<R WAL TIN5
S¥3

' UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 0

Facultad de Medicina

Division de Estudios de Posgrado

VNIVER4DAD NACIONAL
AVEN°MA DE
MEXICO

Instituto de Oftalmologia

“Fundacion Conde de Valenciana”

Expresion de citocinas proinflamatorias y su efecto en la composicion de
lagrima de pacientes con sindrome de disfuncion lagrimal, sindrome de

Sjogren, y sujetos sanos: correlacion clinica-inmunoldgica

TESIS DE POSGRADO

Para obtener la

Especialidad en Oftalmologia

Presenta

Dra. Martha Penélope Jaimes Gutiérrez

Tutor de tesis: Dra. Maria del Carmen Jiménez Martinez

Asesor de tesis: Dr. Yonathan Garfias Becerra

Asesor de tesis: Dra. Concepcion Santacruz Valdés

Faculiad de Medicing Mexico, D. F., 2009




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Dr. Enrique Luis Graue Wiechers
Profesor Titular del Curso

Instituto de Oftalmologia “Fundacion Conde de Valenciana”

Dra. Claudia Elena Murillo Correa
Jefa de Enseflanza

Instituto de Oftalmologia “Fundacion Conde de Valenciana”

Dra. Maria del Carmen Jiménez Martinez
Directora de Tesis

Instituto de Oftalmologia “Fundacion Conde de Valenciana”



Agradecimientos

A mi abuelo Nicolas, que siempre supo que todos mis suefios llegarian lejos y

es el viento que impulsa la vela de este barco.

A mi madre, que siempre ha estado a mi lado, que me ha hecho volar y que ha

velado cada uno de mis suefios a pesar de todo el esfuerzo que ha implicado.

A mi padre, que ha sido la inspiracion de muchas tareas y me ha brindado la

oportunidad de seguir adelante.

A Rafael, que hace que el sol salga cada mafana y que me hace olvidar la
fatiga. Gracias al viento que siempre lo trajo de regreso a mi vida. Gracias

porque siempre has tenido fe en mi.

A Hermanosa, que siempre me hace reir y llorar porque siempre ha creido en

mi.

A mis tios Baltazar y Alejandra que me ensefiaron lo satisfactorio que es un dia

de arduo trabajo cientifico.

A Mari Carmen, Yonathan y Conchita, que me han ensefiado tantas cosas y

han sembrado en mi la curiosidad y necesidad de saber mas.

A mis amigos David y Cynthia a los que quiero mucho y me han obligado a

estudiar cuando ya no podia mas.
A todos mis comparfieros residentes que me han ensefiado durante estos afios
gue no todo es dificil, que siempre hay nuevas cosas que aprender y nunca es

tarde para lograr mas.

A todos los pacientes que con mis manos pude sanar y de ellos aprender.



ABREVIATURAS

um: micrometros

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa
ELISA: Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima
IL-1B: Interleucina 1 beta

IL-6: Interleucina 6

IL-2: Interleucina 2

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa
IFN-y: Interferén gama

IL-5: Interleucina 5

IL-4: Interleucina 4

Thl: Respuesta T cooperadora tipo 1

Th2: Respuesta T cooperadora tipo 2

IL-13: Interleucina 13

MRNA: acido ribonucléico mensajero

IL-12: Interleucina 12

MCP-1: proteina quimiotactica de monocitos 1
IL-10: Interleucina 10

IL-8: Interleucina 8

MIP-2: proteina quimiotactica de monocitos 2
HLA-DR: Antigeno leucocitaro humano DR
ICAM-1: Molécula de adhesion intercelular 1
RNA: Acido ribonucléico

TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta



EGF: Factor de crecimiento epitelial

NF-xB: Factor de transcripcion nuclear kappa B
MUCS5AC: Mucina formadora de gel 5AC
MUC?2: Mucina 2

MUC1: Mucina 1

MUC4: Mucina 4

MUC16: Mucina 16

TRPL: tiempo de ruptura de la pelicula lagrimal
mm: milimetros

seg: segundos

min: minutos

ul: microlitros

PBS: Buffer de fosfatos

M: Molar

BSA: albumina sérica bovina

IgG: Inmunoglobulina G

nm: nanémetros

HRP: Peroxidasa de rabano

N: normal

pg/ml: picogramos/mililitro

abs: absorbancia
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INTRODUCCION

La superficie ocular esta cubierta por la pelicula lagrimal que protege, lubrica y
proporciona una mejor superficie de refraccion al sistema visual. En la pelicula lagrimal
(cuyo grosor aproximado se ha estimado entre 35-40 um)' se han caracterizado tres
capas principales que son: lipidica, acuosa y mucinosa. Dentro de estas capas, también
se encuentran electrélitos, citocinas, vitaminas y moléculas con propiedades
antimicrobianas que ayudan a mantener la homeostasis ocular. 2

Las lagrimas tienen una funcion esencial en el mantenimiento de la integridad
conjuntival porque proveen de un ambiente altamente regulado, éptimo vy critico para el
desarrollo adecuado de las funciones epiteliales como la defensa antimicrobiana,

cicatrizacién de heridas y respuestas inflamatorias.?

Los estados de inflamacidn de la superficie ocular

Existen muchas patologias oculares que se caracterizan por inflamacion de la superficie
ocular y se manifiestan como afeccion palpebral, de la conjuntiva, la cérnea y el sistema
glandular productor de la pelicula lagrimal. Estas patologias tienen diversas etiologias
que se pueden clasificar como infecciosas, alérgicas, toxicas, autoinmunes pero que
tienen un factor comun: la inflamacién de la superficie.

Los métodos de estudio para identificacion de citocinas solubles hasta el
momento se han limitado a identificar la expresion génica de éstas al utilizar el principio
de PCR, expresion en la lagrima mediante identificacion con ELISA o Western blot, sin

embargo, estos métodos tienen algunas desventajas metodoldgicas dado que requieren



mucho tiempo para realizarse y grandes cantidades de reactivos y muestra para poder
obtener resultados significativos®.

Esta dificultad técnica se ha combatido al utilizar el ensayo de citocinas solubles
de Becton Dickinson®, que combina los principios de inmunoensayo en sandwich con la
capacidad del citometro de flujo para medir simultdneamente las caracteristicas de
multiples particulas®. Esta técnica permite la deteccién de 1 a 20 citocinas solubles
humanas en una sola muestra de lagrima. El kit de citocinas tiene una adecuada
correlacion con la deteccion con ELISA y es semejante en sensibilidad, exactitud y
reproducibilidad®.

