a la presencia de TGF- β e IL-6 y

juegan un papel muy importante en los procesos inflamatorios. Al igual que

Th1, están directamente relacionadas con el desarrollo de enfermedades

autoinmunes. Son buenas defensoras frente a patógenos extracelulares y tienen

cierta plasticidad, pudiendo cambiar hacía un fenotipo Th1 dependiendo de la
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demanda inmunológica. Se caracterizan por ser buenas productoras de IL-17A, 

IL-17E, IL-17F, IL-21 y IL-22. (43) 

• Debido a esa plasticidad, recientemente se ha hallado una subpoblación de

linfocitos Th positiva para IL-17 e IFN-γ, llamada Th17/Th1. Estas células

sobre todo se han encontrado en tejidos inflamados y enfermedades

inflamatorias crónicas. Estas células logran diferenciarse en entornos con

concentraciones altas de IL-12. (44)

• Por último, los linfocitos Th22 se diferencian gracias a la presencia de TNF-α

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- β. Estas células son más

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 están relacionadas con la homeostasis y la inflamación en la

piel y mucosas. (42,45)

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

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

Figura 6. Diferenciación de las células CD4+ a linfocitos T reguladores o cooperadores a partir del contacto de una 
célula presentadora de antígeno y una célula T CD4+ virgen (Th0). En la parte izquierda pueden verse las citocinas que 
necesita Th0 para culminar la diferenciación 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 CD8. 

Los linfocitos TCD8 juegan un papel importante en la defensa frente a patógenos 

intracelulares y tumores. Además, contribuyen a la regulación de los procesos patológicos 

como las enfermedades alérgicas o autoinmunes. Las células CD8 vírgenes se activan al 

reconocer el antígeno presentado por las APC en los órganos linfáticos. Como el receptor 

MHC de clase I que reconocen las células CD8 lo expresan la gran mayoría de células 

nucleadas, estas células pueden activarse con casi cualquier célula del cuerpo. La mayoría 

de los linfocitos CD8 mueren por apoptosis al finalizar la respuesta primaria, pero hay 

una pequeña proporción 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 citotóxicos: Tc1, Tc2, Tc9, Tc17 

y Treg. 

• Los linfocitos Tc1 son capaces de liberar moléculas citotóxicas como granzimas

y perforinas, produciendo la muerte a células potencialmente dañinas, e IFN-γ y

TNF-α que aceleran la respuesta inmune y adaptativa contra patógenos

intracelulares. Las Tc1 llegan a este estado de diferenciación gracias a la presencia

de IL-2 e IL-12.

• Los linfocitos Tc2, en cambio, necesitan IL-4 para llegar a este estado de

maduración. Estas células, homologas de Th2, puede liberar IL-4, IL-5 e IL-13 y

están relacionadas con los procesos inflamatorios (alergia, artritis…), pudiendo

llegar a exacerbar la enfermedad.

• Las células Tc9 son productoras de IL-9 e IL-10 y tienen función antitumoral y

mediadora de la alergia. Necesitan tanto TGF-β como IL-4 para llegar a su estado

de diferenciación.

• Por otro lado, los linfocitos Tc17, que se diferencian en presencia de IL-6 o IL-

21 y TGF-β, son buenos productores de IL-17 e IL-21, y se encargan de la defensa

antitumoral y contra las infecciones víricas.

• Por último, los linfocitos CD8 Treg, al igual que sus homólogos CD4, son buenos

productores de TGF-β e IL-10. Estas células regulan las respuestas mediadas por

linfocitos T.
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Otra característica de los linfocitos T citotóxicos que se suma a la homología 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 (TCRαβ) y de los NK (CD161). Estas células, aunque desempeñan 

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 CD1d. Estas células pueden liberar una amplia 

gama de citocinas como: IFN-γ o IL-4. Dentro de las NKT encontramos el subtipo 

mNKT o MAIT ya mencionado anteriormente. También encontramos los γδNKT, otro 

subtipo celular característico 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 está su poder inmunorregulador frente a las 

infecciones, tumores, la autoinmunidad o mantenimiento de la tolerancia. Además 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-α. (48) Por último, recientemente se ha descubierto que 

los NKT están en contacto directo con la microbiota comensal y pueden mediar su 

actividad de un modo recíproco. (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 patrón de 

citocinas que producen: ILC1, ILC2 e ILC3. En este caso, como ocurre entre linfocitos 

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

Las células ILC1 tiene función antibacteriana y son buenas productoras de IFN-γ e 

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-α. 
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Linfocitos NK. Entre las principales funciones de estos linfocitos están: la 

citotoxicidad frente a células infectadas no inmunizadas y tumores, la citotoxicidad 

mediada por anticuerpos y, la producción 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 expresión de CD56 y CD16 (ver Figura 7). 

 En sangre periférica la población de linfocitos NK más abundante es la 

CD56dimCD16bright, que representa en torno al 90% de los NK, y tiene una mayor función 

citotóxica. Por otro lado, tenemos los NK CD56brightCD16dim/− caracterizados por ser 

buenos productores de citocinas y ser consideradas precursoras de las CD56dimCD16brigh. 

Por último, en sangre periférica también pueden encontrarse linfocitos NK 

CD56dimCD16− y CD56−CD16bright. (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 antígenos. Estas células necesitan interactuar 

con los linfocitos T (Th2) para activarse y poder diferenciarse. Pueden actuar como 

células productoras de inmunoglobulinas o presentadoras de antígeno. Los linfocitos B 

se caracterizan por expresar el correceptor CD19. Existen dos subtipos de células B 

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

CD56dimCD16bright 

CD56brightCD16dim/− 

CD56dim CD16− 

CD56−CD16bright 

Figura 7. Subpoblaciones de NK (CD3-) que existen dependiendo de su expresión de CD56 y CD16. 

   Los términos dim y bright 
hacen referencia a la intensidad 
de la señal lumínica. Proceden 
del inglés y significan “tenue” y 
“brillante”, respectivamente. 
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células B1 se encuentran en los folículos linfoides y son consideradas de la inmunidad 

innata ya que ejercen una respuesta rápida. Producen anticuerpos de baja afinidad 

(fundamentalmente IgM) y su activación 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 GLÁNDULA LACRIMAL

La importancia de la glándula lacrimal no se debe solamente a su capacidad de

producir la capa acuosa de la lágrima. La glándula lacrimal, y por lo tanto la lágrima, es 

la principal fuente de IgA soluble, encargada de la defensa humoral de la superficie 

ocular. 

Por lo tanto, el sistema inmunitario de la glándula lacrimal está formado 

principalmente por células plasmáticas productoras de IgA (en torno al 50%). El resto lo 

forman linfocitos T (mayoritariamente CD8), B y NK, monocitos, macrófagos y células 

dendríticas. La IgA polimérica y la cadena J es producida por las células plasmáticas, 

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 glándula lacrimal vierten a la lágrima grandes 

cantidades de lisozima y lactoferrina. El contenido molecular de la lágrima tiene diversos 

orígenes derivados de: las glándulas lacrimales y accesorias, los tejidos de la superficie 

ocular y las células proinflamatorias del sistema inmunitario tanto locales como 

reclutadas por diversos mecanismos biológicos. (56) 

3.1. LA PELÍCULA LACRIMAL 

La película lacrimal desarrolla funciones de 

vital importancia tanto en la defensa de frente a 

patógenos como en el mantenimiento de la 

integridad de la superficie ocular, su lubricación 

y conservación de las propiedades ópticas. Estas 

funciones dependen totalmente de la propia 

estructura y composición de la película lacrimal. 

Cualquier desequilibrio en la lágrima puede 

producir que ésta pierda la estabilidad, la 

tonicidad y, por lo tanto, su funcionalidad. 

La lágrima está formada por tres capas 

diferenciadas: Una capa mucosa producida por 

las células caliciformes y epiteliales, con 

función lubricante, y que está en contacto 

Figura 8. Modelo de 3 Capas de la película lacrimal. 
Imagen extraída de “The tear film: structure, 
function, and clinical examination”. (57) 
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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 lipídica (la más superficial) producida por las 

glándulas de meibomio y encargada de que la parte acuosa no se evapore fácilmente. (55) 

Dentro de la capa acuosa se han identificado hasta 500 tipos de proteínas procedentes 

de las glándulas lacrimales y lacrimales accesorias: como la IgA, IgE, IgM, iones, 

lisozima, lactoferrina, peroxidasa, albúmina, 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 lágrima que surgió 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 producción de lágrima puede estar estimulada por varios factores: ambientales, 

infecciosos, hormonales o nerviosos y en cada caso, su composición molecular puede 

variar. La calidad de la lágrima puede disminuir por varios factores. La edad, una mayor 

osmolaridad o producción de grasa, deficiencias en el parpadeo o las glándulas lacrimales, 

enfermedades asociadas o la toma de medicamentos provocarán que la lágrima se evapore 

más rápido. 

 

3.2. PRINCIPALES FACTORES SOLUBLES DE LA LÁGRIMA 

3.2.1. CITOCINAS 

Las citocinas son un grupo de proteínas y glucoproteínas producidas por diversos tipos 

celulares. Actúan principalmente como reguladoras de la respuesta inflamatoria e 

inmunitaria y son el puente de comunicación intercelular. Pueden actuar sobre las células 

de modo autocrino, retrocrino, paracrino o yuxtacrino. Abarcan numerosas funciones, 

pudiendo actuar como factores de crecimiento, diferenciación, atracción y muerte celular. 

Además, tienen la capacidad de inducir o inhibir la producción de más 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). 



 

 47 
INTRODUCCIÓN 

 

3.2.1.1. Interleucinas (IL) 

Las interleucinas son un conjunto de proteínas de bajo peso molecular y son el 

principal medio de comunicación de los linfocitos. Intervienen en la mayoría de los 

procesos celulares regulando y activando la diferenciación celular, la secreción de 

anticuerpos y la quimiotaxis. 

• Interleucina-1. Cuenta con dos isoformas: la IL-1α que actúa intracelularmente 

y la IL-1β, la más abundante y que es producida principalmente por monocitos y 

macrófagos, aunque también pueden producirla fibroblastos y células endoteliales 

cuando existe una agresión. Su función es potencialmente proinflamatoria y es 

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

 

• Interleucina-2. Es la encargada de promover la proliferación y diferenciación de 

los linfocitos T, B y NK. También favorece la diferenciación de los monocitos a 

células dendríticas. Es capaz de inhibir el crecimiento de linfocitos T, 

programando su apoptosis. Además, es capaz de regular la función de los 

Figura 9. Red de citocinas: principales productores y receptores celulares. Imagen extraída del articulo “Cytokines, 
inflammation and pain”.(59). IL=interleucina, TNF=factor de necrosis tumoral, IFN=interferón. 
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linfocitos Treg, promoviendo la homeostasis y la auto-tolerancia. Es producida 

por linfocitos T (Th principalmente), NK, NKT, células dendríticas, mastocitos e 

incluso, células epiteliales. (60) 

 
• Interleucina-4. Es producida principalmente por células T activadas, pero 

también por mastocitos, basófilos y eosinófilos. Es la citocina característica de los 

linfocitos Th2 y es capaz de regular la proliferación, apoptosis y expresión de 

genes en linfocitos, macrófagos, fibroblastos, células epiteliales y endoteliales. 

(61) La función más importante de la IL-4 es la regulación de la producción de 

anticuerpos por parte de las células B, la hematopoyesis e inflamación y el 

desarrollo de respuestas de células T efectoras. La IL-4 está relacionada con en el 

desarrollo de enfermedades atópicas como el asma o la dermatitis atópica. (62) 

 
• Interleucina-5. La producen principalmente los linfocitos Th2 y mastocitos. Es 

una de las principales mediadoras de la inflamación en enfermedades 

principalmente, cuya defensa depende principalmente de los eosinófilos. La IL-5, 

además de regular a los linfocitos B, promueve el reclutamiento, la supervivencia, 

la maduración y diferenciación, la proliferación, la activación y la degranulación 

de los eosinófilos. Por lo que, la sobreexpresión de esta citocina puede tener 

efectos adversos y producir eosinofilia (niveles patológicos de eosinófilos) (63) 

 
• Interleucina-6. Es secretada por macrófagos, linfocitos T, células endoteliales y 

fibroblastos, y contribuye en la defensa del huésped estimulando la inflamación 

de la fase aguda, la hematopoyesis y las reacciones inmunológicas. Una 

sobreexpresión de IL-6 puede producir una inflamación crónica y alteraciones 

autoinmunes. Además, promueve la diferenciación de varios tipos celulares, 

estimulando la producción de anticuerpos, el desarrollo de linfocitos T efectores, 

y el desarrollo y diferenciación de muchas células no-inmunitarias. La IL-6 es una 

de las moléculas que permite la diferenciación de las células Th17 e inhibe la 

diferenciación a célula Treg. (64) 

 
• Interleucina-8. Es una citocina quimioatrayente de granulocitos, principalmente 

neutrófilos. Pertenece a la familia de las quimiocinas y también es llamada CXCL-

8. Es secretada por fibroblastos, células endoteliales, monocitos, macrófagos y 

células dendríticas. (65) 
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• Interleucina-9. Pueden secretarla mastocitos, linfocitos NKT, Th2, Th17, Treg, 

ILC2 y Th9, siendo estas últimas las mayores productoras. Está estrechamente 

relacionadas con enfermedades respiratorias y alérgicas. Entre sus funciones 

destacan la activación y proliferación de mastocitos, eosinófilos y linfocitos Th17, 

la inducción de producción de mucus por parte de las células caliciformes, el 

incremento de producción de IgG1 e IgE por parte de las células B, y la inmunidad 

frente a parásitos y cáncer. (66) 

 
• Interleucina-10. Es una citocina inhibidora y antiinflamatoria. Es producida por 

macrófagos, células dendríticas, neutrófilos, linfocitos NK, B, T CD8 y T CD4, 

siendo las células Tregs las mayores productoras. Inhibe la actividad de Th1, NK 

y macrófagos, bloqueando la producción de citocinas proinflamatorias como IL-

1β, IL-6, IL-12, TNF-α y quimiocinas como MCP-1, RANTES e IL-8. La 

interleucina-10 puede inhibir directamente la proliferación de las células T CD4 y 

la liberación de IL-2, IFN-γ, IL-4, IL-5 y TNF-α. (67) 

 
• Interleucina-12. La producen macrófagos, monocitos, células dendríticas, 

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 

diferenciación de Th0 a Th1 e impide la diferenciación a Th2. Además, tiene 

propiedades proinflamatorias y es estimulante de la producción de IFN-γ y TNF-

α. La IL-12 está 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, basófilos y células dendríticas. La IL-13 junto con la IL-4 tienen 

funciones inmunomoduladoras de macrófagos, NK, fibroblastos, eosinófilos y 

células endoteliales. Tienen actividad inmunosupresora y antiinflamatoria, 

bloqueando la liberación de citocinas como IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-

α, eotaxina y RANTES.  Además, estimula la diferenciación de los linfocitos B e 

inhibe a Th1. (69) 

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

nombrados con letras de la A a la F. Están relacionadas con enfermedades 
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inflamatorias y autoinmunes. IL-17 es producida por linfocitos Th17, Tc17, 

linfocitos T γδ, NKT, e ILC3. La IL-17E (IL-25) es producida por Th17 y células 

presentadoras de antígeno, e induce la expresión de IL-4, IL-5, IL-13 y TSLP, 

asociadas con la inmunidad de tipo II. La IL-25 también promueve la secreción 

de mucus e inhibe la autoinmunidad mediada por las Th17. La IL-17F está 

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 inflamación  (70) 

 
• Interleucina-21. La producen los linfocitos T CD4, principalmente Th foliculares 

y Th17, y también NKT y linfocitos T γδ. La IL-21 regula las respuestas 

inmunológicas y está asociada con la inflamación y la autoinmunidad. Juega un 

papel importante en la diferenciación de las células B, induciendo su proliferación 

y diferenciación a células plasmáticas o programando su apoptosis, dependiendo 

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

 
• Interleucina-22. Es producida por linfocitos T activados como T γδ, ILC, NK, 

NKT, Th1 y especialmente Th17 y Th22. Entre sus funciones destacan la 

moderación de la proliferación y supervivencia celular y la regeneración de 

heridas de la piel. También es capaz de inducir la producción de péptidos 

antibacterianos, de mantener la homeostasis de la microbiota, protegiéndola 

contra patógenos, 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 inflamación, necrosis y apoptosis, 

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

más importante es el TNF-α. 

