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RESUMEN

El sindrome de ojo seco (SOS) constituye una de las patologias oculares mas frecuentes y con mayor
repercusion en la calidad de vida de pacientes en el mundo actual. A su vez, dado cambios en los habitos
como el mayor uso de pantallas, la mayor poluciéon y el envejecimiento poblacional hacen que la
proyeccion sea en aumento.

Se estima que el 10% de los SOS son pacientes con sindrome de Sjogren (SS). Este puede ser primario
o secundario cuando se encuentra asociado a otras enfermedades del tejido conectivo como el lupus
eritematoso sistémico (LES), la artritis reumatoide (AR) o la esclerosis sistémica (ES). EI SOS
secundario a SS (SS-SOS) nos resulta de particular interés por ser generalmente severo y de dificil
tratamiento. El suero autdélogo (SA) constituye una herramienta poco utilizada en nuestro medio hasta
la realizacion de este proyecto. Sus componentes, que incluyen factores de crecimiento epitelial y
vitamina A constituyen bloques fundamentales del mantenimiento de las barreras epiteliales haciéndolo
una terapia prometedora y accesible.

El SS es la tercera enfermedad reumatica mas prevalente junto con AR y el LES. Se estima que la
prevalencia del SSP va del 0.1 al 4.8% de la poblacion dependiendo de la edad, y 90% de estos pacientes
son mujeres. A pesar de su alta prevalencia, aun hay gran desconocimiento de los mecanismos
moleculares involucrados en el SS-SOS.

Tanto la inmunidad innata como adaptativa participan en la patogenia del SOS asociado a SS. Estudios
previos encontraron que tanto un perfil Thl como Th17 serian los principales actores. Por este motivo,
elegimos el estudio de las citoquinas IL-17 e IL-22 las cuales son las principales citoquinas efectoras
de este perfil linfocitario. Estas citoquinas mantienen la integridad de la barrera epitelial estimulando
la formacién de proteinas que conforman las uniones estrechas. En especial IL-22 tiene un rol
importante en la supervivencia y proliferacion celular. Por su parte IL-17 tendria un rol estimulando la
produccion de péptidos antimicrobianos y quimioquinas que atraen leucocitos a la zona afectada
cuando la barrera epitelial es penetrada.

En la escasa literatura publicada se ha observado que los niveles de IL-17 e IL-22 se encuentran
aumentados significativamente en pacientes con SS-SOS con relacion a los no SS y a los controles
sanos. A su vez, el nivel de estas citoquinas se correlacionaba positivamente con el cuestionario de
queratopatia del indice de enfermedad de la superficie ocular (OSDI por su sigla en inglés) y
negativamente con el tiempo de rotura del film lagrimal (TBUT por su sigla en inglés) y el resultado
de la prueba de Schirmer. Debemos destacar que estos resultados fueron vistos en un unico estudio que
incluy6 un pequefio nimero de pacientes.

Las mucinas jugarian un rol fundamental en la homeostasis de la superficie ocular (SO). En particular
las mucinas transmembrana MUC1, MUC4 y MUC16 estarian involucradas en la activacion de factores

de transcripcion de citoquinas proinflamatorias.

Nuestra hipotesis inicial era que se podria observar una disminucion en la expresion de estas mucinas
en relacion con el dafio de la SO. Esta hipotesis se baso en el conocido rol protector que las mucinas
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juegan normalmente en las superficies epiteliales, atrapando agentes patogenos y su estudiada
naturaleza inmunorreguladora.

A lo largo de este trabajo de doctorado PROINBIO, se utilizé una combinacion de diversas estrategias
experimentales y clinicas para estudiar la superficie ocular en pacientes con sindrome de Sjogren (SS)
y sindrome de ojo seco (SOS) y la correlacion de estos hallazgos con la clinica del paciente. Para el
desarrollo de este proyecto de investigacion, conseguimos articular un servicio dirigido a los pacientes
con SOS con la participacion de un equipo multidisciplinario integrado por médicos oftalmologos
pertenecientes a la catedra de oftalmologia (valoracién- seguimiento - indicacion terapéutica),
hemoterapia (desarrollo del colirio de suero autdlogo) y unidad de enfermedades autoinmunes
(captacion de los pacientes con sindrome de Sjogren primario o secundario) del Hospital de Clinicas
en Montevideo, Uruguay. Al mismo tiempo, desarrollamos y pusimos a punto la toma de biopsias de
células conjuntivales mediante impresion conjuntival. Este procedimiento se habia realizado
anteriormente en nuestro medio, pero nunca para el estudio posterior con técnica de RT-PCR (reaccion
en cadena de la polimerasa en tiempo real). También conseguimos sistematizar el correcto
almacenamiento y procesamiento de las muestras para la realizacion de esta técnica. Esto facilitara en
el futuro continuar con el estudio de nuevos marcadores en esta y otras patologias de la SO.

