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ABREVIATURAS

ADN Acido Desoxirribonucleico
ADNCc Acido Desoxirribonucleico complementario
Al Artritis Idiopatica Juvenil
ANA Anticuerpos Anti-Nucleares
ANCA Anticuerpos Anti-Citoplasma de Neutrofilo
APC Células Presentadoras de Antigeno
AR Artritis Reumatoide
ARN Acido Ribonucleico
ARNmM Acido Ribonucleico mensajero
AVMC Agudeza Visual Mejor Corregida
CALT Conjunctiva-Associated Lymphoid Tissue
CCL Quimiocina CC Ligando
CCL2 Quimioquina (motivo C-C) Ligando 2
CCL3 Quimioquina (motivo C-C) Ligando 3
cCL4 Quimioquina (motivo C-C) Ligando 4
CCL5 Quimioquina (motivo C-C) Ligando 5
CCR4 Receptor de Quimiocina CC Tipo 4
CCR5 Receptor de Quimiocina CC Tipo 5
CD14 Diferenciacién de Conglomerados 14
CIC Citologia de Impresion Conjuntival
CSF2 Factor Estimulante de Colonias 2
CTLA-4 Receptor del Antigeno 4 de Linfocitos T
Citotoxicos Humanos
CX3CL Quimiocina CX3C Ligando
CX3CL1/Fractalquina Quimioquina (motivo C-X3-C) Ligando 1
CXCL Quimiocina CXC Ligando
CX3CR1 Receptor 1 de la Quimiocina CX3C
DGM Distrofia de Glandulas de Meibomio
DE Desviacion Estandar
EA Espondilitis Anquilosante
EB Enfermad de Behcet
ECA Enzima Convertidora de Angiotensina
EGF Factor de Crecimiento Epidérmico
EICH Enfermedad de Injerto Contra Huesped
ELISA Ensayo por Inmunoadsorcién Ligado a Enzima
Fc Fragmento cristalizable
FDA Food and Drug Administration
FOXP3 Caja de unién de genes Forkhead P3
FR Factor Reumatoide
GATA3 Proteina de unién a GATA 3
HA Humor Acuoso
HCUV Hospital Clinico Universitario de Valladolid
HEEP Human Eye Proteome Project
HEVs High Endothelial Venules
HLA Antigeno Leucocitario Humano
HV Humor Vitreo
ICAM1 Molécula de Adhesién Intercelular 1
IFN-al Interferén alfa 1

IFN-y

Interferén gamma




ABREVIATURAS

IL-1 Interleucina 1
IL-1a Interleucina 1 alpha
IL-18 Interleucina 1 beta
IL-1RA Receptor de Interleucina 1A
IL-2 Interleucina 2
IL-2Ra Receptor de Interleucina 2 alpha
IL-4 Interleucina 4
IL-5 Interleucina 5
IL-6 Interleucina 6
IL-6R Receptor de Interleucina 6
IL-8/CXCL8 Interleucina 8
IL-9 Interleucina 9
IL-10 Interleucina 10
IL-10RPB Subunidad beta del Receptor de IL-10
IL-11 Interleucina 11
IL-12 Interleucina 12
IL-12A Subunidad p35 de la citocina IL-12
IL-12B Subunidad p40 de la citocina IL-12
IL-13 Interleucina 13
IL-15 Interleucina 15
IL-15Ra Receptor alfa de la IL-15
IL-17 Interleucina 17
IL-17A Interleucina 17A
IL-18 Interleucina 18
IL-21 Interleucina 21
I1L-22 Interleucina 22
IL-23 Interleucina 23
IL-23A Subunidad p19 de la citocina IL-23
IOBA Instituto Universitario de Oftalmobiologia

Aplicada

IP-10/CXCL10

Quimiocina Inducida por Interferén gamma
10

IRF1 Factor Regulador de Interferén 1

IUSG International Uveitis Study Group

LES Lupus Eritematoso Sistémico

MALT Mucosa-Associated Lymphoid Tissue
MCP-1 Proteina Quimioatrayente de Monocitos 1

MEF2A, MEF2B y MEF2D Factores de Mejoramiento Midgeno

MHC Complejo Mayor de Histocompatibilidad
MMP2 Metaloproteinasa de Matriz 2

MMP9 Metaloproteinasa de Matriz 9

MUST Multicenter Uveitis Steroid Treatment
MYOC Miosina de cadena pesada de tipo cardiaco
NAMPT Nicotinamida Fosforibosiltransferasa
NOD2 Dominio de Oligomerizacién de Unién a

Nucleétidos 2

NRC National Research Council

ocT Tomografia de Coherencia Optica

OCT-A Angiografia por Tomografia de Coherencia

Optica




ABREVIATURAS

PCR Polymerase Chain Reaction
PL Pelicula Lagrimal
RM Resonancia Magnética
rPCRq Reaccién en Cadena de la Polimerasa en
tiempo real cuantica
RORC Componente Relacionado con el Receptor
Huérfano Nuclear C
ROS Especies Reactivas de Oxigeno
S100A8 Proteina S100 calcio unida A8
S100A9 Proteina S100 calcio unida A9
SAA1l Amiloide Sérico Al
SP Proteina Surfactante
SUN Standardization of Uveitis Nomenclature
TC Tomografia Computerizada
TGF-B Factor de Crecimiento Transformante beta
TGF-B1 Factor de Crecimiento Transformante beta 1
TGF-B2 Factor de Crecimiento Transformante beta 2
TGF-B3 Factor de Crecimiento Transformante beta 3
TGF-BR1 Receptor tipo 1 de TGF-B
TGF-BR2 Receptor tipo 2 de TGF-B
TLR4 Receptor tipo Toll 4
TNF-a Factor de Necrosis Tumoral alpha
TNF-B Factor de Necrosis Tumoral beta
TTR Transtiretina
TYK2 Tirosina Quinasa 2
UAE Uveitis Anterior Experimental
UFL Unidad Funcional Lagrimal
UIE Uveitis Inducida por Endotoxinas
VEGF Factor de Crecimiento Vascular Endotelial
VEGFA Factor de Crecimiento Vascular Endotelial A
VHB Virus de la Hepatitis B
VHC Virus de la Hepatitis C
VIH Virus de la Inmunodeficiencia Humana
VSG Velocidad de Sedimentacion Glomerular
XCL Quimiocina XC Ligando
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RESUMEN DEL PROYECTO

OBIJETIVOS: En esta tesis doctoral se analizé la concentracion de citocinas y quimiocinas
en lagrima, y se estudié su perfil de expresidn génica en el epitelio conjuntival, con el fin
de establecer la existencia de biomarcadores en pacientes con uveitis anterior, y asi poder
plantear una terapia personalizada de alta precision.

METODOLOGIA: Se realizaron dos estudios analiticos observacionales y prospectivos de
casos apareados. En ambos estudios se reclutaron pacientes con uveitis anterior en fase
activa que atendieron la unidad de inmunologia ocular del Hospital Clinico Universitario
de Valladolid (HCUV) o el Instituto Universitario de Oftalmobiologia Aplicada (IOBA),
momento en el que se realizo la evaluacién inicial y toma de la muestra correspondiente.

En un primer estudio, 22 pacientes fueron evaluados clinicamente en la fase activa y
posteriormente tras el cese de su actividad; recogiendo en ambas fases muestras de la
pelicula lacrimal (PL) y plasma. La concentracion de doce citocinas y quimiocinas fueron
analizadas en muestras de PL y plasma en los pacientes en fase activa, y posteriormente,
tras el cese de la inflamacidn. Los niveles de estas moléculas en PLy plasma se compararon
y asociaron con la fase de la enfermedad.

En un segundo estudio, 17 pacientes fueron evaluados clinicamente en la fase activa y
posteriormente, tras el cese de su actividad; recogiéndose en ambas fases muestras de
células del epitelio conjuntival utilizando citologia de impresidn conjuntival (CIC) y se aislo6
acido ribonucleico mensajero (ARNm) de 40 genes humanos involucrados con la
inflamacién ocular. Los niveles de transcripcidon de estos genes se compararon y asociaron
con la fase de la enfermedad.

RESULTADOS: En el primer estudio, en el que se evalud el perfil de citocinas en la PLy el
plasma de pacientes, se incluyeron 18 pacientes (55,6% mujeres) con una edad media de
52,5 afios. El porcentaje de deteccidon de la interleucina 6 (IL-6) mostré diferencias
significativas entre las fases activa e inactiva en la PL (60,9% activa vs 30,4% inactiva). Sin
embargo, no hubo diferencias en la concentracién de factor de crecimiento epidérmico
(EGF), fractalquina, interleucina 2 (IL-2), antagonista del receptor de interleucina (IL-1RA),
interleucina 1 beta (IL-1B), interleucina 17A (IL-17A), interleucina 23 (IL-23), interleucina
8 (IL-8), proteina inducible por interferdn (IP)-10/CXCL10, factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y factor de necrosis tumoral alpha (TNF-a) entre fases en la PL o plasma.
Las concentraciones de citocinas en la PL fueron significativamente diferentes de las de
plasma en ambas fases, excepto el VEGF que no mostrd diferencias. No se encontrd
correlacién significativa entre las concentraciones en PL y plasma ni en la fase activa, ni
inactiva de la enfermedad.

En el segundo estudio sobre la expresidn génica de citocinas y quimiocinas en la superficie
conjuntival, se incluyeron 17 pacientes (70,6% mujeres) con una edad media de 59,9 afios.
Dieciséis de las 40 moléculas evaluadas se detectaron en mas del 60% de las muestras en
la fase activa y/o inactiva, con diferencias significativas en el porcentaje deteccion de
fractalquina, receptor de interleucina 6 (IL-6R), proteina que contiene el dominio de
oligomerizacion de unidn a nucleétidos 2 (NOD2), factor de crecimiento transformante
beta 1 (TGF-B1), receptor tipo Toll 4 (TLR4) y TNF-a entre fases activa e inactiva. En
pacientes HLA-B27 negativos, se detectaron diferencias significativas en la expresién
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génica de quimioquina (motivo C-C) ligando 5 (CCL5), fractalquina, TGF-B1 y VEGF, siendo
menor en la fase inactiva, mientras que en HLA-B27 positivos, solo la proteina S100 calcio
unida A9 (S100A9) mostrd una expresion significativamente menor en la fase inactiva. No
hubo diferencias significativas en la expresion génica entre los grupos HLA-B27 negativo y
positivo durante la fase activa, aunque el componente relacionado con el receptor
huérfano nuclear C (RORC) y el factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGFA)
presentaron mayor expresion en HLA-B27 positivos durante la fase inactiva.

CONCLUSIONES: No hemos encontrado diferencias en la concentracion de citocinas en PL
segun la actividad de las uveitis, aunque la IL-6 mostré un mayor porcentaje de deteccion
durante la fase activa, sugiriendo su potencial uso como biomarcador de actividad. Los
datos obtenidos sugieren una produccion local de citocinas. Por otro lado, detectamos un
aumento de la deteccidn de expresidon en la superficie conjuntival de determinadas
citocinas como fractalquina, IL-6R, NOD2, TGF-B1, TLR4 y TNF-a en la fase activa,
indicando el potencial uso de la expresion génica de células conjuntivales como
biomarcador. Ademas, observamos que el perfil de expresién difiere segun el estado HLA-
B27, por lo que podria ser considerado en futuros estudios de biomarcadores en pacientes
con uveitis anterior.
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JUSTIFICACION

La uveitis es una enfermedad inflamatoria que afecta la Uvea, capa vascular del ojo, que
incluye el iris, el cuerpo ciliar y la coroides [1]. Presenta una incidencia aproximada de
17-52 casos cada 100.000 habitantes por afio y una prevalencia de 38-174 casos cada
10.000 habitantes, aunque varia conforme a la poblacién estudiada [2—4]. Actualmente,
se la considera responsable de entre el 5-10% de las cegueras legales en paises

desarrollados, suponiendo, por lo tanto, una causa importante de pérdida de visidn [5].

Por su diversidad etiolégica, complejidad en la evaluacion, y dificultad en el tratamiento,
el manejo de las uveitis supone un desafio para los profesionales sanitarios [5]. Las
estrategias de tratamiento dependen de la causa de la inflamacidn, la gravedad y la
evolucién de la enfermedad. Si la etiologia subyacente es infecciosa, esta sera tratada
primero con la terapia antimicrobiana especifica. En cambio, ante una uveitis no
infecciosa, el abordaje sera puramente antiinflamatorio, y, en cualquier caso,

minimizando los efectos secundarios de las terapias utilizadas.

En el caso de las uveitis no infecciosas, tradicionalmente, se ha utilizado un enfoque
terapéutico escalonado, con el uso de corticoides como primera linea de tratamiento,
seguidos por las terapias inmunosupresoras y finalmente, la terapia bioldgica. Esta
estrategia conllevaba un manejo inicial inespecifico y genérico de la inflamacion. Sin
embargo, el abordaje terapéutico de las uveitis ha avanzado hacia una terapia de
precision, siguiendo un enfoque altamente personalizado, dirigido a las causas

subyacentes de la uveitis en cada paciente en particular.
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La terapia de precision se fundamenta en la busqueda de biomarcadores o de dianas
terapéuticas, haciendo referencia a moléculas, que pueden ser responsables de la
inflamacidn en cada caso. Actualmente, la busqueda de biomarcadores en pacientes con
inflamacién ocular es de gran interés, con el fin de desarrollar una terapia especifica para

cada paciente con uveitis.

Pese a ser el humor vitreo (HV) y el humor acuoso (HA), de forma ldgica, los fluidos
donde mas potenciales biomarcadores se han estudiado en el terreno de las uveitis, se
debe tener en cuenta que para la obtencion de ambas muestras se precisa de la
realizacién de técnicas invasivas, no exentas de complicaciones [6]. En consecuencia, la
busqueda de biomarcadores en muestras de la pelicula lagrimal (PL) o en la superficie
conjuntival, obtenidas a partir de técnicas no invasivas, supone un darea de creciente

interés por su accesibilidad y bajo riesgo.

Por ello se plantea la posibilidad de que la superficie ocular sea una fuente potencial de

biomarcadores para la deteccion de dianas terapéuticas especificas que permitan en un

futuro avanzar hacia una terapia personalizada y de precisién en el manejo de la uveitis.
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3.1.2. HIPOTESIS
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HIPOTESIS

La hipotesis del presente estudio plantea que es posible identificar moléculas en
el epitelio conjuntival y/o en la pelicula lagrimal de pacientes con uveitis anterior,

cuyos valores podrian utilizarse como posibles biomarcadores de la enfermedad.
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OBIJETIVOS

El objetivo principal del trabajo es encontrar biomarcadores en la pelicula lagrimal
y/o el epitelio conjuntival que puedan servir como marcadores de actividad de la
uveitis, utiles en la practica clinica, y que ademds supongan posibles dianas

terapéuticas futuras.

Con el propdsito de demostrar la hipdtesis planteada, asi como para desarrollar el

objetivo principal, se definieron los siguientes objetivos especificos:

1. Determinar y comparar los niveles de ciertas citocinas en la pelicula
lagrimal y el plasma de pacientes con uveitis anterior en fase activa.

2. Determinar y comparar los niveles de las mismas citocinas en la pelicula
lagrimal y el plasma de los mismos pacientes con uveitis anterior en fase
inactiva.

3. Comparar los niveles de citocinas y quimiocinas en la pelicula lagrimal y el
plasma de los mismos pacientes entre las fases activa e inactiva de la
enfermedad.

4. Determinar los niveles de acido ribonucleico mensajero (ARNm) de ciertos
genes relacionados con procesos inflamatorios en la superficie conjuntival
en pacientes con uveitis anterior en fase activa y su variacion conforme a
la etiologia de la enfermedad.

5. Determinar los niveles de ARNm de estos genes en la superficie conjuntival
en los mismos pacientes en su fase inactiva, y su variacidon conforme a la

etiologia de la enfermedad.
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6. Comparar los niveles de ARNm de estos genes en la superficie conjuntival

entre las fases activa e inactiva de la enfermedad.
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27



28

ESTADO ACTUAL DEL TEMA



ESTADO ACTUAL DEL TEMA

A continuacion, se exponen una serie de conceptos basicos relacionados con las
uveitis como su definicidn, epidemiologia, clasificacidn, diagndstico y tratamiento;
asi como, una descripcion general de las citocinas y quimiocinas junto con el papel
gue juegan en la regulacién del sistema inmune y en las uveitis. El propdsito de
esta introduccion no es ofrecer una revision exhaustiva del tema, sino

proporcionar la informacién necesaria para comprender este trabajo.

3.2.1. UVEITIS
3.2.1.1. Definicién
La uveitis es definida como una inflamacidn que afecta a la Uvea, capa intermedia
vascular del ojo, situada entre la esclerdtica (capa externa) y la retina (capa interna)
[1]. La Uvea estda compuesta por tres componentes principales: el iris en la zona
mas anterior, el cuerpo ciliar en la region intermedia y la coroides en la zona
posterior del globo ocular. Por lo tanto, cualquier proceso inflamatorio que afecta

a alguna de estas estructuras es considerado como uveitis (Imagen 1).
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Imagen 1. llustracidon esquematica de un corte sagital del globo ocular tomada de: “Malhotra A,
Minja FJ, Crum A, Burrowes D. Ocular Anatomy and Cross-Sectional Imaging of the Eye. Seminars
in Ultrasound, CT and MRI 2011,;32:2-13. https://doi.org/10.1053/J.SULT.2010.10.009.”.

El término uveitis abarca un grupo heterogéneo de enfermedades, tanto de origen

inflamatorio como infeccioso, que pueden afectar a diferentes estructuras del

globo ocular.

Es considerada como una patologia potencialmente grave pudiendo llevar a una
pérdida de visién irreversible si no se trata adecuadamente [7,8], ya que hasta el
35% de los pacientes desarrollan graves problemas de salud ocular, siendo
considerada responsable de entre el 5-10 % de las cegueras legales en paises

desarrollados [5].
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Ademads, supone una gran sobrecarga para el bienestar del paciente como para los
sistemas de salud a nivel socioecondmico, ya que afecta a poblaciéon joven en edad
laboral, precisando terapia farmacoldgica a largo plazo, no exenta de efectos

secundarios y generando un gran nimero de citas médicas [9].

3.2.1.2. Epidemiologia
La prevalencia de la uveitis depende de diversos factores tales como la edad, el
género, la raza, la distribucidén geografica, las influencias ambientales, los factores
genéticos y los habitos sociales. La mayoria de las series se han realizado en paises
desarrollados, donde se encuentra una incidencia aproximada de 17-52 casos cada
100.000 habitantes por afio, y una prevalencia que oscila entre los 38 y 174 casos
cada 10.000 habitantes [2—4]. Pese a que la uveitis puede manifestarse en
cualquier grupo de edad, su apariciéon es mas frecuente en adultos de entre 20 y

60 afios [2,3,5].

3.2.1.3. Clasificacién
En 1987, el International Uveitis Study Group (IUSG) propuso la primera
clasificacién de las uveitis basandose en la localizacién anatdmica de la inflamacion
ocular [10]. Posteriormente, en 2005 el grupo Standarization of Uveitis
Nomenclature, formado por un grupo de expertos a nivel mundial y conocido por
sus siglas en inglés SUN, desarrollé una nueva clasificacién teniendo en cuenta la
localizacién, evolucién clinica y etiologia de la uveitis. Ademds, permitié
sistematizar la terminologia de los diferentes aspectos clinicos evaluados durante

el estudio y monitorizacion de las uveitis como se vera a continuacion [11].
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En cuanto a su localizacién anatdmica, los grupos IUSG y SUN, dividen las uveitis

en uveitis anterior, intermedia, posterior o panuveitis (Tabla 1).

TIPO LOCALIZACION
DE DE LA INCLUYE
UVEITIS INFLAMACION
) Iritis
UVEITIS
Camara anterior Iridociclitis
ANTERIOR
Ciclitis anterior
) Pars planitis
UVEITIS
Vitreo Ciclitis posterior
INTERMEDIA
Vitritis
Coroiditis focal, multifocal o difusa
) Corioretinitis
UVEITIS
Retina y coroides Retinocoroiditis
POSTERIOR
Retinitis
Neuroretinitis
) Camara anterior, vitreo, retina 'y
PANUVEITIS
coroides

Tabla 1. Basada en: “Standardization of Uveitis Nomenclature for Reporting Clinical Data. Results of the First

International Workshop. Am J Ophthalmol 2005;140:509-16. https://doi.org/10.1016/J.AJ0.2005.03.057.”

Clasificacion segtin su etiologia

La uveitis puede clasificarse seglin su mecanismo fisiopatolégico en los siguientes

grupos:

a. Infecciosa:

helmintos.

producidas por Vvirus,
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b. No-infecciosa: dentro de las cuales se pueden encontrar los siguientes
sub-grupos:
I. Autoinmunes
II. Traumadticas: quirdrgicas y no-quirdrgicas.
lll. Sindromes de mascarada: abarca aquellos cuadros que asemejan un
proceso inflamatorio, entre los que destacan los tumores
intraoculares como el retinoblastoma o los linfomas intraoculares.

IV. Idiopaticas: inflamacién de causa desconocida.

3.2.1.3.3.  Clasificacién segun evolucion clinica

El grupo SUN desarrollé una clasificacidon basada en el curso temporal de la uveitis

(tabla 2) [11].
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CATEGORIA DESCRIPTOR COMENTARIO

Subito
INICIO

Insidioso
Limitada e <3 meses de duracion

DURACION
Persistente e >3 meses de duracion
Agudo e Episodio de inicio subito y duracion

limitada

Recurrente e Episodios repetidos separados por

periodos de inactividad SIN tratamiento
CURSO
> 3 meses

Cronico e Uveitis persistente con recidiva antes

de los 4 meses tras retirada del

tratamiento

Tabla 2. Basada en: “Standardization of Uveitis Nomenclature for Reporting Clinical Data. Results of the First
International Workshop. Am J Ophthalmol 2005;140:509-16. https://doi.org/10.1016/J.AJ0.2005.03.057.”

3.2.1.3.4. Clasificacion de la evolucién segun el grado de
actividad inflamatoria
Ademas, establecieron unos parametros para la sistematizacién de la evaluacion
de la inflamacidn, basados en la valoracion de la celularidad y el flare en camara
anterior, permitiendo la monitorizacion de la evolucion de la actividad
inflamatoria, hecho fundamental para la documentacidn y el seguimiento clinico

del paciente [11] (Tablas 3, 4y 5).
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3.2.1.3.4.1. Evaluacion de la celularidad en camara anterior

GRADO CELULAS POR CAMPO

0 <1

0,5+ 1-5
1+ 6-15
2+ 16-25
3+ 26-50
4+ 50

El tamafio del campo es de 1 mm x 1 mm en el haz de [dmpara de hendidura

Tabla 3: Basada en: “Standardization of Uveitis Nomenclature for Reporting Clinical Data. Results of the First
International Workshop. Am J Ophthalmol 2005,;140:509-16. https.//doi.org/10.1016/J.AJ0.2005.03.057.".