Este método ha encontrado aplicaciones oftalmolégicas importantes en el
estudio de la expresion de citocinas solubles y su variacion diurna en lagrima de sujetos
sanos asi como en estados patolégicos como conjuntivitis alérgica, inflamacién
conjuntival asociada a medicamentos para el tratamiento de glaucoma, sindrome de

disfuncién lagrimal, entre otros.>?!

Citocinas y terapia antiglaucomatosa

El tratamiento del glaucoma con farmacos antiglaucomatosos induce cambios en la
superficie ocular como ojo rojo, disminucion del tiempo de ruptura de pelicula lagrimal y
queratitis punteada superficial. Se ha identificado un incremento en la expresion soluble
de IL-1B, IL-6, IL-12 y TNF-a en pacientes tratados con medicamentos
antiglaucomatosos. También IFN-y, IL-2, IL-5 e IL-4 se encontraron elevadas. Sin

embargo, se noté mayor elevacion de citocinas tipo Th1 en pacientes con glaucoma’.



Esto puede explicar muchos de los sintomas e inflamacién clinicamente evidente en

pacientes en estas condiciones.

Citocinas y alergia ocular

Algunas citocinas pueden estar involucradas en el reclutamiento y activaciéon de
citocinas inflamatorias en los tejidos de pacientes con conjuntivitis alérgica. Muchos
estudios han demostrado expresién tisular de quimiocinas y citocinas en la superficie
ocular sin realizar un analisis cuantitativo® .

En biopsias conjuntivales de pacientes con conjuntivitis alérgica se ha
encontrado un perfil especifico de citocinas de células T, encontrandose predominancia
al perfil Th2 en queratoconjuntivitis vernal y una tendencia hacia patron Th1 en
queratoconjuntivitis atépica®. Se ha encontrado un incremento en la expresion de IL-4 e
IL-13 en la queratoconjuntivits estacional y se cree que los mastocitos y las citocinas
Th2 promueven la respuesta tardia. Se cree que otros tipos celulares y multiples
citocinas estan involucrados en la compleja patogénesis de las enfermedades
alérgicas®®. Se ha sugerido en estudios previos que la lagrima puede ser interpretada
como una representacion de las respuestas in vivo de la superficie ocular. Aunque sélo
hay pequefios numeros de células T presentes en la lagrima, se han utilizado métodos
de identificacién de citocinas intracelulares para caracterizar las poblaciones de células
T en queratoconjuntivitis vernal'®. Estas células son IL-4 positivas, similar a lo que se ha
encontrado en biopsias conjuntiviales®.

Se ha estudiado también el patron de expresion de citocinas solubles en

queratoconjuntivitis vernal, atépica y estacional y se ha observado un incremento en la



expresion de IL-1B1°. Este hallazgo confirma que esta citocina juega un papel critico en
la inflamacioén ocular alérgica, ya que la activacion celular inducida por esta citocina
causa activacion de otros tipos celulares, incremento en los signos clinicos,
degranulacion de mastocitos, infiltracidon por eosindfilos, produccion de mRNA de
quimiocinas. IL-1p también puede estimular respuestas proinflamatorias en el epitelio
conjuntival que son amplificadas por TNF-a.'%"

En ensayos de identificacion de citocinas solubles de han identificado IL-1p, IL-2,
IL-5, IL-6, IL-12, IL-13, MCP-1 en las muestras de lagrima en el grupo de pacientes con
alergia comparados con los controles con una alta correlacién entre estas citocinas.'?
Ademas se encontré6 mas elevada IL-4, INF-y e IL-10 en pacientes con conjuntivitis
estacionaria comparados con la queratoconjuntivitis vernal, mientras que la eotaxina y
TNF-0. se encontraron incrementadas sélo en la queratoconjuntivitis vernal."''? El
incremento del numero de eosindfilos activados, que liberan citocinas inflamatorias y
epiteliotoxicas se encuentra en lagrimas de pacientes con todo tipo de enfermedad
ocular alérgica.

Otra citocina muy importante es IL-8, que esta presente en todas las lagrimas de
sujetos control y no se encontré una elevacion significativa en los grupos de pacientes
con alergia. Se encontraron correlaciones fuertes entre IL-4, IFN-y e IL-13. IL-18, IL-12,
IL-13, IFN-y, eotaxina-1 y MCP-1 se encontraron fuertemente asociadas. No se
encontré6 una relacién significativa ente el estado clinico y nivel de citocinas en
queratoconjuntivitis vernal y atépica.’

Utilizando el ensayo de multiples citocinas se ha encontrado en la

queratoconjuntivitis estacional, vernal y atopica un incremento de citocinas y

quimiocinas principalmente tipo Th2 asi como IL-1B, IL-6 y TNF-a en la



queratoconjuntivitis vernal.'" El nivel de citocinas solubles tiene una pobre correlacidn
con la citologia conjuntival, lo que sugiere que las citocinas no son producidas por las
células conjuntivales. Otras células de superficie incluyendo células epiteliales, linfocitos
intraepiteliales, células dendriticas y mastocitos son fuentes de produccion de

citocinas.®

Citocinas y queratitis infecciosa

Se han identificado también citocinas inflamatorias asociadas a queratitis bacteriana y
viral. Estudios en modelos animales han demostrado que la produccién principal de
citocinas en la cornea es de IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e IFN-y. IL-1B es el principal
mediador inflamatorio que regula la expresion de IL-6 e IL-8 durante la infeccion
bacteriana de la cornea. IL-1B e IL-6 se han encontrado elevadas en corneas con
enfermedades inflamatorias como ulceracién y queratitis'. Esta evidencia sugiere que
las citocinas son moléculas fuertemente involucradas en la inflamacion corneal.