• TNF-α. 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 macrófagos 

activados una vez han contactado con el antígeno. Es capaz de estimular la 

liberación de histamina de los mastocitos y de citocinas por parte de los linfocitos 

T. También produce quimioatracción de neutrófilos y eosinófilos y facilita la 
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infiltración de linfocitos, favoreciendo la expresión de moléculas de adhesión en 

las células epiteliales. (74) 

 

3.2.1.3. Interferones (IFN) 

Los interferones son un grupo de citocinas con una gran capacidad de protección ante 

las infecciones. Son capaces de activar diversas células del sistema inmunitario como las 

NK o los macrófagos. 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-γ. 

• Interferón-γ (IFN- γ). Es producida por linfocitos T CD4, CD8, NK, NKT, B y 

células presentadoras de antígeno. La síntesis y liberación de IFN-γ está inducida 

por IL-12 e IL-18. El interferón-gamma es el mayor productor de linfocitos Th1. 

También induce la producción de IL-12 por parte de los fagocitos e inhibe la 

secreción de IL-4 de las Th2. Regula la inmunidad innata y adaptativa ante 

infecciones víricas, 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 lesión o infección a las células del sistema inmunitario. Se 

clasifican, en función de la secuencia de cisteínas, en 4 grandes grupos: CC o alfa, CXC 

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

• Eotaxina. Es la quimiocina encargada del reclutamiento selectivo de los 

eosinófilos durante las reacciones alérgicas, aunque también puede reclutar 

linfocitos Th2, basófilos y timocitos. Sus funciones están relacionadas con una 

respuesta de tipo Th2. La eotaxina la pueden producir multitud de células como 

fibroblastos, células endoteliales, macrófagos, eosinófilos y linfocitos. EL TNF-α 

y la IL-4 son capaces de estimular la transcripción de la eotaxina. (76,77) 

• Proteína Quimiotáctica de Monocitos-1 (MCP-1). Es una quimiocina producida 

por células endoteliales y epiteliales, fibroblastos y monocitos, entre otras. Regula 

la migración e infiltración de monocitos, linfocitos T memoria y NK. (78) 
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• RANTES (CCL5). Es una quimiocina que induce la infiltración de leucocitos a 

zonas de inflamación. Puede actuar sobre linfocitos T, monocitos, basófilos, 

eosinófilos, NK, células dendríticas y mastocitos. Es producida principalmente 

por linfocitos T CD8+, células epiteliales, fibroblastos y plaquetas. Su presencia 

está asociada con numerosas enfermedades inflamatorias como asma, dermatitis 

atópica, artrosis y un largo etcétera. Además, cumple roles importantes en la 

respuesta inmune contra infecciones víricas. (79)  

 

3.2.1.5. Otras citocinas 

Linfopoyetina Estromal Tímica (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 dendríticas, 

mastocitos y linfocitos T. Principalmente lo producen células endoteliales, queratinocitos 

y células estromales, aunque recientemente se ha demostrado que también puede 

sintetizarla las células dendríticas y los mastocitos. Linfocitos T CD4, CD8, B, NKT, 

mastocitos, granulocitos y células dendríticas son capaces de responder ante el estímulo 

de TSLP, la cual está relacionada con enfermedades inflamatorias como la dermatitis 

atópica o el asma. (80,81) 

 

3.2.2. INMUNOGLOBULINAS 

Inmunoglobulinas (Ig). Aunque todos los isotipos de Ig están presentes en las 

secreciones, las concentraciones de cada una pueden variar en comparación a los niveles 

encontrados en plasma sanguíneo. Las Ig pueden encontrarse en forma soluble o ancladas 

a la membrana de un linfocito B. Tanto IgA como IgM pueden formar polímeros cuando 

son secretadas. La IgA soluble (dimérica) es la isoforma más frecuente en tejidos 

mucosos, saliva y lágrima. La función de las inmunoglobulinas consiste, a grandes rasgos, 

en evitar la absorción de antígenos a través de la mucosa. Las Ig neutralizan la actividad 

biológica de antígenos como los virus y bacterias para su posterior eliminación. Las 

inmunoglobulinas también actúan como inductoras de la activación del complemento por 

la vía clásica. La IgE está involucrada de forma directa con las respuestas alérgicas y es 

capaz de activar la citólisis celular dependiente de anticuerpo e iniciar la inflamación 

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

Factor de Crecimiento Transformante (TGF-β). Es una molécula pleiotrópica 

producida por linfocitos Tregs y células epiteliales, principalmente. Desarrolla 

esencialmente funciones como inhibidor de linfocitos T y mediador en las señales y 

respuestas para la reparación de los tejidos. Tiene funciones tanto pro- como anti-

inflamatorias y, además participa en control del crecimiento y desarrollo celular, y en la 

angiogénesis. Tiene tres isoformas: TGF-β1, TGF-β2 y TGF-β3.  (83,84) 

3.2.4. 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 patológicos como el desarrollo de la inflamación, la angiogénesis, el 

cáncer y la cicatrización. Son sintetizadas principalmente por células del tejido conectivo, 

granulocitos y macrófagos. La MMP-9 juega un papel importante en la migración de 

células inflamatorias a través de la membrana basal como los eosinófilos durante la 

inflamación 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 

Th1 
IL-2 ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ Diferenciación T, B, NK, Tc y monocitos.
IFN - γ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ Promueve Th1, Inhibe Th2, activa macrófagos.
TNF-α ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ Quimioatracción, ↑ liberación histamina y citocinas.

Th2 
IL-4 ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ Difer. Th2, B, endotelio, fibroblastos y ↑ sintesis IgE.
IL-5 ✔   ✔ ✔ ✔ ✔ Difer. eosinófilos, proliferación B y ↑ secreción IgA.
IL-13 ✔ ✔ ✔ ✔ Activan B, ↑ síntesis IgE. inhiben IL proinflamatorias.

Th9 IL-9 ✔ ✔ ✔  ✔ Activan mastocitos y T, ↑ síntesis Ig y mucus.

Th17 
IL-17 ✔ ✔ ✔ ✔ Inflamación, protección y ↑ síntesis citocinas.
IL-21 ✔ ✔ Diferenciación de B a células plasmáticas.

Th22 IL-22 ✔ ✔ ✔ Regeneración y regulación de la microbiota.

Treg 
IL-10 ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ Activan B, inhiben T e IL proinflamatorias.
TGF-β ✔  ✔ ✔ ✔ ✔ Inhibe T, promueve la cicatrización, angiogénesis.

B 
IgA  ✔  Neutralización, inmunidad de la mucosa.
IgE ✔ Neutralización, inflamación mediada por mastocitos.

CD8 RANTES ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ Quimioatracción.

Mn., 
gr. y 
otras 

IL-1β  ✔ ✔  ✔ ✔ Activa T, B y ↑ síntesis IL-4.
IL-6 ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ Diferenciación células Plasmáticas, ↑ síntesis Ig.
IL-8 ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ Quimioatracción de granulocitos.
IL-12 ✔ ✔ ✔   Estimula Th1 y síntesis de IFN-γ.
MCP-1 ✔ ✔ ✔ ✔ Quimioatracción.
MMP-9 ✔ ✔  ✔ Degradación matriz, angiogénesis, cicatrización.
Eotaxina  ✔ ✔ ✔ ✔ Reclutamiento eosinófilos y Th2.
TSLP ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ Diferenciación T, B y monocitos.
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4. LA MICROBIOTA COMENSAL 

Numerosos microorganismos residen en la superficie ocular, como hongos, bacterias, 

virus y parásitos. Muchas de estas especies están implicadas en patologías oculares como 

queratitis, uveítis o conjuntivitis, pero otras muchas, pertenecientes a la flora normal del 

ojo, ayudan a mantener la homeostasis y habitan en continua comunicación con el sistema 

inmunitario del huésped. (86) No obstante, se desconoce de qué modo la microbiota 

ocular es capaz de sobrevivir en un ambiente dónde la lágrima, que además de estar en 

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

La flora ocular, al estar más expuesta que otras mucosas, se caracteriza por incluir una 

gran diversidad microbiana, tanto bacteriana como fúngica. Principalmente, está 

colonizada por especies bacterianas encontradas comúnmente en el aire, como son los 

estafilococos (Staphylococcus aureus), corinebacterias (Corynebacterium) y 

Propionibacterium, y por especies fúngicas como Alternaria sp., Penicillium sp., 

Candida albicans y Malassezia sp. 

. Esto quiere decir que las características de la flora ocular dependerán directamente 

de las características ambientales, la zona regional y otros factores como: la higiene 

ocular, contaminación, humedad, pólenes, polvo, uso de lentillas… 

Se ha demostrado que sobre todo las células de la inmunidad innata, como linfocitos 

NKT y TCRγδ, mantienen un contacto directo con la microbiota ocular. Esta 

comunicación 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 función de la microbiota es fundamental para el desarrollo 

y diferenciación 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 dañinos. 

Esta tolerancia está regulada principalmente por el sistema inmunitario innato, que 

discrimina mediante receptores de reconocimiento de patrón (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 colonización de otras especies microbianas. Cualquier sobrecolonización 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 sobrepoblación de ciertas especies de bacterias, sobre todo en usuarios de lentes de 

contacto. Por otro lado, muchos autores apuntan a que las infecciones fúngicas de la 

superficie ocular están relacionadas con el uso de antibióticos tópicos, sugiriendo que la 

flora bacteriana en colaboración con el sistema inmunitario es capaz de mantener a raya 

a los agentes patógenos y evitar las colonizaciones patológicas. (90) 

Existe una asociación entre la disbiosis y la enfermedad alérgica. Esta relación ha sido 

observada en varias zonas de la anatomía humana (piel, nariz y garganta). Por ejemplo, 

la dermatitis atópica, rinoconjuntivitis, el asma o la conjuntivitis alérgica, en algunos 

estudios, lo han asociado con una disminución de la diversidad microbiana, y por lo tanto, 

una sobrecolonización de otras especies. (91) 

Aunque la microbiota ocular está menos estudiada, sabemos que en otros órganos, 

como el intestino, cumplen funciones de vital importancia: funciones metabólicas, 

encargándose de metabolizar sustratos y residuos como los detritus celulares; funciones 

protectoras, formando una barrera frente a la colonización 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 fúngicas 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 anatómicas. Las zonas de mayor exposición al exterior, como la piel 

y las mucosas, son las que más diversidad microbiológica 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 

infección. A continuación, se describirán algunas de las especies que se han observado 

con más frecuencia en la superficie ocular. 
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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 atópicas 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 glándulas sebáceas y folículos pilosos, sobre todo. (97) 

• Staphylococcus aureus. Pertenecientes al grupo de bacterias grampositivas, están 

presentes en la mayoría 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 FÚNGICA: PRINCIPALES ESPECIES 

• Alternaria Alternata. Es un hongo que se encuentra en el ambiente, sobre todo en 

climas cálidos, aunque también puede encontrarse en interiores, dónde hay buena 

ventilación y humedad. Este hongo está muy relacionado con enfermedades 

alérgicas de las vías respiratorias, como el asma. (99) 

• Aureobasidium pullulans. Es un hongo que se encuentra comúnmente en plantas. 

Está asociado con el desarrollo de rinitis en infantes y sinusitis en adultos, más 

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 vías respiratorias, como asma o rinitis. (101) 

• Malassezia sp. Forma parte de la flora cutánea e incluye 14 especies distintas. 

Furfur, obtusa, restricta o globosa son las más comunes, estando las dos últimas 

asociadas a casos de dermatitis seborreica. Es común encontrarlas en la piel de los 

perros. (102) 
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Tabla 2. Principales especies de la flora normal humana: Bacterias (arriba) y hongos (abajo). ++: Muy común. +=Común 
+/-=Raro *=Patógeno potencial (103,104)  

Bacteria Piel Conjuntiva Nariz Faringe Boca Intest. Uretra Vagina 
Actinomycetaceae + + 
Bacteroides sp.* ++ + +/-
Bifidobacterium bifidum ++ 
Clostridium tetani +/- 
Clostridium sp.* +/- ++ 
Corynebacterineae ++ + ++ + + + + + 
Enterobacteriaceae* +/- +/- +/- + ++ + + 
Enterococcus faecalis* +/- + ++ + + 
Haemophilus influenzae* +/- + + +
Kocuria sp. + + +
Lactobacillus sp. + ++ ++ ++ 
Mycobacterium + +/- +/- + + 
Mycoplasmatales + + + +/- + 
Neisseria meningitidis* + ++ + + 
Neisseria sp. + + ++ + + + 
Propionibacterium acnes + + + + + 
Proteus sp. +/- + + + + + + 
Pseudomonas aeruginosa* +/- +/- +/- 
Spirochaetes + ++ ++ 
Staphylococcus aureus* + +/- + + + ++ +/- + 
Staphylococcus epidermidis ++ + ++ ++ ++ + ++ ++ 
Streptococcus mitis + ++ +/- + + 
Streptococcus mutans* + ++
Streptococcus pneumoniae* +/- +/- + + +/- 
Streptococcus pyogenes* +/- +/- + + +/- +/- 
Streptococcus salivarius ++ ++

Especie fúngica Interacción con el huesped Habitat principal 
Aspergillus spp. Patógeno oportunista, comensal Suelo, ubicuo en el medioambiente 
Aureobasidium spp. Patógeno oportunista, comensal Suelo, plantas 
Candida albicans Patógeno oportunista, comensal Tracto gastrointestinal, mucosa, piel 
Candida parapsilosis Patógeno oportunista, comensal Tracto gastrointestinal, mucosa, piel, suelo 
Candida pseudotropicalis Comensal Productos lácteos, frutas 
Candida tropicalis Patógeno oportunista, comensal Tracto gastrointestinal, mucosa, piel, suelo 
Cladosporium spp. Comensal Suelo, plantas 
Clavispora lusitaniae Patógeno oportunista, comensal Tracto gastrointestinal, plantas 
Cryptococcus spp. Patógeno Suelo 
Cyberlindnera jadinii Comensal Tracto gastrointestinal, alimentos 
Epicoccum spp. Comensal Suelo, ubicuo en el medioambiente 
Fusarium spp. Patógeno oportunista, comensal Suelo, plantas 
Malassezia furfur Patógeno oportunista, comensal Piel sebácea 
Malassezia globosa Patógeno oportunista, comensal Piel sebácea 
Malassezia restricta Patógeno oportunista, comensal Piel sebácea 
Malassezia sympodialis Patógeno oportunista, comensal Piel sebácea 
Mucor spp. Patógeno oportunista, comensal Tracto gastrointestinal, suelo, plantas 
Penicillium spp. Comensal Suelo, ubicuo en el medioambiente 
Pichia spp. Comensal Tracto gastrointestinal, mucosa, piel, 

suelo, plantas 
Rhodotorula spp. Patógeno oportunista, comensal Suelo, agua, tracto gastrointestinal 
Saccharomyces boulardii Comensal Tracto gastrointestinal, alimentos 
Saccharomyces cerevisiae Comensal Tracto gastrointestinal, alimentos 
Wallemia spp. Comensal Suelo, polvo doméstico 
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5. LA INFLAMACIÓN DE LA CONJUNTIVA Y LA ALERGIA 

La inflamación de la conjuntiva o conjuntivitis suele estar provocada por causas 

infecciosas (virus o bacterias) o no infecciosas (producidas por un alérgeno, sustancia 

irritativa o tóxica, o traumatismos). Además de por su etiología, como acabamos de ver, 

la conjuntivitis también puede clasificarse según su cronicidad (aguda o crónica), 

severidad (leve, moderada o severa) y extensión. La conjuntivitis, en cualquiera de sus 

variantes, es la primera causa de visita oftalmológica. Se estima que el 80% de los casos 

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

Se calcula que la alergia ocular afecta al 15-20% de la población, con una prevalencia 

de la conjuntivitis en poblaciones adultas de hasta el 40%. La conjuntivitis alérgica y la 

rinitis suelen ser patologías que aparecen juntas. El 80% de los casos de rinitis cursan con 

sintomatología ocular. (106) 

Entre los factores de riesgo se incluyen: la predisposición genética, la accesibilidad al 

alergeno, la calidad y polución del aire o la zona de residencial. No es lo mismo vivir en 

un pueblo cerca de la vegetación o animales, que en una ciudad con alta contaminación 

ambiental. Otro factor que influye es la higiene, aunque existe cierta controversia con esta 

teoría. 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 maduración 

completa del sistema inmune. Ocurre lo mismo con la toma de antibióticos en edades 

tempranas, donde el contacto de microorganismos infecciosos o comensales con la 

superficie ocular no se llega a producir, promoviendo la diátesis (predisposición a 

desarrollar enfermedad) alérgica. (106) 

Existen varios tipos de conjuntivitis. Dentro de las conjuntivitis infecciosas tenemos 

las conjuntivitis bacterianas, generalmente producidas por infección de staphylococcus 

aureus; y las conjuntivitis víricas, producidas principalmente por adenovirus, aunque 

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

Dentro del grupo de conjuntivitis alérgicas podemos encontrar 3 grandes categorías 

dependiendo de si la respuesta está mediada por IgE (hipersensibilidad de Tipo I o 

inmediata), no está 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 

síndrome de Sjögren) y las conjuntivitis alérgicas: estacionales y perennes. Con 
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respuesta combinada: la queratoconjuntivitis vernal y la queratoconjuntivitis atópica. 