3.2.1.3.4.2. Evaluacion del flare en camara anterior

GRADO CELULAS POR CAMPO

0 <1

0,5+ 1-5
1+ 6-15
2+ 16-25
3+ 26-50
4+ 50

El tamafio del campo es de 1 mm x 1 mm en el haz de [dmpara de hendidura

Tabla 4: Basada en: “Standardization of Uveitis Nomenclature for Reporting Clinical Data. Results of the First
International Workshop. Am J Ophthalmol 2005;140:509-16. https://doi.org/10.1016/J.AJ0.2005.03.057.”
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3.2.1.3.4.3. Clasificacion de la evolucién segun del grado de

actividad inflamatoria

GRADO DESCRIPCION
Inactiva Ninguna célula
Empeoramiento Aumento en 2 pasos en el nivel de inflamacidn

Reduccion en 2 pasos en el nivel de inflamacidn o reduccién
Mejoria
agrado O

Inactividad durante mas de 3 meses tras retirada de
Remision
tratamiento

Tabla 5: Basada en: “Standardization of Uveitis Nomenclature for Reporting Clinical Data. Results of the First
International Workshop. Am J Ophthalmol 2005;140:509-16. https://doi.org/10.1016/J.AJ0.2005.03.057.”

3.2.1.4. Diagnéstico
Una de las dificultades que afrontan los oftalmélogos en el manejo de las uveitis
es su diagndstico etioldgico. La gran heterogeneidad en su expresion clinica, la
amplia variedad de enfermedades relacionadas y los diversos modos en que un
mismo agente causal puede presentarse como responsable de la uveitis, suponen
un reto para el diagndstico [12,13]. El complejo proceso de diagndstico etiolégico
excede el tema de esta tesis doctoral, aunque es necesaria una breve explicacion
para entender el estudio realizado y las posibles implicaciones de los resultados

obtenidos en la practica diaria.

El proceso diagndstico comienza con una correcta localizacién anatémica de la
inflamacidn, seguido por una historia clinica adecuada y detallada, acompafiada

de una exploracion oftalmoldgica completa, lo que proporcionara una base sélida
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para una correcta orientacion del problema. Posteriormente, la utilizacién de
pruebas de laboratorio orientadas permitira encontrar el diagndstico etioldgico de

la uveitis.

Es bien sabido, que el empleo indiscriminado de pruebas complementarias sin una
adecuada orientacidn puede llevar a interpretaciones erréneas de los resultados y
derivar en un tratamiento incorrecto. Por ello, estas pruebas deben ser

seleccionadas en funcién de las etiologias sospechadas como mas probables.

Existen multiples pruebas complementarias orientadas al diagndstico y
monitorizacion de las uveitis; A continuacidon, se presenta un resumen de las

utilizadas con mayor frecuencia.

= Pruebas complementarias

o Pruebas de laboratorio
- Hemograma y bioquimica: necesarias no solo por su importancia en el
diagndstico, sino por la implicacidon en la aplicacion de tratamientos de
manera segura. Cabe mencionar los indicadores de actividad inflamatorio
como la proteina C reactiva y/o la velocidad de sedimentacién glomerular
(VSG), o los niveles de enzima convertidora de angiotensina (ECA) que
apoyan en el diagndstico de enfermedades sistémicas, como la

sarcoidosis.

- Serologias: ayudan a descartar o confirmar patologias infecciosas, que
son una de las principales causas etioldgicas de las uveitis. Las serologias

mas importantes son: Treponema pallidum (sifilis), Mycobacterium
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tuberculosis (tuberculosis), el virus de la hepatitis B (VHB), el virus de la
hepatitis C (VHC) y el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH),
Rickettsia, Bartonella, Borrelia, Coxiella, Francisella tularensis, Leptospira,

entre otros.

- HLA (Antigeno leucocitario humano): unidad funcional de genes cuya
principal funcién es asistir en el reconocimiento de antigenos propios y
ajenos. Multiples estudios han encontrado diferentes asociaciones entre
HLA y uveitis como, por ejemplo: la enfermedad de Vogt-Koyanagi-
Harada (HLA-DR4, -DRB1/DQA1), la enfermedad de Behget (EB) (HLA-
B51), uveitis anterior (HLA-B27) y coroidopatia en perdigonada o birdshot

(HLA-A29), entre otros [14].

- Anticuerpos: los anticuerpos anti-nucleares (ANA), anticuerpos anti-
citoplasma de neutréfilos (ANCA) y/o el factor reumatoide (FR), son
algunos de los autoanticuerpos que ayudan al diagndstico de diferentes
enfermedades, como el lupus eritematoso sistémico (LES), la

granulomatosis ANCA positiva o la artritis reumatoide (AR) [15,16].

o Pruebas de imagen

Facilitan el diagnodstico etioldgico de la uveitis; entre las mas frecuentes
se encuentran la radiografia de térax, la tomografia computarizada (TC) o

la resonancia magnética (RM).
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= Exploraciones oftalmolégicas complementarias

Existen multiples pruebas oftalmoldgicas complementarias que asisten tanto

en el diagndstico como en el seguimiento de la enfermedad.

o Pruebas de imagen

El avance en técnicas de imagen en la retina es un campo en constante
evolucidn, donde la imagen multimodal y su aplicacién en las uveitis no
ha hecho mas que comenzar, lo que estd permitiendo obtener dia tras dia
nueva informacion sobre los cambios a nivel retiniano y coroideo que se
producen en las uveitis [17]. A continuacidn, se describen las principales

técnicas de imagen oftalmoldgicas en el campo de la uveitis (Tabla 6).
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Técnicas de imagen

Indicaciones principales

Aplicaciones comunes en

uveitis

Tomografia de coherencia

Gptica (OCT)

Patologia macular y del

nervio optico

Edema macular, retinitis,
coroiditis, trastornos

vitreorretinianos

Angiografia de tomografia de

coherencia éptica (OCT-A)

Vasculopatia retiniana o

coroidea

Isquemia retiniana, retinitis,
coroiditis, neovascularizacidon

retiniana y coroidea

Imagen de campo

ultrapanoramico

Patologia vitreorretiniana o
coroidea que involucra la

periferia

Vasculitis retiniana, uveitis

intermedia y posterior

Autofluorescencia

Patologia de retina y epitelio

pigmentario retiniano

Coroiditis, sindrome de
puntos blancos, sindrome de

mascarada

Angiografia con fluoresceina

Patologia vascular retiniana

Isquemia retiniana, vasculitis
retiniana, uveitis posterior,
uveitis intermedia, edema

macular, neovascularizaciéon

retiniana y coroidea

Angiografia con verde de

indocianina

Patologia vascular coroidea

Coroiditis,

neovascularizacion coroidea

Tabla 6: Basado en: “Marchese A, Agarwal A, Moretti AG, Handa S, Modorati G, Querques G, et al. Advances in imaging
of uveitis. Ther Adv Ophthalmol 2020;12. https://doi.org/10.1177/2515841420917781".

o Pruebas de laboratorio

Anadlisis de fluidos oculares: En determinadas ocasiones el estudio de

muestras tanto intraoculares como extraoculares

puede arrojar
informacidn valiosa en el diagndstico etioldgico de las uveitis, siendo la

serologia intraocular, la citologia, los cultivos o la biopsia algunas de las
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pruebas realizadas. La biologia molecular ha supuesto un avance en el
diagnodstico de las uveitis, con el desarrollo de las técnicas avanzadas de
andlisis, como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR del inglés
Polymerase Chain Reaction) que permite amplificar secuencias
especificas de acido desoxirribonucleico (ADN), ayudando en la deteccién
de patdégenos, como virus o bacterias, en pequeiias muestras como HA 'y

HV [18], asistiendo en el diagndéstico de uveitis infecciosas.

Cabe destacar el coeficiente de Goldmann-Witmer, que consiste en la
determinacién de anticuerpos en plasma y en HA o HV. Inicialmente,
Witmer planted la determinacidon de anticuerpos en HA o HV y la
comparacién con niveles en plasma. Este analisis permitio establecer un
cociente que indicaba una produccion local de anticuerpos si su valor era
mayor de 1, lo que apoyaria el diagndstico de una uveitis de origen
infeccioso. Actualmente, se consideran valores superiores a 3 (indice de
Goldmann-Witmer), con el objetivo de considerar el efecto de la rotura

de la barrera hemato-retiniana provocada por la inflamacién [19].

Aunque todavia es un area en desarrollo, el analisis protedmico de los
fluidos intraoculares es un darea en continua evolucion. Gracias al
desarrollo de nuevas técnicas de analisis, que permiten el estudio de
pequeios volimenes, se plantean nuevas investigaciones encaminadas a
descubrir biomarcadores que asistan en el diagndstico y manejo de las
uveitis. Por ello, en 2012, el Human Eye Proteome Project (HEEP) inicio

el estudio protedmico del ojo, siendo un area de creciente interés [20,21].
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3.2.1.5. Tratamiento
El manejo y tratamiento de la uveitis varia segun la causa subyacente y del tipo de
uveitis. Es de vital importancia descartar la presencia de uveitis infecciosas y
sindromes mascarada para realizar un tratamiento adecuado. En el caso de las
uveitis no infecciosas, el objetivo principal del tratamiento va a ser la eliminacién
de la inflamacidn, ya que la persistencia de una inflamacidn crénica puede causar

graves dafios oculares.

Actualmente, se dispone de un gran arsenal terapéutico, siendo los corticoides el
tratamiento estandar en uveitis no infecciosas. Son fdrmacos muy potentes pero
con importantes efectos secundarios, pudiendo ser administrados de diversas
formas dependiendo de la localizacidn y gravedad de la uveitis.

e Corticoides topicos: son el farmaco de eleccidn en las uveitis anteriores
no infecciosas.

e Corticoides perioculares: su administracién subtenoniana es la mas
habitual en el manejo de uveitis intermedias.

e Corticoides intraoculares: via utilizada en el manejo de uveitis
intermedias y posteriores, asi como en el tratamiento del edema
macular.

e Corticoides sistémicos: tanto por via oral como intravenosa para el
manejo de los casos mas graves.

Dentro del uso de corticoides en el manejo de las uveitis, caben destacar los
recientes avances en dispositivos de liberacion prolongada. El implante de
Retisert® (implante intravitreo de fluocinolona aceténido de 0.59 mg; Bausch and
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Lomb, Nueva York, EE. UU.) fue el primer dispositivo utilizado en el manejo del
edema macular uveitico. El ensayo Multicenter Uveitis Steroid Treatment (MUST),
comparé la eficacia de corticosteroides sistémicos combinados con
inmunosupresion cuando fuera necesario versus Retisert® para la uveitis
intermedia, posterior o panuveitis no infecciosa, concluyendo que no hubo una
diferencia significativa en la mejora visual [22]. Es importante mencionar, que los
pacientes tratados con el implante presentaron mas efectos adversos oculares
(cataratas, hipertension intraocular o glaucoma), mientras que los pacientes
tratados con esteroides sistémicos presentaron una mayor tasa de infecciones

sistémicas [22].

La utilizaciéon del Ozurdex® (implante intravitreo de dexametasona de 0.7 mg;
Allergan, Inc., Dublin, Republica de Irlanda) se ha extendiendo para el tratamiento
del edema macular por uveitis. El estudio HURON evalud la eficacia y seguridad de
dos dosis del implante de dexametasona en pacientes con uveitis no infecciosa
intermedia o posterior, con resultados positivos [23]. Posteriormente, Arcinue et
al. [24] compararon la eficacia y seguridad de Retisert® con respecto al Ozurdex®
en pacientes con uveitis no infecciosa y concluyeron que ambos implantes son
comparables en términos de prevencion de recurrencia y resolucion de la
inflamacién, asi como en la mejora de la visién. Entre los resultados obtenidos,
destaca la mayor incidencia de eventos adversos con el implante de Retisert®,
mientras que los pacientes tratados con Ozurdex® tenian cinco veces mas

probabilidades de recibir un segundo implante.

43



ESTADO ACTUAL DEL TEMA

En noviembre de 2023, lluvien® (implante intravitreo de fluocinolona acetdénido de
0.19 mg; Alimera Sciences, Georgia, EE. UU.) fue aprobado para su uso en el edema
macular diabético, permitiendo una liberacién continua de 0.2 pg/dia de
fluocinolona acetdnido durante 3 afios. Se hipotetiza que el implante de lluvien®
podria tener menos efectos adversos oculares en comparacién con Retisert®
debido a la menor concentracidon de fluocinolona acetdnido [25]. Mdltiples han
sido los estudios de casos donde el lluvien® ha sido utilizado en pacientes con
uveitis mostrando buenos resultados en cuanto al control de la inflamacién,

aunque persiste una alta tasa de desarrollo de cataratas [26].

Aunque los corticoides son efectivos en el control de la inflamacién, su empleo
prolongado puede ser causa de importantes efectos secundarios. Por ello, la
terapia immunomoduladora y/o bioldgica es fundamental, buscando la reduccién
del uso de corticoides o incluso su supresion durante el tratamiento a medio y/o

largo plazo.

Actualmente, hay una amplia variedad de farmacos inmunomoduladores. A
continuacién, se mencionan los mas relevantes en el manejo actual de las uveitis.

e Inhibidores de los linfocitos T

- Ciclosporina
- Tacrolimus

e Antimetabolitos

- Metotrexate
- Azatioprina
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- Micofenolato mofetilo y acido micofendélico

e Agentes alquilantes

- Ciclofosfamida
e Miscelanea
- Sulfasalacina
- Dapsona
- Inmunoglobulinas intravenosas

- Interferones

A través de farmacos inmunomoduladores se consigue un mejor control de la
enfermedad reduciendo la necesidad del uso de corticoides y sus efectos

secundarios tanto locales, a nivel ocular, como sistémicos.

La busqueda de terapias de precisidén y personalizadas ha impulsado el desarrollo
de nuevos farmacos con una mayor selectividad en su modo de accidn con respecto
a los inmunomoduladores tradicionales, estando disefiados para actuar
especificamente en una célula inmune particular o en una proteina inflamatoria

especifica en el cuerpo, lo que permite un tratamiento mas selectivo de las uveitis.

Entre estos fdrmacos destacan los agentes bioldgicos, que son productos cuyo
principio activo se obtiene o extrae de una fuente bioldgica. Precisan para la
obtencidn de productos de calidad una combinacién de ensayos fisico-quimicos y
bioldgicos, asi como un riguroso control del proceso de produccidn. Se

consideraran medicamentos bioldgicos: los medicamentos inmunoldgicos y los
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medicamentos derivados de la sangre o el plasma humanos. Entre ellos se incluyen

los anticuerpos, las interleucinas y las vacunas. Actualmente, la mayoria de

farmacos bioldgicos utilizados en las uveitis son anticuerpos.

Cabe mencionar que pese a la existencia en la literatura cientifica de una diferencia

clara entre farmacos inmunomoduladores y bioldgicos, en determinados contextos

el limite entre ellos se vuelve difuso ya que la funcién terapéutica de estos

farmacos puede solaparse.

Multiples son los farmacos biolégicos que se han desarrollado durante la ultima

década. Se mencionaran a continuacion los mas utilizadas en la practica clinica

diaria.

Adalimumab: anticuerpo monoclonal que actia como inhibidor del
factor de necrosis tumoral alpha (TNF-a). Fue aprobado por la Food and
Drug Administration (FDA) en el afio 2016 para el tratamiento de la
uveitis no infecciosa intermedia, posterior y panuveitis en pacientes
mayores de 2 anos [27].

Infliximab: anticuerpo monoclonal inhibidor del TNF-a que ha
demostrado eficacia en el tratamiento de la uveitis no infecciosa,
especialmente en casos de uveitis asociada con EB vy artritis idiopatica
juvenil (AlJ) [28].

Etanercept: proteina de fusion frente al receptor de TNF-a. Pese a ser

un farmaco efectivo en el control de enfermedades autoinmunes como
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la AR, su eficacia en la uveitis es menos clara y generalmente se
considera menos efectivo que otros antagonistas del TNF-a [29,30].

Certolizumab pegol: anticuerpo monoclonal pegilado que neutraliza

especificamente el TNF-a, sin causar lisis celular directa, mostrando
eficacia en el tratamiento de las uveitis asociadas a la enfermedad de
Crohn y espondiloartritis [31-33].

Golimumab: anticuerpo monoclonal inhibidor del TNF-a aprobado para
el tratamiento de varias enfermedades inflamatorias, incluyendo
formas especificas de artritis. Ademas, ha demostrado eficacia en el
manejo de la uveitis asociada a espondilitis anquilosante (EA) [34].
Rituximab: anticuerpo monoclonal inhibidor de las células B (anti CD-
20) que se ha utilizado con éxito en el tratamiento de la uveitis no
infecciosa, siendo eficaz en el tratamiento de las lesiones oculares de la
EB [35].

Tocilizumab: anticuerpo monoclonal inhibidor del receptor de Ia
interleucina 6 (IL-6R) que también ha mostrado eficacia en el
tratamiento de la uveitis no infecciosa. Se ha utilizado en casos de
uveitis asociada con All y puede ser especialmente eficaz en el manejo
del edema macular uveitico [35].

Secukinumab: anticuerpo monoclonal humano inhibidor de Ia
interleucina 17A (IL-17A), el cual ha sido recientemente estudiado con
resultados prometedores en su uso como adyuvante de terapia
inmunosupresora, permitiendo una disminucidn significativa en el uso
concomitante de medicamentos inmunosupresores [36].
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Abatacept: proteina de fusién compuesta por la porcidn extracelular
del receptor del antigeno 4 de linfocitos T citotéxicos humanos (CTLA-
4) fusionada al fragmento cristalizable (Fc) de una inmunoglobulina
humana. Esta estructura le permite modular la actividad de las células
T mediante la unién a las moléculas CD80 y CD86 en las células
presentadoras de antigenos, impidiendo la coestimulacién necesaria
para la activacion de las células T. Utilizado en casos de uveitis
refractarias a tratamiento con anti-TNF-a o uveitis por Birdshot [37,38].
Anakinra : es un polipéptido recombinante antagonista del receptor de
lainterleucina 1 (IL-1). Su mecanismo de accidn se basa inhibir la accidon
bioldgica de la IL-1, bloqueando competitivamente la unién con su
receptor, presente en numerosas células. La IL-1 es una citocina
proinflamatoria clave en la patogénesis de diferentes enfermedades
reumaticas. En el contexto de las uveitis, destaca su papel en el
tratamiento de pacientes con uveitis asociada a EB [39,40].

Otros: nuevas moléculas han sido dianas terapéuticas para el desarrollo
de nuevos farmacos. El ustekinumab se dirige a la subunidad p40
compartida por la interleucina 23 (IL-23) y la interleucina 12 (IL-12),
siendo efectivo en el control de uveitis secundarias a artritits proriasica
[41], lo que ha llevado al desarrollo de nuevos estudios tanto en uveitis
posteriores como intermedias. El alemtuzumab, anticuerpo
monoclonal anti-CD52 responsable de la deplecién de células T,
utilizado en pacientes con uveitis por EB con prometedores resultados
[42].
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3.2.2. Biomarcador
En 1987, el National Research Council (NRC) desarrollé un programa para abordar
cuestiones especificas relacionadas con el concepto de biomarcador y su
aplicacidn en la evaluacion de los efectos ambientales en la salud, estableciendo
el siguiente concepto de biomarcador: “Evento de estado conocido que puede
usarse como guia para la evaluacion de sistemas bioldgicos, es decir, como
caracteristica que pueda ser medida y evaluada objetivamente como un indicador
de procesos bioldgicos normales o patoldgicos, o evolucion de respuesta

terapéutica” [43].

Los biomarcadores son indicadores que sefialan eventos en sistemas bioldgicos o
muestras, proporcionando informacidon objetiva y medible sobre la presencia,
gravedad o progresion de una enfermedad o condicidn de salud. Es util clasificar
los biomarcadores segln el proceso que evalian [43—-45].
° Biomarcadores de riesgo: indicadores que permiten predecir la
predisposicidon de un individuo a desarrollar un trastorno determinado.
o Biomarcadores de diagnostico o rasgo: caracteristicas cuantificables
que reflejan la presencia de un estado de enfermedad.
° Biomarcadores de estado: caracteristicas medibles que reflejan la
severidad de la enfermedad.
° Biomarcadores de etapa: variables que permiten clasificar y estratificar
al paciente segun la etapa actual de la enfermedad de un individuo.
° Biomarcadores de respuesta: estiman la probabilidad de que la
respuesta a un tratamiento sea eficaz.
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o Biomarcadores prondsticos: predicen el curso probable y desenlace de

la enfermedad.

En una medicina en continua evolucion hacia |la terapia de precision, los

biomarcadores son herramientas esenciales, no solo ayudando en el diagndstico,
al proporcionar indicadores precisos de enfermedades o condiciones de salud, sino
gue también tienen un impacto significativo en la investigacion y el avance de
tratamientos médicos mas precisos y personalizados, ya que al conocer la
etiopatogenia subyacente de una enfermedad a través de biomarcadores, se abre

la puerta a la busqueda de dianas terapéuticas especificas, impulsando el

desarrollo de nuevos farmacos y terapias mas efectivas.

Para considerar un biomarcador como de calidad debe reunir una seria de
cualidades. Un buen biomarcador se caracteriza por ser ampliamente reconocido
y aceptado en la comunidad cientifica, lo que implica que existe un consenso
solido sobre su relevancia en relacién con la enfermedad objeto. Ademas, debe
estar claramente definido y ser facilmente medible mediante técnicas de
obtencion y analisis simples, seguras y rapidas. Para respaldar su utilidad, un buen
biomarcador debe tener el potencial de ser ampliamente comercializado y
universalizado para su uso en la practica médica, contribuyendo a una atencién

médica mas eficaz y un diagndstico mas preciso de enfermedades.

Dentro de la oftalmologia, la busqueda de biomarcadores que permitan una mayor

precision diagndstica, una monitorizacién mdas objetiva de la evoluciéon del
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paciente, asi como encontrar nuevas dianas terapéuticas que asistan en el
desarrollo de nuevos farmacos o en un uso mas personalizado de los ya existentes,

es incesante.

En este contexto, la superficie ocular supone un area perfecta para la investigacion
gracias al desarrollo de nuevas técnicas de analisis de la PL y la superficie
conjuntival, al ser un drea de facil acceso con pruebas no invasivas. Esto ha
marcado un antes y un después en el estudio y manejo de diversas patologias
como la enfermedad de injerto contra huésped (EICH), el ojo seco o las alergias

[46-50].