También se ha encontrado elevacion de las citocinas en la pelicula lagrimal en
enfermedades como queratitis viral, posterior a queratectomia fotorefractiva y rosacea
ocular. IL-6 e IL-8 han mostrado mayor expresiéon en la fase aguda de la
enfermedad.™®

IL-6 es un importante mediador de la inflamacion ocular y su papel como una
citocina multifuncional en la infeccion corneal se debe a que es una citocina de los
sistemas de advertencia inflamatoria dado que su expresion aparece inicialmente

después de infeccién viral y bacteriana. La IL-6 se ha reportado como una citocina que

incrementa la produccion de MIP-2 y 1o que son importantes para el reclutamiento de



neutrofilos en la cérnea con infeccion por virus herpes. El incremento de esta citocina
en lagrimas de pacientes con queratitis micética durante los estadios iniciales sugiere
que esta citocina puede estar involucrada en el reclutamiento de polimorfonucleares y
su activacion.™

IL-8 posee una actividad quimiotactica muy importante clave para la infiltracion
celular a la cérnea. El incremento en IL-8 observado en lagrima de pacientes con
queratitis fingica puede ser responsable del incremento de leucocitos'*°.
IL-1B es producida principalmente por macréfagos y monocitos pero también por

células epiteliales corneales. La elevaciéon sostenida de IL-1 contribuye a la destruccion

corneal por un estimulo continuo de infiltracion leucocitaria™®.

Citocinas y sindrome de disfuncién lagrimal

El sindrome de disfuncién lagrimal fue propuesto por el panel de ojo seco de Delphi en
2006 como un término mas adecuado para definir el término ojo seco basado en la
evidencia de que existen mecanismos inflamatorios asociados en la fisiopatologia de
esta enfermedad.® El estudio de los mecanismos fisiopatologicos implicados en esta
patologia nos ha llevado a entender que existe un desequilibrio en los componentes
que estabilizan la pelicula lagrimal que a su vez, lleva a un incremento en la
osmolaridad lagrimal. La exposicion del epitelio a este ambiente de estrés osmoético
activa vias de sefalizacion y liberacion de citocinas inflamatorias y otros mediadores
que pueden iniciar una cascada de eventos inflamatorios que son responsables de la

enfermedad del epitelio y el desarrollo de sintomas irritativos ®°.



En pacientes con sindrome de Sjogren, el proceso patoldgico incluye la
expresion de cambios inmunopatologicos en el epitelio corneal, infiltracion de células
inflamatorias, incremento en la expresion de marcadores de activacion inmunoldgica
como HLA-DR, moléculas de adhesioén intercelular como ICAM-1 y CD40 ademas de un
incremento en citocinas inflamatorias como IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-o..™

Se ha reportado in incremento de los transcritos de RNA de IL-1a, IL-6, IL-8,
TNF-a y TGF-B en conjuntiva de pacientes con sindrome de Sjogren comparado con
sujetos sanos.®'’ Los niveles de IL-1a e IL-8 correlacionan significativamente con la
intensidad de tincidn epitelial corneal e inversamente con la densidad de células
caliciformes. También se ha reportado un incremento significativo de TNF-a en lagrima
de pacientes con Sjogren que no se encontré en sujetos sanos. La expresion de IL-6
tiene una correlacion significativa con los parametros de inflamaciéon de superficie
ocular como el tiempo de ruptura de pelicula Iagrimal.19

Se ha identificado un incremento de concentracién de los niveles de citocinas
inflamatorias, principalmente IL-1a y TNF-a y el incremento en la concentracién de
metaloproteinasas de matriz en la lagrima y epitelio conjuntival de humanos con
queratoconjuntivitis sicca.®

Estudios previos en sistemas de cultivo de epitelio corneal ratones han reportado
que el estrés hiperosmolar o por desecacidn activa las vias de sefalizacién de cinasas
activadas por mitégenos que estimula a su vez la produccion de citocinas y
metaloproteinasas que se han encontrado en pacientes humanos con sindrome de
disfuncién lagrimal.’® También se ha observado reclutamiento de linfocitos CD4+ al

epitelio conjuntival de ratones en respuesta a desecacion.



En un modelo de disfuncion lagrimal experimental se utilizaron ratones BALB/c y
C57BL/6 para medir con PCR y ensayo de citocinas solubles multiple la concentracion
de citocinas en lagrima. En este modelo, existi6 un incremento significativo de los
transcritos de IL-1a, IL-6 y TNF-a en el epitelio corneal y conjuntiva de los ratones
C57BL/6. Se observaron cambios en el patrén de expresion de citocinas en los ratones
C57BL/6 que tuvieron concentraciones significativamente mayores de IL-1a y TNF-a y
las citocinas IL-2, IL-12 e IFN-y en respuesta a la desecacién.®

Se ha demostrado que en modelos de sindrome de disfuncién lagrimal por
desecacion existe una disminucion en la densidad de células caliciformes conjuntivales
y hay mayor pérdida de éstas en ratones C57BL/6. Se ha demostrado que las citocinas
Th1y Th2 ayudan a la diferenciacion epitelial de la mucosa.®

Se sabe que el sindrome de Sjogren se produce por una destruccién autoinmune
de la glandula y todo el aparato lagrimal y se ha identificado una sobreexpresién
sistémica de citocinas en estos pacientes, ademas de presencia de células
inflamatorias en la glandula lagrimal principalmente linfocitos T CD4+ y CD8+." Las
citocinas que se han identificado en suero de los pacientes con sindrome de Sjogren
son: IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a,, TGF-B.°

Se han detectado niveles incrementados de IL-1a en lagrima de pacientes con
sindrome de disfuncién lagrimal y un incremento en RNA de citocinas inflamatorias
como IL-1, IL-6 e IL-8, TNF-a. y TGF-B en epitelio conjuntival de pacientes con sindrome
de Sjogren."®

En publicaciones recientes se ha identificado la sobreexpresion de transcritos de
citocinas proinflamatorias en epitelio conjuntival cultivado de pacientes con sindrome de

Sjégren, principalmente TNF-o. e IFN-y.2" Existe también evidencia del incremento en la



expresion de citocinas en pelicula lagrimal en pacientes con sindrome de Sjogren
identificando mediante ELISA diversas citocinas, entre las que se encuentra EGF, TNF-
o, IFN-y e IL-2.%°

En nuestros estudios previos hemos identificado alteracion en la glicosilacion de
proteinas de superficie ocular de pacientes con sindrome de Sjogren, expresion
anomala de proteinas, alteracion de la concentracion de mucinas formadoras de gel de
lagrimas obtenidas de pacientes con sindrome de Sjogren comparados con sujetos
sanos y pacientes con otro tipo de sindrome de disfuncidon lagrimal (manuscrito en

preparacion).