Y para respuestas no mediadas por IgE, la conjuntivitis papilar gigante, la 

dermatoconjuntivitis de contacto y las causadas por uso de fármacos, traumatismos u 

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

Las conjuntivitis alérgicas pueden afectar a cualquier parte de la topografía ocular, 

tanto a la conjuntiva, como a la córnea o al sistema palpebral. Pueden presentar muy 

diversa sintomatología: rojez, picor, hinchazón, quemazón, sensación de cuerpo extraño, 

secreción, lagrimeo o sequedad, entre otras. 

Es importante conocer la etiología y sintomatología de las conjuntivitis para poder 

hacer un buen diagnóstico diferencial, ya que todas ellas suelen presentar similitudes. 

Tanto la historia clínica del paciente (saber los antecedentes familiares, alergias, uso de 

lentes de contacto, medicamentos o hábitos de vida) como una evaluación exhaustiva de 

la superficie ocular y palpebral serán de vital importancia para facilitar en gran medida el 

proceso de diagnóstico.  
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5.1. TIPOS DE CONJUNTIVITIS 

Conjuntivitis alérgica estacional y perenne. 

Son las formas más comunes de conjuntivitis alérgica, con una prevalencia de 15-20% 

de la población. 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 concentración de pólenes en el ambiente. 

Suelen darse bilateralmente y de forma aguda. Las conjuntivitis alérgicas perennes 

pueden ocurrir en cualquier momento del año (Ácaros, polvo, pelo de animales…). 

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

etiologías suelen ir acompañadas de problemas respiratorios como la rinitis o el asma. 

(108,109)     

Queratoconjuntivitis Vernal. 

Se da con más frecuencia en zonas de climas 

cálidos y secos, en meses de primavera/verano y en 

varones jóvenes, aunque también afecta a adultos. 

La presencia de papilas suele ser el síntoma 

diferencial en este tipo de conjuntivitis, sumado a 

otros síntomas como lagrimeo, mucho picor y 

fotofobia (ver Figura 12). Existen dos formas 

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

conjuntivitis suele observarse infiltración de 

granulocitos, mastocitos, linfocitos y macrófagos. De hecho, la lágrima de estos pacientes 

se caracteriza por tener altas concentraciones de mediadores inflamatorios como la 

histamina. (110) 

Figura 11. Conjuntivitis alérgica perenne crónica (1) y estacional aguda (2 y 3). Imágenes extraídas del artículo científico “A 
contemporary look at allergic conjunctivitis”. (192) 

 1 2 3 

 
QCV 

Figura 12. Ejemplo de queratoconjuntivitis 
vernal. Imagen cedida por el IOBA. 
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Queratoconjuntivitis Atópica. 

Se desarrolla de manera crónica y bilateral. 

Suele presentarse en pacientes con antecedentes de 

atopia y a partir de la segunda década de vida. La 

sintomatología ocular en pacientes con dermatitis 

atópica no es muy común (en torno al 20%). Suele 

cursar con eczema palpebral, prurito, quemazón, 

sequedad y queratopatía superficial (ver Figura 

13). (107) 

 

Conjuntivitis Papilar Gigante. 

Causada por el mal uso o uso prolongado de lentes de contacto, se caracteriza por la 

aparición 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 

síntomas pueden remitirse interrumpiendo el uso de lentillas. Histológicamente pueden 

encontrarse infiltraciones de mastocitos y eosinófilos en conjuntiva y grandes 

concentraciones de histamina en lágrima. (107) 

 

5.2. DIAGNÓSTICO DIFERENCIAL DE LAS CONJUNTIVITIS 

Uno de los grandes problemas en la consulta clínica es discriminar qué tipo de 

conjuntivitis padece el paciente. Hemos podido observar que la sintomatología de esta 

enfermedad puede ser muy variada, pero a pesar de ello, los cuadros clínicos entre dos 

conjuntivitis etiológicamente diferentes pueden ser muy similares. Por esta razón se debe 

hacer un análisis detallado de todos los aspectos que puedan influir en el desarrollo de la 

enfermedad. Elaborar una adecuada historia clínica que recoja aspectos de la vida diaria: 

hábitos, antecedentes familiares, informes médicos, enfermedades asociadas, 

tratamientos médicos, etc.; puede ser el punto de inflexión entre un buen o un mal 

diagnóstico y tratamiento. 

El primer paso a seguir será averiguar si nos encontramos frente a una conjuntivitis 

infecciosa o no infecciosa. En esta fase cobra gran importancia la historia clínica del 

paciente, conocer el cuándo y el cómo empezaron los síntomas.  

 

Figura 13. Ejemplo de queratoconjuntivitis 
atópica. Imagen extraída de “A contemporary 
look at allergic conjunctivitis”. (192) 
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No tener alergias diagnosticadas, ni síntomas de nariz (rinitis) o picor; pero sí una 

aparición repentina de los síntomas (al despertar) junto con secreciones acuosas o 

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

En cambio, si existe picor, rinitis, alergia, bilateralidad (síntomas en ambos ojos), 

lagrimeo, secreción mucosa, enfermedades de la piel o autoinmunes asociadas y una 

aparición de los síntomas 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, hinchazón/inflamación, quemosis, hiperemia o 

aparición de papilas suelen ser síntomas que aparecen con más o menos frecuencia en 

estos tipos de conjuntivitis. Nos encontraremos situaciones en los que el diagnóstico sea 

claro e inequívoco. Por ejemplo: para conjuntivitis alérgicas, cuando están diagnosticados 

de alergia al polen o animales; para queratoconjuntivitis vernal cuando el paciente es 

joven; para queratoconjuntivitis atópica, cuando el paciente tiene dermatitis; o 

conjuntivitis papilar gigante, cuando es usuario habitual de lentillas. Pero ¿qué ocurre 

cuando se omite información importante durante la anamnesis? O ¿si el paciente nunca 

ha sido diagnosticado de ninguna alergia o dermatitis? O ¿si el paciente sufre de más de 

un tipo de conjuntivitis? No hay que olvidar que todas las conjuntivitis pueden tener un 

factor fisiológico común y compartir sintomatología. Por lo tanto, es imprescindible 

encontrar características únicas para cada conjuntivitis que nos faciliten el diagnóstico 

diferencial. En este punto se encuentra la base de nuestro estudio, en el cual centraremos 

nuestro trabajo en la búsqueda de biomarcadores inflamatorios para el diagnóstico 

diferencial de las conjuntivitis alérgicas, y más concretamente, de las estacionales y 

perennes.  
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5.3. TRATAMIENTO Y CUIDADO DE LAS CONJUNTIVITIS 

La primera opción y una de las más importantes para evitar las conjuntivitis es el 

aprendizaje de hábitos saludables y cotidianos. Una buena higiene ocular y de las manos 

es la mejor opción para no desarrollar una conjuntivitis infecciosa. En el caso de las no 

infecciosas y, en concreto, las conjuntivitis con componente alérgico, lo más 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 sintomatología. Por último, en el 

caso de la conjuntivitis papilar gigante, una buena limpieza y un uso moderado de las 

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

Entre los tratamientos farmacológicos más utilizados para las conjuntivitis se 

encuentran:  

• Antialérgicos: tanto tópicos como sistémicos. Actúan bloqueando la histamina 

y suelen ser la primera opción de tratamiento para calmar los síntomas, como la 

hiperemia y el picor, de la conjuntivitis de origen alérgico. Para casos severos 

con mucha inflamación, los antialérgicos pueden combinarse con 

corticoesteroides. Los antihistamínicos más utilizados son el ketotifeno 

fumarato, levocabastina, olopatadina y epinastina, entre otros. (111,112) 

• Antiinflamatorios no esteroideos: como el diclofenaco. Suelen ser buena 

opción para casos de tejidos muy inflamados. 

• Antibióticos: como la tobramicina o la gentamicina. Son generalmente de uso 

tópico. Se utilizan para remitir la infección en conjuntivitis bacterianas. Si la 

sintomatología es severa pueden combinarse con corticoesteroides como 

betametasona, dexametasona o fluorometolona. (111) 

• Inmunosupresores: como la ciclosporina o el tacrolimus. Pueden usarse para 

tratar la queratoconjuntivitis vernal. Estos actúan bloqueando la acción de las 

células del sistema inmune.  

• Inmunoterapia: tradicionalmente llamadas vacunas, pueden ser inyectadas o 

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

El diagnóstico de las conjuntivitis, y particularmente las no infecciosas, siguen siendo, 

por lo general, un tema que preocupa a oftalmólogos y demás personal sanitario.  

Cualquiera de las conjuntivitis de origen no infeccioso puede presentar cuadros clínicos 

y sintomatología similar, por lo que es necesaria una evaluación exhaustiva del paciente 

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

Con este trabajo queremos ampliar nuestro conocimiento sobre las conjuntivitis 

alérgicas estacionales y perennes, tanto a nivel celular como molecular. Queremos 

examinar las características singulares para cada grupo de estudio (control y alérgicos) y 

analizar sus diferencias y semejanzas con el fin comprender cuáles son los mecanismos 

inmunológicos que contribuyen al desarrollo de estas enfermedades e identificar posibles 

biomarcadores para el diagnóstico de la conjuntivitis alérgica. 

 

Hipótesis 

La hipótesis principal de este estudio es que: las proporciones de linfocitos 

intraepiteliales de la conjuntiva, el componente molecular de la lágrima y la microbiota 

comensal ocular de los grupos alérgicos seguirán un patrón diferente al del grupo control. 

Además, creemos que puede existir cierta correlación entre: los linfocitos de la sangre 

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

 

Objetivos 

1. Para el sistema inmunitario celular: 

• Caracterizar, mediante citometría de flujo, las distintas poblaciones y 

subpoblaciones de linfocitos en sangre y conjuntiva, diferenciándolas 

fenotípicamente y calculando sus proporciones.  

• Analizar los cambios inmunopatológicos celulares en pacientes con 

conjuntivitis alérgica estacional y perenne, y compararlo con lo obtenido en el 

grupo control, tanto en sangre como en conjuntiva.  

• Comparar y correlacionar el fenotipo linfocitario sistémico (sangre 

periférica) con el regional (Conjuntiva). 
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2. Para el sistema inmunitario humoral: 

• Calcular, mediante tecnología Xmap, las concentraciones de los principales 

factores solubles en plasma y lágrima. 

• Analizar los cambios inmunopatológicos humorales en pacientes con 

conjuntivitis alérgica estacional y perenne, y compararlo con lo obtenido en el 

grupo control, tanto en plasma como en lágrima.  

• Comparar y correlacionar las concentraciones de los factores solubles en 

plasma con las obtenidos en lágrima. 

 

3. Para la microbiota ocular: 

• Caracterizar, mediante secuenciación masiva, el genotipo de la microbiota 

conjuntival. 

• Analizar los cambios inmunopatológicos 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 diagnóstico 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, más 

acentuado en conjuntivitis estacionales.  Para la parte de lágrima 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 más 

acusadas en conjuntivitis alérgicas estacionales. Y, por último, para la parte de microbiota 

se espera encontrar un fenotipo microbiano característico y diferencial entre ambos 

grupos alérgicos.
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

En este capítulo se describirán los recursos y materiales 

utilizados para la recogida de datos, la extracción y análisis de 

muestras, en el siguiente orden: 

1. Diseño del estudio 

1.1. Criterios de inclusión y exclusión 

1.2. Sujetos del estudio 

2. Métodos de extracción de muestra 

2.1. Citología por cepillado 

2.2. Recolección de lágrima por capilaridad 

2.3. Extracción de sangre periférica por venopunción 

2.4. Frotis para la extracción de microbiota 

3. Métodos de análisis de las muestras 

3.1. Citometría de flujo 

3.2. Multiplexado de alto rendimiento 

3.3. Secuenciación de alto rendimiento 

4. Análisis estadístico 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

1. DISEÑO DEL ESTUDIO 

El presente estudio se realizó previa obtención del consentimiento informado según la 

Declaración de Helsinki, y previa aprobación de los Comités de Ética de Investigación 

Clínica (CEIC) del Área de Salud de Valladolid Este y Oeste. Se necesitó la aprobación 

de los CEIC de las dos áreas de salud ya que el estudio se realizó en varios centros: IOBA, 

Hospital Clínico Universitario (HCUV) y Hospital Universitario Río Hortega (HURH).  

Se trata de un estudio caso-control con 3 muestras poblacionales diferentes: una 

población 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 múltiples 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 publicitó el estudio a través de redes sociales (Facebook, 

Twitter e Instagram) y del Centro de Salud Pilarica-Circular, que nos derivaba 

pacientes con sintomatología alérgico-ocular o sospecha de conjuntivitis. 

Todos los voluntarios fueron citados en uno de los 3 centros colaboradores (IOBA, 

HURH o HCUV) para su participación en el estudio.  Todas las pruebas del estudio se 

realizaban en una única cita con una duración 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 continuación 

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

 

1. Lectura y firma del consentimiento informado. 

2. Cuestionario/anamnesis sobre hábitos de vida (alcohol, tabaco, población), 

estado de salud general (medicación, alergias, enfermedades recientes), 

historia oftalmológica (enfermedades oculares, antecedentes familiares, 

cirugías, 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 deberá 

contestar en relación con la frecuencia en que nota sintomatología en ciertas 
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situaciones de la vida diaria durante los últimos 7 días. Valores menores a 13 

puntos se consideraban normales (ver Figura 14). 

4. Recogida de lágrima por capilaridad (8μL de cada ojo).  

5. Prueba TBUT (Tear Break-Up Time) con fluoresceína. Para calcular el tiempo 

de rotura lacrimal, es decir, lo que tarda la película lacrimal en perder la 

continuidad. Valores mayores a 10 segundos se consideraban normales. 

6. Evaluación de la tinción con fluoresceína de córnea y conjuntiva según la 

escala Oxford para descartar lesiones o defectos tisulares producidos por 

agentes externos, sequedad u otras afecciones. Valores equivalentes a un grado 

I o menor se consideraban normales. 

7. Evaluación de las papilas de la conjuntiva tarsal superior para comprobar la 

existencia de inflamación o reacción hacia posibles agentes irritantes. Valores 

equivalentes a un grado I o menor se consideraban normales. 

 

Figura 14. Test OSDI utilizado 

 

Puntuación =  
 

nº respuestas sin incluir NS/NC 

(suma puntuación A+B+C) x 25 
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8. Lavado con suero fisiológico, para lavar la superficie ocular y retirar los 

restos de fluoresceína que puedan contaminar la citología. 

9. Instilación de anestesia tópica (Colircusi Anestésico Doble, 1 mg/mL 

Tetracaína hidrocloruro + 4 mg/mL Oxibuprocaína hidrocloruro). 

Dependiendo de la sensibilidad del paciente, la tolerancia hacía el 

medicamento y la molestia al realizar la citología, podían instilarse un máximo 

de 3 gotas directamente en la conjuntiva tarsal. 