Una de las principales areas de investigacion de potenciales biomarcadores en la
uveitis es la medicidn de proteinas, tanto en fluidos intraoculares como
extraoculares, siendo el HV y HA, asi como el suero de los pacientes, los mas
estudiados, respectivamente [51-59]. Entre las diversas proteinas que pueden
evaluarse en estos fluidos bioldgicos, las citocinas y quimiocinas ocupan un lugar
destacado debido a su participacion directa en la patogenia de la enfermedad y a
la facilidad con la que pueden medirse. Multiples estudios han demostrado
distintos perfiles de concentracién de citocinas y quimiocinas en HV y HA de
pacientes con uveitis [57,60-64]. Aunque, se han presentado resultados
prometedores, es cierto que el estudio del HV y/o HA, conlleva la realizacion de
una prueba invasiva no exenta de riesgos, lo que supone una limitacidén para su

instauracion en la practica clinica diaria.
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En consecuencia, el estudio del perfil de citocinas y quimiocinas en la superficie
conjuntival, tiene el potencial de convertirse en un biomarcador prometedor en el
contexto de las uveitis. Esto permitiria una monitorizacion mas personalizada y
precisa de las uveitis, lo que, a su vez, podria dar lugar a un avance en el desarrollo
de nuevas dianas terapéuticas, mejorando en el avance hacia la terapia

personalizada y de precision.

3.2.3. Citocinas
3.2.3.1. Concepto
Las citocinas son proteinas pequefias (<40 kDa), producidas por casi todas las
células para regular e influir en la respuesta inmunitaria [65]. Actuan como
mensajeros moleculares, permitiendo que las células se comuniquen entre si para
coordinar una variedad de respuestas celulares, siendo responsables de la
regulacién dinamica de la respuesta celular inmunitaria [66], interfiriendo también
en la regulacidon del crecimiento y la diferenciacidon celular, la apoptosis vy la

reparacién de tejidos [65,66].

Estas proteinas se producen principalmente por diversas células del sistema
inmunitario, como linfocitos, monocitos y macréfagos, pero también pueden ser
producidas por otras células bajo ciertas condiciones. Cabe destacar que una
misma citocina puede ser secretada por varios tipos de células y ejercer su accién
sobre multiples células diana, produciendo multiples actividades bioldgicas, lo que

las otorga su capacidad pleiotrdpica [65,66].
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3.2.3.2. Clasificacién
Pueden clasificarse de diferentes maneras, acorde a su estructura, la célula que las
produce o su funcidn [66]. Segun su estructura, se diferencian varias categorias:
interferones, interleucinas, linfocinas, monocinas, factores estimulantes de
colonias, factores de necrosis tumoral y factores de crecimiento transformantes.

Considerando su origen celular, las citocinas se clasifican en citocinas tipo 1,

producidas por células T-helper 1 (Th1) CD4+, que incluyen interleucina 2 (IL-2), IL-
12, factor de necrosis tumoral beta (TNF-B) e interferén gamma (IFN-y); y citocinas
tipo 2, producidas por células Th2 CD4+, que incluyen interleucina 4 (IL-4),
interleucina 5 (IL-5), interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10) e interleucina 13
(IL-13). Por ultimo, dependiendo de su funcién, las citocinas también pueden
clasificarse como proinflamatorias o antiinflamatorias [66]. Las citocinas
proinflamatorias, incluyendo interleucina 1 beta (IL-1B), IL-6, interleucina 8 (IL-8),
IL-12, TNF-a e interferones, entre otras, facilitan las reacciones inflamatorias y
tienden a estimular a las células inmunocompetentes. En cambio, las citocinas
antiinflamatorias, como IL-4, IL-6, IL-10, interleucina 11 (IL-11), IL-13, antagonista
del receptor de IL-1 (IL-1RA) y factor de crecimiento transformante beta (TGF-B),
inhiben la inflamacién y suprimen las células inmunitarias [66]. Por otro lado,
existen algunas citocinas que tienen propiedades tanto proinflamatorias como
antiinflamatorias dependiendo de su concentracion, la interaccién con otras
moléculas y el ambiente en el que se encuentren. Dentro de este Ultimo grupo

destaca la IL-6 que presenta propiedades proinflamatorias y antiinflamatorias.
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Estas clasificaciones de citocinas, especialmente las familias de citocinas pro- y
anti-inflamatorias, ofrecen amplias perspectivas para comprender las vias

activadas por la respuesta del huésped (tabla 7).

El equilibrio dindmico entre citocinas pro- y anti-inflamatorias desempefia un
papel significativo en el sistema inmunitario del huésped a través de la mediacién
y modulacion de la inflamacién. Las citocinas proinflamatorias contribuyen a la
iniciacion y propagacion de la inflamacidon autoinmunitaria, mientras que las
citocinas antiinflamatorias facilitan la supresién de la inflamacién y la recuperacién

de las fases agudas de la enfermedad autoinmunitaria.

Citocina Tipo de citocina Fuente celular Vida Funciones biolégicas Concentraciones [pg mL™"] en diferentes fluidos corporales in vitro
media Suero Plasma Saliva Lagrimas Heces
Principal mediador de los - 1,5+1,2 (1,5-5,3) 102+2,8
Monocitos y efectos sistémicos de la IL-1; x 10?
IL.-1B Proinflamatoria 21 min
macrofagos afecta la expresion génica
inducida por la IL-6.
Inductora de la respuesta de 8,5-14 22+8.6 0-27 0,3+0,1 8,5-14
CélulasByT,
fase aguda, asi como
monocitos,
IL-6 Pro- y anti-inflamatoria 15,5h respuestas inmunitarias
fibroblastos, células
celulares y humorales
endoteliales
especificas.
Monocitos, Mediadores proinflamatorios 24-36 9,4+3,7 (0,4-3,2)
macrofagos, células que organizan el x 10?
IL-8 Proinflamatoria 24 min
endoteliales, células reclutamiento de leucocitos a
epiteliales sitios de inflamacién.
Células fagociticas, Diferenciacién de células Th, 20-56 (1,2- 0-7,6 47 -
IL-12 Proinflamatoria células microgliales y sintesis de TNF-a, IFN-y. 10,2) x
dendriticas 102+ 4
Macréfagos, Proinflamatoria, activacion de 28-38 59+0,4 0-5,8 48+3,3 1,8+0,3
mastocitos, células neutrdfilos, reabsorcién dsea,
TNF-a Proinflamatoria natural killer (NK), 18,2 min anticoagulante, necrosis
células del musculo liso tumoral, activacion y
vascular, células Ty B aumento de permeabilidad,
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estimulacién de moléculas de

adhesion.
Proinflamatoria, promueve (1,2-1,6) 7+25 0-7 42+3,6 0,4+0,2
respuestas inmunitarias x 10?

Macréfagos, células
Th1/secrecién de citocinas
Th1i, células Tc, células
IFN-y Proinflamatoria - asociadas a Th1, inhibe
B, NK, células del
sintesis de matriz extracelular
musculo liso vascular
por expresion de MHC | en

células del musculo liso.

Inhibicién de la activacion (1-1,7) x 50+21 - (3,9+0,9) x 10% -

celular 10?
Monocitos/macréfagos,
1I-1RA Antiiflamatoria 4-6h mediada por IL-1a e IL-1B en
células dendriticas
el nivel del receptor celular

de IL-1.

Inhibicién de la actividad
Monocitos/macréfagos,
celular de linfocitos T.

TGF-B Antiiflamatoria células endoteliales,

Inhibicién de la sintesis de

palquetas
citocinas.
Promueve el desarrollo de 6,9-8,1 (2,3 - 21+1,6
Células T (Th2), linfocitos Th2; inhibicién de la 0.5) x
IL-4 Antiinflamatoria mastocitos, células B, 20 min sintesis de citocinas 102
células estromales proinflamatorias inducida por

lipopolisacaridos.

Inhibicién de la produccion 8,5-17 38+2,1 0-10 37+0,9 8,5-17

de citocinas por
Monocitos/macréfagos,
monocitos/macréfagos y
IL.-10 Antiinflamatoria células T (Th2), células -
neutroéfilos e inhibicion de las
B
respuestas de linfocitos tipo

Thi.

Inhibe la respuesta de

citocinas proinflamatorias por
Células estromales,
IL-11 Antiinflamatoria - monocitos/macréfagos y
fibroblastos
promueve la respuesta de

linfocitos Th2.
Comparte homologia con IL-4 11-18 (1.1 - 47 £3,2
y comparte el receptor de IL- 0,2) x
IL-13 Antiinflamatoria Células T (Th2) -
4; atenuacion de la respuesta 102

de monocitos/macréfagos.

Tabla 7. Resumen de las citocinas mds relevantes con su funcién principal, vida media, funciones biolégicas y concentraciones
en diferentes fluidos corporales. Basada en la informacién recogida en: “Liu C, Chu D, Kalantar-Zadeh K, George J, Young HA, Liu
G. Cytokines: From Clinical Significance to Quantification. Advanced Science 2021,8.
https://doi.org/10.1002/ADVS.202004433.”.
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3.2.4. Quimiocinas
3.2.4.1. Concepto
Las quimiocinas, pertenecientes a una subfamilia de las citocinas, son proteinas
de pequeiio tamafio (8-10kDa) secretadas por células. Su funcién principal es
dirigir la migracién en los tejidos, en un proceso conocido como quimiotaxis. A
diferencia de otras citocinas, que pueden tener funciones muy variadas, las
guimiocinas son principalmente conocidas por su capacidad para dirigir la
migracion de células, especialmente las células del sistema inmunolégico
[59,67,68], aunque también intervienen en la angiogénesis o ayudan en la

diferenciacidn de células T [69].

Es importante sefialar que, para que las células puedan responder a una
guimiocina, deben expresar su receptor complementario. Estos receptores son
proteinas transmembrana acopladas a proteinas G; cuya activacidn, tras la union
con la quimiocina correspondiente, desencadena una cascada de sefiales
mediada por calcio, resultando en la activacién de pequefias GTPasas [69]. Este
proceso conlleva a la generacién de una sefial intracelular que provoca efectos
como la activacidn de integrinas (moléculas clave en la adhesidn celular) y la
polimerizacién de actina. Estas acciones conducen a la polarizacién celular, la
formacion de pseuddpodos (proyecciones celulares) y finalmente el movimiento

celular.
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3.2.4.2. Clasificacion
Las quimiocinas se pueden clasificar en familias segun su estructura. Segun la
posicidn relativa de las dos primeras cisteinas cercanas a la regién aminoterminal,
las quimiocinas pueden agruparse en cuatro grandes familias: quimiocina CXC
ligando (CXCL), quimiocina CC Ligando (CCL), quimiocina CX3C ligando (CX3CL) y

guimiocina XC ligando (XCL).

Dentro de las cuatro grandes familias, la familiar mas grande es la CCL,
caracterizada por la presencia de residuos de cisteina adyacentes entre si, mientras

gue en la familia CXCL las cisteinas estan separadas por un aminoacido intermedio.
Por otro lado, las dos familias mas pequefas, XCL y CX3CL, presentan
particularidades estructurales: la familia XCL contiene Gnicamente dos residuos de

cisteina, y la familia CX3CL tiene tres aminodcidos entre las cisteinas.

Ademas, segun su forma de expresién las quimiocinas pueden clasificarse en dos

grupos:

° Constitutivas: las quimiocinas constitutivas normalmente se
producen en varios tejidos y reclutan leucocitos, principalmente
linfocitos, hacia estos tejidos en ausencia de inflamacidn.

° Inducidas: las quimiocinas inducidas (o inflamatorias) son producidas

por diversas células en respuesta a estimulos inflamatorios y para

reclutar leucocitos en los sitios de inflamacion.
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3.2.5. Papel de las citocinas y quimiocinas en uveitis
Las citocinas y quimiocinas desempefan un papel fundamental en las uveitis al ser
mediadoras de la respuesta inmune, participando en la activacion, proliferacién y
diferenciacion de células inmunitarias y permitiendo la comunicacidn intercelular

entre las diversas células del sistema inmune.

Clasicamente, las uveitis son consideradas una enfermedad mediada por células T,
aunque se ha mostrado que las células B tienen un rol promotor en la enfermedad
a través del efecto terapéutico del anticuerpo anti-CD20 especifico para células B,
rituximab, en algunos pacientes [70,71]. Dentro de las células T, existen dos
subtipos principales, por un lado, los linfocitos citotdxicos, también conocidos
como linfoctidos CD8+ o Tc; vy, por otro lado, los linfocitos colaboradores o helper,

también conocidos como linfocitos CD4+ o Th.

Los linfocitos T CD4+ juegan un papel critico en el sistema inmune ocular, ya que
presentan como funcidn principal lograr una respuesta inmune efectiva y regulada
contra patégenos. Una vez que las células T CD4+ naive interactdan con el complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC), se activan y se multiplican en subtipos
especificos, dependiendo principalmente del microambiente de citocinas, por lo
gue estas moléculas son cruciales en la polarizacion de las células Th [72]. Sin
embargo, su interaccidn con otros factores como la concentracidon de antigenos y
el tipo de células presentadoras de antigenos (APC) influye también en la

diferenciacioén de las células T CD4+ naive [73].
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Clasicamente, dentro de los linfocitos T CD4+ se han diferenciado dos grandes
subtipos. Por un lado, los linfocitos Th1, relacionados con la inmunidad celular, son
productores de citocinas tipo 1, que incluyen la IL-2 y IFN-y; por otro lado, los
linfocitos Th2, relacionados con la inmunidad humoral y respuestas alérgicas,
productores de citocinas tipo 2, entre las que destaca la IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-
13 [72,73]. Ademads, nuevos subgrupos de linfocitos han sido descritos con
funciones reguladoras, dentro de los que destacan los linfocitos Th9, Th17, Th22 y
células Th foliculares, segun las citocinas secretadas y factores de transcripcion
especificos [74]. El equilibrio entre las citocinas Thly Th2 es crucial para mantener

un adecuado balance del sistema inmune.

Estudios clinicos y experimentales, sugieren que los linfocitos Thl son
fundamentales en la patogénesis de la uveitis. No obstante, bajo determinadas
circunstancias, los linfocitos Th2 también pueden tener un rol importante.
Igualmente, otros subgrupos de linfocitos con funciones reguladoras han sido
relacionados con las uveitis, entre los que destacan los linfocitos Th17, productores
de interleucina 17 (IL-17), interleucina 21 (IL-21) e interleucina 22 (IL-22), que se
han postulado como responsables de la cronicidad de las uveitis [74]. En este
balance del sistema inmune, la comunicacién intercelular a través de las citocinas,
es una pieza clave, por lo que cualquier alteracién en ella puede llevar a la

enfermedad.

Otro evento clave en la patogénesis de las uveitis es la migracion de células

inflamatorias hacia el tejido ocular, y es aqui donde la quimiotaxis juega un rol
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fundamental, a través de las citocinas y quimiocinas [59,67,68]. Dentro de las
qguimiocinas destacan los estudios de la CXCL8/IL-8, caracterizada por su capacidad
de inducir la migracién y activacién de células inflamatorias y su interaccién con las
células del endotelio vascular, siendo una senal esencial para dirigir los leucocitos
hacia las areas de inflamacion. Previa a la migracion de leucocitos hacia el tejido
ocular es preciso que las células inflamatorias se adhieran al endotelio vascular,
proceso que se encuentra estimulado por citocinas como la Il-1, el TNF-a e IFN-y,

gue inducen las moléculas de adhesién en las células endoteliales uveales.

Con el fin de comprender este complejo didlogo intercelular y el papel de las
citocinas y quimiocinas en las uveitis se desarrollaron modelos animales que han
sido fundamentales en la investigacidn traslacional. Estudios iniciales sefialaron la
importancia del perfil de citocinas y quimiocinas en el desarrollo de las uveitis,
donde se describid la elevacién de determinadas citocinas durante las fases activas
de las uveitis [75—-77] . Ademas, se observé la relevancia del estado de equilibrio
entre citocinas pro- y anti-inflamatorias, como, por ejemplo, la relacién entre los
niveles de IL-6 y el TGF-B2, que presentan acciones antagonistas, durante las
diferentes fases de la enfermedad[76]. Posteriormente, se mostraron diferencias
en el perfil de citocinas en estudios en suero de pacientes con uveitis con diversas

etiologias como la EB [58,78], la EA, o en vasculitis retiniana [79].

Multiples estudios han evaluado el perfil de citocinas y quimiocinas en HA y HV,
mostrando variaciones en el nivel de determinadas citocinas y quimiocinas en

pacientes con uveitis, siendo la IL-6, el CXCL8/IL-8, el TNF-a, o la IL-10, las citocinas
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mas estudiadas [60,62,63,80—-84]. No obstante, para la obtencién de estas
muestras se precisa de una prueba invasiva lo que ha limitado su aplicacién en la
practica clinica diaria. Por ello, surge el interés del estudio del perfil de citocinas y

guimiocinas en la PLy en la superficie conjuntival, a través de pruebas no invasivas.

3.2.6. Pelicula lagrimal
La PL es definida como un fluido extracelular que cubre las células epiteliales de
la superficie corneal y conjuntival, desempefiando un papel esencial en la
superficie ocular, ya que proporciona lubricacién, posee propiedades
antimicrobianas y protectoras, y ejerce una funcidn esencial en la nutricion de las
células subyacentes [85—87]. Constituye la segunda barrera de proteccién de las
estructuras oculares tras los parpados, y ambos forman parte de la superficie
ocular que esta en contacto con el medio ambiente externo. La produccién media
de lagrima esta entre 0,5 y 2,0 ul por minuto , extendiéndose sobre la superficie
ocular con cada parpadeo, que ocurre cada tres a seis segundos durante la vigilia

[88].

La PL humana no es un fluido homogéneo, ya que estd formada por varias capas,
con propiedades y funciones particulares. Tradicionalmente, la PL se habia
descrito formada por tres capas, la lipidica, la acuosa y la mucosa, cada una de las
cuales tiene un origen distinto (Imagen 2) [89,90]. Sin embargo, el concepto mas
actual de la PL es de un modelo bicapa, en el que la transicidn entre las diferentes
estructuras esta condicionada por la variacion en la concentracién de sus distintos

componentes [91].
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Imagen 2: Imagen esquematica de las diferentes capas que componen la pelicula
lagrimal. Imagen obtenida de: “Willcox MDP, Argiieso P, Georgiev GA, Holopainen JM,
Laurie GW, Millar TJ, et al. TFOS DEWS Il Tear Film Report. Ocul Surf 2017;15:366.
https://doi.org/10.1016/J.JT0S.2017.03.006.”

En el modelo actual de PL no existe una separacion clara entre las capas mucosa y
acuosa. Sus componentes estan mezclados y relacionados en una estructura
compleja en forma de gel hidromucinico [92], en donde existe un gradiente de
concentracién decreciente hacia la superficie de mucinas y otros componentes de
la PL. En la superficie ocular no existen mucinas insolubles, indispensables para la
existencia de una capa mucosa definida, como ocurre en otras localizaciones del
organismo [93], ya que las mucinas secretadas en la PL por las células caliciformes
y epiteliales conjuntivales son solubles y se encuentran dispersas en la capa acuosa

[93,94]. Por lo tanto, en la actualidad la PL se entiende como una estructura bicapa,
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constituida por la estructura mas externa, la capa lipidica, y la interna conocida

como gel hidromucinico [91].

En condiciones fisioldgicas, el volumen del fluido lagrimal se encuentra entre los 5
a 10 ml [95] y la tasa de recambio de lagrimas es de 1-3 pl/minuto en
circunstancias normales, aunque puede aumentar considerablemente al ser

estimulada por irritantes o en respuesta a emociones [87].

La produccién de la PL depende de la unidad funcional lagrimal (UFL), compuesta
por las glandulas secretoras de lagrimas (glandulas lagrimales principales y
accesorias, glandulas de Meibomio, células caliciformes conjuntivales), el epitelio
superficial, los parpados, el sistema de drenaje lagrimal, el sistema inmunoldgico
glandular y mucoso, y la interconexion nerviosa [87]. La UFL regula la produccidn,
liberacion y eliminacidon de las lagrimas permitiendo mantener un entorno
homeostatico en la superficie ocular [96]. EI componente neural de la UFL
comienza en la cérnea, la cual se encuentra altamente inervada, iniciando una via
nerviosa aferente hacia el sistema nervioso central, incluido el tronco cerebral y la
corteza cerebral. Estos nervios aferentes, junto con los centros emocionales en el
cerebro, se proyectan hacia los nervios eferentes para estimular la produccion de
lagrimas y el parpadeo. Tanto las glandulas lagrimales principales y accesorias,
como las células caliciformes conjuntivales y las glandulas de Meibomio, reciben
informacidn a través de las vias nerviosas eferentes, permitiendo que la produccion
de los principales componentes de la PL se encuentre estrechamente controlada,

con el fin de mantener una composicién lagrimal normal y homeostatica [96].
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Cabe destacar que tanto el flujo lagrimal basal, como las lagrimas reflejas tienen
aportes de la glandula lagrimal principal, con la contribucién de las glandulas
lagrimales accesorias en la secrecién basal [97].Las lagrimas reflejas se secretan

como resultado de la activacidon de los nervios corneales ante un estimulo irritante.

A pesar de su pequefio volumen, la lagrima es extremadamente compleja en su
composicion. Contiene oxigeno y electrolitos, pero también péptidos
antimicrobianos e inmunoglobulinas solubles, como la A o la G, que protegen la
superficie ocular de las infecciones, asi como interleucinas, tales como IL-1B, IL-6 e
IL-8, que promueven reacciones inmunoldgicas frente a la infeccién [98]. Las
proteinas quelantes del hierro como la lipocalina, lactoferrina y transferrina actuan
como bacteriostaticos, al eliminar el hierro libre imprescindible para la replicacion
bacteriana [99,100]. Otras moléculas presentes son las proteinas surfactantes (SP)
-By -C, que afectan a las propiedades de extensidn y la estabilidad de la PL y las SP-

Ay D, que son péptidos inmunomoduladores [101,102].

La PL es también una fuente de oxigeno para la cornea, y las especies reactivas de
oxigeno (ROS) originadas en las reacciones metabdlicas se neutralizan mediante
enzimas como la catalasa, la superdxido dismutasa y la glutation peroxidasa [103].
Mencionar también a la lacritina, que es una proteina lagrimal que promueve la
secrecion basal de lagrimas y estimula el crecimiento de las células del epitelio

corneal [104].
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En total, se han detectado mas de 1800 proteinas/péptidos, electrolitos, lipidos y
metabolitos de moléculas pequefias. Dado que las lagrimas representan el
resultado final de la UFL [96,97,105] las variaciones en la composicién de las
lagrimas son una fuente ideal para descubrir biomarcadores. Por ello existe una
amplia variedad de estudios que han demostrado como enfermedades oculares o
sistémicas pueden alterar la composicién de la PL, tales como el ojo seco [106—
108], el sindrome de Sjogren [109,110], la retinopatia diabética [111] o el cancer,

entre otras.

Esto ha llevado al estudio del perfil de citocinas y quimiocinas en la PL en pacientes
con uveitis con resultados prometedores, aunque controvertidos como se discutird

en secciones posteriores [112-120].