Nuestros resultados nos permitieron arribar a las siguientes conclusiones:

Determinamos la primera estimacion de prevalencia de SOS en una poblacion de pacientes con
diagndstico de otras patologias autoinmunes en nuestra poblacion la cual fue discretamente menor a la
reportada en la literatura. Esta fue de 22% de los pacientes, constituyendo la primera estimacion en
Uruguay de SOS en pacientes con patologia autoinmune.

Logramos medir la expresion de las tres principales mucinas transmembrana de la SO en nuestro grupo
de pacientes estudiados e individuos sanos. Contrario a nuestra hipotesis, observamos un aumento
significativo de la expresion de MUC1 y MUC4 en nuestro grupo de pacientes con SOS. A pesar de
que es conocido el rol fundamental de las mucinas en mantener la homeostasis de la SO, se ha descrito
el aumento en la expresion de MUC1 y MUC4 frente al dafio inflamatorio o en casos de neoplasias
tanto en el epitelio digestivo como respiratorio.

Detectamos una diferencia en la expresion de estas mucinas entre pacientes con SSP donde observamos
un aumento de las tres mucinas de estudio (MUCI1, MUC4 y MUC16) y SSS donde unicamente MUC1
se vio significativamente elevada.

Asimismo, correlacionamos estos hallazgos con la clinica (sintomas y signos de ojo seco) observando
que MUC4 correlaciona significativamente tanto con menor produccion del film lagrimal como con un
mayor grado de queratopatia superficial. La correlacion de MUC4 con los sintomas de SOS no fue
significativa lo cual pensamos si se observaria probablemente incluyendo un mayor nimero de
pacientes en el estudio.
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Por otra parte, MUC1 y MUC16 se correlacionaron positivamente con una presencia de sintomas mas
severos de SOS pero su correlacion con los signos clinicos de SOS no llegoé al nivel de significancia
excepto en el caso de MUCI con relacion al grado de queratopatia.

Evaluamos la expresion de citoquinas proinflamatorias del perfil Th17 como son IL-17 e IL-22.
Observamos como la IL 22 se correlaciona con la expresion de MUC16, la cual a su vez aumenta en
pacientes con mayor sintomatologia de SOS. Encontramos una correlacion significativa entre la
expresion de ambas citoquinas como era esperable ya que ambas son citoquinas que corresponden a un
mismo perfil de respuesta linfocitaria.

No pudimos reproducir los resultados vistos en la literatura, aunque escasa, la cual reporta que los
pacientes con SOS presentan un aumento de estas citoquinas en relacion a una mayor severidad clinica
del SS-SOS. En nuestro estudio no observamos diferencia entre nuestro grupo de pacientes y el grupo
control ni una correlacion con los sintomas o signos del SOS.

Analizamos la expresion de MUC1, MUC4 y MUCI16 comparando el grupo de pacientes con SS
tratados con inmunomoduladores versus los no tratados observando una diferencia interesante entre
estos dos grupos. Mientras ambos grupos sobre expresan MUCI. Los pacientes en tratamiento
presentan un aumento de MUC4 y no de MUC16 y lo inverso se observa en los pacientes no tratados.

Evidenciamos la mejoria sintomatica del tratamiento de estos pacientes con suero autdlogo al 20% el
cual es una opcion terapéutica disponible en nuestro medio que estd subutilizada por la falta de
evidencia clinica hasta el momento. Estos resultados son un sustento objetivo de la efectividad del
tratamiento para este grupo de pacientes.

En suma, este trabajo constituye una aproximacién a comprender como varia la expresion a nivel de
ARN mensajero de mucinas transmembranarias especificas y su asociacion con citoquinas de perfil
Th17, asi como sintomas y signos clinicos del SS-SOS. Constituye un gran paso inicial a la
caracterizacion molecular de la SO de estos pacientes y con esta la potencialidad de desarrollar terapias
dirigidas. Seguin nuestro saber y entender, éste constituye el primer trabajo de estas caracteristicas en
nuestro medio y nos brinda mas informacion de la prevalencia y caracteristicas de estos pacientes en
Uruguay. La puesta a punto de la técnica de impresion conjuntival, conocida en el mundo, pero no
utilizada en nuestro pais habitualmente para la extraccion de ARN, abre las puertas para ampliar
nuestras investigaciones focalizandonos en otras moléculas posiblemente cruciales en el desarrollo de
SOS como por ejemplo el estudio de glicosil transferasas.
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INTRODUCCION