Efectos de las citocinas en la superficie ocular

Recientemente se ha identificado que TNF-o es capaz de activar, mediante la
activacion de NF-kB la transcripcion de gen de MUC5AC y MUC2 en lineas celulares de
cancer de colon y epitelio conjuntival cultivado estimulado con lipopolisacarido®. Y se ha
demostrado en cultivos celulares de epitelio conjuntival estimulado con TNF-a e IFN-y
una regulacién positiva de expresién de MUC1, MUC4, MUC16 y MUC5AC.® Es
posible que la sobreexpresion de esta citocina tenga los mismos resultados en células
de epitelio conjuntival in vivo que puede ser el factor causal de launa alteracion de la
homeostasis de la pelicula lagrimal que produce las alteraciones clinicas caracteristicas
en sindrome de disfuncién lagrimal del tipo sindrome de Sjogren.

Existe evidencia del reclutamiento de células productoras de IFN-y a la superficie

ocular en sindrome de disfuncion lagrimal. INF-y puede promover la pérdida de células



caliciformes y promover la produccién de un ambiente queratinizante para la superficie
conjuntival.®

Se sabe que IL-6 promueve la migracion celular mediante un mecanismo
dependiente de fibronectina, ademas de estimular la sintesis de colageno y reducir la
produccién de metaloproteinasas de matriz en queratocitos humanos. Por otra parte,
TNF-a se asocia a apoptosis y degeneracion nuclear. Se ha observado que los niveles
de IL-6 disminuyen con el tratamiento con ciclosporina A tépico.’

El IFN-y antagoniza los efectos de IL-13 en la hiperplasia de células
caliciformes.®

El tratamiento de células epiteliales respiratorias con IFN-y las sensibiliza a
apoptosis mediada por TNF-o y ligando de FAS.%8

Existe evidencia de un componente tratable del sindrome de disfuncion lagrimal.
Los estudios clinicos que evaluan la eficacia de antiinflamatorios e inmunomoduladores
como la ciclosporina A y esteroides muestran que existe mejoria en signos clinicos y el
panel Delphi ha considerado utilizar agentes antiinflamatorios para enfermedad
inflamatoria ocular.’® Dados los hallazgos la deteccién de citocinas pueden ser un
indicador objetivo de qué pacientes se beneficiaran de tratamiento antiinflamatorio.

En algunos estudios se ha propuesto que la elevacion de citocinas en lagrima es
un mejor indicador de la severidad de la enfermedad que las pruebas clinicas utilizadas
como la tincién con fluoresceina o prueba de Schirmer.'® Es posible también que la
elevacion de citocinas sea un marcador mas sensible de diagndstico que los signos
tradicionales de sindrome de disfuncidon lagrimal en pacientes con sindrome de

disfuncion lagrimal.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

No hay estudios en los que se cuantifique nivel de citocinas proinflamatorias, grado de
severidad clinica y su correlacion con la expresion de mucinas formadoras de gel en
lagrima de sujetos sanos, pacientes con sindrome de Sjogren y sindrome de disfuncion

lagrimal no Sjogren.

JUSTIFICACION

El estudio de los niveles de expresion de citocinas y su correlaciéon con expresion de
mucinas formadoras de gel permitira determinar el efecto de la inflamacion en la
composicion protéica de la lagrima en sujetos con sindrome de Sjogren, sindrome de

disfuncién lagrimal no Sjogren y sujetos sanos.

OBJETIVO GENERAL

Cuantificar citocinas proinflamatorias en muestra de lagrima de sujetos sanos,

pacientes con sindrome de Sjogren y sindrome de disfuncion lagrimal no Sjogren y

correlacionar los hallazgos inmunoldgicos y bioquimicos con los datos clinicos.

11



OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la correlacién entre variables clinicas y bioquimicas

— Expresion de citocinas y mucinas formadoras de gel en una muestra de
lagrima de los diferentes grupos de estudio.
Determinar si la severidad de ojo seco correlaciona con variables bioquimicas e

inmunoldgicas estudiadas.

PACIENTES, MATERIAL Y METODOS

Grupos de estudio

a)

Sujetos sanos: se seleccionaron individuos mayores de 18 anos, sanos y sin
patologia ocular asociada que aceptaron participar en el estudio. Criterios de
inclusion: tiempo de ruptura de pelicula lagrimal (TRPL) =7 seg, prueba de
Schirmer Il 2 7 mm en 5 min y un puntaje < 12 en cuestionario sobre sintomas de
ojo seco validado por la Sociedad Espafiola de Oftalmologia (ver anexo 1)%.
Criterios de exclusién: individuos menores de 18 anos, que no aceptaron
participar en el estudio, que usaran tratamiento sustitutivo de lagrima o lentes de
contacto.

Pacientes con sindrome de disfuncion lagrimal no Sjogren: Se seleccionaron
individuos mayores de 18 afos, sin antecedentes de sindrome de Sjogren, sin
glaucoma, pterigién, estenosis del conducto nasolagrimal o conjuntivitis
viral/bacteriana/quimica o alérgica, que aceptaron participar en el estudio y que

fueron diagnosticados con sindrome de disfuncién lagrimal manifestado por
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TRPL < 7 seg, prueba de Schirmer Il < 7 mm en 5 min y sintomas (= 12 en
cuestionario de la Sociedad Espanola de Oftalmologia). Los pacientes no debian
utilizar algun tratamiento sustitutivo de lagrima o lentes de contacto.

c) Pacientes con sindrome de Sjogren: Se seleccionaron individuos mayores de 18
afios, con diagnostico de sindrome de Sjogren secundario confirmado con
biopsia de mucosa oral y/o anticuerpos positivos anti SS1 y SS2. Los pacientes
debian tener sindrome de disfuncion lagrimal manifestado por TRPL < 7 segq,
prueba de Schirmer Il £ 7 mm en 5 min y sintomas (= 12 en cuestionario de la

Sociedad Espariola de Oftalmologia).

Los pacientes fueron captados del servicio de consulta externa del Instituto de
Oftalmologia “Fundacion Conde de Valenciana” durante su evaluacion inicial. Antes de
pasar a su revision oftalmoldgica, cada paciente leyo y firmoé carta de consentimiento
bajo informacion y contestd un cuestionario de sintomas de sindrome de disfuncion
lagrimal validado por la Sociedad Espanola de Oftalmologia (anexo 1). Posterior a esto,

se procedio a la toma de muestra y evaluacién oftalmolégica por un solo evaluador.