3.2.7. Mucosa conjuntival
La conjuntiva es un tejido mucoso que forma parte de la superficie ocular. Es una
membrana mucosa transparente que se extiende desde el limbo hasta el fondo del
saco conjuntival, cubriendo gran parte de la esclerdtica, y posteriormente

tapizando la superficie interna de los parpados.

Anatémicamente, se la divide en:
o Conjuntiva bulbar: mucosa conjuntival que recubre el globo ocular
extendiéndose desde el area limbar hasta el fondo de saco. Esta

area de la conjuntiva se encuentra anclada laxamente a la capsula
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de Tenon subyacente, excepto en el area limbar donde ambas capas
se fusionan.

Conjuntiva del fondo de saco o férnix: es el area de unidn entre la
conjuntiva bulbar y palpebral, formandose un repliegue conjuntival
laxo.

Conjuntiva palpebral: insertdndose en las placas tarsales
posteriores, se extiende hasta la unién mucocutdnea del margen

palpebral.

Histoldgicamente, es un tejido similar a otras mucosas, como la mucosa intestinal o la del

tracto respiratorio. Estd formada por un epitelio estratificado no queratinizado y

un tejido estromal subyacente, separados por una membrana basal denominada

l[dmina propia.

Epitelio estratificado no queratinizado: estd compuesto por capas
de células epiteliales, variando de 2 a 7 capas segun la localizacién.
La superficie de las células localizadas en la capa mas externa
presenta de manera caracteristica una abundante cantidad de
microvellosidades y micropliegues, asi como un caracteristico
glicocdlix, lo que aumenta la superficie de contacto y favorece la
estabilidad de la PL.

Ldmina propia: consiste en un tejido conectivo laxo donde se

encuentra una gran cantidad de células del sistema inmunitario.
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. Estroma conjuntival: estda compuesto a su vez por dos capas, una
capa linfoide mas superficial, y una capa fibrosa profunda, con gran
abundancia de vasos y nervios.

. Epitelio conjuntival: es una continuacidon del epitelio corneal y
limbar, aunque se diferencia por la gran densidad de células
caliciformes, que representa entre el 5-10% del total de células.
Estas células, de forma redondeada, se encuentran especializadas
en la secrecidn de diferentes tipos de mucinas, fundamentales en el
mantenimiento de la superficie ocular y la produccién de grandes

cantidades de TGF-$3 [121].

La conjuntiva cuenta con un sistema de respuesta inmune especifico conocido
como CALT (conjunctiva-associated lymphoid tissue), el cual, forma parte del grupo
de tejidos linfoides asociado a mucosas, denominado MALT (mucosa-associated
lymphoid tissue) debido a sus caracteristicas y funciones comunes. Entre estas,
destaca la mayor proporcion de linfocitos T intraepiteliales CD8+
supresores/citotdxicos en comparacién con los linfocitos T CD4+, que presentan un
papel inmunoregulador. También presenta células presentadoras de antigenos que
expresan MHC clase Il; asi como la presencia de células B, macrofagos y mastocitos,
aunque en menor cantidad. Ademas, la |lamina propia de la conjuntiva estd
densamente irrigada por vasos sanguineos especializados conocidos como HEVs,
del inglés high endothelial venules, siendo una muestra de la integracién del tejido

conjuntival en el sistema inmune.
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Estas poblaciones celulares desempefian un papel fundamental en la proteccién
inmunoldgica de la superficie ocular, y suponen una via de acceso sencilla para el

estudio del sistema inmune en la superficie ocular.

Por ello se han desarrollado técnicas para el estudio de la superficie conjuntival y
su evaluacién en diferentes patologias oculares. Entre ellas, destaca la citologia de
impresion conjuntival (CIC), que es minimamente invasiva, desarrollada de manera
simultanea por dos grupos investigadores en 1977 [122,123]. Esta técnica facilita
la toma de muestras de las capas mas superficiales del epitelio de la superficie
ocular, lo que permite su analisis mediante diversos métodos, como técnicas

histoldgicas, inmunohistolégicas, y procedimientos moleculares [124,125].

Durante los ultimos afios la CIC se ha convertido en una herramienta clave para la
comprension de la fisiopatologia de las enfermedades de la superficie ocular,
encontrandose su mayor campo de aplicacion en el estudio de la patologia del ojo

seco [125].

Pese a ser una técnica accesible en pacientes con uveitis, permitiendo el acceso al
sistema inmune conjuntival de manera directa, pocos han sido los estudios que se
han realizado evaluando los cambios en el sistema inmune en la superficie

conjuntival [126].

Por otro lado, recientes investigaciones han demostrado la posibilidad de

obtencidn de suficiente cantidad de acido ribonucleico (ARN) a través de la CIC,
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para analisis con técnicas como la PCR, lo que ha permitido abrir una nueva area
de investigacion [46,127]. Con referencia a las uveitis, el andlisis de ARN es un area
de creciente interés. Los niveles de ARNm son un indice util de la produccién de
proteinas para muchas citocinas [128], ya que la regulacién de la expresién génica
para estas moléculas ocurre principalmente a nivel de la transcripcidn,
permitiendo el estudio de la produccion local de citocinas y el perfil de citocinas en

las uveitis [128].
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Para el desarrollo de esta tesis doctoral se realizaron dos estudios analiticos
longitudinales prospectivos y observacionales sobre dos grupos independientes de

pacientes con uveitis, tal y como se describe a continuacion.

4.1. Material y métodos. Estudio I. Estudio de citocinas y quimiocinas en pelicula
lagrimal y plasma
4.1.1. Disefio

Se disefid un estudio analitico longitudinal prospectivo observacional.

4.1.2. Pacientes
Los pacientes con uveitis anteriores se seleccionaron entre los pacientes del Hospital
Clinico Universitario de Valladolid (HCUV) vy del Instituto Universitario de
Oftalmobiologia Aplicada (IOBA) de la Universidad de Valladolid que cumplieran los

criterios de inclusidon y exclusién establecidos.

El estudio fue aprobado por los comités éticos del IOBA y del HCUV, bajo los principios
de la Declaracién de Helsinki. Los participantes del estudio fueron seleccionados entre
los pacientes que asistieron a la Unidad de Inmunologia Ocular y Uveitis tanto del IOBA
como del HCUV con uveitis activa entre julio de 2018 y enero de 2020. Se obtuvo el

consentimiento informado de cada participante.

La evaluacion clinica fue realizada por la Dra. Lidia Cocho Archiles y/o el Dr. Luis Garcia
Onrubia, valorando los mismos pardmetros clinicos: la agudeza visual mejor corregida

(AVMC) en formato logMAR, células en cdmara anterior evaluado con lampara de

73



MATERIAL Y METODOS

hendidura, flare en la cdmara anterior, y presion intraocular. Todos los pacientes fueron
evaluados segun los criterios propuestos por el Grupo de SUN [11]. En el caso de uveitis

bilateral, solo se incluyd el ojo mas afectado.

Los pacientes seleccionados presentaban un diagndstico clinico de uveitis anterior activa
en la primera visita y comenzaron a usar tratamiento tdpico con colirios de
dexametasona al 0,1% seis veces al dia y ciclopléjico al 1% tres veces al dia hasta lograr
la supresion de la inflamacion, momento en el que se retird el colirio ciclopléjico al 1% y
se inicid una pauta descendente de dexametasona al 0,1%. Las visitas del estudio se
llevaron a cabo al inicio y en las semanas 2, 6, 12 y 24. La presencia de células en la
camara anterior en mas de 1+ al menos tres meses después del final del tratamiento con
corticosteroides se consideraron como uveitis activa y dichos pacientes se excluyeron

del estudio [11].

Los criterios de exclusidn incluyeron la presencia de cualquier otra enfermedad activa
de la superficie ocular en el momento de la toma de la muestra, como conjuntivitis
infecciosa, queratitis, alergia ocular o enfermedad de Sjogren, y la presencia de uveitis

activa durante la ultima visita.

4.1.3. Recoleccion de muestras de lagrimas
Se obtuvieron muestras de lagrimas individuales del ojo con uveitis anterior activa en la
primera visita, e inactiva en la ultima visita. Siguiendo la técnica previamente descrita
por nuestro grupo [129], se utilizé un tubo de vidrio capilar (Drummond Scientific Co.,

Broomall, PA, EE. UU.) para recoger una muestra de ldgrima de 1 uL en el canto externo
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del ojo, evitando en la medida de lo posible el reflejo lagrimal. Posteriormente, la
muestra recolectada se diluyd a una proporcién de 1:10 en un tubo estéril que contenia
un tampon de ensayo de citocinas (Millipore Ibérica, Madrid, Espaia) y se almacend a -
80°C hasta su analisis. Las muestras se obtuvieron unilateralmente del mismo ojo en la

fase activa e inactiva.

4.1.4. Recolecciéon de muestras de plasma
Se tomd una muestra de sangre venosa de la vena ante-cubital. Las muestras de sangre
se colocaron inmediatamente en tubos individuales de Eppendorf (Eppendorf, Fremont,
CA, EE. UU.) y se centrifugaron a 6.000 rpm durante cinco minutos a 4°C. las muestras

de plasma se almacenaron a -80°C hasta su analisis.

4.1.5. Analisis de citocinas y quimiocinas en lagrimas y plasma
Se determind la presencia y concentracién de 12 moléculas tanto en las muestras de
l[dgrimas como en plasma mediante tecnologia multiplex immunobead-based array
(Milliplex 12x-Human Cytokine/TH17 Magnetic Bead Panel, SPR (1504); Millipore,
Watford, Reino Unido), utilizando un sistema Luminex IS-100 (Luminex Corporation,
Austin, TX, EE. UU.). Las siguientes moléculas fueron analizadas: factor de crecimiento
epidérmico (EGF), quimioquina (motivo C-X3-C) ligando 1 (Fractalquina/CX3CL1), IL-1RA,
IL-1B, IL-17A, IL-2, IL-23, IL-6, IL-8, quimiocina inducida por interferén gamma 10 (IP-

10/CXCL10), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y TNF-a.

Las muestras se analizaron, como en investigaciones previas, siguiendo el protocolo del

fabricante y teniendo en cuenta las modificaciones requeridas para ensayos de bajo
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volumen en el caso del andlisis de muestras de lagrimas [129]. En resumen, se incubaron
10 pL de una muestra de lagrima diluida 1:10 y 25 pL de una muestra de plasma no
diluida con 25 puL de cuentas de captura recubiertas con anticuerpos durante 12 horas a

4°C.

Los datos recopilados se almacenaron y analizaron utilizando el software bead view
(Upstate-Millipore, Dundee, Reino Unido). Las concentraciones minimas detectables
(proporcionadas por el fabricante del ensayo) fueron (en pg/mL) EGF: 4,47,
fractalquina/CX3CL1: 4,27; IL-1RA: 10,97; IL-1B: 0,4; IL-17A: 0,25; IL-2: 0,3; IL-23: 28,6;

IL-6:1,1; IL-8: 0,4; IP-10: 1,14; VEGF: 2,6; TNF-a: 1,1.

4.1.6. Analisis Estadistico
El analisis estadistico fue realizado usando el software R (Fundacién R para el Cémputo

Estadistico, Viena, Austria).

Para el andlisis estadistico, en casos donde la molécula analizada no era detectable, se
utilizé un método de imputacién basado en regresion para valores faltantes, utilizando
un algoritmo de imputacidon multivariante por ecuaciones encadenadas [130]. En el
analisis comparativo entre muestras, se tuvieron en cuenta las citocinas cuya
concentracion fue detectada en al menos el 60% de las muestras activas y/o inactivas.
Los datos de concentracion de citocinas se transformaron utilizando la escala logaritmica
base 2. Los resultados se expresan como media + desviacién estandar (DE) a menos que
se indique lo contrario. Las suposiciones de normalidad fueron verificadas mediante la

prueba de Shapiro-Wilk.
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La comparacién entre muestras se realizé usando ya sea la prueba t de Student de 2
colas apareadas para datos paramétricos o la prueba de suma de rangos con signo de
Wilcoxon, la respectiva prueba no paramétrica. Para la correlacion entre los niveles de
citocinas y quimiocinas en PL y plasma en fase activa e inactiva de la enfermedad se

realizé con el test de Spearman. Se consideraron significativos los valores de P < 0,05.

4.2. Material y métodos. Estudio Il. Estudio de expresion génica en superficie
conjuntival
4.2.1. Disefio
Al igual que el anterior, se disefid un estudio analitico longitudinal prospectivo

observacional.

4.2.2. Pacientes
Los pacientes con uveitis se seleccionaron de entre pacientes del HCUV y del IOBA de la
Universidad de Valladolid que cumplieran los criterios de inclusion y exclusidon

establecidos.

El estudio fue aprobado por los comités éticos del IOBA y del HCUV, bajo los principios
de la Declaracién de Helsinki. Los participantes del estudio fueron seleccionados entre
los pacientes que asistieron a la Unidad de Inmunologia Ocular y Uveitis tanto del IOBA
como del HCUV con uveitis activa entre julio de 2020 y enero de 2023. Se obtuvo el

consentimiento informado de cada participante.
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La evaluacion clinica siempre fue realizada por la Dra. Milagros Mateos Olivares, la Dra.
Lidia Cocho Archiles y/o el Dr. Luis Garcia Onrubia, evaluando los mismos parametros
clinicos: la AVMC en formato logMAR, células en cdmara anterior evaluado con lampara
de hendidura, flare en la cdmara anterior, y presidn intraocular. Todos los pacientes
fueron evaluados segun los criterios propuestos por el Grupo de SUN [11]. En el caso de

uveitis bilateral, solo se incluyd el ojo mas afectado.

Los pacientes seleccionados presentaban un diagndstico clinico de uveitis anterior activa
en la primera visita y comenzaron a usar tratamiento tdpico con colirios de
dexametasona al 0,1% seis veces al dia y ciclopléjico al 1% tres veces al dia hasta lograr
la supresion de la inflamacidn, suspendiendo posteriormente el colirio ciclopléjico al 1%
y realizando una pauta descendente de dexametasona al 0,1%. Las visitas del estudio se
llevaron a cabo al inicio y en las semanas 2, 6, 12 y 24. La presencia de células en la
camara anterior en mas de 1+ al menos tres meses después del final del tratamiento con
corticosteroides se consideraron como uveitis activa y se excluyeron del estudio [11].
Por lo tanto, solo se incluyeron pacientes con uveitis inactiva en la Ultima consulta

clinica.

Los criterios de exclusidn incluyeron la presencia de cualquier otra enfermedad activa
de la superficie ocular en el momento de la recoleccion de la muestra, como conjuntivitis
infecciosa, queratitis, alergia ocular o enfermedad de Sjogren, y la presencia de uveitis

activa durante la ultima visita.
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4.2.3. Recolecciéon de muestras de células epiteliales a través de la citologia de
impresion conjuntival (CIC)
La recoleccion de muestras de células epiteliales conjuntivales se realizd6 mediante CIC
bajo anestesia topica. Los filtros de polietilsulfona (Supor 200, tamafio de poro: 0,20 um,
didametro: 13 mm; Gelman Laboratory, Ann Arbor, MI, EE. UU.) se dividieron en dos
mitades, estos se aplicaron suavemente en la conjuntiva bulbar superior y superior-
temporal durante 10 segundos bajo presion moderada. A continuacién, los filtros se
suspendieron en 1 mL de buffer de lisis (Buffer RLT; Qiagen, Hilden, Alemania) que
contenia 2-mercaptoetanol al 1% (Merck, KGaA, Darmstadt, Alemania) y se almacenaron

a -80°C para el aislamiento posterior del ARN total.

4.2.4. Analisis de la Expresiéon Génica en Células Epiteliales Conjuntivales

mediante PCR en Tiempo Real Cuantitativa (rPCRq)

El analisis de la expresidn génica en células epiteliales conjuntivales mediante PCR
cuantitativa en tiempo real (rPCRq) se llevd a cabo a través del aislamiento de ARN y la
sintesis de acido desoxirribonucleico complementario (ADNc). Para el aislamiento de
ARN, se extrajo el ARN total de cada muestra de CIC utilizando un kit comercial (RNeasy
Micro Kit, Qiagen) y se tratdé con ADNasa libre de ARNasa, siguiendo las instrucciones

del fabricante.

La amplificacién se realizd en un sistema de rPCRq 7500 (Applied Biosystems, Madrid,
Espaia) bajo las siguientes condiciones: 10 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos de 15s a

95 °Cy 1 min a 60 °C. La sintesis del primer hilo de ADNc se llevd a cabo a partir del ARN
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total extraido, utilizando el kit comercial HT RT2 First Strand (Qiagen). Se generaron 100

nanogramos de ADNc por muestra.

El analisis génico mediante una matriz de rPCRq se realizd de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante utilizando una matriz personalizada Profiler
(SuperArray SABioscience, Qiagen, lzasa, S.A., Barcelona, Espafa) que utilizé deteccién
de tinte SYBR Green |. Se determind la expresion de 40 genes humanos: quimioquina
(motivo C-C) ligando 2 (CCL2), quimioquina (motivo C-C) ligando 3 (CCL3), quimioquina
(motivo C-C) ligando 4 (CCL4), quimioquina (motivo C-C) ligando 5 (CCL5), diferenciacién
de conglomerados 14 (CD14), factor estimulante de colonias 2 (CSF2),
Fractalquina/CX3CL1, quimioquina (motivo C-X-C) ligando 10 (CXCL10), caja de genes de
proteinas de unién Forkhead P3 (FOXP3), proteina de unién GATA 3 (GATA3), HLA-B,
Interferéon alpha 1 (IFN-al), IL-10, subunidad p35 de la citocina IL-12 (IL-12A), subunidad
p35 de la citocina IL-12 (IL-12B), IL-17A, IL-1B, IL-1RA, IL-2, IL-21, subunidad p19 de la
citocina IL-23 (IL-23A), receptor de interleucina 2 a (IL-2Ra), IL-6, IL-6R, IL-8,
metaloproteinasa de matriz 2 (MMP2), metaloproteinasa de matriz 9 (MMP9), miosina
de cadena pesada de tipo cardiaco (MYOC), proteina 2 de unidn a oligomerizacion del
dominio de nucledtido (NOD2), componente relacionado con el receptor huérfano
nuclear C (RORC), proteina S100 calcio unida A8 (S100A8), proteina S100 calcio unida A
9 (S100A9), amiloide sérico Al (SAA1), factor de crecimiento transformante 1 (TGF-f1),
factor de crecimiento transformante 2 (TGF-B2), factor de crecimiento transformante
B3 (TGF-B3), receptor tipo Toll 4 (TLR4), TNF-a, transtiretina (TTR) y factor de
crecimiento endotelial vascular A (VEGFA) (Tabla 8); junto con la expresién de un gen de

referencia: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Ademds, la matriz incluyd
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un control para monitorizar la contaminacién del ADN gendémico, un control de
transcripcidn inversa para la sintesis del primer hilo, dos controles de calidad de ARN

para monitorizar la integridad del ARN y un control positivos de rPCRq para la eficiencia

de la rPCRq.
Categoria Genes

Sefializacidn de citocinas y quimiocinas CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CSF2,
Fractalquina/CX3CL1, CXCL10, IL-10, IL-12A, IL-
12B, IL-17A, IL-1B, IL-1RA, IL-2, IL-21, IL-23A,
IL-2Ra, IL-6, IL-6R, IL-8, TNF-a

Diferenciacion y desarrollo celular CD14

Regulacién de respuesta inmune RORC, MYOC

Presentacién de antigeno HLA-B

Respuesta ante patdgenos IFN-al, NOD2

Remodelacién de la matriz extracelular MMP2, MMP9

Regulacién de transcripcién FOXP3, GATA3

Sefializacién y reparacion de tejidos TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3

Respuesta inflamatoria y sefalizacion S100A8, S100A9, SAA1

Respuesta inmunitaria innata TLR4

Otros VEGFA, TTR

Tabla 8: Genes analizados por rPCRq utilizando una matriz personalizada Profiler (SuperArray SABioscience, Qiagen,
Izasa, S.A., Barcelona, Espafia). CCL2: quimioquina (motivo C-C) ligando 2; CCL3: quimioquina (motivo C-C) ligando
3; CCL4: quimioquina (motivo C-C) ligando 4; CCL5: quimioquina (motivo C-C) ligando 5; CD14: diferenciacién de
conglomerados 14; CSF2: factor estimulante de colonias 2; fractalquina/CX3CL1: quimioquina (motivo C-X3-C)
ligando 1; CXCL10: quimioquina (motivo C-X-C) ligando 10; FOXP3: caja de genes de proteinas de unién Forkhead
P3; GATA3: proteina de uniéon GATA 3; HLA-B: antigeno leucocitario humano B; IFN-al: interferéon a 1; IL-10:
interleucina 10; IL-12A: subunidad p35 de la citocina IL-12; IL-12B: subunidad p35 de la citocina IL-12; IL-17A:
interleucina 17A; IL-1B: interleucina 1B; IL-1RA: antagonista del receptor de IL 1; IL-2: interleucina 2; IL-21:
interleucina 21; IL-23A: subunidad p19 de la citocina IL-23; IL-2Ra: receptor de interleucina 2 a; IL-6: interleucina
6; IL-6R: receptor de interleucina 6; IL-8: interleucina 8; MMP2: metaloproteinasa de matriz 2; MMP9:
metaloproteinasa de matriz 9; MYOC: miosina de cadena pesada de tipo cardiaco; NOD2: proteina 2 de unién a
oligomerizacién del dominio de nucledtido; RORC: componente relacionado con el receptor huérfano nuclear C;
S100A8: proteina S100 calcio unida A8; S100A9: proteina S100 calcio unida A9; SAA1: amiloide sérico Al; TGF-B1:
factor de crecimiento transformante B1; TGF-B2: factor de crecimiento transformante B2; TGF-B3: factor de
crecimiento transformante 3; TLR4: receptor tipo Toll 4; TNF-a: factor de necrosis tumoral a; TTR: transtiretina;
VEGFA: factor de crecimiento vascular endotelial A.
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4.2.5. Analisis Estadistico
El analisis estadistico fue realizado usando el software R (Fundacién R para el Cémputo

Estadistico, Viena, Austria).

Para aquellos valores de expresién de mRNA que no fueron detectados (Ct > 35), se
imputaron datos utilizando el método propuesto por McCall et al. [131], basado en el
algoritmo de expectativa-maximizacion e implementado en el paquete 'non-detects' del
proyecto Bioconductor. La expresidon relativa de los genes se determind utilizando el
método Ct (comparacién del umbral de ciclo). El gen GAPDH se empled como control
interno para normalizar la expresion génica entre las muestras. Los analisis se realizaron
con los paquetes ReadqPCR y NormgPCR, que permiten la gestién y normalizacién

eficiente de los datos de qPCR.