LA SUPERFICIE OCULAR

La superficie ocular (SO) comprende la cornea, el limbo, la conjuntiva y la pelicula lagrimal, asi como
las glandulas lagrimales principales y accesorias y las glandulas de Meibomio (Figura 1)[1]. Esta aporta
la mayor parte de la potencia optica del ojo, desempefiando asi un papel clave en el sistema visual [2].
Una imagen detallada en la retina s6lo puede formarse si los rayos de luz refractan primero a través de
una superficie corneal clara y lisa, y la tltima depende de la proteccion proporcionada por su ambiente
mucosal. Con este fin, el limbo circundante a la cérnea y la conjuntiva estan armados con todos los
componentes del sistema inmunitario debido a que la SO estd continuamente expuesta a patogenos [3].
La barrera ocular superficial es el terreno de comunicacion entre células de la inmunidad local y
sistémica y entre células mesenquimales y epiteliales que mantienen la homeostasis [4].

Glandula lacrimal
Conjuntiva

o— Capa
Mucosa

o— Capa
Acuosa

*— Capa
lipidica

Glandulas de meibomio
FIGURA 1. COMPONENTES DE LA SUPERFICIE OCULAR

Figura 1. Componentes de la superficie ocular. Se observa la cérnea, conjuntiva y film lagrimal, asi como las
3 capas del film lagrimal. La capa méas proxima a la cornea corresponde a la capa mucosa. La capa en contacto
directo con el aire es la capa lipidica la cual disminuye la evaporacion de la capa acuosa que se encuentra
entre ambas. Imagen tomada de www.aao.org.

La SO también podria ser pensada como un revestimiento mucosal especializado, y como tal, comparte
mecanismos homeostéticos y patoldgicos con otras mucosas.
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Recuerdo anatomo histoldgico de la cornea y conjuntiva

LA CONJUNTIVA

La conjuntiva es una membrana mucosa fina y flexible que se extiende desde la superficie interna de
los parpados hasta el limbo esclero-corneal. La conjuntiva que recubre los parpados interiormente se
denomina conjuntiva tarsal y la que recubre el globo ocular se denomina conjuntiva bulbar. La
vascularizacion la recibe de ramas de las arcadas marginales de los parpados (tarsal) y de las arterias
ciliares anteriores (bulbar). Las conexiones linfaticas de la conjuntiva son paralelas a las de los parpados
drenando a los nodulos linfaticos preauriculares y submandibulares y la inervacion sensorial la recibe
del V par craneal[5].

Histologicamente, la conjuntiva es similar a otras membranas mucosas y se compone de un epitelio
estratificado no queratinizado de dos o mas capas sobre un estroma formado por tejido conectivo
fibrovascular que contiene vasos, nervios y linfaticos y donde residen las células dendriticas (CD)
locales [6]. En la capa basal del epitelio se observan melanocitos que producen melanina y la inyectan
a las células de alrededor. A lo largo de todo el epitelio se pueden observar células caliciformes,
encargadas de producir el componente mucoide del film lagrimal, que son mas numerosas en la porcion
infero nasal de la conjuntiva bulbar (Figura 2)[6].
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FIGURA 2. EPITELIO CONJUNTIVAL

Figura 2. Epitelio conjuntival. Se observa un epitelio cilindrico poli estratificado con abundantes células
caliciformes (triangulo) sobre un tejido conectivo fibrovascular (estrella)[7].

A lo largo de la conjuntiva bulbar existe una capa linfoide que en algunas zonas forma agregados
especializados llamados Tejido Linfoide Asociado a Conjuntiva (Conjunctival-associated Lymphoid
Tissue -CALT) correspondiente al Tejido Linfoide Asociado a Mucosas (Mucosa-associated Lymphoid
Tissue -MALT) de otras regiones del organismo, formados por acumulos de linfocitos Ty B [4, §].
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LA CORNEA

La cérnea es una membrana mucosa modificada que cubre la porcion anterior del ojo. Es un tejido
altamente especializado que mantiene la transparencia necesaria para generar una imagen lo mas
precisa posible que se proyecte en la retina [2]. Se compone histologicamente de distintas capas las
cuales yendo de la superficie a la profundidad del ojo son las siguientes (Figura 3):

Epitelio corneal

Membrana basal Memhbrana

FIGURA 3. DIAGRAMA DE LAS DISTINTAS CAPAS QUE CONFORMAN LA CORNEA

Figura 3. Diagrama de las distintas capas que conforman la cérnea. De la superficie a la profundidad se
observa el epitelio corneal detallandose las diferentes capas: Epitelio corneal, membrana basal del epitelio
corneal, membrana de Bowman, estroma corneal, membrana de Descemet y endotelio [9].