Toma de muestra de lagrima

Con los pacientes en posicion supina y antes de realizarse su examen oftalmoldgico, se
instilaron 60 ul de solucion salina al 0.9% en cada ojo, se pidio al sujeto parpadear en 3

ocasiones y se obtuvo una muestra de lagrima con capilar estéril de ambos ojos.
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Medicién de secrecion basal de lagrima: prueba de Schirmer Il

Posteriormente se aplico una gota de tetracaina sédica 5 mg/ml en cada ojo. Se
esperaron 5 minutos para lograr efecto 6ptimo del farmaco. Se colocaron tiras
graduadas de papel filtro estériles (Tear Flo®) en la region externa del tarso inferior de
cada ojo. El paciente permaneci6 por 5 minutos con los ojos cerrados y posteriormente

se retiraron las tiras y se cuantificé en milimetros la secrecion basal de lagrima.

Medicion de tiempo de ruptura de pelicula lagrimal

Ya que el paciente se encontraba anestesiado, se aplico fluoresceina estéril a cada ojo
y se midié con haz de luz azul de cobalto el tiempo de ruptura de pelicula lagrimal
cuantificado con cronémetro digital en segundos y microsegundos. Posteriormente se
continud con valoracion oftalmoldgica integral para corroborar que el sujeto no cumplia

con criterios de exclusion.

ELISA para identificar MUC5AC, MUC2

A cada muestra se determind el volumen final, asi como la concentracion de proteina
utilizando un kit de determinacion de concentracién de proteina de BioRad® basado en
el método de Lowry modificado y utilizando 1 ul de muestra para cada ensayo por
duplicado. Posteriormente, se almacend la muestra a < 70°C hasta el momento de la

adsorcion en placa de ELISA.
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Para realizar los ELISAs, se adsorbieron las proteinas de lagrima a una placa de ELISA
Nunc® de 96 pozos con fondo plano de capacidad 400 pl. Se ajustd cada muestra a 1
ug de proteina total por duplicado junto con una curva de concentracion decreciente de
lagrima de sujeto sano partiendo de 10 ug a 0 ug de proteina total en diluciones
consecutivas. Se afadié buffer de carbonatos con pH 9.5 para constituir un volumen

final de 50 ul. Se desecaron las placas durante 24 horas.

Posteriormente, las placas se lavaron 2 veces con PBS (phosphate buffer saline 0.154
M)-tween 0.05% y se incubd cada pozo con 300 ul de PBS-BSA (albumina sérica
bovina) 1% durante 2 horas con el fin de bloquear posibles sitios de union inespecificos
de los anticuerpos. De nuevo se lavaron las placas 2 veces con PBS-tween 0.05% y se

agrego el anticuerpo primario:

1. Anti Mucina 5AC de raton anti humano Ab-2 Neo-Markers® (1-13M1) cuyo
epitope se encuentra entre la region TSP1 y 2 del core protéico de MUC5AC
cercano a la region amino terminal. Se utilizé una dilucién 1:100 con PBS-BSA
1%. Se incubd cada pozo con 100 ul durante 2 horas.

2. Anti Mucina 2 de ratén anti humano B306.1 Abcam®, IgG1 cuyo epitope se
encuentra dirigido a una regién de repetidos tandem especificos de MUC2. Se
utilizé una dilucién 1:1000 con PBS-BSA 1% y se incubd cada pozo con 100 pl

durante 2 horas.

Después de la incubacion con el anticuerpo o lectina primarios, se lavaron las placas 2

veces con PBS-tween 0.05% y se incubaron con anticuerpo secundario goat anti mouse

15



IgG (H+L) conjugado con biotina de Jackson Immuno Research® a una dilucion 1:1000
en PBS-BSA 1%, 100 pl por pozo durante 1 hora y 30 minutos. Posteriormente todas
las placas se lavaron con PBS-tween 0.05% en 2 ocasiones y se incubaron con
streptavidina-HRP (DY998 R&D Systems) a una dilucion 1:200 en PBS-tween 0.05%
durante 1 hora en oscuridad. Se lavaron las placas 2 veces con PBS-tween 0.05% y se
incubaron con tetrametilbencidina y peroxido de hidrogeno (DY999 R&D Systems)
durante 20 minutos en oscuridad. Se detuvo la reaccion con acido sulfurico 2.5 N.

Se leyeron las placas en lector de ELISA Multiskan Ascent de Thermo Labsystems a

longitud de onda 450/540 nm.

Cuantificacién de citocinas solubles

Para la cuantificacion de citocinas solubles se utilizé un kit de determinacion de
concentracion de citocinas mediante citometria de flujo (Cytometric Bead Array cytokine
detection Kit), en donde se detectan seis tipos de citocinas mediante perlas con distinta
intensidad de fluorescencia cubiertas con anticuerpos de captura como: IL-2, IL-4, IL-5,
IL-10, TNF-a e IFN-y. Los reactivos estan conjugados con ficoeritrina y tienen el

siguiente limite de deteccion:
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Tabla 1. Caracteristicas de deteccion de las diferentes citocinas del Kit de deteccidn.

Citocina Fluorescencia Desviacion Limite minimo de
media estandar deteccion del kit (pg/ml)
IL-2 3.3 0.2 2.6
IL-4 2.3 0.2 2.6
IL-5 2.6 0.2 24
IL-10 24 0.2 2.8
TNF-a 2.0 0.2 2.8
IFN-y 2.1 0.3 7.1

Para analizar las muestras se debe realizar una dilucién estandarizada incluida en el kit
de deteccion de donde se obtiene una curva estandarizada. Se realizé una mezcla de
50 ul de lagrima a cada tubo de ensayo, 50 ul de perlas de deteccion y se anadid

también 50 ul de reactivo de deteccion (ficoeritrina), se incubé durante 3 horas y se

lavaron las muestras para ser analizadas.

El software para analisis realiza la conversion de fluorescencia a concentracion a

partir de la curva estandarizada. En la figura 1 se observa una curva estandarizada de

detecciéon de TNF-a.
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Figura 1. Ejemplo de curva modelo estandarizada de deteccion de TNF-a.