10. Test de Schirmer. Con tiras de papel para medir la producción de lágrima y 

descartar cualquier déficit en la calidad de la lágrima. Valores normales a 

partir de 5mm. 

11. Citología por cepillado de la conjuntiva tarsal superior. Con el parpado 

evertido y anestesiado se realizaba una rotación completa del cepillo, 

repitiendo el proceso 3 veces para extraer el mayor número de células. 

12. Frotis de la conjuntiva bulbar inferior para obtención de microbiota con 

una torunda de algodón. 

13. Extracción de sangre por venopunción del antebrazo. Se extrajo un total de 

3mL. 

 

 

1.1. CRITERIOS DE INCLUSIÓN Y EXCLUSIÓN 

Criterios de inclusión:  

• Participación voluntaria y consentida tras ser informados de las características 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 (pólenes) o perennes (polvo, ácaros, animales…) 

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

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

fluoresceína (< grado II) y Schirmer (≥5mm). 
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Criterios de exclusión comunes a casos y controles:  

Fueron excluido pacientes que:  

• Padeciesen patologías crónicas autoinmunes o autoinflamatorias, neoplasias 

hematológicas, trasplante de progenitores hematopoyéticos, radioterapia o 

quimioterapia,  

• Hubiesen tenido tratamiento farmacológico inmunosupresor, inmunomodulador o 

antiinflamatorio sistémico o tópico en las 2 semanas previas (excepto 

antihistamínicos para el grupo alérgico). 

• Hubiesen sufrido cuadros inflamatorios agudos de origen no-alérgico en las dos 

semanas previas. 

• Se hubieran sometido a algún tipo de cirugía ocular previa. 

• Fuesen usuarios habituales de lentes de contacto, para la obtención de microbiota, 

o uso reciente (durante la última 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 años. De los 60 alérgicos, 28 

fueron diagnosticados de conjuntivitis alérgica estacional (CAE) y 32 de conjuntivitis 

alérgica perenne (CAP). El diagnóstico de la conjuntivitis fue realizado por un 

oftalmólogo/a profesional. Síntomas como picor rojez, lagrimeo, secreciones, papilas, 

inflamación, estornudos o síntomas nasales como la rinitis, fueron indicadores para 

diferenciar la conjuntivitis alérgica de la no-alérgica. Dentro de las conjuntivitis alérgicas 

estacionales encontramos alergias a pólenes: principalmente gramíneas (71,4%), olivo 

(10,7%), ciprés (10,7%) heno (3,6%) y plátano de sombra (3,6%); y dentro de las 

perennes encontramos alergias al polvo/ácaros (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 

citologías conjuntivales, 81 muestras de lágrima y 22 de microbiota. La relación de 

muestras obtenidas puede verse en la Tabla 3. 

  



 

 75 
MATERIALES Y MÉTODOS 

Tabla 3. Relación 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 número total de cada muestra obtenidas. 
CAE=conjuntivitis alérgica estacional, CAP=conjuntivitis alérgica perenne, C=control, H=hombre, M=mujer, SP=sangre 
periférica, CC=citología conjuntival, L=lágrima, 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 X X      CAP 13 H X X      C 19 M X X X     
  CAE 10 H   X      CAP 14 M X X X    C 22 H X X X     
  CAE 11 H X X      CAP 19 M X 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 X 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 X X X     
  CAE 21 M X X X    CAP 26 M X X X X  C 31 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      C 55 H X X X X   
  CAE 42 H X X X    CAP 41 M X X X    C 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 56 M     X     
  CAE 57 H X X X    CAP 45 M X X X X  C 57 M X X X     
  CAE 58 M X 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 X X X    C 63 M X X X     
          CAP 67 M X X X    C 65 M       X   
                  C 69 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 18:10 22 23 23 6  n: 32 34,9 10:22 29 26 29 9  n: 35 45,7 17:18 29 24 29 7   
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2. MÉTODOS DE EXTRACCIÓN DE MUESTRA 

Las muestras celulares de conjuntiva tarsal (zona de 

mayor infiltración linfoide) se recogieron mediante 

citología por cepillado (ver Figura 15). Esta técnica ha 

sido probada anteriormente por el grupo de superficie 

ocular del IOBA y ha demostrado ser una técnica 

mínimamente invasiva, además de efectiva, ya que puede 

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

Previa instilación de anestesia tópica (Colircusi 

Anestésico Doble, 1 mg/mL Tetracaína hidrocloruro + 4 

mg/mL Oxibuprocaína hidrocloruro) directamente sobre el 

parpado superior evertido se procedió a la rotación 

completa del cepillo sobre la conjuntiva.  

Una vez extraídas las células, el cepillo se rotaba durante 

30 segundos en un eppendorf con 1,2mL de una solución 

de mantenimiento (medio RPMI-1640 suplementado con 10% FBS, 1% de 

penicilina/estreptomicina y 1% de L-glutamina). Este proceso se repetía tres veces para 

obtener un mayor número de células. Las muestras celulares se almacenaban a 4ºC hasta 

su análisis dentro de las primeras 24h desde su obtención.  

Para la toma de muestra lagrimal usamos capilares de 4 μL 

(Drummond Microcaps 4 μL), dos para cada ojo (ver Figura 16), hasta 

obtener 8 μL de cada uno. El capilar se dejaba reposar en menisco temporal 

inferior con precaución de no tocar en ningún momento la superficie ocular 

para evitar la producción de lágrima 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 

almacenaron en hielo por separado (ojo izquierdo y ojo derecho) en 

tubos roscados. Todas las muestras de lágrima recogidas se 

mantuvieron congeladas a -80ºC hasta su posterior análisis. 

La muestra de sangre periférica se obtuvo mediante venopunción 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 conservó en un tubo estéril de 4mL con 

Figura 15. Técnica de cepillado 
conjuntival (imagen superior) y rotación 
sobre la solución de mantenimiento 
(imagen inferior). 

Figura 16. Capilares Drummond 
Microcaps 4 μL 
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anticoagulante EDTA (ver Figura 17). De la muestra de sangre, 250 μL se 

usaban para analizar en el citómetro mientras que el resto se utilizaba para 

extraer el plasma que posteriormente sería congelado a -80ºC hasta su 

análisis. 

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

fondo de saco inferior mediante la rotación completa de una torunda de 

algodón. A continuación, ésta se sumergía y giraba suavemente en el 

interior de un tubo con gel de mantenimiento durante 30 segundos y se enviaba 

inmediatamente al laboratorio BiomeMarkers de Valladolid. El kit para la extracción y 

mantenimiento de la muestra era proporcionado este laboratorio previamente. 

  

Figura 17. Tubo 
Vacuette de 
tapón morado 

  



 

 

M
ATERIALES Y M

ÉTO
DO

S 

78 

3. MÉTODOS DE ANÁLISIS DE LAS MUESTRAS 

3.1. CITOMETRÍA DE FLUJO 

La citometría de flujo es una de las técnicas más utilizadas para la caracterización y 

fenotipaje celular. El principio básico de la citometría se basa en la emisión y recogida de 

señales luminosas para analizar las características de una muestra celular previamente 

tratada. Las muestras se analizan en un citómetro de flujo, que está formado por varios 

componentes: 

Un sistema de flujo que se encarga de la toma, transporte y desagüe de la muestra a 

través de un sistema hidráulico. Un sistema óptico, formado por láseres 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 señal luminosa y la 

transforman en una señal eléctrica. Un sistema informático de análisis y software para 

la visualización gráfica de los resultados obtenidos (ver Figura 18). 

Aunque el citómetro puede medir automáticamente el tamaño y la complejidad celular, 

es necesaria la tinción de la muestra (siempre y cuando la muestra no tenga fluorescencia 

propia) con fluorocromos que emitan señales luminosas. Siguiendo el principio de la 

citometría de flujo, podemos hacer un fenotipado detallado de una muestra celular 

añadiendo fluorocromos conjugados con anticuerpos monoclonales que permitan unirse 

a marcadores de membrana celulares específicos 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 señal luminosa con una longitud de 

onda distinta. Existe una gran variedad de fluorocromos que pueden emitir luz a una 

longitud de onda determinada. Los más 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 citómetro, que se encargará de 

generar un flujo continuo de células. El flujo celular es irradiado con un haz de luz láser 

que excita a los fluorocromos para que puedan emitir la señal luminosa, que será recogida 

por cada fotodetector. A cada célula o molécula detectada se le asocian medidas sobre su 

tamaño, complejidad y luminiscencia. Con todos estos datos el citómetro puede crear 

distintos tipos de gráficas que nos ayudarán a la comprensión de los resultados obtenidos: 

histogramas, dispersión de puntos, entre otras. 
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Para este estudio hemos utilizado el citómetro de flujo de la Facultad de Medicina de 

la Universidad de Valladolid, alojado en los laboratorios del departamento de 

inmunología. Este citómetro es el modelo FC-500 de Beckman Coulter, formado por dos 

láseres (Argón 488nm y Neón 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 diseñó un panel de anticuerpos a medida 

para nuestro citómetro. 

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 

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



 

 

M
ATERIALES Y M

ÉTO
DO

S 

80 

(575/25), FL3 (610/20), FL4 (660/20), FL5 (780/60). Cada color será reconocido por 

uno de los fotodetectores. De este modo, se puede averiguar con facilidad qué 

fluorocromos deberemos elegir atendiendo a las características de nuestro citómetro. 

Además, es de vital importancia saber a qué longitud de onda se estimula cada 

fluorocromo. Por ejemplo, las ficoeritrinas se excitan con el láser de Argón 488nm, 

mientras que las aloficocianinas lo hacen con el láser de neón 633nm. Por lo tanto, 

dependiendo de que láser utilicemos para estimular los fluorocromos, se podrá evitar en 

gran medida solapamiento de ondas y la contaminación de fluorescencia. 

Para evitar estos posibles handicaps existen herramientas que podemos utilizar para 

tener una visión más detallada de nuestro ensayo y ver el comportamiento de los 

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

Analyzer de BioLegend. 

 

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

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

pesar de ello, siempre puede producirse cierta contaminación de la señal, y será necesario 

 

A 

B 

Figura 19. Bandas de detección de un citómetro. (A) Espectros de excitación de los fluorocromos seleccionados y 
longitudes de onda de los láseres (líneas verticales). (B) Espectros de emisión de los mismos fluorocromos y anchos de 
banda de detección de nuestros fotodetectores (franjas verticales). 
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configurar una matriz de compensación en el citómetro para tratar de eliminar las señales 

residuales. 

Una vez concluida la elección de fluorocromos, y conocidas las poblaciones celulares 

que queremos incluir en nuestro ensayo, continuaremos con la configuración del panel de 

anticuerpos. Al disponer de solamente 5 fotodetectores será necesario ajustar 

debidamente los cócteles de anticuerpos que se usarán para cada tubo de muestra. 

En nuestro caso, la configuración de los paneles quedó como muestra la Tabla 4: 

Tabla 4. Diseño del panel de anticuerpos y distribución de los distintos monoclonales en los 5 tubos usados para la 
citometría de flujo. TUBO 1: analizaremos linfocitos CD4+ y CD8+, tanto memoria como vírgenes. TUBO 2: subtipos de 
linfocitos T cooperadores: Th1, Th2, Th17/th1, Th17 y Th22. TUBO 3: linfocitos T CD4 reguladores. TUBO 4; linfocitos 
NK y sus subtipos. TUBO 5: linfocitos B1 y B2, y linfocitos TCRγδ+. Ac= anticuerpo, C= clon, I= isotipo, cc= casa comercial. 
Todos los anticuerpos monoclonales utilizados son de ratón. 

  TUBO 1 TUBO 2 TUBO 3 TUBO 4 TUBO 5 

FL1 

Ac CD45RA - FITC CD183 - FITC CD127 - FITC CD16 - FITC CD19 - FITC 
C L48 G025H7 R34.34 3G8 4G7 
I IgG1, K IgG1, K IgG1 IgG1 IgG1, K 

cc Becton Dickinson BioLegend Beckman Coulter Immunostep Becton Dickinson 

FL2 

Ac CD45R0 - PE CD196 - PE CD25 - PE CD8 - PE TCR pan γ/δ - PE 
C UCHL1 G034E3 BC96 3B5 IMMU510 
I IgG2a, K IgG2b, K IgG1, K IgG2a IgG1 

cc Becton Dickinson BioLegend BioLegend Caltag Beckman Coulter 

FL3 

Ac CD8 - ECD CD4 - ECD CD45 - ECD CD45 - ECD CD45 - ECD 
C SFCI21Thy2D3 SFCI12T4D11 J33 J33 J33 
I IgG1 IgG1 IgG1 IgG1 IgG1 

cc Beckman Coulter Beckman Coulter Beckman Coulter Beckman Coulter Beckman Coulter 

FL4 

Ac CD4 - APC CCR10 - APC CD4 - APC CD56 - APC CD5 - APC 
C 13B8.2 6588-5 13B8.2 MEM-188 L17F12 
I IgG1 IgG IgG1 IgG2a, K IgG2a 

cc Beckman Coulter BioLegend Beckman Coulter Immunostep Immunostep 
FL5 

Ac CD3 - APC - Alexa 750 CD194 - PE/Cy7 CD3 - APC - Alexa 750 CD3 - APC - Alexa 750 CD3 - APC - Alexa 750 
C UCHT1 L291H4 UCHT1 UCHT1 UCHT1 
I IgG1, K IgG1, K IgG1, K IgG1, K IgG1, K 

cc Beckman Coulter BioLegend Beckman Coulter Beckman Coulter Beckman Coulter 
 

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

(complejidad celular) con la expresión del marcador de membrana CD45, CD3 o CD4, 

podremos identificar la población linfoide y diferenciarla del resto de poblaciones 

leucocitarias. De este modo se podrán seleccionar exclusivamente los linfocitos para el 

análisis fenotípico. 

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

Figura 20):  
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Linfocitos T totales (CD3+), así como sus subtipos: células MAIT doble negativas 

(CD3+CD8-CD4-), linfocitos TCRγδ+ (CD3+ TCRγδ+), linfocitos T CD4 totales 

(CD3+CD4+), T CD4 vírgenes (CD3+CD4+ CD45RA+) y memoria (CD3+CD4+ 

CD45R0+), linfocitos T reguladores (CD3+CD4+ CD25hiCD127lo), linfocitos Th1 (CD4+ 

CD183+CD194-CD196-CCR10-), Th2 (CD4+ CD183-CD194+CD196-CCR10-), 

Th17/Th1 (CD4+ CD183+CD194-CD196+CCR10-), Th17 (CD4+ CD183-

CD194+CD196+CCR10-), Th22 (CD4+ CD183-CD194+CD196+ CCR10+), linfocitos T 

CD8 (CD3+ CD8+), linfocitos T CD8 vírgenes (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-). 

 

 

  

Figura 20. Poblaciones y subpoblaciones linfoides que serán objeto de estudio y marcadores de superficie característicos de cada uno. 
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PROTOCOLO DE TRATAMIENTO DE MUESTRAS PARA EL 

ANÁLISIS MEDIANTE CITOMETRÍA DE FLUJO 

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

 

 

 

 

 

2. Alicuotamos las muestras en 5 tubos (50 μl para sangre y 200 μl para células conjuntivales). A 

continuación, lavamos las células conjuntivales con 2 mL de Cell Wash Solution y centrifugamos 

durante 5 minutos a 1.200 r.p.m. a 4ºC. 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

4. Agitamos e incubamos 15 minutos en oscuridad a Tª Ambiente y añadimos 0,5 ml de FACS-

LYSING 1X (Becton Dikinson 349202).  

 

5. Por último, agitamos e incubamos 15 minutos en oscuridad a Tª Ambiente y realizamos la lectura 

en el citómetro. 