1) El epitelio es la capa mas superficial. El mismo es estratificado no queratinizado y se compone de
aproximadamente 5 capas de células. Se encuentra altamente inervado por fibras nerviosas que censan
dolor (estimulos nociceptivos).

i1) La membrana de Bowman. Es una capa acelular gruesa por debajo de la membrana basal del epitelio.
Se compone principalmente de fibras de colageno tipo I.

iii) El estroma, que constituye aproximadamente el 90% de la cérnea. Estd formado por
glucosaminoglicanos y una gran cantidad de fibras de colageno dispuestas de forma paralela a la
superficie de la cornea.
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iv) Los queratinocitos, presentes entre las fibras de coldgeno. Son células aplanadas con muy poco
citoplasma. También encontramos axones y células de Schwann que los rodean en la parte mas anterior
y medial del estroma corneal. En condiciones normales el estroma corneal posee un 71% de colageno
tipo I, aunque también encontramos otros como el colageno tipo III [2].

Las aproximadamente 300 laminas de fibras de colageno cruzan de limbo a limbo. La disposicion de
las fibras es ortogonal en la parte mas posterior, lo que da al estroma corneal una gran transparencia,
fundamental para cumplir su funcién refractiva [2].

La membrana de Descemet es la membrana basal del endotelio corneal. La misma se secreta por el
endotelio y se engrosa a lo largo de la vida para llegar a medir alrededor de 17 micrometros en adultos.
Se compone de colageno de tipo IV, laminina y fibronectina. Su funciéon fundamental es la de dar
soporte y adhesion a las células del endotelio. Finalmente, el endotelio recubre la superficie posterior
de la cornea. Se compone de una monocapa de células epiteliales cuboideas. Es fundamental en
mantener la transparencia corneal al mantener el estroma corneal relativamente deshidratado
bombeando el sodio fuera de la cornea hacia el humor acuoso del ojo. El sodio es seguido pasivamente
por los aniones de cloro y el agua [2].

EL SINDROME DE 0JO SECO

El sindrome de ojo seco (SOS) se define como una “enfermedad multifactorial de la superficie ocular
caracterizada por la pérdida de homeostasis del film lagrimal y acompanada de sintomas oculares, que
comprenden: 1) la inestabilidad del film lagrimal (traducido por un tiempo corto de rotura lagrimal); 2)
la hiperosmolaridad; 3) la inflamacién y dafio de la superficie ocular (valorado por la tincion de la
superficie ocular); y 4) anormalidades neurosensoriales son todos factores etiologicos” segun lo
acordado en el segundo taller de la sociedad de ojo seco, superficie ocular y film lagrimal (TFOS —
DEWS II, por su sigla en Inglés) en 2019 [1]. Por otra parte, el ojo seco fue también definido mas
recientemente por la sociedad asidtica de ojo seco como una “enfermedad multifactorial caracterizada
por la inestabilidad de la pelicula lagrimal como principal mecanismo causando: 1) un numero de
sintomas y/o 2) distorsion visual, potencialmente acompanado de dafio de la superficie ocular” [10].
La importancia de esta nueva definicion radica en la ausencia de determinado score necesario en las
diferentes pruebas clinicos que detallaremos mas adelante para llegar al diagndstico.
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TESTS CLINICOS QUE DEFINEN EL SOS

TFOS DEWS II recomienda una secuencia de pruebas diagnoésticas y evaluacion de severidad del ojo
seco (Figura 4). El proceso diagnostico primero utiliza preguntas de cribado o screening (ver anexo I)
para excluir condiciones que simulan SOS. El diagndstico de SOS luego requiere una puntuacion
positiva en alguno de los dos cuestionarios de sintomatologia (OSDI o DEQS5), seguido de al menos un
criterio clinico positivo: disminucion del tiempo de ruptura lagrimal no invasivo (NIBUT), elevada o
significativa disparidad de osmolaridad entre ambos 0jos o tincion anormal de la superficie ocular.

FIGURA 4. ALGORITMO DIAGNOSTICO DE OJO SECO PROPUESTO POR EL TFOS DEWS Il
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Figura 4. Algoritmo diagndstico de ojo seco propuesto por el TFOS DEWS I1. Adaptado de Ocular Surface
(2017) [1].