Los modelos se ajustaron para cada gen individualmente con ACt como la variable
dependiente, utilizando los paquetes HTqQPCR [132]. Basdndose en las estimaciones
medias proporcionadas por nuestro modelo, se cuantificaron los efectos utilizando el

paquete Emmeans [133].

El andlisis de los cambios en la expresion génica entre las fases activa e inactiva de los
pacientes se llevd a cabo mediante el método de AACt, empleando el gen GADPH como
referencia interna para la normalizacién de los datos. Esta estrategia permite calcular el
factor de cambio relativo de cada molécula de interés, facilitando la cuantificacion de la
expresidn génica comparativa entre ambas fases de la enfermedad. Los valores de factor

de cambio fueron transformados a escala log, para facilitar la interpretacion, de modo
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gue valores positivos indiqguen aumento en la expresion génica durante la fase activa de
la enfermedad y valores negativos, una disminucién. En cuanto a la comparacién de
expresiéon génica entre pacientes HLA-B27 positivos y negativos, los valores positivos
indican un aumento de expresion en pacientes HLA-B27 positivos, mientras que los

valores negativos reflejan una disminucion.

En el andlisis comparativo entre muestras, se tuvieron en cuenta las moléculas cuya
expresion génica fue detectada en al menos el 60% de las muestras activas y/o inactivas.
La comparacién entre muestras se realizd usando ya sea la prueba t de Student de 2
colas apareadas para datos paramétricos o la prueba de suma de rangos con signo de

Wilcoxon, la respectiva prueba no paramétrica.

Asimismo, para la comparacion de la tasa de deteccion se empled el test de McNemar

para datos apareados, y el test exacto de Fisher para datos no apareados. La significancia

estadistica se establecié en P < 0,05.
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5.1. Resultados estudio perfil de citocinas en pelicula lagrimal y plasma acorde a la

actividad de la uveitis

5.1.1. Resultados demograficos
Con respecto al primer estudio realizado en el que se evalud el perfil de citocinas y
guimiocinas en fase activa e inactiva, se reclutaron 36 pacientes en total de los cuales
18 fueron excluidos por diversas razones, como: la incapacidad para recolectar lagrimas
en 6 pacientes, la presencia de uveitis intermedia o posterior activa en 4 pacientes,
enfermedad activa en la ultima cita de seguimiento en 6, y una condicidon concomitante
en la superficie ocular en 2 pacientes. Los datos demograficos de los pacientes incluidos

se encuentran en la tabla 9.

Datos demograficos pacientes con uveitis

Edad media (+ DE) 52,5(£12,2)
Sexo n (%)
Hombre 8 (44,4)
Mujer 10 (55,6)
Distribucion n (%)
Unilateral 15 (83,3)
Bilateral 3(16,7)
Diagndstico de base n (%)
Espondilitis anquilosante 3(16,7)
Uveitis herpética 3(16,7)
Artritis psoriasica 1(5,5)
Iridocicliitis heterocromica de Fuchs 1(5,5)
Idiopatica 10 (55,5)
Total n (%) 18 (100)

Tabla 9. Datos epidemiolégicos y etiologia de las uveitis. Estudio de citocinas y quimiocinas en la pelicula
lagrimal y plasma. DE: desviacidn estandar.

Por lo tanto, dieciocho pacientes con uveitis anterior fueron incluidos en el estudio,
compuesto por 10 mujeres, lo que representa el 55,6%, y 8 hombres, equivalente al

44,4%; la edad promedio fue de 52,5 + 12,2 aiios. Quince de las 18 muestras, lo que
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corresponde al 83,3% de los pacientes, fueron de casos de uveitis anterior unilateral,
mientras que las 3 muestras restantes, el 16,7%, provinieron de pacientes con uveitis
anterior bilateral. En estos ultimos casos, solo se considerd el ojo con la condicidn mas

grave.

Catorce pacientes no estaban recibiendo tratamiento sistémico en el momento de la
recoleccion de muestras, ni durante el primer episodio, ni en el momento de Ia
evaluacion final. Tres muestras (16,7%) eran de pacientes en tratamiento antiviral
sistémico en el momento de la recoleccion de muestras, ya sea durante el primer
episodio o en el momento de la evaluacién final. Uno (5,5%) estaba en tratamiento con

un agente sistémico anti-TNF-a.

5.1.2. Porcentajes de deteccion de citocinas y quimiocinas en muestras de
lagrimas
Siete de las 12 moléculas evaluadas en las muestras de lagrimas se detectaron en mas
del 60% de las muestras en la fase activa y/o inactiva, en concreto: EGF,
fractalquina/CX3CL1, IL-1RA, IL-6, IL-8, IP-10 y VEGF. IL-6 se detectd en el 60,9% de las
muestras de lagrimas en la fase activa, mientras que se detectd en el 30,4% de su fase
inactiva correspondiente, siendo la diferencia estadisticamente significativa (P<0,05)

(Figura 1).
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Figura 1: Porcentaje de deteccion citocinas en la pelicula lagrimal en la fase activa e inactiva de las uveitis. EGF:
factor de crecimiento epidérmico; fractalquina/CX3CL1: quimioquina (motivo C-X3-C) ligando 1; IL-1PB:
interleucina 1B; IL-17A: interleucina 17A; IL -1RA: antagonista del receptor de IL 1; IL-2: interleucina 2; IL-23:
interleucina 23; IL-6: interleucina 6; IL-8: interleucina 8; IP-10: quimiocina inducida por interferén gamma 10;
TNF-a: factor de necrosis tumoral a; VEGF: factor de crecimiento vascular endotelial.
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5.1.3. Porcentajes de deteccion de citocinas y quimiocinas en muestras de
plasma
Ocho de las 12 moléculas evaluadas en las muestras de plasma se detectaron en mas
del 60% de las muestras en la fase activa y/o inactiva: EGF, fractalquina/CX3CL1, IL-1RA,

IL-6, IL-8, IP-10, TNF-a y VEGF (Figura 2).
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Figura 2:_Porcentaje de deteccidn citocinas en plasma en la fase activa e inactiva de las uveitis. EGF: factor de
crecimiento epidérmico; fractalquina/CX3CL1: quimioquina (motivo C-X3-C) ligando 1; IL-1B: interleucina 1pB; IL-
17A: interleucina 17A; IL -1RA: antagonista del receptor de IL 1; IL-2: interleucina 2; IL-23: interleucina 23; IL-6:
interleucina 6; IL-8: interleucina 8; IP-10: quimiocina inducida por interferén gamma 10; TNF-a: factor de necrosis
tumoral a; VEGF: factor de crecimiento vascular endotelial.

5.1.4. Niveles de citocinas y quimiocinas en lagrimas segun la actividad de la
uveitis
Con respecto a la actividad de la uveitis, no hubo diferencias en la concentraciéon en la

PL de EGF, fractalquina/CX3CL1, IL-1RA, IL-8, IP-10, VEGF e IL-6 al comparar los periodos

activos e inactivos (Tabla 10).
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Nivel de citocinas y quimiocinas en lagrimas con respecto a la actividad de la uveitis
Diferencia en concentracion molecular, Media, pg/mL
Uveitis activa Uveitis inactiva P valor
Media + DE Media + DE
(pg/ml) (pg/ml)

EGF 563,09 + 22,70 625,90 + 26,41 0,789
Fractalquina 1.633,50 £ 145,51 912,69 + 150,12 0,181
IL-1RA 5592 + 120,50 4.330,90 + 134,80 0,653
IL-8 148,41 + 34,90 187,40 + 40,50 0,640
IP-10 8.745,45 + 100,98 10.102,50 £ 150,76 0,655
VEGF 97,12 +£9,90 98,12 + 8,98 0,316
IL-6 34,68 + 3,76 34,88 +1,70 0,396
"Wilcoxon test

Tabla 10. Comparacion en el nivel de citocinas y quimiocinas en la pelicula lagrimal entre la fase activa e inactiva.
DE: desviacion estandar; EGF: factor de crecimiento epidérmico; fractalquina/CX3CL1: quimioquina (motivo C-
X3-C) ligando 1; IL -1RA: antagonista del receptor de IL 1; IL-8: Interleucina 8; IP-10: quimiocina inducida por
interferén gamma 10; VEGF: factor de crecimiento vascular endotelial; IL-6: interleucina 6.

5.1.5. Niveles de citocinas y quimiocinas en plasma segtn la actividad de la
uveitis
En funcién de la actividad de la uveitis, no hubo diferencias en la concentracién en

plasma de EGF, fractalquina/CX3CL1, IL-1RA, IL-8, IP-10, TNF-a, VEGF e IL-6 al comparar

los periodos activos e inactivos (Tabla 11).

91



RESULTADOS

Nivel de citocinas y quimiocinas en plasma con respecto a la actividad de la uveitis

Diferencia en concentracion molecular, Media, pg/mL

Uveitis activa Uveitis inactiva P valor
Media + DE Media + DE
(pg/ml) (pg/ml)

EGF 167,93 + 35,64 207,98 + 25,68 0,572
Fractalquina 477,39 £ 46,51 426,57 £52,59 0,122
IL-1RA 26,10+ 12,43 29,28 + 10,31 0,116
IL-8 15,38 + 10,41 16,30+ 12,49 0,922
IP-10 306,78 + 102,01 268,32 + 90,95 0,952
TNF-a 7,94 + 4,60 8,94 + 3,70 0,842
VEGF 159,75 + 30,89 169,38 + 40,70 0,849
IL-6 13,06 + 6,03 207,98 + 25,68 0,731

"Test Wilcoxon

Tabla 11. Comparacion entre el nivel de citocinas y quimiocinas en plasma en la fase activa y fase inactiva. DE:

desviacion estandar; EGF: factor de crecimiento epidérmico; fractalquina/CX3CL1: quimioquina (motivo C-X3-C)

ligando 1; IL-1RA: antagonista del receptor de IL 1; IL-8: interleucina 8; IP-10: quimiocina inducida por interferén

gamma 10; TNF-a: factor de necrosis tumoral o; VEGF: factor de crecimiento vascular endotelial; IL-6:

interleucina 6.

5.1.6. Comparacidn de las concentraciones de citocinas y quimiocinas en

lagrimas y plasma medidas en la fase activa

Los niveles de EGF, fractalquina/CX3CL1, IL-1RA, IL-8, IP-10, TNF-a e IL-6 en la PL de

pacientes con uveitis en su fase activa fueron diferentes de sus niveles correspondientes

en plasma, siendo la diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05). Sin embargo, la

diferencia entre los niveles de VEGF en lagrimas y plasma no fue estadisticamente

significativa (p > 0,05) (Tabla 12).
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Comparacion de las concentraciones de citocinas en lagrimas y plasma en la fase activa

Concentracién molecular, media, pg/mL

Lagrima Plasma P valor
Media + DE Media + DE

(pg/ml) (pg/ml)
EGF 563,09 + 22,70 167,93 + 35,64 0,000
Fractalquina 1.633,50 £ 145,51 477,39 + 46,51 0,000
IL-1RA 5.592,02 + 120,50 26,10+ 12,43 0,000
IL-8 148,41 + 34,90 15,38 + 10,41 0,000
IP-10 8.745,45 + 100,98 306,78 + 102,01 0,000
TNF-a - 7,84 + 1,60 -
VEGF 97,12+ 9,90 159,75 + 30,89 0,815
IL-6* 34,68 + 3,76 13,06 + 6,03 0,000

"Wilcoxon test

Tabla 12. Comparacidn de los niveles de citocinas y quimiocinas entre la pelicula lagrimal y el plasma durante la

fase activa. EGF: factor de crecimiento epidérmico; fractalquina/CX3CL1: quimioquina (motivo C-X3-C) ligando 1;

IL -1RA: antagonista del receptor de IL 1; IL-8: interleucina 8; IP-10: quimiocina inducida por interferén gagmma

10; TNF-a: factor de necrosis tumoral-a; VEGF: factor de crecimiento vascular endotelial; IL-6: interleucina 6.

5.1.7. Comparacidn de la concentracion de citocinas y quimiocinas en lagrimas y

plasma en la fase inactiva

Los niveles de EGF, fractalquina/CX3CL1, IL-1RA, IL-8, IP-10 y TNF-a en la PL en pacientes

con uveitis en su fase inactiva fueron diferentes de sus niveles correspondientes en

plasma, siendo la diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05). Sin embargo, la

diferencia entre los niveles de VEGF en lagrimas y plasma en fase inactiva no fue

estadisticamente significativa (p > 0,05) (Tabla 13).
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Comparacion de las concentraciones de citocinas en lagrimas y plasma en la fase inactiva

Concentracién molecular, media, pg/mL

Lagrima Plasma P valor
Media + DE Media + DE

(pg/ml) (pg/ml)
EGF 625,90 + 26,41 207,98 + 25,68 0,000
Fractalquina 912,69 £ 150,12 426,57 £ 52,59 0,000
IL-1RA 4.330,90 + 134,80 29,28 + 10,31 0,000
IL-8 187,40 + 40,50 16,30+ 12,49 0,000
IP-10 10.102,50 + 150,76 268,32 + 90,95 0,000
TNF-a - 8,94 + 3,70 -
VEGF 98,12 + 8,98 169,38 + 40,70 0,212

Tabla 13. Comparacidn de los niveles de citocinas y quimiocinas entre la pelicula lagrimal y el plasma durante la

fase inactiva. EGF: factor de crecimiento epidérmico; fractalquina/CX3CL1: quimioquina (motivo C-X3-C) ligando

1; IL-1RA: antagonista del receptor de IL 1; IL-8: interleucina 8; IP-10: quimiocina inducida por interferén gamma

10; TNF-a: factor de necrosis tumoral a; VEGF: factor de crecimiento vascular endotelial.

5.1.8. Correlacion de la concentracidn de citocinas y quimiocinas en lagrimas y

plasma segun la actividad de la uveitis

Respecto a la actividad de la uveitis, no se observé una correlacion estadisticamente

significativa entre las concentraciones de EGF, fractalquina/CX3CL1, IL-1RA, IL-8, IP-10,

VEGF e IL-6 en lagrima y plasma, ni en la fase activa ni en la inactiva (Tabla 14).

activa e inactiva

Correlacion en el nivel de citocinas en lagrimas y plasma en la fase

Molécula Correlacion en fase Correlacion en fase
activa inactiva
(p-valor) (p-valor)
EGF 0,16 (0,52) 0,01 (0,97)
Fractalquina -0,29 (0,24) -0,08 (0,76)
IL-1RA 0,37 (0,13) 0,22 (0,37)
IL-8 0,32 (0,19) 0,11 (0,66)
IP-10 -0,43 (0,07) -0,07 (0,77)
VEGF 0,12 (0,64) 0,03 (0,91)
IL-6 0,30 (0,23) -0,08 (0,75)

Tabla 14. Correlacién de los niveles de citocinas y quimiocinas entre la pelicula

lagrimal y el plasma durante la fase activa e inactiva de la enfermedad. EGF: factor

de crecimiento epidérmico; fractalquina/CX3CL1: quimioquina (motivo C-X3-C)

ligando 1; IL -1RA: antagonista del receptor de IL 1; IL-8: interleucina 8; IP-10:

guimiocina inducida por interferén gamma 10; VEGF: factor de crecimiento

vascular endotelial; IL-6: interleucina 6.
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5.2. Resultados de la expresion génica en células epiteliales conjuntivales en
pacientes con uveitis mediante CIC
5.2.1. Resultados demograficos

Con respecto al segundo estudio realizado, en el que se evalud la expresién génica en
células epiteliales de citocinas y quimiocinas relacionadas con las uveitis a través de CIC
en fase activa e inactiva, se reclutaron 40 pacientes en total, de los cuales 23 fueron
excluidos por diversas razones. Entre estas razones, se encuentra la imposibilidad de
analisis de la muestra en 10 pacientes, la incapacidad para recoger la muestra en 5
pacientes, la presencia de actividad en la ultima cita de seguimiento en otros 6, y una
condicidn concomitante en la superficie ocular en 2 pacientes. Los datos demograficos

de los pacientes reclutados se encuentran en la tabla 15.

Datos demograficos pacientes con uveitis

Edad media (+ DE) 59,9 (+14,4)
Sexo n (%)
Hombre 5(29,4)
Mujer 12(70,6)
Distribucion n (%)
Unilateral 14 (82,4)
Bilateral 3(17,7)
Diagndstico de base n (%)
Uveitis idiopatica 8(47,1)
Uveitis HLA-B27 5(29,4)
Espondiloartritis anquilosante 1(5,9)
Uveitis herpética 2(11,8)
Enfermedad de Crohn 1(5,9)
Total n (%) 17 (100)

Tabla 15. Datos epidemiolégicos y etiologia de las uveitis. Estudio de expresidn génica en la superficie conjuntival.
DE: Desviacidn estandar.

95



RESULTADOS

Por lo tanto, diecisiete pacientes con uveitis fueron incluidos en el estudio, de los cuales
12 eran mujeres, lo que representa el 70,6%, y 5 hombres, equivalente al 29,4%; la edad
promedio fue de 59,9 (+14,4) afios. De las 17 muestras analizadas, 14, que corresponden
al 82,4%, provenian de casos de uveitis unilateral, mientras que las 3 muestras restantes,
el 17,7%, provenian de pacientes con uveitis bilateral. En estos ultimos casos, solo se

considero el ojo con la condicidon mas grave.

De los pacientes incluidos, 8 (47,1%) fueron diagnosticados con uveitis anterior
idiopatica, 5 (29,4%) con uveitis HLA-B27, 1 (5,9%) con espondiloartritis anquilosante, 2
(11,8%) con uveitis herpética, y 1 (5,9%) con enfermedad de Crohn. Unicamente, 2
pacientes (11,8%) estaban recibiendo tratamiento sistémico con un agente sistémico

anti-TNF-a en el momento de la recoleccién de muestras.

En el analisis por subgrupos se dividié a los 17 pacientes acorde a su HLA-B27 en dos

grupos. Las caracteristicas demograficas de ambos grupos se encuentran en la tabla 16.

Datos demograficos pacientes con uveitis acorde a su HLA-B27

HLA-B27 HLA-B27 P valor
negativo positivo
Edad media (x DE) 63,8 (+14,1) 50,6 (+11,3) 0,071
Sexo n
Hombre/Mujer 5/8 0/5 0,261
Total, n (%) 12 (70,6) 5(29,4)

Tabla 16. Datos clinicos y demograficos de la uveitis acorde a su HLA-B27.
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5.2.2. Porcentaje de deteccion ARNm de citocinas y quimiocinas en CIC acorde a

actividad de la uveitis

Dieciséis de las 40 moléculas evaluadas en las muestras de lagrimas se detectaron en
mas del 60% de las muestras en la fase activa y/o inactiva: CCL4, CCL5, CD14,
fractalquina/CX3CL1, IP-10, GATA3, HLA-B, IL-1RA, IL-8, RORC, S100A8, S100A9, SAA1,
TGF-B1, TNF-a y VEGFA. En las moléculas fractalquina/CX3CL1, IL-6R, NOD2, TGF-B1,
TLR4 y TNF-a la diferencia entre el porcentaje de deteccidn en fase activa e inactiva fue
estadisticamente significativa (P<0,05), siendo en todas ellas el porcentaje de deteccién

mayor en la fase activa (Figura 3).
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Figura 3. Porcentaje de deteccién de ARNm de citocinas y quimiocinas en las células epiteliales de la superficie
conjuntival durante la fase activa e inactiva. CCL2: quimioquina (motivo C-C) ligando 2; CCL3: quimioquina (motivo
C-C) ligando 3; CCL4: quimioquina (motivo C-C) ligando 4; CCL5: quimioquina (motivo C-C) ligando 5; CD14:
diferenciacion de conglomerados 14; CSF2: factor estimulante de colonias 2; Fractalquina/CX3CL1: quimioquina
(motivo C-X3-C) ligando 1; CXCL10: quimioquina (motivo C-X-C) ligando 10; FOXP3: caja de genes de proteinas de
union Forkhead P3; GATA3: proteina de unidn GATA 3; HLA-B: antigeno leucocitario humano B; IFNal: interferén
a 1; IL-10: interleucina 10; IL-12A: subunidad p35 de la citocina IL-12; IL-12B: subunidad p35 de la citocina IL-12;
IL-17A: interleucina 17A; IL-1B: interleucina 1B; IL-1RA: antagonista del receptor de IL 1; IL-2: interleucina 2; IL-
21: interleucina 21; IL-23A: subunidad p19 de la citocina IL-23; IL-2Ra: receptor de interleucina 2 a; IL-6:
interleucina 6; IL-6R: receptor de interleucina 6; IL-8: interleucina 8; MMP2: metaloproteinasa de matriz 2;
MMP9: metaloproteinasa de matriz 9; MYOC: miosina de cadena pesada de tipo cardiaco; NOD2: proteina 2 de
union a oligomerizacién del dominio de nucledtido; RORC: componente relacionado con el receptor huérfano
nuclear C; S100A8: proteina S100 calcio unida A8; S100A9: proteina S100 calcio unida A9; SAA1: amiloide sérico
Al; TGF-B1: factor de crecimiento transformante B1; TGF-B2: factor de crecimiento transformante f2; TGF-f3:
factor de crecimiento transformante B3; TLR4: receptor tipo Toll 4; TNF-a: factor de necrosis tumoral a; TTR:
transtiretina; VEGFA: factor de crecimiento vascular endotelial A.
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5.2.3. Expresion génica de citocinas y quimiocinas segun la actividad de la
uveitis
Con respecto a la actividad de la uveitis, no hubo diferencias en la expresion génica en
células de la conjuntiva bulbar de CCL4, CCL5, CD14, fractalquina/CX3CL1, CXCL10,
GATA3, HLA-B, IL-1RA, IL-8, RORC, S100A8, S100A9, SAA1, TGF-B1, TNF-a y VEGFA al

comparar los periodos activos e inactivos (Tabla 17).