  

Volteamos suavemente para 
mezclar la sangre 

Agitamos en el vórtex nuestras 
células conjuntivales 

Figura 21. Protocolo utilizado para el análisis celular de las muestras de sangre periférica y conjuntiva. Únicamente la muestra de células 
conjuntivales es la que se lava, la muestra de sangre periférica no necesita lavados. 
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3.2. LUMINEX® xMAPTM – MULTIPLEXADO DE ALTO RENDIMIENTO 

Esta tecnología, muy similar al principio de citometría, permite hacer análisis masivos 

en un periodo reducido de tiempo. Al igual que el citómetro de flujo, detecta y registra 

señales lumínicas procedentes de una muestra biológica. Utilizando placas de 96 pocillos 

se pueden analizar hasta 100 analitos por pocillo/muestra. La técnica se fundamenta en lo 

que se conoce como sándwich Elisa, donde las microesferas magnéticas (beads) se unen 

al analito que queremos cuantificar. Posteriormente, con la adición 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 emitirá una señal luminosa en respuesta que será recogida por 

el analizador Luminex (ver Figura 22).  

Un mismo kit comercial puede contener microesferas para el análisis de una gran 

variedad de analitos, cada uno de ellos con una fluorescencia diferente. La tecnología 

Luminex es capaz de discriminar y registrar todas las señales emitidas, pudiendo realizar 

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

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

concentraciones mínimas detectables, se muestran en la Tabla 5. 

  

Figura 22. Esquema del complejo de unión de todos los reactivos que conforman el ensayo para el Luminex (izquierda).  
Fotografía del analizador Luminex IS-100 usado para analizar las citocinas de nuestro estudio. 
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PROTOCOLO PARA EL ANÁLISIS DE FACTORES SOLUBLES 

MEDIANTE TECNOLOGÍA LUMINEX 

Kits comerciales utilizados: 

Tabla 5. Referencias de los kits comerciales utilizados y moléculas analizadas en cada uno. Entre paréntesis, la 
concentración mínima detectable en pg/mL. *La molécula de RANTES se analizó por separado en plasma sanguíneo 
ya que necesitaba una dilución distinta a las demás. **Para el ensayo con TGF-β es necesario acidificar previamente 
nuestras muestras con 2.0 μL de 1.0 N de ácido hidroclorídrico por cada 25 μL de muestra. 

Referencia Analitos 

HCYTOMAG-60K 

Eotaxina (3.08), IFN-γ (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), 

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-β1 (6.00), TGF-β2 (6.60), TGF-β3 (2.20) 

HCYP2MAG-62K TSLP (3.1) 

HGAMMAG-301K IgA (400) 

HGAMMAG-303E IgE (400) 

1. Lavar los pocillos de la placa con 200 μL solución de lavado y mantener en agitación

10min a temperatura ambiente. Después, decantar invirtiendo la placa.

2. Añadir 25 μL de cada Standard, controles y controles negativos.

3. Añadir 25 μL del diluyente apropiado para cada pocillo (Assay Buffer para muestras y

Serum Matrix para el resto).

4. Añadir 25 μL de plasma o 10 μL 1:10 de lágrima a los correspondientes pocillos.

5. Añadir 25 μL de la solución de Beads premezcladas.

6. Incubar 2h a temperatura ambiente o toda la noche a 4ºC en agitación.

7. Lavar dos veces con 200 μL de solución de lavado con ayuda de un imán para placas.

8. Añadir 25 μL de los anticuerpos e incubar durante una hora a Tª ambiente.

9. Añadir 25 μL de la solución de Estreptavidina-Ficoeritrina a cada pocillo.

10. Incubar durante 30 minutos a Tª ambiente y en agitación.

11. Decantar el contenido con ayuda del imán y lavar con 200 μL de solución de lavado.

12. Añadir 150 μL de la solución para el Luminex y leer.

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

Las tecnologías de secuenciación de alto rendimiento y de próxima generación (HT-

NGS, High-Throughput Next-Generation Sequencing) son actualmente el tema más 

novedoso en el campo de la investigación genómica humana y animal. Son capaces de 

producir datos 100 veces más que los secuenciadores convencionales. Con el desarrollo 

continuo de las máquinas de secuenciación de alto rendimiento y el avance de las 

herramientas bioinformáticas modernas, esta técnica tiene cada vez un coste más bajo. El 

principio de la HT-NGS consiste en la secuenciación de moléculas de ADN de forma 

masiva y paralela en una celda de flujo. La secuenciación puede llevarse a cabo en un 

proceso repetitivo por etapas o de forma continua en tiempo real. Cada patrón 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 información 

de la secuencia generada ha permitido realizar análisis avanzados del genoma que antes 

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

Una vez recogidas, las muestras de microbiota de conjuntiva bulbar inferior se 

enviaron inmediatamente para su análisis molecular al laboratorio Biome Makers en 

Valladolid (Figura 24).  

 

 

 

 

 

Para nuestro estudio, la extracción de ADN se realizó con el kit DNeasy PowerLyzer 

PowerSoil de Qiagen. Para caracterizar las comunidades microbianas, tanto bacterianas 

como fúngicas, 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 región V4 del ARNr 16S y la región ITS1. La 

secuenciación se llevó a cabo en un instrumento Illumina MiSeq utilizando la 

secuenciación por pares (2 × 300 bp). Se analizaron un total de 538 especies de 

bacterias y 648 de hongos. 

 

Figura 24. Fotografía del analizador MiSeq™ System – Illumina (izquierda). Acceso a la 
web de Biome Makers Valladolid (derecha) 
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4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El análisis estadístico se realizó con el software IBM SPSS (versión 24.0.0.2 para 

Windows, SPSS Inc., Chicago, IL, EE. UU.). Todos los datos obtenidos representados en 

tablas están representados en forma de media ± desviación estándar. Las gráficas de 

barras están representadas en forma de media + error típico positivo de la media. 

Para contrastar la hipótesis de normalidad de las variables se utilizó la prueba de 

Shapiro-Wilk, y para el estudio de la igualdad de varianzas se utilizó el contraste de 

Levene. 

Para las comparaciones por pares realizadas entre muestras, patologías u otras 

agrupaciones como la edad o el sexo, se utilizó la prueba t-Student o el contraste no 

paramétrico U de Mann-Whitney aplicando la corrección de Bonferroni cuando no 

pudiera asumirse la normalidad de la variable dependiente. 

Para el estudio de correlación entre distintas muestras (celulares y moleculares) se 

utilizó la prueba de correlación de Spearman.  Por último, para las pruebas en 

microbiota se utilizó la prueba no paramétrica ANOVA de Kruskal-Wallis para 

comparar los 3 grupos de estudio. Además, se analizaron las diferencias de edad y sexo 

para descartar cualquier influencia estadística existente.  

Los análisis estadísticos de los datos de la microbiota se realizaron principalmente 

utilizando los paquetes R phyloseq y microbiome. Los análisis del microbioma se 

llevaron a cabo utilizando la programación R. La diversidad alfa se calculó basándose en 

el índice de Shannon para las lecturas enrarecidas de 16S e ITS. El análisis de varianza 

de las categorías de patología por sexo se determinó mediante la prueba de Kruskall-

Wallis. La diversidad beta se calculó sobre los datos de composición utilizando el análisis 

de coordenadas principales (PCoA) del Análisis de Coordenadas Principales (PCoA) y la 

matriz de distancia de Bray-Curtis. 

Cuando los valores de p ≤ 0,05 son considerados estadísticamente significativos, 

representándose las distintas escalas de significación como sigue: * para valores de p < 

0.05, ** para valores de p < 0.01 y *** para valores de p < 0.001. 
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ANEXO I - TÉCNICAS DE GATING 

 

ANEXO I - TÉCNICAS DE GATING 

 

• TUBO 1 – Linfocitos T CD4 y CD8 y su estado de maduración 

 

• TUBO 2 – Linfocitos Th y sus subtipos 

 

• TUBO 3 – Linfocitos T reguladores 

 

• TUBO 4 – Subpoblaciones de linfocitos NK y NKT 

 

• TUBO 5 – Linfocitos TCRγδ y subpoblaciones de B 
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TUBO 1 – Linfocitos T CD4 y CD8 y su estado de maduración 

  

CD4+CD45RA+ CD4+CD45R0+ 

CD8+CD45RA+ CD8+CD45R0+ 

Figura 25. Diagramas de citometría correspondientes al TUBO 1 para la muestra de sangre periférica, utilizados para calcular las proporciones 
de las distintas poblaciones de linfocitos CD4 y CD8 vírgenes y memoria. 



 

 90 

M
ATERIALES Y M

ÉTO
DO

S 

TUBO 1 – Linfocitos T CD4 y CD8 y su estado de maduración 

  

CD4+CD45RA+ CD4+CD45R0+ 

CD8+CD45RA+ CD8+CD45R0+ 

Figura 26. Diagramas de citometría correspondientes al TUBO 1 para la muestra de células conjuntivales, utilizados para calcular las 
proporciones de las distintas poblaciones de linfocitos CD4 y CD8 vírgenes y memoria. 



 

 91 
MATERIALES Y MÉTODOS 

TUBO 2 – Linfocitos Th y sus subtipos 

  

Th17 

Th17/Th1 

Th22 

Figura 27. Diagramas de citometría correspondientes al TUBO 2 para la muestra de sangre periférica, utilizados para calcular las proporciones 
de las distintas poblaciones de linfocitos Th: Th1, Th2, Th17/Th1 y Th22. 
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TUBO 2 – Linfocitos Th y sus subtipos 

  

Th17 

Th17/Th1 

Th22 

Figura 28. Diagramas de citometría correspondientes al TUBO 2 para la muestra de células conjuntivales, utilizados para calcular las 
proporciones de las distintas poblaciones de linfocitos Th: Th1, Th2, Th17/Th1 y Th22. 
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TUBO 3 – Linfocitos T reguladores 

  

Figura 29. Diagramas de citometría 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  

Tregs 

Figura 30. Diagramas de citometría correspondientes al TUBO 3 para la muestra de células conjuntivales, utilizados para calcular las 
proporciones de linfocitos T reguladores. 
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TUBO 4 – Subpoblaciones de linfocitos NK y NKT 

  

NK 

NKT 

Figura 31. Diagramas de citometría 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+/-. 



 

 96 

M
ATERIALES Y M

ÉTO
DO

S 

TUBO 4 – Subpoblaciones de linfocitos NK y NKT   

NK 

NKT 

Figura 32. Diagramas de citometría correspondientes al TUBO 4 para la muestra de células conjuntivales, utilizados para calcular las 
proporciones de linfocitos NK, NKT y sus subtipos CD16+/- y CD56+/-. 
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TUBO 5 – Linfocitos TCRγδ y subpoblaciones de B 

  

CD3+TCRγδ+ 
Linf B1 

Linf B2 

Figura 33. Diagramas de citometría correspondientes al TUBO 5 para la muestra de sangre periférica, utilizados para calcular las proporciones 
de linfocitos B1, B2 y TCRγδ+. 
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TUBO 5 – Linfocitos TCRγδ y subpoblaciones de B 

  

CD3+TCRγδ+ 
Linf B1 

Linf B2 

Figura 34. Diagramas de citometría correspondientes al TUBO 5 para la muestra de células conjuntivales, utilizados para calcular las 
proporciones de linfocitos B1, B2 y TCRγδ+. 
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 RESULTADOS 

 

En este apartado se presentarán todos los resultados obtenidos en el 

siguiente orden de contenidos: 

1. Descriptivo de la muestra 

2. Análisis de las concentraciones de polen y toma de muestras 

3. Sistema inmunitario celular 

3.1. Diferencias asociadas a la patología en sangre 

3.2. Diferencias asociadas a la patología en conjuntiva 

3.3. Diferencias asociadas a la edad y el género en conjuntiva 

3.4. Diferencias entre sangre y conjuntiva 

3.5. Análisis de la correlación entre sangre y conjuntiva 

4. Sistema inmunitario humoral 

4.1. Diferencias asociadas a la patología en plasma 

4.2. Diferencias asociadas a la patología en lágrima 

4.3. Diferencias entre plasma y lágrima 

5. Microbiota ocular 

5.1. Diferencias asociadas a la patología en bacterias 

5.2. Diferencias asociadas a la patología en hongos 

6. Propuesta de posibles biomarcadores para el diagnóstico de la 

conjuntivitis alérgica 
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RESULTADOS 

1. DESCRIPTIVO DE LA MUESTRA

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

superficie ocular se resumen en la Tabla 6: 

Tabla 6. Datos descriptivos de la muestra. Número de muestras obtenidas por cada grupo de estudio, datos sobre la 
edad y el sexo, hábitos de la vida diaria, enfermedades, medicación 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 
nº total de voluntarios 28 32 35 
nº muestras de sangre periférica 22 29 29 
nº muestras de citología conjuntival 23 26 24 
nº muestras de lágrima 23 29 29 
nº 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 De 19 a 76 
Sexo (Hombre: Mujer) 18:10 10:22 17:18 
Residencia habitual (urbana o rural) 93% urbana 90% urbana 57% urbana 

Hábitos de la vida diaria 
46% 70% 77% 
11% 21% 14% 
93% 65% 66% 
68% 78% 77% 

Toma de alcohol (al menos 1 vez por semana) 
Fumador 
Actividad física (de 2 a 4 veces por semana) 
Horas de sueño (menos de 8 horas) 
Toma de suplementos alimenticios 7% 25% 14% 

Historial de enfermedades 
Asma 28% 25% 0% 
Rinitis 39% 34% 14% 
Dermatitis atópica 39% 37% 6% 
Bronquitis 11% 16% 6% 
Conjuntivitis 75% 3% 17% 

En los últimos tres meses 
Uso de antihistamínicos orales 39% 16% 3% 
Uso de antihistamínicos oculares 28% 28% 8% 
Uso de lágrimas artificiales 14% 6% 26% 
Uso de lentes de contacto 25% 4% 6% 

Test Oculares 
Puntuación media OSDI 5 4 4 
TBUT >10 >10 >10
Papilas conj. Tarsal superior (Grado I) 28% 37% 28%
Papilas conj. Tarsal superior (Grado II) 21% 19% 6% 
Tinción con fluoresceina (Grado I) 14% 40% 26% 
SCHIRMER 12mm 14mm 13mm 
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2. ANÁLISIS 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 más síntomas. Dependiendo del año, la aparición del polen de algunas especies 

podía adelantarse o retrasarse, pudiendo abarcar algún mes del otoño o el invierno. 

Concretamente en Valladolid, los pólenes de gramíneas, ciprés, plátano de sombra y 

encina fueron los que presentaron concentraciones más altas durante esos 4 años.  

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

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

se detallan en la Figura 35. 

 

  

Figura 35. Cambios en las concentraciones de polen (baja, moderada o alta) a lo largo de los cuatros años de recogida de 
muestra. Datos obtenidos de la Junta de Castilla y León para la provincia de Valladolid, del año 2016 al 2019 
https://analisis.datosabiertos.jcyl.es/explore/dataset/informacion-polinica-historica/export/). En amarillo se ha añadido 
el nº de pacientes de los que obtuvimos alguna de las muestras. Podemos observar en la gráfica las fluctuaciones y de 
polen, donde las concentraciones más altas corresponden a Ciprés, Plátano de sombra, Gramíneas y Encina. 

https://analisis.datosabiertos.jcyl.es/explore/dataset/informacion-polinica-historica/export/
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3. SISTEMA INMUNITARIO CELULAR

3.1. DIFERENCIAS ASOCIADAS A LA PATOLOGÍA EN SANGRE 

PERIFÉRICA 

Analizando los datos obtenidos de la citometría 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 más 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). 

Cabe destacar, como se muestra en la figura anterior, que para alérgicos estacionales 

el fenotipo Th proinflamatorio (Th2, Th17 y Th22) supera al fenotipo más 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 

población 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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Figura 36. Diferencias en sangre periférica entre los 3 grupos de estudio para los linfocitos T CD4+ (gráfica de la 
izquierda). Y porcentaje que representa cada subpoblación (gráfica de la derecha). *p>0,05, **p>0,01. C=control, 
CAE=conjuntivitis alérgica estacional, CAP=conjuntivitis alérgica perenne.
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Aunque cabría esperar que para el grupo de conjuntivitis alérgicas estacionales los 

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

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

memoria superan a las vírgenes perennes (ver Figura 37, derecha). 