Analisis estadistico

Se realizé un analisis estadistico descriptivo para todas las variables, utilizando
medidas de tendencia central y desviacion estandar. Se realizd analisis de
concentracién de MUC2 y 5AC (valorado en absorbancia en nanémetros) entre grupos
y concentracion de citocinas inflamatorias (picogramos/mililitro), relacion entre citocinas
Th1 y Th2 y analisis de correlacion (prueba de Pearson) entre sintomatologia de
sindrome de disfuncion lagrimal, TRPL y prueba de Schirmer Il y los métodos de
identificacion ya mencionados, considerandose una correlacion significativa £0.8 y una

p<0.05.
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Se compararon las pruebas de identificacion de MUC5AC y MUC2 y concentracion de
citocinas entre grupos utilizando la prueba de ANOVA. Se utilizé la prueba de xz para
determinar diferencias entre variables no paramétricas. Se consideré diferencia

estadisticamente significativa a todo valor de p <0.05.
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RESULTADOS

Caracterizacion clinica de los pacientes que ingresaron a este estudio
Se incluyeron 42 pacientes, de los cuales 11 fueron identificados como sujetos sanos,

19 con sindrome de disfuncién lagrimal y 12 con sindrome de Sjégren secundario.

Debido a los resultados obtenidos en las diferentes pruebas diagndsticas, se decidio
agrupar a los pacientes de acuerdo a los hallazgos obtenidos en las mismas y a su

evaluacion clinica. De esta forma, se identificaron 3 grupos de estudio:

a) Sujetos sanos
b) Pacientes con sindrome de disfuncién lagrimal no Sjogren

c) Pacientes con sindrome de Sjogren secundario.

La edad promedio de los sujetos fue de 44 afios (rango 18-83), no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas respecto a edad entre los diferentes grupos
de estudio. De los pacientes que participaron en este trabajo, el 37% fueron hombres y

63% mujeres.

En la tabla 2 y la figura 2 se observa la distribucion de los grupos de acuerdo a
sintomas, TRPL y prueba de Schirmer Il. Se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas con un valor de p< 0.05 para cada uno de los parametros evaluados

excepto para edad.
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los grupos de estudio (media, rango para edad y

desviacion estandar).

Grupo Edad (afios) |Sintomas (puntos) [TRPL (seg.) |Schirmer Il (mm).
Sanos 33.3(22,58) |6.36+4.22* 9.66+1.54* |18.3618.74*

No Sjogren |44.3(18-83) 16.29+10.13* 5.38+£3.03* |12.92+7.89*
Sjogren 55.36 (41,85) |29.45+14.98* 2.84+1.03* |1.95+1.19*
*p<0.05

Caracteristicas clinicas de los grupos de estudio

55,36

Edad (Afios)

B Sanos M NoSjdgren

Sintomas (puntos)

W Sjogren

Figura 2. Caracteristicas clinicas de los grupos de estudio. Pacientes Sjogren con

caracteristicas clinicas mas severas p<0.05.

En todas las evaluaciones realizadas se observd que en el grupo de pacientes

con Sindrome de Sjogren las alteraciones clinicas eran mayores y caracterizadas por

filamentos mucinosos, hiperemia conjuntival y tincidon con rosa de bengala en la

superficie corneal y conjuntival. Cabe destacar la ausencia de estas manifestaciones en

pacientes con sindrome de disfuncion lagrimal y sujetos sanos.
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Caracterizacion cuantitativa mucinas de lagrima en los pacientes que participaron

en este estudio

No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la
concentracion total de proteinas entre cada uno de los grupos (figura 3). La
cuantificacién de mucinas formadoras de gel mostré que el grupo de pacientes con
sindrome de Sjogren tuvo concentraciones mas altas de las mismas comparados con
los otros grupos (Figura 4 y 5). En la tabla 3 se representa el promedio de la
concentracion total de proteina obtenida en cada grupo, la absorbancia en nanémetros

de MUC5AC y MUC2.

Concentracion total de proteina

W Concentracion total de proteina

3,00 2,67

2,00
1,50
1,00

0,50

0,00

Sano No Sjogren Sjogren

Figura 3. Promedio de concentracion de proteina total de la muestra de lagrima
obtenida expresado en png/uL. No se obtuvieron diferencias estadisticamente

significativas entre grupos.
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Figura 4. Grafica de absorbancia media en nanometros de MUCS5AC para cada uno de
los grupos. Existe una diferencia estadisticamente significativa en el grupo de pacientes

Sjogren (*p<0.05).
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Figura 5. Grafica de absorbancia media en nanémetros de MUC2 para cada uno de los
grupos. Existe una diferencia estadisticamente significativa en el grupo de pacientes

Sjogren (*p<0.05).



Tabla 3. Promedio y desviacion estandar de concentracion de proteina, expresion de

MUCS5AC y MUC2 para cada uno de los grupos de estudio.

Grupo Concentracion
proteina pug/ul MUCS5AC, abs nm. MUC?2, abs nm.
Sano 1,54+0,94 0,44+0,26 0,10+0,06
No Sjogren 2,67+4,11 0,31+0,29 0,12+0,11
Sjogren 1,35+1,17 1,14+0,39* 0,18+0,06*
*p<0.05

Cuantificacion de citocinas solubles en los pacientes que participaron en el

estudio

La tabla 4 muestra la concentracion media y desviacion estandar de concentracion de

diferentes citocinas en sujetos con sindrome de Sjogren, sujetos sanos y pacientes con

sindrome de disfuncion lagrimal no Sjogren.

Las figuras 5 a 10 muestran la concentracion media de citocinas en los diferentes

grupos de pacientes.

Tabla 4. Media y desviacién estandar (SD) de cuantificacion (pg/ml) de cada una

de las citocinas analizadas en los diferentes grupos.

TNF-a IL-10 IL-5 IL-4 IL-2
6,31+£26.75 1,65+5.09 2,14+7.03 | 1,06+3.42 | 1,13+5.46 1,24+4.77
Sanos No No No No No No
detectable detectable | detectable | detectable | detectable | detectable
No
7,64+£29.39 2+5.56 2,59+7.69 | 1,28+3.74 | 1,37+6.01 1,5£5.23
Sjogren No No No No No
detectable detectable | detectable | detectable detectable
Sjogren
37,94+64.87* | 9,97+14.60* | 7,43+12.34 | 8,75+19.41 | 8,73+15.01* | 5£9.42
*p<0.05
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Se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa en la concentracion de IFN-y y
TNF-a en los pacientes con sindrome de Sjogren comparados con los sujetos sanos y
placientes con sindrome de disfuncion lagrimal no Sjogren (p<0.001), asi como IL-4
comparando pacientes Sjogren y sujetos sanos (p<0.05). Es importante mencionar, que
el limite de deteccidon es menor para todas las citocinas en el grupo de sujetos sanos,
en el grupo de sindrome de Sjogren se observa positividad para todas las citocinas y en

el grupo de disfuncion lagrimal no Sjogren sélo tuvo positividad para IFN-y.