Se puede valorar en la consulta oftalmologica de manera sencilla el dafio presente en la superficie
corneal, mediante el uso de distintas tinciones que detallaremos a continuacion. También es posible
valorar la estabilidad de la pelicula lagrimal mediante otras técnicas de facil acceso e interpretacion y
bajo costo. Estas pruebas clinicas aportan informacion y son parte de los pilares diagndsticos del SOS
de acuerdo con TFOS - DEWS 11

TINCION DE LA SUPERFICIE OCULAR
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La tincion de la superficie ocular es una técnica sencilla y accesible para evaluar la integridad de la
cornea y la conjuntiva. Se utilizan principalmente para valorar dafio de estos tejidos como ocurre en
ulceraciones o desecacion y se han visto asociaciones entre las tinciones y la expresion de determinadas
mucinas como mencionaremos mas adelante. Las tinciones utilizadas més frecuentemente son la
fluoresceina sddica, el rosa de bengala y el verde de lisamina. La presencia de un glicocalix intacto
junto con uniones estrechas intercelulares integras es necesaria para evitar que las tinciones penetren
en capas celulares més profundas [1].

VERDE DE LISAMINA

El verde de lisamina al 1% es una tincion no toxica, que traduce la vitalidad del epitelio y se considera
la tincidn ideal para detectar la presencia de células muertas o degeneradas. A diferencia del rosa de
bengala, no afecta la viabilidad de las células epiteliales. El verde de lisamina tifie inicamente las
células cuando su membrana se encuentra danada, sin importar la integridad del mucus que las recubre.
Este colorante tiene una sensibilidad comparable al rosa de bengala para detectar dafio celular.
Asimismo, esta tincion se correlaciona de forma significativa con la presencia de sintomas relacionados
a la sequedad ocular medida por el cuestionario de OSDI (Ocular Surface disease index)[1].

FLUORESCEINA SODICA

La fluoresceina sodica es la tincidn mas apropiada y la mas utilizada para evaluar el dafio del epitelio
corneal. La fluoresceina es soluble en agua y es capaz de penetrar en los tejidos cuyas uniones estrechas
intercelulares se encuentran danadas. Por lo tanto, actualmente, la recomendacion es usar fluoresceina
para la tincién corneal y verde de lisamina para la tincién conjuntival [1].

ROSA DE BENGALA

El rosa de bengala al 1% no solo tifie regiones donde hay una disrupcion del glicocélix sino también
tifie células epiteliales sanas las cuales no estan protegidas por una capa de mucina suficiente y por lo
tanto no se considera una tincion que traduzca vitalidad del epitelio. A su vez, se ha visto que la tincion
depende de la dosis de rosa bengala aplicado, pudiendo confundir los resultados. Esta tincion,
desafortunadamente, es también toxica para el epitelio y causa gran irritacion cuando es utilizada y se
ha practicamente descontinuado su uso [1].
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ESCALA DE QUERATOPATIA DE OXFORD

La severidad de queratopatia, o sea, del dafio de la superficie ocular, se puede determinar con diferentes
escalas. La escala de Oxford (ver Figura 5) es una forma rapida y simple de hacerlo. La misma permite
asignar un grado de 0 a 5 segun el dafio de las células epiteliales. Luego de instilar la tincion (ya sea
verde de lisamina, rosa de bengala o fluoresceina) se compara el patrén de dafio visible con ilustraciones
de cada nivel de dafio y se le asigna un score[1].

FIGURA 5. ESTADIFICACION DEL DANO DE LA SUPERFICIE OCULAR

Figura 5. Estadificacién del dafio de la superficie ocular. A- E: Se utiliz6 verde de lisamina para tincion de la
superficie ocular. Se observa en A dafio grado 4 en la escala de Oxford, en B un grado 3, en C un grado 2, en
D un grado 1y en E un grado 0 (sin dafio visible). En la imagen F se observa la superficie corneal con tincién
de fluoresceina para valorar el tiempo de rotura del film lagrimal - la estrella marca disrupcién del film lagrimal
como se observa en la lampara de hendidura con luz de azul cobalto. Imagen de produccién propia obtenida
personalmente durante nuestro estudio.
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EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DEL FILM LAGRIMAL

TIEMPO DE ROTURA DEL FILM LAGRIMAL

La estabilidad del film lagrimal se mide tradicionalmente mediante el tiempo en que demora el film
lagrimal que recubre la cérnea en romper. Se determina mediante la aplicacion de tincion de
fluoresceina (solucion de fluoresceina al 2% diluida en suero fisioldgico) y sin anestesia, se determina
el tiempo transcurrido hasta el inicio de signos de ruptura del menisco lagrimal (TBUT, por su nombre
en inglés: tear break up time) (ver Figura 6). El valor del TBUT en sujetos normales es de 10 o mas
segundos. La sensibilidad y la especificidad de la prueba TBUT para el diagndstico de SOS llega a
alcanzar un 75% y 60% respectivamente [11].