Por último, 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 

 Th1  Th17/Th1

 Th17  Th22

 CD19  B2

Conjuntivitis alérgica PERENNE 

 CD4+CD45R0
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Figura 37. Diferencias en sangre periférica en los subtipos de linfocitos B y CD4 vírgenes y memoria en los 3 grupos de 
estudio (gráfica de la izquierda). Podemos observar cómo en todos los casos los linfocitos B2 tienen proporciones 
mayores que los B1 (gráfica central) y que, únicamente en CAP, los linfocitos T CD4 memoria superan a los CD4 vírgenes 
(gráfica de la derecha). *p>0,05. C=control, CAE=conjuntivitis alérgica estacional, CAP=conjuntivitis alérgica perenne. 

Resumen de resultados 1. Diferencias entre los grupos de conjuntivitis alérgica estacional y perenne en las 
poblaciones de linfocitos de sangre periférica.
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3.2. DIFERENCIAS ASOCIADAS A LA PATOLOGÍA 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 TCRγδ. 

Dentro de las subpoblaciones de linfocitos T CD4 conjuntivales se han observado 

ciertas homologías con sangre periférica. Por ejemplo, las proporciones de linfocitos Th1, 

Th17 y Th22 en ambos tejidos parecen seguir el mismo patrón: una disminución de los 

linfocitos Th1 mientras que Th17 y Th22 aumentan en los grupos de conjuntivitis 

alérgica. Como podemos ver en la Figura 38, las células Th1 presentan valores más 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 más 

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

4,51%).  

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 Th1, 

mientras que en el grupo control eran los linfocitos Th1 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 razón, los linfocitos con funciones 
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Figura 38.  Comparación de los distintos subtipos de linfocitos T CD4+ en conjuntiva entre los 3 grupos de estudio 
(gráfica de la izquierda). Y porcentaje que representa cada subpoblación (gráfica de la derecha). *p>0,05. C=control, 
CAE=conjuntivitis alérgica estacional, CAP=conjuntivitis alérgica perenne. 
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inmunomoduladoras (Treg, Th1 y Th17/Th1) 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 TCRγδ+ (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 están disminuidas en CAP, lo cual 

es sorprendente, ya que también cabría esperar un incremento de las células MAIT, que 

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

 

Resumen

Conjuntivitis alérgica ESTACIONAL 

 Th1  
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Figura 39. Diferencias en las poblaciones de NKT, TCRγδ+ y MAIT. *p>0,05. C=control, CAE=conjuntivitis alérgica 
estacional, CAP=conjuntivitis alérgica perenne. 

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 homología en los subtipos Th1, Th17 y 

Th22, cuyas diferencias fueron estadísticamente significativas en ambos tejidos para 

el grupo de conjuntivitis alérgicas estacionales. Realizando el análisis de correlación 

entre sangre periférica y conjuntiva para esos subtipos de linfocitos Th se observa que 

existe correlación estadísticamente significativa para Th17 y Th22, no así para Th1, en el 

grupo de conjuntivitis alérgicas estacionales (Figura 40). 
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Figura 40. Correlación entre los valores obtenidos en sangre periférica (eje de ordenadas) y conjuntiva (eje de abscisas) para los 
subtipos Th1, Th17 y Th2 dentro del grupo de conjuntivitis alérgicas estacionales. En la parte superior derecha de cada gráfica puede 
verse el coeficiente de correlación de Spearman y el p valor. 
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3.3. DIFERENCIAS ASOCIADAS A LA EDAD Y EL GÉNERO EN 

CONJUNTIVA 

Con el objetivo de analizar la influencia de la edad y el género se subdividió la 

población muestral en dos grupos: menores y mayores de 50 años para la edad; y hombres 

y mujeres para las diferencias de género. El punto de corte para los grupos de edad se 

estableció en 50 años, edad de inicio del deterioro inmunitario. 

 Los análisis se realizaron en los tres grupos de estudio por separado para evitar la 

influencia de la patología. Aunque se han analizado los efectos de la edad y el género en 

todos los grupos, tanto en sangre como en conjuntiva, resulta más apropiado hablar 

únicamente 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 disminución estadísticamente significativa de linfocitos 

T citotóxicos 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.  
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Figura 41. Evolución de las distintas subpoblaciones linfoides en conjuntiva. distribuido por tramos de edad. Se 
observa como los linfocitos CD8 totales (CD3CD8) y de memoria (CD8R0) 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 años, mientras las células MAIT van aumentando 

hasta igualar niveles con Tc (CD3CD8). La disminución 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 años. Lo contrario ocurre con los linfocitos Th1, 

comienzan su declive a partir de los 30 años. Por último, las células Th2 comienzan a 

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

En cuanto a las diferencias de género, se ha observado que en mujeres existe una 

disminución de los linfocitos T CD3+ (♂: 83,54 ± 

7,57% vs ♀: 76,87 ± 8,48%, p= 0,041) y TCRγδ+ 

(♂: 39,73 ± 10,65% vs ♀: 26,99 ± 15,23%, p= 

0,047) mientras que las células NK totales (♂: 7,83 

± 6,35% vs ♀: 18,16 ± 10,77%, p= 0,002), y 

particularmente las CD56+CD16- (♂: 2,64 ± 

5,97% vs ♀: 5,83 ± 5,76%, p= 0,015)  y CD56-

CD16+ (♂: 4,12 ± 3,63% vs ♀: 10,56 ± 11,57%, 

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

encontrados en hombres.  
Figura 43. Resumen de los hallazgos por 
género. 

Figura 42. Evolución, por tramos de edad, de los subtipos de linfocitos T CD4 en conjuntiva dónde puede observarse 
que los valores de linfocitos Th convergen en edades más avanzadas. 
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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 continuación se observaron en los tres grupos de estudio, lo que 

quiere decir que son características intrínsecas de la conjuntiva e independientes de 

la patología. 

En primer lugar, observando las tres grandes poblaciones de linfocitos (T, B y NK), 

vemos que los linfocitos B abarcan porcentajes más bajos en conjuntiva mientras que las 

poblaciones T y NK permanecen con proporciones similares en ambos tejidos. Esta 

disminución de linfocitos B en conjuntiva se debe en gran parte al subtipo B2, que son 

los que están 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). 

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 mayoría de los linfocitos T CD8 activados son 

 
SANGRE PERIFÉRICA CONJUNTIVA 

CONTROL 

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. 
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NKT. Además, 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 población 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 vírgenes 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 están activados 

mientras que en sangre periférica representaban un 50-50. Por último, siguiendo en la 

línea de los linfocitos T, se ha observado que tanto MAIT como TCRγδ tienen valores 

mucho más 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 está formada principalmente por una 

defensa propia de la inmunidad innata: inespecífica, rápida y efectiva; complementada 

con una parte importante de la inmunidad adaptativa con un alto porcentaje de activación, 

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

 

 

 

 

 

 

 

Resumen 

CARACTERISTICAS DE LA CONJUNTIVA 

CD8>CD4   CD4R0>CD4RA 

 Treg    Th1 

 MAIT   NKT    TCRγδ 

CD19   B2   B1>B2 

Resumen de resultados 3. Diferencias en las proporciones de linfocitos intraepiteliales de la conjuntiva con respecto 
a la sangre periférica. 
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3.5. ANÁLISIS DE LA CORRELACIÓN ENTRE EL COMPONENTE CELULAR 

CIRCULANTE Y EL REGIONAL 

Para esta parte del estudio se utilizó el estadístico de correlación bivariado de 

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

conjuntivales.  

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

moderada entre varias subpoblaciones linfoides: Th22, NKT totales, linfocitos T CD8 

vírgenes (CD8+CD45RA+) y memoria (CD8+CD45R0+). Esto indica que existe cierta 

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

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

derivará en un aumento o disminución de esa población en conjuntiva. 

 

CONJUNTIVA 

SA
N

GR
E 

PE
RI

FÉ
RI

CA
 

σ = 0.491 
p < 0.001 

σ = 0.465 
p < 0.001 

σ = 0.324 
p = 0.006 

σ = 0.326 
p = 0.006 

Figura 45. Correlación entre los valores obtenidos en sangre periférica (eje de ordenadas) y conjuntiva (eje de abscisas) para los 
subtipos Th22, NKT totales, CD8R0 y CD8RA. En la parte superior derecha de cada gráfica puede verse el coeficiente de correlación 
de Spearman y el p valor 
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4. SISTEMA INMUNITARIO HUMORAL 

4.1. DIFERENCIAS ASOCIADAS A LA PATOLOGÍA EN PLASMA 

SANGUINEO 

Al analizar las citocinas del plasma sanguíneo 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).  

 

Dentro del grupo de las interleucinas, hemos observado un aumento de la 

concentración 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

Conjuntivitis alérgica ESTACIONAL 

 IgE  IL-5 

 IL-9  RANTES 

Conjuntivitis alérgica PERENNE 

 IgE  IL-5 

 IL-8 
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Figura 46. Diferencias más relevantes en algunas citocinas e IgE por grupo de estudio en plasma sanguíneo. 
Preste especial atención al cambio de escala entre ambas gráficas y las unidades de medida de cada molécula. 
*p>0,05, **p>0,01. C=control, CAE=conjuntivitis alérgica estacional, CAP=conjuntivitis alérgica perenne. 

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

En el análisis molecular de la lágrima, a diferencia de lo que ocurría en sangre 

periférica, hemos encontrado numerosas diferencias entre sanos y alérgicos, sobre todo 

en conjuntivitis alérgicas perennes dónde la gran mayoría de citocinas aparecen 

aumentadas. En cambio, los resultados obtenidos para conjuntivitis alérgicas estacionales 

se asemejan más al grupo control, con ligeras diferencias.  

Se ha encontrado, como era de esperar, una disminución de las concentraciones de 

TGF-β2 (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-γ, IL-1β y TSLP estaban aumentadas en 

CAP con respecto a los grupos de control y CAE. Además, IL-4, IL-13, IL-17F, IL-21 

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

Figura 47).  
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Figura 47. Diferencias más relevantes en algunas citocinas, MMP-9 y TGF- β2 por grupo de estudio en lágrima. 
Preste especial atención a las escalas de cada gráfica. *p>0,05, **p>0,01, ***p>0,001. C=control, CAE=conjuntivitis 
alérgica estacional, CAP=conjuntivitis alérgica perenne. 
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Por último, se observó que las concentraciones 

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

TNF-α en CAP y las concentraciones de IgA y 

MMP-9 en CAE estaban también aumentadas al 

comparar ambos grupos alérgicos entre sí. 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 

podemos ver qué tipo de respuesta prevalece en 

cada grupo de estudio. Tal y como recoge la 

Figura 48 podemos observar que, en los grupos de 

conjuntivitis, las respuestas de tipo Th17 y Th2 

(en CAP representan casi el 80%) están 

aumentadas con respecto al grupo control y que, 

a su vez, las citocinas tipo APC (célula 

presentadora de antígeno) se reducen 

drásticamente.  

Podemos observar que dentro de cada grupo de 

citocinas existe un tipo que predomina frente al 

resto. Para el grupo APC es la IL-8, que disminuye 

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 Th17 

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

Resumen

Conjuntivitis alérgica ESTACIONAL 

 IgA  MMP-9 
 

 IgE  TGF-β2 

Conjuntivitis alérgica PERENNE 

 IFN-γ,  IL-1β,  IL-2,  IL-4,  
 IL-5,  IL-13,  IL-17E,  IL-17F,  

 IL-21,  IL-22,  TSLP. 

 IgE  TGF-β2 

Figura 48. Porcentajes de las citocinas en lágrima, por 
tipo de respuesta celular. 
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Resumen de resultados 5. Diferencias entre los grupos de conjuntivitis alérgica estacional y perenne en las 
concentraciones de factores solubles de la lágrima. 
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4.3. DIFERENCIAS EN EL COMPONENTE HUMORAL ENTRE PLASMA Y 

LÁGRIMA 

Comparando las citocinas de plasma y lágrima podemos afirmar que existen bastantes 

diferencias entre ambas. Si clasificamos las principales citocinas que producen las células 

del sistema inmunitario en Th1, 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 lágrima. 

Hemos podido observar que el plasma sanguíneo y la lágrima poseen diferencias y 

similitudes en su composición. A simple vista podemos decir que en lágrima hay mayor 

concentración de citocinas propias de las células presentadoras de antígeno (P: 10,34% 

vs L: 25,37%), una fuerte disminución de la respuesta Th1 (P: 13,89% vs L: 6,28%) y 

una leve disminución 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 comparación del componente celular 

entre sangre y conjuntiva: Th1 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 lágrima. De las citocinas tipo Th17, observamos una 

disminución 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 lágrima. Por otro lado, la disminución de las citocinas tipo Th1 en 

lágrima se debe completamente a la disminución de IFN-γ (P: 9,29% vs L: 3,08%). Por 

último, IL-8 es la citocina que más varía, teniendo valores mucho más 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 lágrima. 

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-β, observamos que el isotipo más abundante en sangre 

es TGF-β1, mientras que en lágrima es TGF-β2. También encontramos una disminución 

en las proporciones de MMP-9 y RANTES en lágrima, mientras que el MCP-1 aumenta. 
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Podemos concluir que la lágrima tiene características totalmente distintas al plasma 

sanguíneo. Todas estas diferencias apuntan a que la lágrima es una parte imprescindible 

de la defensa de la superficie ocular, caracterizada por un predominio de moléculas 

pertenecientes a la inmunidad innata: IgE, TGF-β2, MCP-1 e IL-8. Estas características 

proporcionan a la lágrima funciones tanto pro- (protección frente patógenos, 

quimiotaxis…) como anti- inflamatorias (inmunorregulación, regeneración celular…).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resumen 

CARACTERISTICAS DE LA LÁGRIMA 

IgE > IgA      TGF-β2 > TGF-β1 

 MCP-1   IL-8   IL-17F   IL-21 

MMP-9   RANTES   IFN-γ   IL-13   IL-22 

Resumen de resultados 6. Diferencias en las concentraciones de los factores solubles de la lágrima con respecto del 
plasma sanguíneo. 
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5. MICROBIOTA OCULAR 

5.1. DIFERENCIAS ASOCIADAS A LA PATOLOGÍA EN BACTERIAS 

En el análisis de la microbiota extraída 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 secuenciación 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).  
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** *

0%

50%

100%

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Staphylococcus aureus Achromobacter xylosoxidans Corynebacterium sp.
Rahnella carotovorum Enterobacter sativa Nitrososphaera sp.
Propionibacterium acnes Kocuria rhizophila Kocuria palustris
Thermus scotoductus Dermacoccus sp. Anaerococcus sp.
Corynebacterium macginleyi Acinetobacter ursingii Enhydrobacter vulgaris
Singulisphaera sp. Streptococcus anginosus Devosia sp.
Otros

CAE                                              CAP                                                   C 

BACTERIAS 

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 pertenecía 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%). 

Además 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%) tenían los porcentajes más altos en CAE, aunque estas tres poblaciones sólo 

se encontraron en un tercio de las muestras. La misma condición se observó 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%) tenían 

porcentajes elevados, pero las dos últimas sólo 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%). 

Además, el grupo CAP, demostró tener una rica diversidad bacteriana comparado al 

resto. Entre estas especies, que se encontraron únicamente en CAP, están 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 PATOLOGÍA EN HONGOS 

Para las comunidades fúngicas, ya que obtuvimos más variedad, las especies con un 

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

“otros”.  

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

la variedad restricta la más 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 comprendían el 40,05% de la microbiota en CAP (ver Figura 51).  
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Cladosporium herbarum Alternaria alternata Aureobasidium pullulans
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Penicillium sp. Lachancea thermotolerans Epicoccum nigrum
Penicillium anatolicum Russula sp. Ulocladium chartarum
Hygrocybe sp. Lewia infectoria otras

CAE                                               CAP                                                    C 

Figura 51. Proporciones obtenidas para las poblaciones de HONGOS. 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.  



 

 124 

RESU
LTADO

S 

Otras poblaciones fúngicas, 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 están 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 4,24 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 2,81  Cryptococcus magnus 0,95 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. 5,60 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. ANÁLISIS DE LA DIVERSIDAD DE LA MICROBIOTA 

Se comparó el índice de diversidad alfa para los marcadores 16S e ITS, no 

encontrándose ninguna diferencia significativa entre patologías, aunque el grupo CAP 

tendía a mostrar una mayor diversidad para ambos marcadores. Por el contrario, la 

ordenación de la composición del microbioma para ambos reveló que las muestras de 

CAP se independiza del resto de los grupos de estudio (ver Figura 52).  