IFN-y .
40 - 37,94
35
30
25
20
15 -

10 - 6,31

Sano NoSjogren Sjogren

Figura 5. Expresion de IFN-y (pg/mL) en muestras de lagrima en los diferentes grupos
de estudio, se observa un incremento estadisticamente significativo en los pacientes
con sindrome de Sjogren comparados con los sujetos sanos y pacientes con sindrome
de disfuncion lagrimal no Sjogren. La linea representa el limite de deteccién de IFN-[]

por el kit de citocinas. *p<0.05.
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Figura 6. Expresion de TNF-a(pg/mL) en muestras de lagrima en los diferentes grupos
de estudio, se observa un incremento estadisticamente significativo en los pacientes
con sindrome Sjogren comparados con sujetos sanos y pacientes con sindrome de
disfuncion lagrimal no Sjogren. La linea representa el limite de deteccién de TNF-a por

el kit de citocinas. *p<0.05.
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Figura 7. Expresion de IL-4 (pg/mL) en muestras de lagrima en los diferentes grupos de
estudio, se observa un incremento estadisticamente significativo en sujetos con
sindrome Sjogren comparados con sujetos sanos, no se pudo demostrar diferencia
estadisticamente significativa con sujetos con sindrome de disfuncion lagrimal no
Sjogren. La linea representa el limite de deteccion de IL-4 por el kit de citocinas.

*p<0.05.
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Figura 8. Expresion de IL-10 (pg/mL) en muestras de lagrima en los diferentes grupos
de estudio, se observa un incremento en sujetos con sindrome Sjégren comparados
con sujetos sanos y paciente con sindrome de disfuncién lagrimal no Sjégren. La linea

representa el limite de deteccion de IL-10 por el kit de citocinas.
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Figura 9. Expresion de IL-5 (pg/mL) en muestras de lagrima en los diferentes grupos de
estudio, se observa un incremento en sujetos con sindrome Sjoégren comparados con
sujetos sanos y pacientes con sindrome de disfuncion lagrimal no Sjogren. La linea

representa el limite de deteccion de IL-5 por el kit de citocinas.
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Figura 10. Expresién de IL-2 (pg/mL) en muestras de lagrima en los diferentes grupos
de estudio, se observa un incremento en sujetos con sindrome Sjégren comparados
con sujetos sanos y sujetos con sindrome de disfuncion lagrimal no Sjégren. La linea

representa el limite de deteccion de IL-2 por el kit de citocinas.

Relacion de citocinas Th1/Th2 en muestras de lagrima

Se realizé una relacién para cada una de las citocinas reportadas para identificar el
patron diferencial Th1/Th2. Se realiz6 media de concentracion de TNF-o/IFN-y, IL-
10/IFN-y, IL-5/IFN-y, IL-4/IFN-y, IL-2/IFN-y y relacién TNF-a/IL-10, IFN-y/IL-10, IL-5/IL-
10, IL-4/IL-10, IL-2/IL-10. La tabla 5 y las figuras 11 y 12 muestran las relaciones

obtenidas.
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Tabla 5. Relacion de citocinas Th1/Th2 en muestras de lagrima

Citocina Sanos No Sjogren Sjogren
TNF-a/IFN-y | 0.2+0.447 0.0145+0.063 0.1978+0.273
IL-10/IFN-y | 0.2095+0.468 0.0328+0.099 0.0784+0.098
IL-5/IFN-y | 0.1619+0.362 0.0163+0.049 0.1954+0.382
IL-4/IFN-y | 0.2047+0.457 0.0107+0.046 0.0789+0.120
IL-2/IFN-y | 0.2857+0.638 0.0091+0.039 0.1474+0.386
IFN-y/IL-10 | 0.1909+0.426 0.3457+1.050 2.2618+2.838*
TNF-a/IL-10 | 0.1909+0.426 0.1413+0.347 0.7595+0.894*
IL-5/IL-10 | 0.1545+0.345 0.0522+0156 0+1.956
IL-4/IL-10 | 0.1954+0.437 0.0410+0.178 0.5006+0.625*
IL-2/IL-10 | 0.2727+0.609 0.0349+0.152 0+0.310
*p<0.05

Relacion de citocinas vs. IFN-y
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Figura 11. Relacion de citocinas con IFN-y. No se observé relacion con diferencia

estadisticamente significativa entre grupos.

Relacion de citocinas vs. IL-10

M Sanos
H No Sjogren

W Sjogren

IFN-g/IL-10 TNF-a/IL-10 IL-5/IL-10 IL-4/IL-10 IL-2/IL-10

Figura 12. Relacion de citocinas con IL-10. Se observo relacion con diferencia
estadisticamente significativa entre Sjogren para IFN-y/IL-10, TNF-o/IL-10 e [L-4/IL-10

(*p<0.02).

Se encontrd una relacion estadisticamente significativa con p <0.02 de la proporcion de
IFN-y/IL-10, TNF-o/IL-10 e IL-4/IL-10 en pacientes Sjogren comparados con los otros
grupos. Esto implica un balance positivo de la expresién de citocinas proinflamatorias

mas que inmunomoduladoras en las muestras de lagrima de nuestros pacientes.
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Correlacion entre la concentracion de mucinas formadoras de gel, citocinas
proinflamatorias y severidad clinica
El analisis de correlacion para cada uno de los parametros no demostré correlacion
estadisticamente significativa entre las caracteristicas clinicas y los parametros
bioquimicos estudiados o entre la expresion de MUC5AC y MUC2 y la expresion de
citocinas solubles.

En el analisis de cada uno de los grupos se obtuvo una correlacion fuerte (>0.90)

respecto a la expresion de todas las citocinas comparadas entre los diversos grupos.