Investigaciones recientes sugieren que el patron de rotura del film lagrimal (linear, punteado, etc.)
tendria relacion con el mecanismo causal del SOS [12]. Por ejemplo, los patrones de rotura punteados
estarian mas asociados a o0jos secos secundarios a inflamacion, mas que a inestabilidad del film
lagrimal. La inflamacion, al inducir apoptosis y necrosis de las células epiteliales de la superficie,
resultaria en una hidrofilicidad irregular de la SO rompiendo el film lagrimal en un patrén punteado
correspondiente a las regiones mas hidrofobicas. Por otra parte, patrones de rotura azarosos, sin una
consistencia, se relacionarian mas a una inestabilidad intrinseca del film lagrimal [12].

FIGURA 6. TEST DE TIEMPO DE ROTURA DE LA PELICULA LAGRIMAL.

Figura 6. Test de tiempo de rotura de la pelicula lagrimal. El tiempo de ruptura de la pelicula lagrimal (TBUT:
tear break up-time) es una prueba para el diagnostico de o0jo seco que traduce la estabilidad del film lagrimal.
En la imagen se observan roturas en el film lagrimal mediante el uso de fluoresceina y luz de azul cobalto [12].
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VALORACION DE LA SINTOMATOLOGIA ASOCIADA AL SOS

En relacion con la sintomatologia, evaluada con el cuestionario OSDI (por su sigla en inglés: ocular
surface disease index), se establece el diagnostico de ojo seco leve con un score mayor o igual a 13y
menor a 22, moderado de 23 a 32 y severo mayor a 33 [1]. En este cuestionario también se aborda como
el SOS interfiere en la calidad de vida de los pacientes.

TEST DE SCHIRMER

La prueba de Schirmer es tradicionalmente una medida de la produccion acuosa lagrimal y es util en la
diferenciacion entre el SOS por déficit de produccion de lagrima y el causado por mayor evaporacion
del film lagrimal (Figura 7). Para el intervalo de confianza del 99%, los valores medios de secrecion
lagrimal, en individuos que se esperaba que tuvieran secrecion normal, fueron mayores de 10 mm en 2
minutos y mayores de 13 mm en 5 minutos (nivel de significacion 1% o a=0,01) [13].

FIGURA 7. TEST DE SCHIRMER

Figura 7. Test de Schirmer. Se observa la colocacion de papel de filtro graduado en milimetros a nivel
del fornix palpebral inferior y la medida de hasta donde se encontraba la misma mojada por lagrima
luego de 5 minutos. Se considera normal una produccion de lagrima mayor a 20 mm, insuficiente un
resultado a menor a 13mm y un resultado indeterminado o probablemente insuficiente entre 13 y 20
mm.

Imagen obtenida de https://institutodelavision.cl/portfolio_page/test-de-schirmer/
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CLASIFICACION DEL SOS

Existen dos variedades de SOS que se definen por: 1) una deficiencia en la produccion de la lagrima,
como por ejemplo los de etiologia autoinmune, causada principalmente por pacientes con Sindrome de
Sjogren (SS) primario o secundario (cuando esta asociado a otras enfermedades autoinmunes), Pénfigo
Ocular Cicatrizal o enfermedades autoinmunes oOrgano-especificas como tiroiditis de Hashimoto,
hepatopatia autoinmune y enfermedad celiaca; o 2) un aumento de evaporacion de la lagrima como en
la disfuncion de las glandulas de Meibomio (DGM) la cual es la principal causa de SOS no autoinmune
por alteracion en la capa lipidica de la lagrima [1]. Esta clasificacion se ilustra en la Figura 8. Nosotros
limitaremos nuestro estudio al sindrome de ojo seco secundario a SS (SOS - SS), ya que es una de las
causas mas frecuentes del SOS en nuestro medio. En adelante, denominaremos (SOS- no SS) a otras
etiologias autoinmunes de ojo seco no vinculadas al SS.
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FIGURA 8. CLASIFICACION DE LOS TIPOS DE 0JO SECO.