Figura 52. Diversidad alfa determinada con el índice de Shannon para comunidades procariotas (16S) y fúngicas (ITS) 
subdivididas por sexo y categorizadas por patología. Los valores p resultantes de la prueba Kruskall-Wallis se muestran 
en la parte superior (A). Análisis de coordenadas principales (PCoA) de la microbiota basado en la matriz de distancia 
de Bray-Curtis de los pacientes anotados por categorías de sexo (forma) y patología (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 asociación directa entre la microbiota comensal, el desarrollo de la 

conjuntivitis alérgica perenne y su sintomatología. 
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6. PROPUESTA DE POSIBLES BIOMARCADORES PARA EL DIAGNÓSTICO 
DE LA CONJUNTIVITIS ALÉRGICA 

Gracias a este estudio hemos podido observar diferencias muy claras entre los grupos 

de estudio, tanto en conjuntiva, como sangre/plasma, lágrima y microbiota. Uno de los 

propósitos finales de este estudio es ayudar al diagnóstico diferencial de la conjuntivitis 

alérgica. Observando qué diferencias y similitudes existen entre las muestras y 

conociendo cuáles son los patrones de comportamiento del sistema inmunitario local y 

regional, podemos discriminar qué método de análisis es el más indicado para el 

diagnóstico.  

Nuestras investigaciones arrojan datos muy interesantes que pueden ayudarnos en la 

búsqueda de biomarcadores para el diagnóstico de la conjuntivitis alérgica dependiendo 

del tipo de muestra que vayamos a analizar. 

Cabe recordar que únicamente se han encontrado correlaciones entre sangre y 

conjuntiva para ciertas subpoblaciones de linfocitos: Th22, NKT, CD8 memoria y CD8 

vírgenes sin distinguir entre grupos y; Th1, 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 patrón 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 proporción de Treg, MAIT, 

NKT o TCRγδ); entre plasma y lágrima (p.ej.: la mayor concentración de IgE, TGF-β2, 

IL-8, etc.); o entre grupos de conjuntivitis alérgicas estacionales y perennes, que nos 

servirán 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 disminución de Th1 en sangre 

o conjuntiva; combinado con un aumento de la IL-9 y RANTES en plasma o IgA y MMP-

9 en lágrima; podría considerarse biomarcador para el diagnóstico de la conjuntivitis 

alérgica estacional. 

Y, un aumento de las subpoblaciones de Th2, y disminución de MAIT y TCRγδ en 

conjuntiva; combinado con un aumento de las concentraciones de las citocinas 

principalmente de tipo Th17 o Th2 en lagrima; y una sobrecolonización de especies de 

Kocuria, prop. acnes o Malassezia; podría considerarse biomarcador para el diagnóstico 

de la conjuntivitis alérgica perenne. 
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 ANEXO II – ESPECIES ANALIZADAS 
 

  

 

 

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 continuación, se mostrarán dos gráficas (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 (X̅) para cada grupo se ha calculado sumando los 

porcentajes obtenidos y dividiendo entre el número de muestras. 

Y la frecuencia (f) es el número de muestras en las que se ha 

encontrado ADN de cada especie expresado en porcentaje. 

 

Cada color representa un rango de porcentaje, siendo las gamas 

de rojo los porcentajes más bajos, amarillos y naranjas valores 

medios, y azules los porcentajes más altos. 
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  BACTERIAS 

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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HONGOS 

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 página anterior. 
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DISCUSIÓN 

Desde unas pocas décadas atrás hasta la actualidad, la idea que se tenía 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 día. Hasta hace 

relativamente poco (década de los 80) era descabellado pensar que un tejido sano pudiera 

contener células del sistema inmunitario. Años más tarde, se produjo cierta controversia 

entre autores que defendían la presencia de un tejido linfoide organizado asociado a la 

conjuntiva y los que defendían justamente lo contrario. No fue hasta 1994 cuando 

comenzó a resolverse esta disputa. Se pasó de la teoría de la no existencia de un tejido 

linfoide asociado a la conjuntiva sana a la teoría 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 seguía 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 

empezó a normalizar el CALT como componente de la conjuntiva sana con sus formas 

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

De hecho, en ese mismo estudio se encontraron otras características interesantes de la 

conjuntiva que en años posteriores se fueron desarrollando. Por ejemplo, las diferencias 

del fenotipo linfoide en las distintas zonas topográficas de la conjuntiva, la predominancia 

de los linfocitos CD8 frente a CD4, o el hecho de que no concordasen los cálculos cuando 

la suma de CD4 y CD8 no era igual al porcentaje de CD3, surgiendo así el fenotipo 

CD3+CD8-CD4-.  

Con la llegada de nuevas técnicas de citología mínimamente invasivas como la 

citología de impresión o por cepillado como alternativa a las biopsias, se impulsó el 

Figura 56. Organización folicular (figura de la izquierda) e infiltración epitelial de los linfocitos (figura de la derecha) 
en conjuntiva sana. imágenes extraídas del artículo científico: "Characterisation of the Normal Conjunctival Leukocyte 
Population” de 1997. 
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estudio citológico de la superficie ocular. Aunque estas técnicas ya llevaban tiempo 

implantadas, no fue hasta 1990 que se aplicó la citología por cepillado a la conjuntiva, 

demostrando ser una técnica relativamente no-invasiva y que no causaba más irritación 

que un frotis con torunda de algodón. (118) 

Actualmente, tanto la citología por impresión como el cepillado conjuntival son las 

dos técnicas más utilizadas para analizar el componente celular de la superficie ocular. 

De hecho, existe cierta lucha por decidir qué técnica es la que tiene más ventajas, tanto 

para el paciente como para la investigación. Teniendo en cuenta los buenos resultados 

que hemos obtenido con la citología por cepillado en estudio previos, creemos que es la 

técnica adecuada para obtener un gran número de células en suspensión, con una alta 

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

Además de los métodos de extracción de muestra celular; las técnicas de citometría 

por inmunofluorescencia, los inmunoensayos y la secuenciación de ADN también han 

ido evolucionando y mejorando en estos últimos años. Hoy en día somos capaces de 

analizar infinidad de moléculas simultáneamente en un periodo de tiempo cada vez más 

reducido. 

Con este estudio hemos podido analizar las características de los tres vértices 

principales involucrados en la defensa de la superficie ocular (IELs/lágrima/microbiota) 

y el papel que desempeña 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 análisis de 

resultados y su contraste con otros estudios se resumen en la Tabla 10.  
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Tabla 10. Resumen de los resultados y su relación con lo hallado por otros autores. En fondo verde se señalan los 
resultados que consideramos que están dentro de la normalidad según 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, esperábamos ver una proporción 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 Patología Ref. 
MAIT dn - - - ↓* ➖ Asma (121) 
Linfocitos TCRγδ+ - - - ↓ ➖ Asma (122) 
T CD4+ memoria - ↑ - - ➖ Alergia a alimentos (123) 
Linfocitos Th1 ↓ - ↓ - ➖ Asma (124) 
Linfocitos Th17/Th1 ↓ - - -    

Linfocitos Th2 - - - ↑ ✔ 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-γ  - - - ↑ ✔ Conjuntivitis alérgica (125) 
IgA - - ↑ - ➖ Dermatitis atópica (128) 
IgE ↑ ↑ ↑ ↑ ✔ Asma, Conj. alérgica estacional (129,130) 
IL-1β  - - - ↑ ✔ Queratoconjuntivitis vernal (131) 
IL-2  - - - ↑ ✔ Conjuntivitis alérgica (125) 
IL-4  - - - ↑ ➖ Ojo seco (132) 
IL-5  ↑ ↑ - ↑ ✔ Asma, Conjuntivitis alérgica (129,133) 
IL-6  - ↑ - - ➖ Asma (129) 
IL-9  ↑ - - - ➖ Dermatitis atópica (134) 
IL-13  - - - ↑ ✔ 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) - - ↑ - ✔ Queratoconjuntivitis vernal (139) 
RANTES  ↑ - - - ➖ Rinitis alérgica (140) 
TGF-β2  - - ↓ ↓ ➖ Uveitis (141) 
TSLP  - - - ↑ ✔ Conjuntivitis alérgica Perenne (133) 
Kocuria sp   - ↑ ✘   

Prop. acnes   - ↑ ➖ Sarcoidosis ocular (142) 
Malassezia   - ↑ ➖ Dermatitis atópica (143) 

*Teniendo en cuenta que las células MAIT son un tipo de linfocito NKT y éstas están aumentadas en CAP era de esperar 
que las MAIT estuvieran aumentadas también. ✔= coincidencia con otros estudios, ➖= coincidencia parcial (mismos 
resultados en condiciones patológicas diferentes), ✘=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 función inmunitaria innata (MAIT, linfocitos 

T CD8+, NKT, CD3+TCRγδ+ y B1) tienen proporciones más altas en conjuntiva en 

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

que será una respuesta rápida, inespecífica y de gran intensidad. 

También hemos podido observar en conjuntiva una de las principales características 

del tejido linfoide asociado a las mucosas: el predominio de linfocitos T CD8 frente a 

CD4. Esta característica no es ninguna novedad, ya que se lleva observando muchos años 

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. 

Según numerosos autores, los linfocitos T CD8, así como las células MAIT y NKT, 

desempeñan un papel importante en la defensa de la mucosa. Estas células se caracterizan 

por su gran versatilidad: desde una función citotóxica, generando una gran variedad de 

citocinas (IFN-γ, 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 más 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 función reguladora a 

efectora dependiendo de los cambios en las concentraciones de riboflavina. Además. 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 activación de estas células por parte de 

las presentadoras de antígenos contribuye directamente en la defensa de las mucosas 

contra bacterias, ya sean ajenas o comensales. (48)  En el hígado e intestino de ratones 

los porcentajes de células NKT están 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 TCRγδ 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 población centinela CD4+ 

con una fuerte función efectora, preparada para posibles infecciones. Nuestro análisis 

inmunofenotípico demostró 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, está en contacto directo con 

el ambiente y expuesta a las agresiones constantes de los patógenos, por lo que necesita 

mantener un alto porcentaje de activación 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 mantenían constantes independientemente de la conjuntivitis 

alérgica, mientras que los subtipos Th eran los que podían variar en número 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 había 

estudiado aún 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 estímulo y son una parte 

esencial en de la homeostasis. Además, aunque carecen de memoria, las células B1 

pueden actuar como presentadoras de antígeno para los linfocitos T e inducir la 

diferenciación hacía el subtipo Th17. (54) 

Utilizando todos los valores obtenidos por citometría de flujo podemos obtener una 

visión general de las proporciones de cada subpoblación de IEL en individuos sanos tal y 

como se muestra en la Figura 58.  
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2. El papel de los IELs 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 sobreexpresión 

de células Th2 y NKT y una disminución de los subtipos TCRγδ y MAIT. Mientras que 

el grupo de CAE se caracteriza por una disminución marcada de las células Th1 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 según el estímulo recibido y aumentando la infiltración epitelial. En 

consecuencia, los IELs, junto con el resto de las células del sistema inmunitario, las 

células caliciformes y las células epiteliales, entre otras, liberarán moléculas 

proinflamatorias hacía la película lacrimal, iniciando así la fase inflamatoria de la 

superficie ocular. 

Además de los linfocitos propios de la inmunidad innata, como son los NKT, las 

células T helper desempeñan un papel importante en las enfermedades alérgicas. Nuestros 

resultados han revelado que, en casos de conjuntivitis alérgica, se produce una 

polarización de los T helper hacia el fenotipo proinflamatorio (Th2, Th17 y Th22) en 

detrimento de un fenotipo más inmunomodulador (Th1 y Th17/Th1). Estas mismas 

variaciones se han podido encontrar en otros tejidos o indirectamente en conjuntiva, 

generalmente analizando las concentraciones de citocinas en lágrima. Aunque en la 

superficie ocular no hemos encontrado ningún estudio que haga una caracterización 

detallada de las principales subpoblaciones de Th en conjuntiva sí 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, TCRγδ y MAIT en la conjuntiva son totalmente 

novedosos, y no se han podido encontrar datos de referencia en otros estudios. En los 

últimos años, 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 ratón 

se demostró que las células NKT eran necesarias para la máxima expresión de la 

conjuntivitis alérgica (157), lo que sugiere que estas células desempeñan un papel 

importante en el desarrollo de esta enfermedad. Lo mismo ocurre con los linfocitos MAIT 

y TCRγδ+, considerados como el puente de comunicación 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 proporción en el grupo de 

conjuntivitis alérgicas perennes, siendo éste el grupo en el que más biodiversidad 

microbiana hemos encontrado. Creemos firmemente que la disminución de las MAIT y 

las células TCRγδ+ puede estar íntimamente relacionada con la disbiosis en CAP, lo que 

aún no conocemos es si esa disbiosis es la causa o el efecto de la disminución de estos 

linfocitos. Pensamos que la sobrecolonización 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 están 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 desempeñan un rol proinflamatorio, pudiendo 

agravar la respuesta inflamatoria de las células Th2 en casos de conjuntivitis alérgica. 

(160) Además, son numerosos los estudios que han demostrado la influencia de las Th17 

y la IL-17 en otras enfermedades oculares inflamatorias como la uveítis, escleritis, la 

retinopatía diabética o el ojo seco, (161–165) lo que consolida la teoría de que las células 

Th17 pueden tener una gran participación en las respuestas iniciadas por Th2 en 

conjuntivitis alérgicas.  

Además, sabemos que las células Th22 tienen una doble función al participar en el 

proceso inflamatorio alérgico y promover la regeneración epitelial. (166) Se ha 

demostrado que estas células están 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 atópica. (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 lágrima. 
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También hemos podido observar que tanto CAP como CAE se caracterizan por un 

aumento de la IgE y una disminución del isotipo TGF-β2. El aumento de la concentración 

de IgE se observa habitualmente en la lágrima de pacientes con conjuntivitis alérgica 

(130). En cambio, la disminución del TGF-β2 está algo menos estudiada, aunque se ha 

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

Además, hemos encontrado que la conjuntivitis perenne, en comparación con los 

individuos sanos, se caracteriza por el aumento de las concentraciones de algunas 

moléculas proinflamatorias de tipo Th1 (IFN-γ e IL-2), Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) y Th17 

(IL-17A, IL-17E, IL-17F, IL-21 e IL-22), así como la IL-β1 y la TSLP. Varios estudios 

han asociado el aumento de ciertas concentraciones de factores solubles en la lágrima con 

el desarrollo de diversas enfermedades inflamatorias. En diferentes estudios se han 

observado aumentos de IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-5, IL-13 o IL-β1 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 IgA 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 

disminución de IgA. (177) En cuanto a la MMP-9, existen algunos estudios que han 

encontrado un aumento de la concentración en lágrima en sujetos con queratoconjuntivitis 

vernal (85) y ojo seco. (178) 

El perfil molecular de la lágrima en la conjuntivitis estacional dista mucho de lo 

esperado, teniendo en cuenta los estudios anteriores que han analizado las lágrimas 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 podría significar que los pacientes con CAE se encontraban 

en una fase postinflamatoria o de recuperación, lo que explicaría la menor sintomatología 

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

Por otro lado, al observar las proporciones de las subpoblaciones de Th intraepiteliales 

en CAE, esperaríamos encontrar un aumento de las concentraciones de citocinas de tipo 

Th17 y Th22 en lágrima, pero en cambio, sólo 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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lágrimas. El resto de las citocinas que aparecen aumentadas en CAP como la IL-17, la IL-

22 y el IFN-γ, puede estar asociado con el aumento de las células NKT y su amplio 

repertorio de citocinas. 