Expresion de genes acorde a la actividad de la uveitis
Genes Factor de cambio P valor
cCL4 -0,97 0,327
CCL5 0,86 0,186
CD14 1,00 0,098
Fractalquina 0,96 0,172
CXCL10 1,20 0,152
GATA3 1,06 0,109
HLA-B 1,36 0,207
IL-1RA 0,01 0,994
IL-8 0,66 0,431
RORC 0,95 0,244
S100A8 1,87 0,071
S100A9 1,62 0,207
SAA1 0,83 0,410
TGF-B1 1,15 0,120
TNF-a 0,34 0,782
VEGFA 1,03 0,071

Tabla 17. Expresién génica de las citocinas y quimiocinas durante la fase activa en comparacién con la
inactiva. CCL4: quimioquina (motivo C-C) ligando 4; CCL5: quimioquina (motivo C-C) ligando 5; CD14:
diferenciacion de conglomerados 14; Fractalquina/CX3CL1: quimioquina (motivo C-X3-C) ligando 1; CXCL10:
quimioquina (motivo C-X-C) ligando 10; GATA3: proteina de unidon GATA 3; HLA-B: antigeno leucocitario
humano B; IL-1RA: antagonista del receptor de IL 1; IL-8: Interleucina 8; RORC: componente relacionado con
el receptor huérfano nuclear C; S100A8: proteina S100 calcio unida A8; S100A9: proteina S100 calcio unida
A9; SAA1: amiloide sérico Al; TGF-B1: factor de crecimiento transformante B1; TNF-a: factor de necrosis
tumoral a; VEGFA: factor de crecimiento vascular endotelial A.
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5.2.4. Porcentaje de deteccion ARNm de citocinas y quimiocinas en CIC en fase
activa e inactiva en pacientes con HLA-B27 negativo
Diecisiete de las 40 moléculas evaluadas en las muestras de ldgrimas se detectaron en
mas del 60% de las muestras en la fase activa y/o inactiva en pacientes con HLA-B27
negativo: CCL4, CCL5, CD14, CX3CL1, CXCL10, GATA3, HLA-B, IL-1RA, IL-8, RORC, S100AS8,
S100A9, SAA1, TGF-B1, TLR4, TNF-a y VEGFA. En las moléculas NOD2, TLR4 y TNF-a la
diferencia entre el porcentaje de deteccion en fase activa e inactiva fue estadisticamente
significativa (P<0,05), siendo en todas ellas el porcentaje de deteccidn mayor en la fase

activa (Figura 4).
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Figura 4. Porcentaje de deteccién de ARNm de citocinas y quimiocinas en las células epiteliales de la superficie
conjuntival durante la fase activa e inactiva en pacientes con HLA-B27 negativo. CCL2: quimioquina (motivo C-C)
ligando 2; CCL3: quimioquina (motivo C-C) ligando 3; CCL4: quimioquina (motivo C-C) ligando 4; CCL5: quimioquina
(motivo C-C) ligando 5; CD14: diferenciaciéon de conglomerados 14; CSF2: factor estimulante de colonias 2;
Fractalquina/CX3CL1: quimioquina (motivo C-X3-C) ligando 1; CXCL10: quimioquina (motivo C-X-C) ligando 10;
FOXP3: caja de genes de proteinas de uniéon Forkhead P3; GATA3: proteina de unidon GATA 3; HLA-B: antigeno
leucocitario humano B; IFNal: Interferon a 1; IL-10: Interleucina 10; IL-12A: Interleucina 12A; IL-12B; IL-17A:
Interleucina 17A; IL-1B: Interleucina 1B; IL-1RA: antagonista del receptor de IL 1; IL-2: Interleucina 2; IL-21:
Interleucina 21; IL-23A: subunidad p19 de la citocina IL-23; IL-2Ra: receptor de interleucina 2 a; IL-6: Interleucina 6;
IL-6R: Receptor de interleucina 6R; IL-8: Interleucina 8; MMP2: metaloproteinasa de matriz 2; MMP9:
metaloproteinasa de matriz 9; MYOC: miosina de cadena pesada de tipo cardiaco; NOD2: proteina 2 de unidn a
oligomerizacién del dominio de nucledtido; RORC: componente relacionado con el receptor huérfano nuclear C;
S100A8: proteina S100 calcio unida A8; S100A9: proteina S100 calcio unida A9; SAA1: amiloide sérico Al; TGF-B1:
factor de crecimiento transformante B1; TGF-B2: factor de crecimiento transformante B2; TGF-B3: factor de
crecimiento transformante B3; TLR4: receptor tipo Toll 4; TNF-a: factor de necrosis tumoral o; TTR: transtiretina;
VEGFA: factor de crecimiento vascular endotelial A.

5.2.5. Expresion génica de citocinas y quimiocinas segun la actividad de la
uveitis en pacientes con HLA-B27 negativo
Conforme con la actividad de la uveitis en pacientes con HLA-B27 negativo, se
detectaron diferencias en la expresion génica en células de la conjuntiva bulbar en 4

genes: CCL5, fractalquina/CX3CL1, TGF-B1 y VEGFA al comparar los periodos activos e
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inactivos. Todos ellos mostraron una mayor expresidn génica durante la fase activa de la

enfermedad (Tabla 18).

Expresion de genes acorde a la actividad de la uveitis
HLA-B27 -

Genes Factor de cambio P valor
CCL4 0,20 0,970
CCL5 1,29 0,036
CD14 1,17 0,077
Fractalquina 1,61 0,017
CXCL10 1,64 0,095
GATA3 1,29 0,100
HLA-B 1,73 0,233
IL-1RA 0,72 0,339
IL-8 1,49 0,077
RORC 1,32 0,060
S100A8 1,86 0,301
S100A9 1,57 0,850
SAA1 1,14 0,392
TGF-B1 1,75 0,027
TLR4 0,14 0,919
TNF-a 0,92 0,297
VEGFA 1,54 0,007

Tabla 18. Expresion génica de las citocinas y quimiocinas durante la fase activa en comparacién con la fase
inactiva en pacientes con HLA-B27 negativo. CCL4: quimioquina (motivo C-C) ligando 4; CCL5: quimioquina
(motivo C-C) ligando 5; CD14: diferenciacion de conglomerados 14; Fractalquina/CX3CL1: quimioquina
(motivo C-X3-C) ligando 1; CXCL10: quimioquina (motivo C-X-C) ligando 10; GATA3: proteina de unién GATA
3; HLA-B: antigeno leucocitario humano B; IL-1RA: antagonista del receptor de IL 1; IL-8: Interleucina §;
RORC: componente relacionado con el receptor huérfano nuclear C; S100A8: proteina S100 calcio unida AS;
S100A9: proteina S100 calcio unida A9; SAALl: amiloide sérico Al; TGF-B1l: factor de crecimiento
transformante B1; TLR4: receptor tipo 4; TNF-a: factor de necrosis tumoral a; VEGFA: factor de crecimiento
vascular endotelial A.

5.2.6. Porcentaje de deteccion ARNm de citocinas y quimiocinas en CIC en fase
activa e inactiva en pacientes con HLA-B27 positivo
Diecisiete de las 40 moléculas evaluadas en las muestras de ldgrimas se detectaron en
mas del 60% de las muestras en la fase activa y/o inactiva en pacientes con HLA-B27
negativo: CCL4, CCL5, CD14, CX3CL1, CXCL10, GATA3, HLA-B, IL-1RA, IL-6R, IL-8, RORC,

S100A8, S100A9, SAA1, TGF-B1, TNF-a y VEGFA (Figura 5).
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Figura 5. Porcentaje de deteccion de ARNm de citocinas y quimiocinas en las células epiteliales de la superficie
conjuntival durante la fase activa e inactiva en pacientes con HLA-B27 positivo. CCL2: quimioquina (motivo C-C) ligando
2; CCL3: quimioquina (motivo C-C) ligando 3; CCL4: quimioquina (motivo C-C) ligando 4; CCL5: quimioquina (motivo C-
C) ligando 5; CD14: diferenciacidn de conglomerados 14; CSF2: factor estimulante de colonias 2; Fractalquina/CX3CL1:
quimioquina (motivo C-X3-C) ligando 1; CXCL10: quimioquina (motivo C-X-C) ligando 10; FOXP3: caja de genes de
proteinas de unién Forkhead P3; GATA3: proteina de unidn GATA 3; HLA-B: antigeno leucocitario humano B; IFNal:
Interferén a 1; IL-10: Interleucina 10; IL-12A: subunidad p35 de la citocina IL-12; IL-12B: subunidad p35 de la citocina
IL-12; IL-17A: Interleucina 17A; IL-1B: Interleucina 1B; IL-1RA: antagonista del receptor de IL 1; IL-2: Interleucina 2; IL-
21: Interleucina 21; IL-23A: subunidad p19 de la citocina IL-23; IL-2Ra: receptor de interleucina 2 a; IL-6: Interleucina
6; IL-6R: Receptor de interleucina 6R; IL-8: Interleucina 8; MMP2: metaloproteinasa de matriz 2; MMP9:
metaloproteinasa de matriz 9; MYOC: miosina de cadena pesada de tipo cardiaco; NOD2: proteina 2 de unién a
oligomerizacién del dominio de nucledtido; RORC: componente relacionado con el receptor huérfano nuclear C;
S100A8: proteina S100 calcio unida A8; S100A9: proteina S100 calcio unida A9; SAA1: amiloide sérico Al; TGF-B1:
factor de crecimiento transformante B1; TGF-B2: factor de crecimiento transformante B2; TGF-B3: factor de
crecimiento transformante B3; TLR4: receptor tipo Toll 4; TNF-a: factor de necrosis tumoral a; TTR: transtiretina;
VEGFA: factor de crecimiento vascular endotelial A.

5.2.7. Expresion génica de citocinas y quimiocinas segun la actividad de la
uveitis en pacientes con HLA-B27 positivo
Considerando la actividad de la uveitis en pacientes con HLA-B27 positivo, se detectaron
diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) en la expresién génica en células de

la conjuntiva bulbar en el gen S100A9 al comparar los periodos activos e inactivos,
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mostrando una mayor expresion génica en fase activa comparada con la fase inactiva de

la enfermedad (Tabla 19).

Expresion de genes acorde a la actividad de la uveitis
HLA-B27 +

Genes Factor de cambio P valor
cCL4 -1,60 0,171
CCL5 -0,15 0,940
CD14 0,61 0,671
CX3CL1 -0,62 0,746
CXCL10 0,18 0,924
GATA3 0,50 0,680
HLA-B -0,45 0,607
IL-1RA -1,69 0,430
IL-6R -1,15 0,577
IL-8 -1,29 0,438
RORC -0,06 0,969
S100A8 1,74 0,081
S100A9 1,91 0,031
SAA1 0,10 0,949
TGF-B1 -0,30 0,870
TNF-a -1,00 0,630
VEGFA -0,18 0,904

Tabla 19. Expresion génica de las citocinas y quimiocinas durante la fase activa e inactiva en pacientes con

HLA-B27 positivo. CCL4: quimioquina (motivo C-C) ligando 4; CCL5: quimioquina (motivo C-C) ligando 5;

CD14: diferenciacién de conglomerados 14; Fractalquina/CX3CL1: quimioquina (motivo C-X3-C) ligando 1;
CXCL10: quimioquina (motivo C-X-C) ligando 10; GATA3: proteina de unién GATA 3; HLA-B: antigeno
leucocitario humano B; IL-1RA: antagonista del receptor de IL 1; IL-6R: recetor de interleucina 6; IL-8:

interleucina 8; RORC: componente relacionado con el receptor huérfano nuclear C; SI00A8: proteina S100
calcio unida A8; S100A9: proteina S100 calcio unida A9; SAA1l: amiloide sérico Al; TGF-B1: factor de
crecimiento transformante B1; TNF-a: factor de necrosis tumoral a; VEGFA: factor de crecimiento vascular

endotelial A.
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5.2.8. Comparacidn del porcentaje de detecciéon ARNm de citocinas y
quimiocinas en CIC en fase activa en pacientes con HLA-B27 negativo y
positivo

Dieciocho de las 40 moléculas evaluadas en las muestras de lagrimas se detectaron en
mas del 60% de las muestras en pacientes con HLA-B27 positivo y/o negativo en la fase
activa: CCL4, CCL5, CD14, CX3CL1, CXCL10, GATA3, HLA-B, IL-1RA, IL-6R, IL-8, RORC,
S100A8, S100A9, SAA1, TGF-B1, TLR4, TNF-a y VEGF (Figura 6). No hubo diferencias
estadisticamente significativas en el porcentaje de deteccion de ninguna de ellas entre

los grupos HLA-B27 negativo y positivo, durante la fase activa de la enfermedad.

105



RESULTADOS

100
90
80
70
60

50 HLA-B27 -

m HLA-B27 +
40

30

20
0
> ,\’0 b
AN N

N R IR IR T S T A R < IR L S S
L KT R R R T TS (K
OaSu FEEE TS 0

S
o LK

Figura 6. Porcentaje de deteccion de ARNm de citocinas y quimiocinas en las células epiteliales de la superficie
conjuntival de pacientes con HLA-B27 negativo y positivo en la fase activa de la enfermedad. CCL2: quimioquina
(motivo C-C) ligando 2; CCL3: quimioquina (motivo C-C) ligando 3; CCL4: quimioquina (motivo C-C) ligando 4; CCL5:
quimioquina (motivo C-C) ligando 5; CD14: diferenciacién de conglomerados 14; CSF2: factor estimulante de colonias
2; Fractalquina/CX3CL1: quimioquina (motivo C-X3-C) ligando 1; CXCL10: quimioquina (motivo C-X-C) ligando 10;
FOXP3: caja de genes de proteinas de unidn Forkhead P3; GATA3: proteina de unién GATA 3; HLA-B: antigeno
leucocitario humano B; IFNal: interferén a 1; IL-10: interleucina 10; IL-12A: subunidad p35 de la citocina IL-12; IL-12B:
subunidad p35 de la citocina IL-12; IL-17A: interleucina 17A; IL-1B: interleucina 1pB; IL-1RA: antagonista del receptor de
IL 1; IL-2: interleucina 2; IL-21: interleucina 21; IL-23A: subunidad p19 de la citocina IL-23; IL-2Ra: receptor de
interleucina 2 a; IL-6: interleucina 6; IL-6R: receptor de interleucina 6R; IL-8: interleucina 8; MMP2: metaloproteinasa
de matriz 2; MMP9: metaloproteinasa de matriz 9; MYOC: miosina de cadena pesada de tipo cardiaco; NOD2: proteina
2 de unidn a oligomerizacién del dominio de nucledtido; RORC: componente relacionado con el receptor huérfano
nuclear C; S100A8: proteina S100 calcio unida A8; S100A9: proteina S100 calcio unida A9; SAA1: amiloide sérico Al;
TGF-B1: factor de crecimiento transformante B1; TGF-B2: factor de crecimiento transformante B2; TGF-B3: factor de
crecimiento transformante B3; TLR4: receptor tipo Toll 4; TNF-a: factor de necrosis tumoral a; TTR: transtiretina;
VEGFA: factor de crecimiento vascular endotelial A.
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5.2.9. Comparacidn de la expresion génica de citocinas y quimiocinas en CIC en

fase activa en pacientes con HLA-B27 negativo y positivo

No se detectaron diferencias en la expresidn génica entre los grupos HLA-B27 negativo

y positivo durante la fase activa de la enfermedad (Tabla 20).

Expresion de genes comparativa entre pacientes HLA-
B27 + y HLA-B27- en uveitis en fase activa

Genes Factor de cambio P valor
cCL4 -1,18 0,589
CCL5 -0,15 0,916
CDhi14 0,06 0,970
CX3CL1 -0,45 0,792
CXCL10 -0,67 0,693
GATA3 0,82 0,497
HLA-B 0,00 0,998
IL-1RA -0,58 0,790
IL-6R 0,24 0,905
IL-8 -1,06 0,563
RORC 0,68 0,581
S100A8 0,81 0,299
S100A9 0,80 0,538
SAA1 -0,67 0,638
TGF-B1 -0,18 0,904
TLR4 -0,47 0,837
TNF-a 0,00 0,998
VEGFA 0,18 0,908

Tabla 20. Expresién génica de las citocinas y quimiocinas durante la fase activa en pacientes con HLA-B27

positivo en comparacién con pacientes HLA-B27 negativo. CCL4: quimioquina (motivo C-C) ligando 4; CCL5:

quimioquina (motivo C-C) ligando 5; CD14: diferenciacién de conglomerados 14; Fractalquina/CX3CL1:

quimioquina (motivo C-X3-C) ligando 1; CXCL10: quimioquina (motivo C-X-C) ligando 10; GATA3: proteina

de unién GATA 3; HLA-B: antigeno leucocitario humano B; IL-1RA: antagonista del receptor de IL 1; IL-6R:

recetor de interleucina 6; IL-8: interleucina 8; RORC: componente relacionado con el receptor huérfano
nuclear C; S100A8: proteina S100 calcio unida A8; SI00A9: proteina S100 calcio unida A9; SAA1: amiloide
sérico Al; TGF-B1: factor de crecimiento transformante $1; TLR4: receptor tipo Toll 4; TNF-a: factor de

necrosis tumoral a; VEGFA: factor de crecimiento vascular endotelial A.
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5.2.10. Comparacidn del porcentaje de deteccion ARNm de citocinas y
quimiocinas en CIC en fase inactiva en pacientes con HLA-B27 negativo y
positivo

Nueve de las 40 moléculas evaluadas en las muestras de lagrimas se detectaron en mas
del 60% de las muestras en pacientes con HLA-B27 positivo y/o negativo en la fase
inactiva: CCL4, GATA3, HLA-B, IL-1RA, RORC, S100A8, S100A9, SAA1 y VEGF (Figura 7).
No hubo diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de deteccion de
ninguna de ellas entre los grupos HLA-B27 negativo y positivo, durante la fase inactiva

de la enfermedad.
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Figura 7. Porcentaje de deteccion de ARNm de citocinas y quimiocinas en las células epiteliales de la superficie
conjuntival de pacientes con HLA-B27 negativo y positivo en la fase inactiva de la enfermedad. CCL2: quimioquina
(motivo C-C) ligando 2; CCL3: quimioquina (motivo C-C) ligando 3; CCL4: quimioquina (motivo C-C) ligando 4; CCL5:
guimioquina (motivo C-C) ligando 5; CD14: diferenciacién de conglomerados 14; CSF2: factor estimulante de colonias
2; Fractalquina/CX3CL1: quimioquina (motivo C-X3-C) ligando 1; CXCL10: quimioquina (motivo C-X-C) ligando 10;
FOXP3: caja de genes de proteinas de unidn Forkhead P3; GATA3: proteina de unién GATA 3; HLA-B: antigeno
leucocitario humano B; IFNal: interferén a 1; IL-10: Interleucina 10; IL-12A: subunidad p35 de la citocina IL-12; IL-12B:
subunidad p35 de la citocina IL-12; IL-12B; IL-17A: interleucina 17A; IL-1B: interleucina 1B; IL-1RA: antagonista del
receptor de IL 1; IL-2: interleucina 2; IL-21: interleucina 21; IL-23A: subunidad p19 de la citocina IL-23; IL-2Ra: receptor
de interleucina 2 a; IL-6: interleucina 6; IL-6R: receptor de interleucina 6R; IL-8: interleucina 8, MMP2:
metaloproteinasa de matriz 2; MMP9: metaloproteinasa de matriz 9; MYOC: miosina de cadena pesada de tipo
cardiaco; NOD2: proteina 2 de union a oligomerizaciéon del dominio de nucleétido; RORC: componente relacionado
con el receptor huérfano nuclear C; S100A8: proteina S100 calcio unida A8; S100A9: proteina S100 calcio unida A9;
SAA1l: amiloide sérico Al; TGF-B1l: factor de crecimiento transformante B1; TGF-B2: factor de crecimiento
transformante $2; TGF-B3: factor de crecimiento transformante f3; TLR4: receptor tipo Toll 4; TNF-a: factor de necrosis
tumoral a; TTR: transtiretina; VEGFA: factor de crecimiento vascular endotelial A.

5.2.11. Comparacion de la expresidn génica de citocinas y quimiocinas en CIC en
fase inactiva en pacientes con HLA-B27 negativo y positivo
Se detectaron diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) en la expresién génica

entre los grupos HLA-B27 negativo y positivo durante la fase inactiva de la enfermedad
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en los genes RORC y VEGFA, con una mayor expresion en los pacientes con HLA-B27

positivo (Tabla 21).

Expresion de genes comparativa entre pacientes

HLA-B27 + y HLA-B27- en uveitis en fase inactiva

Genes Factor de cambio P valor
cCL4 2,76 0,078
GATA3 1,61 0,079
HLA-B 1,26 0,361
IL-1RA 1,83 0,123
RORC 1,94 0,025
S100A8 0,75 0,631
S100A9 0,64 0,745
SAA1 0,36 0,792
VEGFA 1,89 0,025

Tabla 21. Expresién génica de las citocinas y quimiocinas durante la fase inactiva en pacientes con HLA-

B27 positivo en comparacidn con pacientes HLA-B27 negativo. CCL4: quimioquina (motivo C-C) ligando
4; GATA3: proteina de unién GATA 3; HLA-B: antigeno leucocitario humano B; IL-1RA: antagonista del
receptor de IL 1; RORC: componente relacionado con el receptor huérfano nuclear C; S100A8: proteina
$100 calcio unida A8; S100A9: proteina S100 calcio unida A9; SAA1: amiloide sérico A1l; VEGFA: factor de

crecimiento vascular endotelial A.
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En este trabajo se realizaron dos proyectos separados, pero intimamente relacionados
entre si, con el fin de estudiar el perfil de citocinas y quimiocinas en la PLy el plasma de
pacientes con uveitis; asi como, la expresidn génica de determinadas moléculas en las
células epiteliales de la superficie conjuntival. En el primer estudio, se describen las
diferencias de concentracidén entre citocinas y quimiocinas en la PL y el plasma en
pacientes con uveitis en su fase activa y fase inactiva. En el segundo estudio, se investigd
la expresidn génica de citocinas y quimiocinas relacionadas con procesos inflamatorios
en la superficie ocular, de pacientes con uveitis en su fase activa y posteriormente en su

fase inactiva.

El andlisis de la concentracidn y expresion génica de estas moléculas a lo largo de la
enfermedad no solo mejora nuestra comprensién de la uveitis, sino que también puede
conducir al desarrollo de nuevas técnicas objetivas para determinar su actividad. Esto, a
su vez, permitiria avances en el manejo de la enfermedad mediante la identificacién de
nuevos biomarcadores, facilitando una terapia de precision personalizada basada en las

dianas terapéuticas especificas de la inflamacidon en cada caso.

Es bien sabido el papel que las citocinas y quimiocinas juegan en el balance del sistema
inmune, y como su desequilibrio esta relacionado con las uveitis. Multiples estudios han
demostrado el aumento de determinadas citocinas y quimiocinas en plasma, HA y HV
en pacientes con uveitis, asi como sus variaciones a lo largo de la enfermedad

[58,84,134-143].
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En ocasiones, las uveitis se encuentran relacionadas con procesos sistémicos, por ello el
estudio del perfil de citocinas en el plasma ha sido fuente de multiples investigaciones.
Sin embargo, también es sabido que en las uveitis se produce un proceso inflamatorio
local, a nivel ocular, lo que sugiere la existencia de una produccién localizada de citocinas
gue podria no ser detectada en el plasma. Por ello, el analisis de HA y HV ha cobrado

gran relevancia, aunque requiere de técnicas invasivas con los riesgos asociados.

Buscando eliminar los riesgos asociados al analisis con técnicas invasivas, de dificil
implantacion en la practica clinica diaria, y siguiendo el ejemplo de otras patologias
como el ojo seco, la alergia o la diabetes [144-151], se han desarrollado multiples
estudios para el analisis del perfil de citocinas y quimiocinas en la PL de pacientes con
uveitis, permitiendo un analisis a nivel ocular, usando técnicas no invasivas, sencillas y

reproducibles en pacientes con uveitis [112-120].