Figura 8. Clasificacién de los tipos de ojo seco. Existen dos variedades de SOS que se definen por: 1) una
deficiencia en la produccién de la lagrima o 2) un aumento de evaporacion de la lagrima como en la disfuncion

de las glandulas de meibomio.
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EL SINDROME DE SIOGREN Y EL SOS

El SS es un desorden autoinmune caracterizado por la infiltraciéon linfoplasmocitaria crénica
principalmente de las glandulas lagrimales y salivales que lleva a la sequedad bucal y ocular [14]. Se
trata de una enfermedad predominante en mujeres, con una proporcion de 1 hombre por cada 10 mujeres
[15]. Los criterios diagndsticos para el SS se detallan en la Tabla 1. El SS secundario es aquel que
ocurre en concomitancia con otro diagndstico de una enfermedad del tejido conectivo como por
ejemplo lupus eritematoso sistémico (LES), esclerosis sistémica (ES) o artritis reumatoide (AR) mas
frecuentemente [16].

Tabla 1. Criterios diagnosticos del Sindrome de Sjogren (SS). Pacientes que presentan un score de 4 0 mas
cumplen con el diagnéstico de SS. La puntuacién de tincion ocular de 5 corresponde (aproximadamente) a una
escala de Oxford score 2 [17].

TABLA 1. CRITERIOS DIAGNOSTICOS DEL SINDROME DE SIOGREN

Sialoadenitis linfocitica focal en glandula salival menor con > 1 foco 3
linfocitico/4 mm2 de tejido glandular

Anti-SSA/Ro positivo

Puntuacion de tincidn ocular >5 (o >4 segun escala de Bjsterveld) en al 1
menos un ojo

Test de Schirmer < 5 mm/5 minutos, en al menos un ojo

Flujo salival sin estimular < 0,1 ml/minuto

Se ha propuesto que el mecanismo troncal de la patologia SOS en el SS seria una epitelitis autoinmune
de las células de las glandulas exdcrinas, incluyendo las glandulas lagrimales y posiblemente también
en las glandulas de Meibomio oculares en las cuales las células epiteliales de la mucosa conjuntival
actuarian como células no profesionales presentadoras de antigenos [18]. Existiria una expresion
aberrante de autoantigenos expresados en las glandulas exdcrinas y mucosa epitelial lo cual llevaria a
la infiltracion del tejido por linfocitos T autorreactivos que median la destruccion epitelial. Este mismo
mecanismo se observa también en las glandulas salivales de estos pacientes [18].

Es importante destacar que aproximadamente el 5% de los pacientes con SS desarrollan linfoma de
células B con el tiempo, ya que presentan entre 15 y 20 veces mas probabilidades de desarrollar este
tipo de cancer que el resto de la poblacion [15]. Esto estaria vinculado con la estimulacion y activacion
crénica de los linfocitos B aumentando el riesgo de la generacion de una mutacion oncogénica y la
seleccion monoclonal de esta linea [15].

A su vez, se ha visto que existe un riesgo aumentado 3.6 veces de presentar SS si se tiene un diagnostico

de tiroiditis, esto no se denomina en si SS secundario, ya que la tiroiditis no se considera una patologia
del tejido conectivo[19]. También se observd que la prevalencia de SS entre los pacientes con hepatitis
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autoinmune es del 7%, comparado con la prevalencia en la poblacion general estimada entre el 0.5 al
1% [20].

SINDROME DE SJOGREN SECUNDARIO

Por definicion, el Sindrome de Sjogren secundario (SSS) se asocia a otra enfermedad autoinmune
reumatoldgica, las mas frecuentemente asociadas son la artritis reumatoide (AR), lupus eritematoso
sistétmico (LES) y esclerosis sistémica (ES). La AR es una enfermedad sistémica inflamatoria,
caracterizada por sinovitis persistente, inflamacion sistémica y la presencia de autoanticuerpos (factor
reumatoide y anti-péptidos ciclicos citrulinados). La prevalencia va del 0.5 al 2% de la poblacion
general. Estos pacientes poseen una prevalencia de SS del 4 al 50% [21]. El SOS es la manifestacion
ocular més frecuente en pacientes con AR y este es 9 veces mas frecuente en mujeres [22]. La
probabilidad de presentar SOS secundario a AR aumenta con la duracion de la enfermedad [23]. Sin
embargo, no se ha demostrado asociacion entre la severidad de la AR y la prevalencia de SOS [24]. El
mecanismo del ojo seco en pacientes con AR es diferente del de SS y podria ser el resultado de una
patologia local que afecta el liquido lagrimal, la conjuntiva o la cérnea. Sin embargo, se sabe que las
lagrimas de los pacientes con SS secundario a AR presentan un aumento en los niveles de IL-1a, IL-6,
IL-8 y TNFa [25].