Hemos comparado la concentración de los factores solubles de lágrima 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. Comparación de nuestros resultados en lágrima con otros estudios. Datos expresados en porcentaje: media 
± desviación estándar de la media. IgA=inmunoglobulina A, Ige=inmunoglobulina E, MMP-9= metaloproteinasa de 
matriz 9, TGF= Factor de crecimiento transformante, IL=interleucina, MCP-1= proteína quimiotáctica de monocitos, 
TSLP=linfopoyetina estromal tímica, IFN=interferón, TNF= Factor de necrosis tumoral. CAE=conjuntivitis alérgica 
estacional, CAP=conjuntivitis alérgica perenne CA=conjuntivitis alérgica, DA=dermatitis atópica, QCV= 
queratoconjuntivitis vernal, OS=ojo seco, Cat=catarata, QC=queratocono, Uv=uveítis, 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 - γ 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) 

IgE 134,51 ± 107,47 ng/mL 191,8 ± 163,11 ng/mL 
QCV: 322,2 ± 45,7 ng/ml   

(130) CAE: 194,7 ± 21,7 ng/ml 
CAP: 134,8 ± 23,1 ng/ml  

IL-1β 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 OS: 420 ± 70,90 pg/mL (132) 

IL-5 12,39 ± 11,05 pg/mL 26,87 ± 31,27 pg/mL 

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

(133) CAE: 5,10 ± 1,33 pg/mL 
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 OS: 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) 

IL-13 37,18 ± 38,32 pg/mL 71,93 ± 95,22 pg/mL 
QCV: 34,28 ± 8,42 pg/mL 

(133) CAE: 23,77 ± 6,29 pg/mL 
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 a 22,3 pg/mL  (135) 
IL-17E 8,38 ± 5,32 pg/mL 18,36 ± 25,14 pg/mL OS: 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) 
IL-22 54,21 ± 99,14 pg/mL 147,21 ± 262,62 pg/mL OS: de 8 a 23 pg/mL (138) 
MCP-1 362,39 ± 303,33 pg/mL 308,12 ± 310,65 pg/mL OS: de 347,60 a 609,14 pg/mL (180,183) 

MMP-9 9,26± 21,91 ng/mL 4,27 ± 11,37 ng/mL 
OS: de 2,43 a 381,24 ± 142,83 ng/mL   (186) 

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-β1 8,57 ± 1,26 pg/mL 8,54 ± 0,72 pg/mL QCV: 19 ± 70 pg/mL (131) 
TGF-β2 6430,5 ± 2995,12 pg/mL 5548,88 ± 3480,88 pg/mL Uv: 64884.06 ± 3461.27 pg/mL (141) 
TGF-β3 9,92 ± 5,65 pg/mL 8,83 ± 1,37 pg/mL NE  
TNF-α 6,64 ± 10,22 pg/mL 20,57 ± 29,74 pg/mL QCV: 35 ± 103 pg/mL  (131) 

TSLP 27,72 ± 17,68 pg/mL 38,01 ± 16,43 pg/mL 
QCV: 48,91 ± 7,45 pg/mL 

(133) CAP: 21,56 ± 2,72 pg/mL 
CAE: 24,63 ± 2,43 pg/mL 
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Debemos tener en cuenta que la metodología utilizada para el análisis de moléculas 

lacrimales varía de un estudio a otro. Aunque la gran mayoría de ensayos utilizaron un 

analizador Luminex, factores como la severidad y sintomatología, el tipo de patología, o 

el método de extracción de la lágrima influye mucho en la composición de la lágrima. 

Por ejemplo, la recogida de lágrima mediante capilaridad causa mucha menos 

irritación que las tiras Schirmer; la severidad y sintomatología de una queratoconjuntivitis 

vernal generalmente va a ser mayor que una conjuntivitis alérgica; un síndrome de ojo 

seco etiológicamente difiere mucho de una uveítis, una catarata o una conjuntivitis. 

No obstante, a pesar de que a lágrima es un fluido muy sensible a cualquier cambio o 

estímulo, 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 contribución de la microbiota a la conjuntivitis alérgica 

Nuestros datos demuestran que la microbiota ocular del paciente con conjuntivitis 

alérgica tiene unas características especiales. Hemos podido observar que en conjuntivitis 

alérgicas perennes las colonias de bacterias y hongos presentan proporciones variables en 

comparación con los grupos de CAE y de control. Resulta interesante recalcar que el 

ADN de las especies Kocuria, P. acnes y Malassezia se detectó en todas las muestras del 

grupo CAP, pero no en los otros dos grupos.  

Es importante añadir 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 año de extracción.  

Numerosos estudios han demostrado una estrecha relación entre la disbiosis y el 

desarrollo de la enfermedad alérgica en diferentes zonas anatómicas (91). En particular, 

varios estudios han relacionado las enfermedades de la piel, como la psoriasis y la 

dermatitis atópica, con la abundancia de determinadas especies fúngicas y bacterianas, 

como Kocuria y Malassezia. (187–189) 

Además, se sabe que existe una co-regulación cruzada entre los linfocitos de la mucosa 

y la microbiota comensal en diversas enfermedades inflamatorias. Por ejemplo, la 
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microbiota comensal desempeña un papel importante en la regulación 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 lámina propria de la mucosa 

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

Analizando los hallazgos obtenidos en conjuntiva, lágrima y microbiota, todo parece 

apuntar a que la sobrecolonización de la mucosa por especies bacterianas y fúngicas 

específicas produce un desequilibrio en la homeostasis de la superficie ocular y, en 

consecuencia, una respuesta inflamatoria más pronunciada. Un ejemplo de esto se ve 

claramente en la conjuntivitis alérgica perenne, donde existe una sobrepoblación de las 

especies Kocuria, P. acnes y Malassezia. De hecho, este crecimiento podría estar 

relacionado con la polarización de las células T helper a Th2 y de las células T CD8 a 

NKT, resultando en una mayor producción de citocinas de tipo Th2 y Th17; y con la 

reducción de linfocitos TCRγδ y MAIT en CAP. Sin embargo, aún no sabemos cuál es 

causa y cuál el efecto. Si estos cambios en las poblaciones linfoides, que podrían ser 

fisiológicos, permiten la colonización de otras especies microbianas, o esta 

sobrepoblación microbiana es la razón de estos cambios celulares. 

Además, desconocemos el origen de estas especies "invasoras". Las colonias 

observadas en CAP (Kocuria, Malassezia y P. acnes) son especies que se encuentran 

comúnmente 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 teorías sobre el origen de esta invasión: una endógena 

y otra exógena. 

Diferentes estudios han demostrado que estas especies están relacionadas con 

enfermedades de la piel como la dermatitis, (95,96) donde se ha encontrado una 

sobrecolonización de estas, especialmente en zonas donde hay numerosas glándulas 

sebáceas (como ocurre en los párpados). (97,191) Dentro de los grupos alérgicos, un 

número considerable de sujetos refirió haber sufrido dermatitis en algún momento de su 

vida, por lo que es razonable pensar que siguieran teniendo trastornos cutáneos activos o 

blefaritis, haciendo de la superficie ocular un lugar apropiado para la migración y 

expansión de estas especies. 

La otra teoría, menos probable en nuestra opinión, es la existencia de una cierta 

estacionalidad. Estas colonias, en particular las especies de kocuria, podrían encontrarse 
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en el entorno durante los períodos de siega o de alta concentración de polen. Pero en ese 

caso, si la teoría 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 TCRγδ no estaban disminuidos, las especies invasoras fuesen 

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

Parece claro que existe un perfil microbiano diferente y distintivo de la conjuntivitis 

alérgica perenne, que podría desempeñar un papel importante en el desarrollo de la 

alergia, su prevalencia y su sintomatología. 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 microbiológico del entorno; o tomar muestras de microbiota 

en otras zonas anatómicas del paciente en busca de un perfil similar; o el estudio de la 

infiltración de neutrófilos en conjuntiva y su posible papel en la regulación 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 están 

en una fase post-alérgica o de recuperación y que los pacientes con CAP están en una fase 

avanzada de la respuesta alérgica, los resultados parecen aún más interesantes y cobran 

más sentido. Siguiendo esta hipótesis, en condiciones normales encontraríamos altos 

niveles de células Th1, MAIT y TCRγδ, 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 más 

especializadas como Th2 y NKT y la liberación de grandes cantidades de citocinas en 

lágrima. Cuando el alérgeno es eliminado por completo, el estímulo alérgico cesa y la 

superficie ocular entra en fase de recuperación. 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 TCRγδ, IgE y TGF-β2 vuelven 

gradualmente a los niveles basales. Los linfocitos Th17 y Th22 y la MMP-9 son los 

responsables de la regeneración epitelial y, junto con la IgA, serán 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 

recuperación) por las que pasaría el proceso inflamatorio, con sus distintas subfases:  
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1. Contacto con el alérgeno-APC; 2. Diferenciación celular; 3. Migración al epitelio y 

liberación de citocinas proinflamatorias; 4. Punto de inflexión y cambio de la fase 

inflamatoria a fase de recuperación; 5. Segunda diferenciación a un fenotipo más 

regulador; 6. Recuperación de la homeostasis, función celular y niveles basales. 
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Figura 59. Teoría de las fases del proceso alérgico por las que pasa la conjuntiva. FASE INFLAMATORIA: que comienza con la erosión del 
epitelio y la captación de los alérgenos por parte de las células presentadoras de antígeno (1), pasando por la diferenciación de los linfocitos 
th a th1 y th2 (2) y la migración de éstas al epitelio y liberación de citocinas a la lágrima (3). 

Lámina propria 
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Figura 60. Teoría de las fases del proceso alérgico por las que pasa la conjuntiva. FASE DE RECUPERACIÓN: que comienza con la inhibición 
de th1 y th2 (4) y el can el cambio de fenotipo th hacia th17 y th22 (5), y finalizando con la liberación de moléculas activadoras y reguladoras 
del proceso de cicatrización y la homeostasis (6). 

Lámina propria 
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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, cómo serían los distintos procesos biológicos que ocurren en la superficie ocular 

durante un periodo de estímulo 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 células 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 comunicación entre ésta y sistema inmunitario se intensifica, 

produciéndose un mayor número de señales bioquímicas y resultando en una mayor 

producción de IgA por parte de las células plasmáticas. 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 simbióticas. 

Sabemos que uno de los principales mediadores de la comunicación entre microbiota y el 

sistema inmunitario son las células MAIT. Esta población 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 producirá una sobreactivación del sistema inmunitario ni un proceso inflamatorio. En 

cambio, en una conjuntiva alérgica, el alergeno será tratado como un agente 

potencialmente nocivo, produciendo una hiperreactividad y sobreactivación del sistema 

inmunitario. Esto provocará que la superficie ocular, inflamada, sea más propensa a sufrir 

lesiones, facilitando la entrada en masa del alérgeno y otros microorganismos. Las 

lesiones epiteliales ocasionarán la liberación 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, proliferación e infiltración 

epitelial de las células del sistema inmunitario hacia la zona afectada. De este modo la 

unión del alergeno a las células presentadoras de antígeno se realiza de un modo más 
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rápido y eficaz, lo que permite que los linfocitos puedan comenzar el proceso de 

diferenciación celular a través de 2 vías: 

1. Por un lado, en los folículos linfoides. Los linfocitos T foliculares activados por 

una célula presentadora de antígeno (APC) iniciarán la diferenciación de los 

linfocitos B foliculares a células plasmáticas productoras de Ig. La IgE producida 

por estas células se unirá a la superficie de los mastocitos, produciendo la 

liberación de grandes cantidades de histamina, aumentando la permeabilidad de 

los vasos sanguíneos y permitiendo la entrada de más células del sistema 

inmunitario (como los linfocitos NKT) hacia la lámina propria. (D) 

2. Por otro lado, a través del sistema circulatorio sanguíneo y linfático, los linfocitos 

T CD4+ se diferenciarán en Th1, Th2, Th17, Th22 y Treg. En una primera fase 

proinflamatoria (E) predominará el fenotipo Th2, encargado de favorecer la 

proliferación de los eosinófilos 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 proporción de linfocitos 

NKT, Th2 y linfocitos B productores de IgE, resultando en una mayor concentración 

en lágrima 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 

recuperación (H). La polarización de los linfocitos T CD4 hacia el fenotipo Th1 y Th2 

va decreciendo para diferenciarse a linfocitos con una mayor capacidad reguladora: Treg, 

Th17 y Th22. Las Treg inhiben la acción de los linfocitos Th1, Th2, macrófagos y células 

dendríticas, mientras que Th17 y Th22 junto con las células MAIT se encargan de 

promover la reparación de los tejidos. En esta fase se lleva a cabo la degradación de la 

matriz extracelular y se inicia el proceso de cicatrización fomentado, en parte, por la 

liberación de MMP-9 por parte de los macrófagos, neutrófilos, células epiteliales y 

fibroblastos, entre otras. (I) 

Por último, la IgA en lágrima y células MAIT van recuperando sus niveles basales y 

regulando la diversidad la microbiota comensal, regresando a un estado de 

homeostasis. (J)  



 

 
Figura 61. Esquema global de cómo sería el proceso inflamatorio en la conjuntiva y el papel que desempeña cada estructura celular y molecular. 
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5. POSIBLES LIMITACIONES Y VISTAS AL FUTURO 

Este estudio abre la puerta a nuevas investigaciones e introducir nuevas estrategias 

terapéuticas y diagnósticas 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 dirección para resolver las dudas 

que han ido surgiendo durante este estudio. Por ejemplo, en futuras investigaciones sería 

interesante analizar las proporciones de otras células del sistema inmunitario como los 

monocitos y granulocitos conjuntivales.  

También sería muy interesante seguir investigando la microbiota ocular: 1) Recoger 

muestras en diferentes estaciones del año y ver si existen diferencias cuando analizamos 

la microbiota en momentos de altas concentraciones de polen o gran sintomatología; y en 

momentos de reposo inmunológico; 2) Tomar muestras de microbiota en diferentes zonas 

anatómicas, como la piel u otras mucosas cercanas al ojo para observar si existe cierta 

invasión/migración de las especies microbianas; o 3) Hacer un estudio del microbioma 

de los suelos (ya sean de cultivo o no) y del aire en épocas de siega y en épocas frías, 

tendría un gran interés científico.  

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, sería de vital importancia para futuras investigaciones. 

A modo de autocrítica, debemos ser conscientes de que quizás existan técnicas 

analíticas más comunes. Por ejemplo, una de las cuestiones que nos indicaban los 

revisores del artículo científico era: ¿por qué usábamos marcadores de membrana para 

analizar el fenotipo de los linfocitos Th y no medíamos las citocinas intracelulares? Desde 

un inicio, el estudio se confeccionó para que el análisis de marcadores de membrana fuese 

el método para diferenciar las subpoblaciones linfoides mediante citometría de flujo. 

Éramos conscientes de que la citología por cepillado comprometía la viabilidad de las 

células. Por esta razón, era inviable permeabilizar las células para hacer este tipo de 

técnicas. 

Por otro lado, el citómetro de flujo que se utilizó, actualmente, está obsoleto y 

descatalogado. A pesar de haber hecho verdaderas virguerías con él y haber resultado de 

gran ayuda, con un citómetro de flujo más moderno podríamos haber analizado un mayor 

número de marcadores de membrana en un mismo tubo de muestra. De este modo, no 
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hubiéramos necesitado dividir la muestra en 5 tubos, evitando al máximo cualquier 

problema de escasez de células. 

Como punto a nuestro favor, incluir el análisis de la microbiota a esta investigación ha 

resultado ser una decisión 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 científica. 
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1. Por medio de la citometría de flujo hemos sido capaces de realizar una 

caracterización detallada de la conjuntiva tarsal superior, encontrando sólidas 

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 correlación entre ambos tejidos para algunas de las poblaciones 

linfoides. 

 

2. Mediante la tecnología Luminex hemos sido capaces de calcular las 

concentraciones de los principales factores solubles de la lágrima, encontrando 

diferencias significativas para la gran mayoría 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 lágrima. Por lo 

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

 
 

3. Por medio de la secuenciación masiva hemos sido capaces de caracterizar la 

microbiota ocular, observando una clara disbiosis bacteriana y fúngica en el grupo 

de conjuntivitis alérgica perennes. 

 

 
4. Se ha encontrado un posible biomarcador diferencial de la conjuntivitis alérgica 

perenne que incluiría la combinación de las siguientes condiciones:  

1. Un mayor número de células Th2 frente a Th1, combinado con un aumento 

de las células NKT y una disminución de las células TCRγδ+ y MAIT, en 

la conjuntiva.  

2. Altas concentraciones de IgE y citocinas de perfil Th2 o Th17, junto con 

bajas concentraciones de TGF-β2 en lagrima.   

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

microbiota ocular. 
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