Sin embargo, en la actualidad, existen escasas investigaciones prospectivas que evaluen
los niveles de citocinas y quimiocinas en la PL de pacientes con uveitis segun la actividad
de la uveitis y su variacion a lo largo de la enfermedad [114], y no hay estudios previos
en los que se correlacionen y comparen estos niveles con sus niveles en plasma. Esto
motivé al desarrollo del primer trabajo, donde se estudié la concentracién de 12
moléculas en la PL y el plasma en pacientes con uveitis en su fase activa y en su fase

inactiva; asi como, su variacién a lo largo de la enfermedad.
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Posteriormente, se desarrollé un segundo estudio en el que a través de la CIC se estudié
la expresion génica en las células epiteliales conjuntivales de 40 citocinas y quimiocinas
relacionadas con la inflamacion ocular, con prometedores resultados. A dia de hoy, no
conocemos estudios previos donde se evalle la expresion génica de citocinas y
guimiocinas en la superficie ocular en pacientes con uveitis y su relacién con la actividad

de la enfermedad.
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6.1. Estudio I. Concentracidn de citocinas y quimiocinas en la pelicula

lagrimal y plasma de pacientes con uveitis
De acuerdo con los resultados en este primer estudio, la concentracién de citocinas y
guimiocinas en la PL no varia de manera significativa entre las fases activas e inactivas
de la enfermedad, pese a encontrar una mayor deteccidén de IL-6 en la fase activa de la
enfermedad. Ademas, se estudio si las concentraciones de citocinas y quimiocinas en la
PL estan relacionadas con su concentracion en plasma o si son independientes, ya que
existe cierta controversia sobre el origen de las citocinas y quimiocinas en la PL,
postuldndose que es un reflejo de las del plasma. Sin embargo, no hemos encontrado
ninguna correlacion entre las concentraciones de citocinas en la PL y el plasma de los
pacientes en ninguna de las fases de la enfermedad. Por otro lado, hemos observado
gue, salvo el VEGF, las demas citocinas presentaban una mayor concentracion en la PL
tanto en la fase activa como inactiva. Este hecho sugiere una produccién local de estas

citocinas y quimiocinas a nivel ocular.

La evaluacion y monitorizacién de las uveitis es compleja. Uno de los pilares del sistema
de clasificacion de uveitis mas aceptado, disefiado por el grupo de trabajo SUN en 2005,
consiste en la graduacion de la severidad de la inflamacion, parametro fundamental al
evaluar la eficacia de diferentes tratamientos [152]. Sin embargo, el grado de
inflamacién es un pardmetro subjetivo, y el desarrollo de nuevas técnicas objetivas para
determinar la actividad de la uveitis es un tema de actual interés, ya que con los avances
en medicinay la llegada de nuevos farmacos, se hace imprescindible contar con métodos
objetivos que permitan valorar de manera precisa la eficacia de tratamientos

innovadores.
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Multiples son los estudios donde un perfil de citocinas y quimiocinas en plasma, HA, o
HV ha sido estudiado en las uveitis tanto por su posible capacidad de asistencia en el
diagnéstico, asi como en la monitorizacion y/o prediccidn de respuesta al tratamiento

[58,78,84,113,136-145,155-160].

De igual forma, durante los ultimos afios ha habido un aumento del nimero de estudios
enfocados en el analisis del perfil de citocinas y quimiocinas en la PL, analizando el
diferente perfil entre los pacientes sanos y pacientes con uveitis, las diferentes etiologias
o incluso la respuesta al tratamiento, con resultados interesantes, aunque en algunas

ocasiones controvertidos [112-120].

En 2017, Carreiio et al. [112] presentaron los resultados de su estudio en el que
evaluaban un panel de 21 citocinas en la PL de pacientes con uveitis y pacientes sanos,
encontrando niveles elevados de IL-1RA, IL-8, fractalquina/CX3CL1, CXCL10, VEGF y TGF-
B2 en pacientes con uveitis comparando con un grupo control de pacientes sin patologia
ocular. Sin embargo, no pudieron encontrar diferencias significativas en los niveles de
citocinas en la PL entre uveitis en fase activa e inactiva. Estos resultados concuerdan con
los obtenidos en nuestra muestra, ya que no hemos encontrado diferencias
estadisticamente significativas en la concentracion de ninguna de las citocinas

analizadas entre la fase activa e inactiva de la enfermedad.

Aunque existe concordancia en los resultados generales, hay diferencias metodoldgicas
entre los estudios que cabe mencionar y tener en cuenta a la hora de analizar los

resultados. Pese a presentar amplias similitudes en cuanto al protocolo de analisis de
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citocinas, utilizando el sistema Luminex IS-100 (Luminex Corporation, Austin, TX, EE.
UU.), existen importantes diferencias en cuando al disefio del estudio, asi como las

moléculas analizadas.

En primer lugar, nuestro estudio es un estudio longitudinal prospectivo, en el que hemos
seguido al paciente a lo largo de la enfermedad analizando las muestras en fase activa e
inactiva del mismo paciente, mientras que el estudio realizado por Carreiio et al. [112],
es un estudio transversal, en el que no se realizd un analisis pareado. En segundo lugar,
en nuestra investigacion la muestra es mas pequefia, en parte porque solo estudiamos
las uveitis anteriores con el fin de homogenizar la muestra lo maximo posible, ya que
estudios previos han sugerido la variacidon del perfil de citocinas y quimiocinas con
respecto a la localizacidon anatdmica de la enfermedad. Ambas diferencias refuerzan los
resultados obtenidos, en los que no se muestran diferencias estadisticamente
significativas en la concentracion de citocinas y quimiocinas con respecto a la actividad

de la enfermedad, aunque con ciertos matices como comentaremos a continuacioén.

Pese a analizar unicamente uveitis anteriores, nuestra muestra sigue siendo muy
heterogénea por la presencia de multiples etiologias tanto infecciosas, como no
infecciosas, que pueden interferir en los resultados obtenidos. Este hecho ha
demostrado ser clave en el analisis del perfil de citocinas en la PL de pacientes con uveitis
[112], por lo que en futuros estudios deberia ser tenido en cuenta para la planificacion
de la investigacidon. Ademas, como hemos comentado previamente, tanto el nimero
como las citocinas analizadas no han sido iguales en ambos estudios. Carrefio et al. [112]

analizaron las concentraciones de IL-7, IL-10, IL-12p70, interleucina 15 (IL-15), IL-23, IFN-

119



DISCUSION

Y, proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), TGF-1, TGF-B2 y TGF-3, mientras
gue en nuestro estudio no fueron analizadas. Por ello, no podemos descartar que haya

variaciones significativas en estas moléculas a lo largo de la enfermedad.

Resulta llamativo el bajo porcentaje de deteccidn en la PL que se ha observado del TNF-
a, detectdndose en menos del 10% de las muestras. El TNF-a es una proteina acida
fundamental en la regulacién del sistema inmune, producida principalmente por los
macrofagos, aunque también puede ser secretada por otras células del sistema
inmunitario, como los linfocitos T y los neutréfilos, en respuesta a infecciones o
inflamacién crénica [159]. Entre sus funciones destaca su participacién en el inicio y
coordinacion de la respuesta inmunitaria contra patégenos, facilitando la eliminacion de
agentes infecciosos. Sin embargo, su desequilibrio esta asociado con la inflamacién
crénica y el dafio tisular en la uveitis [159]. Es particularmente interesante ya que los
anticuerpos anti-TNF-a son actualmente uno de los tratamientos mas comunes en el
tratamiento de las uveitis no infecciosas, siendo el adalimumab, anticuerpo monoclonal
completamente humanizado anti-TNF-q, el Unico agente biolégico aprobado por la FDA
para tratar las uveitis no infecciosas intermedias, posteriores y panuveitis en adultos
[160], aunque diversos estudios apoyan su utilidad en nifios y pacientes con uveitis
anterior [161-163]. Nuestro resultado concuerda con investigaciones previas sobre
uveitis en las que se analizé la PL, enfatizando que los niveles de TNF-a en lagrimas no
reflejan la actividad de las uveitis [112,114]. Sin embargo, debemos considerar que el
porcentaje de deteccién de TNF-a en lagrimas no es constante en la literatura, variando
del 1% al 100% [164—-167], la cual podria verse afectada por diferentes factores. Por

ejemplo, se ha demostrado que hay una variacién circadiana de TNF-a en pacientes
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sanos a lo largo del dia, con niveles mads altos en la maiana y al final del dia [164,165],
aungue no esta claro si estos resultados podrian ser los mismos en pacientes con uveitis.
Esto debe considerarse, ya que, en la practica clinica diaria, no podemos controlar el
momento de presentacidén del paciente en la urgencia, lo que podria haber sesgado
nuestros resultados. Ademas, el hecho de que las muestras de lagrimas se diluyeron
1/10 para el analisis podria explicar parte de nuestra baja tasa de deteccién de TNF-a

[165].

Por otro lado, es importante comentar como el porcentaje de deteccion de IL-6 cayd
durante la fase inactiva de la enfermedad, siendo la primera vez que este hecho se
describe en la PL en pacientes con uveitis. La IL-6 es una citocina pleiotrépica que
interfiere en multiples procesos biolégicos como la hematopoyesis, la defensa inmune y
la neovascularizacién. Presenta la capacidad de estimular la produccién de proteinas de
fase aguda que inducen reacciones de fase aguda, actuando como agente madurador
de los linfocitos B, estimulando la sintesis y secrecion de varias inmunoglobulinas e

induciendo la proliferacion de linfocitos T [168,169].

En 2022, el grupo de Maleki et al. [143] analizd los niveles séricos de IL-6 en pacientes
con uveitis no infecciosas, encontrando que niveles elevados de IL-6 estaban
fuertemente asociados con la presencia de enfermedades sistémicas y con una mayor
frecuencia de brotes de uveitis. Este hallazgo sugiere que los niveles altos de IL-6 pueden
ser indicadores tempranos de enfermedades reumatoldgicas. A nivel ocular, el nivel de
IL-6 en HA en pacientes con uveitis, se ha correlacionado con el niumero de linfocitos y

neutrofilos [59,63]. Norose et al. [170] encontraron que el nivel de IL-6 en HA reflejaba
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la severidad de la respuesta inflamatoria. Por todo ello, la IL-6 se considera un potencial

biomarcador y diana terapéutica de nuevos farmacos [171].

Teniendo en cuenta el potencial de la IL-6 como biomarcador en las uveitis, parece un
dato importante de mencionar y comparar con otros recientes estudios. En el estudio
de Carrefio et al. [112], no se encontraron diferencias en los porcentajes de deteccion
entre el grupo de pacientes con uveitis y el grupo de pacientes sanos en esta citocina,
aunque en el analisis por subgrupos en pacientes con uveitis activa e inactiva, no se
realizd la diferencia en el porcentaje de deteccidn, y no se encontraron diferencias
significativas en cuando a su concentracion entre pacientes con uveitis en fase activa e

inactiva. Este Ultimo dato parece coincidir con los hallazgos en el presente trabajo.

De manera similar, el grupo de Shirinsky et al. [114] evaluaron el posible vinculo entre
los niveles de las citocinas IL-6, IL-8 e IL-10 en la PL y la inflamacidén ocular durante el
tratamiento, sin encontrar una correlacién significativa. Sin embargo, identificaron que
la concentracidon basal de IL-10 era un predictor significativo e independiente de la
respuesta clinica al tratamiento, pudiendo ser utilizado como un potencial biomarcador
de respuesta al tratamiento. Ademds, es interesante como asociaban mayores
concentraciones de IL-6 a periodos mas prolongados de actividad. Desafortunadamente,
nuestro estudio se basdé en pacientes con uveitis agudas, y no hemos recolectado

informacidn a posteriori sobre la recurrencia de las uveitis.
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, creemos que la IL-6 es una molécula de
interés para futuras investigaciones como potencial biomarcador en pacientes con

uveitis.

En este contexto, Kumar et al. [115] estudiaron los niveles de IL-6 e IL-10 en la PL de
pacientes con UAA asociada a HLA-B27, asi como de pacientes con UAA no asociada a
HLA-B27, realizando una correlacién de los niveles de IL-6 con el numero de
recurrencias. Entre los resultados obtenidos, se observd que los niveles de IL-6 eran
significativamente mas altos en pacientes con uveitis con un solo episodio de la
enfermedad en comparacion con ojos sin episodios, siendo sus niveles mayores a
medida que aumentaba el nimero de episodios. Ademas, se habla del papel de la ratio
IL-6/IL-10 en la PL como biomarcador predictivo de recurrencia de la enfermedad.

Con el fin de entender estos resultados, debemos de repasar las multiples funciones de
la IL-6 y la IL-10. Entre el amplio abanico de funciones bioldgicas de la IL-6 destaca su
papel en la diferenciacion de células Thl7, junto con la inhibicidn de células T
reguladoras, lo que podria ser responsable de una respuesta inflamatoria intensa y
explicar por qué se encuentra en concentraciones mas altas en pacientes con
recurrencias [172]. Por otro lado, la IL-10 funciona principalmente suprimiendo la
expresion de citocinas proinflamatorias, siendo una citocina antiinflamatoria con un
papel crucial en la prevencién de patologias inflamatorias y autoinmunes, al limitar la
respuesta inflamatoria en los tejidos [173]. Su falta de expresidn se ha relacionado con
diversas enfermedades autoinmunes, por lo que tiene sentido que un desequilibrio en
la ratio IL-6/IL-10 pueda ser un factor relacionado con episodios recurrentes de

inflamacion.
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Desafortunadamente, en este primer estudio no analizamos los niveles de IL-10 en la PL
de los pacientes, posiblemente si lo volviéramos a repetir el estudio seria una de las
moléculas a analizar. A pesar de ello, deberiamos tener en cuenta que existen estudios
tanto en pacientes con uveitis como en los pacientes control, donde su porcentaje de

deteccion fue extremadamente bajo [112], por lo que seria controvertido su analisis.

Otra de las preguntas acerca de las uveitis y las citocinas es el origen de las mismas a
nivel ocular, una de las hipétesis es la existencia de una produccién local de las mismas,
lo que implicaria una regulacidn local y la existencia de diferentes niveles de citocinas en
la PLy el plasma. Pocos son los estudios que han evaluado esta hipdtesis, siendo nuestro
estudio el primero en comparar y estudiar la correlacion de citocinas y quimiocinas entre

la PLy el plasma en funcién de la actividad de la uveitis con caracter prospectivo.

En 2016, Tirkglioglu et al. [113] investigaron la posible asociacion entre los niveles de IL-
2 en lagrimas y plasma y la actividad de la EB, sin encontrar ninguna asociacion de la
actividad de la enfermedad con los niveles de IL-2 en plasma y la PL. Sin embargo, no se

realizé un andlisis de correlacion entre los niveles de IL-2 en el plasma y la PL.

Por otro lado, en la tesis desarrollada por el grupo de Carreio et al. [174], pese a no
encontrar relacion entre los niveles de citocinas y quimiocinas entre la PLy el plasma de
pacientes con uveitis, si que encontraron diferentes relaciones entre las concentraciones
en otros fluidos oculares y la PL. Por ejemplo, los niveles de IL-10, IL-1RA,
fractalquina/CX3CL1 y VEGF presentaron una correlacidn positiva entre la PLy el HV; en

cambio, existid una débil correlacion negativa en los niveles de TGF-B1 entre HA y la PL.
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Mas recientemente, en 2024, el grupo de Makari et al. [175], expuso su investigacion en
la que se buscaba una correlacidn entre los niveles de TNF-a, IL-8, IL-6, y MCP-1 del HA
y la PL en uveitis experimentales en conejos. Sus datos mostraron una correlacion
positiva entre los niveles de IL-8 en HA y TNF-a en PL, IL-6 en HA y PL; asi como, la IL-6
en HA y MCP-1 en PL, lo que sugiere la posibilidad del estudio de concentracion de

marcadores inflamatorios en la PL para evaluar la inflamacion intraocular.

En nuestro estudio, no encontramos correlacidn entre las citocinas en la PLy el plasma
de los pacientes con uveitis, ni en su fase activa ni en su fase inactiva. Ademads, con
excepcion del VEGF, las demads citocinas se encontraban en una mayor concentracién en
la PL en comparacion con el plasma. Teniendo en cuenta nuestros resultados y los
estudios previos de correlacion entre la PL y diversos fluidos tanto oculares como
corporales, nos orientamos a pensar que existe una produccién local de citocinas y
guimiocinas a nivel ocular, que posiblemente no refleje la produccidn sistémica en todas

las uveitis.
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6.2. Estudio Il. Analisis de la expresién génica de citocinas y quimiocinas en

pacientes con uveitis a través de impresidon conjuntival
Teniendo en cuenta los resultados del primer trabajo, y el potencial de la CIC en el
estudio de la superficie conjuntival, se disefié el segundo estudio enfocado al andlisis de
los niveles de ARNm de moléculas relacionadas con la inflamacién en la superficie
conjuntival de pacientes con uveitis, a partir de muestras obtenidas por CIC, buscando
establecer nuevos biomarcadores a través de técnicas no invasivas y seguras. De las 40
citocinas y quimiocinas analizadas, se detectd un porcentaje de expresion génica en 6
de ellas de manera mas frecuente en la fase activa que en la inactiva, entre las que se
encuentran la fractalquina/CX3CL1, IL-6R, NOD2, TGF-B1, TLR4 y TNF-a. Ademas, se
observé una tendencia hacia una mayor expresion de fractalquina/CX3CL1 y el TGF-B1
durante la fase activa, aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa.
Llama la atencidn como en el andlisis por subgrupos basado en la etiologia de la uveitis
mostré diferentes perfiles de expresiéon génica de citocinas y quimiocinas, como se

comentara a lo largo de la discusion.

El estudio de la expresién génica de citocinas y quimiocinas en la fase de transcripcion a
partir de muestras de CIC es una técnica innovadora y no invasiva que, al igual que la
medicion de la concentracion de citocinas en la PL, ofrece una perspectiva avanzada y
detallada de los procesos inflamatorios en la superficie ocular. Ademas, parece logico
pensar que, si en la PL existen cambios en la deteccién y concentracién de moléculas en
uveitis, el origen de estos cambios pueda encontrarse ya a nivel de la expresion de sus

genes en las células de la superficie conjuntival, responsables en gran medida de la
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composicion de la PL. Sin embargo, a la hora de interpretar estos resultados es

importante no olvidar que existen diferencias significativas entre ambas técnicas.

El andlisis de ARNm a través de la CIC permite evaluar la expresion génica local de las
células epiteliales de la superficie conjuntival, enfocdndose en la fase de transcripcion,
es decir, antes de que las citocinas y quimiocinas sean producidas a nivel proteico. Esto
representa una ventaja significativa, ya que proporciona una vision temprana y detallada
de los mecanismos que regulan la produccién de estas moléculas en el entorno local,
permitiendo una comprensiéon mas profunda de su variabilidad y su impacto en la

fisiopatologia de las uveitis.

Este enfoque no solo contribuye a desentrafiar los mecanismos subyacentes en la
produccidn local de citocinas y quimiocinas, sino que también abre nuevas vias para el
desarrollo de tratamientos mds precisos y personalizados, basados en la regulacion

temprana de la respuesta inflamatoria ocular.

Investigaciones previas basadas en otras patologias han permitido establecer diferencias
en la expresion génica entre pacientes con diversas patologias oculares y pacientes
sanos, asi como encontrar biomarcadores de respuesta al tratamiento. Entre las
patologias mds estudiadas se encuentran la disfuncion de glandulas de Meibomio

(DGM), la EICH, o el sindrome de Sjogren, entre otras [46,176].

Por ejemplo, el grupo de Zhang et al. [176] utilizd esta tecnologia para medir los cambios

en los niveles de IL-1B, IL-8, MMP-9 y TGF-B1 en pacientes con DGM frente a un grupo
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control, el cual, a su vez se dividid entre pacientes tratados y no tratados con
azitromicina oral. En este estudio, se observé cdmo los pacientes con blefaritis posterior,
relacionada con la DGM, e inflamacidn conjuntival tratados con azitromicina,
presentaban antes del tratamiento unos niveles aumentados de ARNm de IL-1B, IL-8 y
MMP-9 y niveles significativamente reducidos de TGF-B1, en comparacidn con sujetos
sanos. Tras 2 semanas de tratamiento con azitromicina, la expresion ARNm de IL-1, IL-
8 y MMP-9 disminuydé significativamente, mientras que TGF-B1 aumento
significativamente. Este estudio muestra la utilidad del analisis de ARNm a través de la
CIC para la evaluacién de la expresion de mediadores proinflamatorios antes y después

de la terapia tdpica con azitromicina en pacientes con DGM.

Previamente, nuestro grupo analizé 84 genes utilizando la CIC en 20 pacientes con EICH
y 14 individuos sanos, de ellos 34 mostraron diferencias significativas en su expresion
[46]. Destaca el potencial uso de los genes del receptor de EGF, la IL-6, la interleucina 9
(IL-9) y la nicotinamida fosforibosiltransferasa (NAMPT) como biomarcadores

diagndsticos de EICH [46].

Hasta la fecha este se trata del primer trabajo que analiza la expresién génica de
determinadas moléculas, relacionadas con procesos inflamatorios, en la superficie
conjuntival de pacientes con uveitis en su fase activa y compararla con su fase inactiva,

utilizando como herramienta la CIC.

Entre los resultados obtenidos, destaca el aumento del porcentaje de deteccidn en la

fase activa de la enfermedad con respecto a la fase inactiva de los siguientes genes:
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fractalquina/CX3CL1, IL-6R, NOD2, TGF- B1, TLR4 y TNF-q; siendo todos ellos detectados
en mayor porcentaje en la fase activa de la enfermedad. Pese al aumento en el
porcentaje de deteccion de estos genes durante la fase activa, es llamativo observar que
en el analisis de expresidn génica no se encuentran diferencias significativas en ninguno
de ellos. Es verdad, que el porcentaje de deteccidn de IL-6R, NOD2 y TLR4 fue bajo y por

ello, no se realizo el consiguiente analisis de expresion génica.

Sin embargo, la expresion génica de la fractalquina y el TGF-B1 mostrd una tendencia a
la disminucién de su expresién en la fase inactiva comparada con la fase activa de la

uveitis.

La fractalquina es una quimiocina con propiedades quimioatrayentes, que interviene en
la adhesion celular y migracion de leucocitos, puede existir como una proteina
transmembrana o en forma soluble, y estas diferentes variantes tienen propiedades y
funciones diferentes [180]. En estudios de laboratorio sobre modelos de uveitis inducida
por endotoxinas (UIE), se ha mostrado un aumento de la expresion de fractalquina y su
receptor CX3CR1 durante el pico de inflamacion [181], aunque no esta del todo clara su
funcién. La fractalquina en su forma transmembrana, interviene en los procesos de
adhesién celular, siendo inducida su produccion por células endoteliales en respuesta a

citocinas inflamatorias como TNF-a, IFN-y, e IL-1[180].