32



DISCUSION

El objetivo principal de este estudio fue la identificacion de citocinas solubles y la
expresion de mucinas formadoras de gel asi como determinar si existe correlacion entre
los parametros clinicos que se utilizan para el diagnéstico de sindrome de disfuncion
lagrimal, la concentracion de citocinas y la expresién de mucinas formadoras de gel que
puedan ayudar a explicar los procesos fisiopatolégicos que ocurren en la superficie
ocular en estos pacientes y que puedan explicar la severidad de las manifestaciones
clinicas observadas.

El sindrome de disfuncién lagrimal es una condicion patolégica muy heterogénea
que se manifiesta clinicamente con sintomas irritativos y signos clinicos como TRPL y
prueba de Schirmer Il alterados dependiendo de su etiologia®. En el caso del sindrome
de disfuncion lagrimal, ésta es muy diversa caracterizandose principalmente 2 grupos:

1. Secundario a deficiencia de fase acuosa de la pelicula lagrimal

2. Secundario a evaporacion de la pelicula lagrimal.

La queratoconjuntivitis sicca es una condicion en la cual existen muchas
alteraciones en el aparato lagrimal (que incluye la glandula lagrimal, superficie ocular,
parpados y conducto nasolagrimal), o que culmina con inestabilidad de la pelicula
lagrimal, con grados variables de desecacion y cambios estructurales en las
glicoproteinas formadoras de gel de la superficie ocular.? Una manifestacién comuin es
el sindrome de Sjogren, en el que existe una destruccion autoinmune a la glandula
lagrimal, lo que produce una reduccion en la secrecién acuosa de la pelicula lagrimal,
disminucion en la densidad de células caliciformes y acumulo de grandes cantidades de

secrecion mucosa andmala muy viscosa.>’
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En nuestro estudio se identificé una mayor concentracion de mucinas formadaras
de gel en las muestras de pacientes con sindrome de Sjogren, por lo que es posible
que la regulacion positiva de las mucinas formadoras de gel sea un mecanismo de
adaptacion a la desecacidon secundaria al proceso etioldgico principal que consiste en la
destruccién autoinmune de la glandula lagrimal principal.

Las diferencias en cuanto a concentracion de mucinas formadoras de gel

observadas en los pacientes con sindrome de Sjogren secundario sugieren algun factor
relacionado con mecanismos compensadores de la desecacién de superficie
secundario a activacion de factores de transcripcion como NF-«B dependiente de
citocinas proinflamatorias, particularmente TNF-a. que presenta una regulacion positiva
en estados inflamatorios de la superficie ocular como es el sindrome de Sjogren,
fendbmeno también observado en nuestro estudio, aunque no se observd una fuerte
correlacion entre estos parametros esto quiza debido al tamafio de la muestra.
Se observo un incremento significativo de IFN-y también en paciente con sindrome
Sjogren y una tendencia al incremento en la expresion en las otras citocinas
identificadas con este nuevo método de estudio. La importancia de esto radica en la
posible utilidad de este método de deteccibn para monitorizacion clinica y
determinacion de actividad inflamatoria en la superficie ocular en pacientes con
enfermedades inflamatorias como el sindrome de Sjogren dado que es un método
rapido y sencillo de realizar.’

En nuestro estudio se observé también una tendencia a la expresion de citocinas
proinflamatorias tipo Th1 en pacientes con sindrome de Sjogren. Estos hallazgos son
semejantes a lo publicado por algunos otros autores que sugieren que la relacion de

citocinas Th1/Th2 es un método confiable de caracterizacion de la inflamaciéon en
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diferentes patologias como rosacea, estados alérgicos como asma y conjuntivitis
alérgica.’® La implicacidon clinica de este hallazgo debe enfocarse a modificar el
tratamiento de tal forma que se produzca una modificacion de la respuesta celular y la
produccién de citocinas proinflamatorias.

Este estudio también muestra la importancia de la expresion de citocinas
solubles en el sindrome de Sjogren, que se caracteriza por lesion epitelial conjuntival
significativa. Es posible que la alta expresion de citocinas esté relacionada con el
mecanismo fisiopatoldgico y sea util para la monitorizacion clinica de estos pacientes,
ya que en la actualidad los métodos de deteccion de actividad inflamatoria de la
superficie ocular son metodolégicamente complejos, no existe una correlacién
significativa entre los hallazgos clinicos y los métodos basicos y en algunos otros
estudios la actividad clinica se monitoriza mediante deteccion sistémica de citocinas y
esto no tiene una adecuada correlacién con el estado de inflamacion local.*

Los resultados de este estudio se han presentado en el congreso anual de la

Association for Research in Vision and Ophthalmology, que se llevé a cabo en Fort

Lauderdale, Florida en el mes de mayo del presente aino.
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Anexo 1. Cuestionario de sintomatologia de sindrome de ojo seco validado por la

Sociedad Espafola de Oftalmologia aplicado a nuestros pacientes

Fecha: / /09

No.

Nombre:

Edad: Género: F( ) M( )

Direccion:

Ocupacion:

1. ¢ Padece Ud. Alguna enfermedad?  Si No

2. ¢Cual?

3. Motivo de consulta:

4. ; Utiliza lentes? Si No
5. ¢Son de contacto? Si No

6. ¢, Desde hace cuanto tiempo?

7. ¢ Alguna vez le han diagnosticado ojo seco? Si No

8. Si es asi, ¢ qué clase de tratamiento ha recibido?

9. ¢ Utiliza gotas o sustitutos de lagrima mas de tres veces al dia? Si No

En la siguiente seccion, califique cada uno de los sintomas de acuerdo con la siguiente

puntuacion:
0: No tiene este sintoma
1: Pocas veces tiene este sintoma
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2: A veces tiene este sintoma pero no le molesta

3: Frecuentemente tiene este sintoma, le molesta, pero no interfiere con sus
actividades
4. Frecuentemente tiene este sintoma, le molesta e interfiere con sus actividades

Enrojecimiento ocular

Borde de parpados inflamados
Escamas o costras en parpados
Ojos pegados al levantarse
Secreciones (legafas)

Sequedad de ojo

Sensacion de arenilla

Sensacion de cuerpo extrafo
Ardor/quemazén

Picor

Malestar de ojos

Dolor agudo (pinchazos en los ojos)
Lagrimeo

Ojos llorosos

Sensibilidad a la luz (fotofobia)
Vision borrosa transitoria que mejora con parpadeo
Cansancio de ojos o parpados

Sensacion de pesadez ocular o palpebral
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