La produccion de esta molécula en diferentes patologias oculares en estudios realizados
sobre la superficie ocular ha mostrado datos contradictorios [48,129,146,182,183]. En Ia

EICH con afectacién ocular, niveles elevados de fractalquina en la superficie conjuntival
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previos al trasplante de células hematopoyéticas se asociaron a un riesgo reducido de
padecer la enfermedad [48]. En cambio, en pacientes con enfermedad por ojo seco los
niveles de fractalquina en la PL se encontraron elevados en comparacion con controles
sanos, asociandose niveles mas elevados en aquellos pacientes con una mayor severidad
clinica [129,183]. Ademas, se ha observado como esta molécula contribuye al desarrollo
de varias enfermedades inflamatorias, como: el sindrome de Sjégren primario, la AR, la
granulomatosis con poliangeitis, la enfermedad de Crohn y la uveitis anterior
experimental (UAE), entre otras [146,180,182]. A dia de hoy, somos el primer grupo en
describir el aumento del porcentaje de deteccién de esta molécula en la superficie
conjuntival y su tendencia a una mayor expresion durante la fase activa, pudiendo estar

relacionada con la actividad de la enfermedad en pacientes con uveitis.

El TGF- B1 es una de las isoformas de la familia del TGF-B, la cual, engloba tres isoformas:
TGF-B1 (la mas prevalente), TGF-B2 y TGF-B3. Para su activacion requiere de diversas
moléculas como las integrinas o las metaloproteinasas, entre otras [184]. Esta familia
interviene en numerosos procesos celulares, entre los que se encuentra el crecimiento
y diferenciacidon celular, la apoptosis, motilidad celular, produccién de la matriz
extracelular, angiogénesis y respuesta inmunitaria. Esta pleiotropia resulta de la
activacion del receptor de TGF-B, un complejo heterodimérico compuesto por dos
receptores de serina/treonina quinasa transmembrana, TGF-BR1 y TGF-BR2, en la

superficie celular [184].

En la superficie ocular, el TGF-B tiene importantes funciones en la reparacion vy

cicatrizacion corneal, existiendo unos niveles basales que varian conforme a la existencia
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de una agresién a la superficie ocular [185]. A nivel de las uveitis, Peng et al. [186]
estudiaron como la modulacién del TGF-B1 podia influir en la respuesta inflamatoria en
modelos de UIE, mostrando que los ratones tratados con TGF-B1 presentaban menor
inflamacién y disminucion de la IL-6 en HA. La UIE se caracteriza por la inflamacién ocular
aguda relacionada con la liberacidn de citocinas, incluyendo la IL-6. En nuestro estudio,
la tendencia a presentar un aumento de los niveles del TGF-B1 durante la fase activa
podria justificarse como una respuesta en la superficie ocular a la reaccion inflamatoria
buscando restablecer su balance. Por ello, creemos que es una molécula a tener en
cuenta en futuros estudios en la busqueda de biomarcadores de uveitis en la superficie
ocular. No debemos olvidar que en este estudio se ha evaluado la expresion génica a
través del andlisis de ARNm por las células epiteliales de la superficie conjuntival, por lo
gue no estamos estudiando la concentracion final de estas moléculas sino estudiando
estas moléculas durante la transcripcién, sufriendo posteriores modificaciones hasta
llegar a la citocina final, siendo actualmente controvertida la existencia de una

correlacién lineal entre las concentraciones de ARNm y su proteina final [187].

Teniendo en cuenta el posible efecto de la heterogeneidad de las uveitis incluidas en el
estudio, en los resultados obtenidos, buscamos homogenizar la muestra creando dos
grupos conforme a la etiologia de las uveitis: HLA-B27 positivo y negativo. Previamente,
diversos estudios ya valoraron el diferente perfil de citocinas que presentan los
pacientes atendiendo a su etiologia [115,188-192]. Por ejemplo, Zhao et al. [188]
encontraron una tendencia a una mayor expresion de interleucina 18 (IL-18) en HA de
los pacientes con uveitis anterior aguda asociada a HLA-B27 en comparacién con

aquellas idiopaticas y pacientes sanos. Ademas, en el plasma de estos pacientes se
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observé un aumento significativo de la interleucina 1 alpha (IL-1a) en las uveitis

asociadas a HLA-B27 en comparacion con pacientes sanos.

Con respecto a nuestro estudio, el grupo de pacientes HLA-B27 -, mostraron una mayor
expresion génica de CCL5, fractalquina/CX3CL1, TGF-B1 y VEGFA durante la fase activa

de la enfermedad.

La quimiocina CCL5, también conocidas como RANTES, presenta multiples efectos sobre
diferentes grupos celulares, se ha relacionado con la migracién y reclutamiento de
células T, células dendriticas, eosindfilos, células NK, mastocitos y baséfilos [193].
Aunque inicialmente se consideré como una citocina especifica de células T, esta es
producida por plaquetas, macréfagos, eosindfilos, fibroblastos, células endoteliales,
epiteliales y endometriales [193]. Presenta roles Unicos en la promocién del
reclutamiento de leucocitos, la angiogénesis y la fibrosis en diversos modelos de
inflamacidn crénica. También interviene en las reacciones del sistema inmune ante los
virus, ayudando al mismo en la defensa contra estos microorganismos en un primer
momento, y posteriormente interviene en los procesos de cicatrizacidn, por lo que se la
considera una molécula con un gran potencial para la terapia personalizada. En el
contexto de las uveitis, los resultados son controvertidos [63,64,134,193,194]. Por un
lado, estudios previos reportan resultados en consonancia con los nuestros, donde se
observa un aumento de su concentracidn en el HA de pacientes con uveitis en fase activa
[64]. Sin embargo, otros estudios no observan estas diferencias [194]. Incluso Curnow

et al. [63] sefialan una disminucidén de su expresidn en pacientes con uveitis por EB en
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comparacién con los pacientes control. Por ello, se necesitan estudios adicionales sobre

el papel del CCL5 en la patogénesis de las uveitis.

Por ultimo, cabe mencionar el aumento de expresion génica de la VEGFA, isoforma
principal de la familia VEGF, que observamos en los pacientes con uveitis HLA-B27
negativo durante la fase activa de la enfermedad. Dicha molécula es conocida por su
papel clave en la angiogénesis fisioldgica durante la embriogénesis, el crecimiento
esquelético y las funciones reproductivas [195]. Ademas, el VEGF esta implicado en la
angiogénesis patogénica asociada a diferentes patologias como los tumores y los
cambios vasculares intraoculares, entre otras. Actualmente, a nivel ocular existe un
amplio abanico de terapias dirigidas hacia esta molécula, que han supuesto un cambio
en el paradigma del tratamiento de las membranas neovasculares, extendiéndose su
utilidad a otras patologias como el edema macular, la retinopatia diabética o el glaucoma
neovascular, entre otras. En cuanto a las uveitis, estudios previos ya han puesto de
manifiesto su posible utilidad como biomarcador. Cekmen et al. [196] describieron
niveles elevados de VEGF en plasma en pacientes con EB activa en comparacién con
pacientes sin patologias, o con EB inactiva. De igual forma, niveles elevados se han
encontrado en HV, HAy en la PL de pacientes con uveitis en comparacion con pacientes
sanos [112,134,197]. Teniendo esto en cuenta, no es sorprendente que hayamos
encontrado niveles elevados en pacientes con uveitis en fase activa en este grupo de
pacientes. Pese a ello, se necesitan mas estudios para determinar el valor de la expresién

génica de VEGFA como biomarcador en esta patologia.
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Dentro del grupo de pacientes HLA-B27 +, es llamativo el aumento de la expresién de
S100A9 durante la fase activa de la enfermedad. La proteina S100A9 es una proteina de
unién al calcio que pertenece a la familia de proteinas S100, producida
intracelularmente en granulocitos y monocitos, siendo posteriormente liberada
extracelularmente. Interviene en multiples funciones bioldgicas, jugando un papel
esencial en la migracién de leucocitos, la adhesién de neutrdfilos y monocitos, asi como
la regulacion del sistema inmune [198]. Resultados previos han mostrado su potencial
como biomarcador en pacientes con uveitis [199-202]. Walscheid et al. [201]
encontraron una correlacién positiva entre los niveles elevados en plasma en pacientes
con uveitis por AlJ en fase activa comparado con la fase inactiva. Ademas, observaron
un aumento de su concentracién en HA en pacientes con uveitis comparando con
aquellos sin enfermedad. Por otro lado, Kasper et al. [199] investigaron la variacién de
la concentracion de S100A9 en el plasma de pacientes con uveitis y su relacion con la
positividad de HLA-B27 +, siendo mayor su concentracion en aquellos pacientes con
HLA-B27 +, estos resultados son consistentes en la literatura, poniendo de relevancia el
posible uso de S100A9 como biomarcador de actividad en las uveitis de pacientes con

HLA-B27 positivo.

A dia de hoy, somos los primeros en reportar este aumento de expresidn en la superficie
conjuntival en pacientes con uveitis HLA-B27+ y su relacion con la actividad de la
enfermedad, aunque estos datos deberian ser confirmados en futuros estudios con un

mayor nimero de pacientes y un periodo de estudio mas largo.
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La ultima parte de nuestro estudio se basd en la comparacién de la expresion de
citocinas entre los pacientes HLA-B27 + y HLA-B27 -, sin encontrar diferencias
significativas en la fase activa de la enfermedad. Sin embargo, destaca una diferencia en
la expresion génica del RORC y el VEGFA en la fase inactiva de la enfermedad siendo
mayor su concentracion en los pacientes HLA-B27 +, esto podria implicar un diferente
perfil basal de expresidn génica de estas citocinas durante la fase inactiva, dependiendo

del origen etioldgico de esta patologia.

RORC es un miembro de la familia de los receptores nucleares huérfanos, que son
factores de transcripcidn regulados por ligandos, denominados "huérfanos" porque sus
ligandos enddgenos no han sido identificados al completo. Estos receptores intervienen
en multiples funciones bioldgicas, como el sistema inmune, el metabolismo lipidico o el
control del ritmo circadiano. Destaca su papel en la diferenciacién de las células Th17,
importante en la respuesta inmune adaptativa y en la defensa contra patdgenos
extracelulares [203]. Las células Th17 han sido implicadas en la patogénesis de diversas
enfermedades autoinmunes, como la artritis psoriasica, EA, o la esclerosis multiple,
entre otras. Entre ellas, destacan los estudios previos y el papel fundamental de las
células Th17 en la psoriasis y la artritis [203]. Estudios preclinicos en laboratorio han
mostrado como agonistas inversos del receptor RORC disminuyen la produccién de
citocinas inflamatorias como la IL-17, ademds han mostrado su potencial utilidad en la
restauracion de la barrera hemato-retiniana, siendo un posible candidato para el

tratamiento de enfermedades inflamatorias a nivel ocular [204].
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Comparando los resultados obtenidos con la literatura, se puede observar como en el
campo de las uveitis apenas existen estudios en los que la CIC se utilice para el andlisis

de la expresion génica de citocinas en la superficie conjuntival.

Entre ellos, destaca el trabajo realizado por Trinh et al. [126] quienes compararon los
cambios en expresion de HLA-DR, receptor de quimiocina CC tipo 4 (CCR4) y receptor de
quimiocina CC tipo 5 (CCR5) en pacientes con uveitis, pacientes sanos y pacientes con
gueratoconjuntivitis vernal o seca, encontrando una mayor expresion de HLA-DR y CCR4
en pacientes con uveitis. Sin embargo, no econtraton este incremento de expresién en
CCRS5, lo que sugeria una mayor respuesta Th1 en superficie conjuntival. Cabe destacar,
que el estudio se realizé sobre un grupo muy heterogéneo de pacientes, que incluia
multiples patologias tanto infecciosas como no infecciosas, pacientes con un primer
episodio, y con multiples episodios, lo que podria llevar a pensar que existe una
importante limitacidon del estudio debido a la heterogeneidad de la muestra. Dicha
limitacion se tuvo en cuenta durante el analisis estadistico, encontrandose resultados
interesantes. Por ejemplo, se encontrd una relacién estadisticamente significativa entre
el nivel de CCR4, la proporcion de CCR4/CCR5 y el nimero de episodios de uveitis. El
nivel de CCR4 y la proporcidon de CCR4/CCR5 fueron significativamente mas bajos en los
pacientes que estaban experimentando su primer episodio de uveitis en comparacién
con aquellos que estaban en el segundo episodio o posteriores. Aunque, no se

encontraron diferencias de expresion con respecto a la etiologia.

De igual forma, son escasos los estudios en los que se evalla la expresién génica a través

del estudio de ARNm en muestras de fluidos corporales, siendo a dia de hoy, la mayoria
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de ellos muestras de plasma de pacientes con uveitis [177-179]. Entre ellos, podemos
destacar el de Zhuqging et al. [178], quienes fueron los primeros en investigar el perfil de
expresidn génica en plasma, describiendo un grupo de genes perteneciente a la familia
de la IL-10 cuya expresidon se encontraba aumentada en pacientes con uveitis en
comparacién con pacientes sanos. Por otro lado, Rosenbaum et al. [177], estudiaron la
sangre periférica de 90 pacientes con uveitis y la compararon con pacientes sanos,
estudiando mas de 19.000 genes, y encontrando mas de 110 genes con un aumento en
su expresion mayor de 1,5 veces y alrededor de unos 60 genes con una disminucién
similar. En su trabajo, se destaca la relevancia en uveitis del aumento en la expresién de
los siguientes genes: molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM1), receptor alfa de la IL-
15 (IL-15Ra), IL-15, factor regulador de interferén 1 (IRF1), subunidad beta del receptor
de IL-10 (IL-10RP), tirosina quinasa 2 (TYK2), y los factores de mejoramiento miégeno

(MEF2A, MEF2B y MEF2D).

El estudio realizado permite comprender de una manera mas precisa la fisiopatologia de
las uveitis y pone de relevancia el potencial papel de la CIC y el estudio de la expresién
génica en pacientes con uveitis en la busqueda de nuevos biomarcadores, a través de
técnicas sencillas y no invasivas, que puedan ser utilizadas en la practica clinica diaria. Al
estudiar la expresion en la fase activa e inactiva de la enfermedad, hemos observado
gue existen cambios en la expresion de diferentes citocinas y quimiocinas, tanto en la
fase activa como la inactiva de la enfermedad, mostrando su potencial utilidad como
biomarcador de actividad. Ademds, hemos detectado una expresion diferente acorde a
la etiologia de la uveitis, por lo que la expresidon de ciertas citocinas y quimiocinas

podrian ser utilizadas para asistir en el diagndstico etioldgico tan complejo de las uveitis.
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Sin embargo, sabemos que existen limitaciones que debemos tener en cuenta y obligan

a pensar en futuros estudios que permitan superarlas.
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7. LIMITACIONES
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En el presente trabajo se encuentran varias limitaciones que deben ser consideradas.

La primera de ellas es el reducido nimero de pacientes, lo cual restringe el andlisis
estadistico y la obtencion de resultados concluyentes. Esta limitacidn se debe a la baja
prevalencia de la patologia, y su dificultad en el seguimiento de pacientes a lo largo del

tiempo.

Ademas, el reducido tamafio muestral se ve agravado por la gran diversidad etioldgica y
morfoldgica de las uveitis. Existe el concepto generalizado, de que las uveitis son el
proceso final de inflamacién ocular de diferentes patologias, lo que implica que
diferentes mecanismos fisiopatoldgicos van a derivar en una inflamacion ocular. Esto
implicaria la presencia de diferentes perfiles de citocinas y quimiocinas dependiendo de

la causa de la uveitis.

De manera similar, seleccionamos Unicamente uveitis anteriores con el fin de
homogenizar la muestra, ya que creemos que la localizacién de las uveitis puede influir
en el perfil de citocinas en la PL y superficie conjuntival. Se ha observado en uveitis
experimentales, como existe una produccién local de determinadas citocinas. Por
ejemplo, Fang et al. [77] observaron la produccién de CCL3/MIP-1a por las células del
tejido retiniano, siendo detectado en las células coroideas antes del inicio de la
enfermedad, lo que sugiere que su presencia estd estrechamente relacionada con el
desarrollo de la UAE. La busqueda de una muestra mas homogénea dio lugar a una

mayor reduccidn del tamafio muestral obtenido.
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Teniendo en cuenta estas limitaciones, creemos que es importante en el futuro
desarrollar estudios multicéntricos que permitan el andlisis de una muestra mas amplia

y homogénea, facilitando la obtencidn de resultados mas certeros y precisos.

Por otro lado, existen limitaciones respecto al analisis de citocinas en la practica clinica
diaria que debemos tener en cuenta. Tanto la concentracién, como la expresion génica
de citocinas pueden presentar variaciones en cortos periodos de tiempo desde la
obtencién de la muestra hasta el analisis de laboratorio. A pesar de haber sido muy
estrictos con los tiempos de recogida y conservacion a -802C, estas variaciones deben
considerarse en la interpretacion de los resultados [205]. Ademas, con el fin facilitar el
analisis de un mayor numero de pacientes, se conservaron todas las muestras a -802C
hasta que se realizé el analisis en el laboratorio, siendo en algunos casos el periodo de
tiempo entre la recogida y el andlisis de hasta 2 afios, tiempo en el que puede disminuir
la concentracién de algunas citocinas en hasta un 20% [205]. De igual manera, existen
variables que en el entorno de la practica clinica diaria no hemos podido controlar. Por
ejemplo, los pacientes acuden a urgencias en un servicio de 24 horas, siendo la muestra
recogida en el momento de su atencion por lo que no hemos podido tener en cuenta su
variacién circadiana [164,165,206]. Benito et al. [165] mostraron como existian
variaciones circadianas en la concentracién en la PL de EGF, fractalquina, CXCL10/IP-10,
VEGF y CXCL8/IL-8. Estas variaciones son importantes en determinadas enfermedades
inmunoldgicas, como en la AR donde se ha observado que el aumento de la
concentraciéon de TNF e IL-6 durante la noche se encuentra en relacién con el aumento

de los sintomas matutinos [205].
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En cuanto a la tecnologia utilizada en el analisis, sabemos que en la actualidad existen
multiples tecnologias que permiten el andlisis de citocinas. Aunque, el gold standard
sigue siendo la prueba de ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas. (ELISA), la cual
requiere de 50 a 100 ml de fluido tisular para cada molécula de interés, su utilidad es
limitada cuando se usa para analizar pequefias cantidades de material, como pueden ser
los fluidos oculares, ya que solo permite el estudio de un numero restringido de
moléculas [59]. Tratando de superar esta limitacion nuevas tecnologias fueron
desarrolladas como las membrane microarrays, o multiplexed-bead immunoassays
[207], que permiten la medicién de multiples moléculas con pequenos volimenes de
muestra. Esto nos ha permitido el analisis de multiples citocinas y quimiocinas con pocas
cantidades de material a analizar, con unos altos valores de sensibilidad y especificidad
gracias a esta tecnologia Luminex IS-100 (Luminex Corporation, Austin, TX, EE. UU.),
siendo uno de los sistemas mas utilizados en la actualidad para el analisis de multiples
citocinas en pequefas muestras. Pese a ello, la cantidad de PL obtenida sigue siendo
escasa, y por ello en nuestro andlisis hemos realizado una dilucién 1/10 de la muestra,

pudiendo interferir en la sensibilidad de la misma.

Por otro lado, la uveitis y la enfermedad de ojo seco comparten determinados
mecanismos fisiopatolodgicos, coexistiendo ambas enfermedades en los pacientes con
uveitis en determinadas circunstancias [208]. Mastropasqua et al. [209] encontraron que
15 de 30 pacientes con uveitis heterocromica de Flichs presentaban resultados
anormales en el test de Schirmer, asi como en el tiempo de ruptura de la pelicula
lagrimal, siendo las diferencias significativas entre los ojos afectados y los ojos sin uveitis

activa. Esto implica que puede existir una dificultad en conseguir muestra suficiente para
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el analisis en determinados pacientes en la practica diaria, pudiendo interferir en el

analisis del perfil de citocinas.
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Tras la realizacidon de estos estudios podemos concluir:

1.

La utilidad del estudio de determinadas citocinas en la pelicula lagrimal y el
plasma de pacientes como biomarcadores en pacientes con uveitis activa es
limitada, por su baja tasa de deteccidén. Hay una probable produccién local
de citocinas a nivel ocular, ya que existe una falta de correlacién en la
concentracién de citocinas entre la pelicula lagrimal y el plasma de los
pacientes con uveitis en fase activa. Exceptuando el VEGF, la concentracion
de citocinas en la pelicula lagrimal es mayor en comparacién con el plasma
en pacientes con uveitis anterior en su fase activa.

De igual forma, existe una tasa de deteccion limitada de las citocinas
analizadas tanto en la pelicula lagrimal como el plasma en los pacientes con
uveitis en fase inactiva. Durante la fase inactiva existe una falta de
correlacidn entre los niveles de citocinas en la pelicula lagrimal y el plasma.
Con excepcion del VEGF, se encontrd una mayor concentracioén en la pelicula
lagrimal de todas las citocinas analizadas, en comparacion con el plasma.
Existe una mayor tasa de deteccidon de la IL-6 en la fase activa de la
enfermedad en la pelicula lagrimal, por lo que debe considerarse su
potencial capacidad como biomarcador de actividad en el desarrollo de
nuevos estudios.

El estudio de la expresidn génica en la superficie conjuntival en pacientes
con uveitis en fase activa es viable. Durante la fase activa, no se han
encontrado diferencias ni en el porcentaje de deteccion, ni en la expresion

génica de estas moléculas entre los pacientes HLA-B27 positivo y negativos,
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limitando el potencial de estas moléculas como biomarcadores etiolégicos
durante esta fase de la enfermedad.

Durante la fase inactiva de la enfermedad se observé una mayor expresion
en los genes RORC y VEGFA en los pacientes HLA-B27 positivos en
comparacién con los HLA-B27 negativo. Este hecho supone un nuevo
planteamiento en el uso de la CIC en pacientes con uveitis, por su posible
capacidad de asistencia en el diagndstico en esta fase de la enfermedad.

El estudio de la expresidn génica en la superficie conjuntival de pacientes
con uveitis podria tener una potencial utilidad como biomarcador de
actividad. Existen diferencias en los porcentajes de deteccion de ARNm
durante la fase activa e inactiva de la enfermedad de citocinas como
fractalquina/CX3CL1, IL-6R, NOD2, TGF-B1, TLR4 y TNF-a, con un aumento
durante la fase activa de la enfermedad, lo que sugiere diferencias en la
expresidn génica acorde a la actividad de la uveitis. Ademas, se observo una
tendencia al aumento de ARNm de moléculas como fractalquina/CX3CL1 y
TGF-B1 en las células del epitelio conjuntival durante la fase activa, aunque

son necesarios estudios con un mayor tamafio muestral.
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