El LES es una enfermedad autoinmune, cronica y multisistémica que afecta de 6 a 10 veces mas a
mujeres en edad fértil [26]. La incidencia de SS secundario a LES es de aproximadamente el 14 % [27].
Los niveles elevados de anticuerpos anti-ADN bicatenario (anti-ADNds) y la velocidad de
sedimentacion globular, asi como la depresion en los niveles de complemento (C3 y C4) [28] se utilizan
comunmente para predecir el brote de lupus y evaluar su actividad. Chen et al. encontraron que en
pacientes con LES sin SS secundario, el progreso de la gravedad del SOS era consistente con titulos de
anticuerpos anti-ADNds y niveles bajos de C3, pero no con niveles bajos de C4, velocidad de
sedimentacion globular y anticuerpos antinucleares (ANA) [29]. EI LES no solo altera la densidad y la
morfologia de las células de Langerhans corneales, sino que también interfiere con la homeostasis
corneal y podria contribuir al desarrollo del ojo seco [30]. ElI LES tiende a presentarse con multiples
factores de ojo seco inducido, incluidos trastornos de la glandula lagrimal, la cérnea y las glandulas de
Meibomio.

La ES, es una enfermedad reumatica inmunomediada que se caracteriza por fibrosis y vasculopatia de
la piel y los 6rganos internos [31]. La proporcion de mujeres con ES es tres veces mayor que la de
hombres [32]. Esta enfermedad involucra diferentes organos, incluidos los ojos y los tejidos
perioculares. El ojo seco es la manifestacion ocular mas comun de la ES [33]. El ojo seco relacionado
con la ES probablemente se deba a la fibrosis de la conjuntiva y las glandulas lagrimales [33]. Segliin
un estudio histologico, la fibrosis de la conjuntiva se asocia con la desgranulacion de los mastocitos
[34]. El ojo seco por SS primario y el ojo seco por ES comparten un mecanismo similar ya que el
conducto de la glandula lagrimal primaria esta involucrado en ambos. Sin embargo, la infiltracion
linfoide en la glandula es mas escasa en la ES [35], lo que puede usarse para diferenciar la ES y el ojo
seco primario relacionado con la SS. La presencia de fibrosis sugiere ES, mientras que la infiltracion
linfocitica es un signo critico de SS primaria [36]. Debido a que la ES esta relacionada con la neuropatia
periférica, se ha propuesto que los pacientes con ES pueden tener una sensacion corneal disminuida,
lo que puede explicar la falta de correlacion entre los signos y sintomas del ojo seco [35]. Ademas del
deterioro de la capa acuosa de la pelicula lagrimal debido a la fibrosis de la glandula lagrimal [33], la
blefaritis y la DGM son otros factores del ojo seco relacionado con la ES.
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GENERALIDADES DE LA INMUNIDAD EN MUCOSAS

Las mucosas son sitios que constituyen interfaces de contacto entre el organismo y antigenos exdgenos,
por lo tanto, se encuentran armadas con un potente mecanismo de respuesta inmunitaria. Sin embargo,
la inflamacion puede tener efectos contraproducentes en la superficie ocular comprometiendo la
transparencia corneal, impidiendo total o parcialmente la vision. La mayor parte del tiempo, la respuesta
inmunitaria local esta establecida de manera de reconocer los antigenos presentes en un contexto de
tolerancia. Tanto para poner en marcha una respuesta de tolerancia como de inflamacion, la respuesta
inmune es iniciada y direccionada por células presentadoras de antigenos estromales, principalmente
células dendriticas (CD) residentes, las cuales estdn condicionadas por citoquinas producidas por el
epitelio conjuntival y corneal. Existen diferentes subtipos de CD epiteliales y estromales que han sido
asociados a respuestas patogénicas o tolerogénicas. En la mucosa intestinal, hay evidencia que
demuestra que las mucinas del lumen desencadenan cascadas de sefializacion tolerogénicas a través de
sus residuos glucidicos asi como el pasaje de antigenos a través de las células caliciformes, para
finalmente ser captadas por las CD[37].

La inmunotolerancia a un antigeno determinado es llevada adelante por linfocitos T reguladores (Treg)
los cuales inhiben células de la inmunidad innata, CD y linfocitos B y T efectores, los cuales son los
principales encargados de llevar adelante una respuesta inflamatoria. Dentro de los Treg existen
aquellos que se originan en el timo (Tregs centrales o naturales) y otros que se originan en 0rganos
linfoides periféricos a partir de linfocitos T naive los cuales interactiian con CD tolerogénicas (Tregs
periféricos o inducibles). La mayoria de los Tregs expresan determinadas proteinas en su membrana o
factores de transcripcion como son CD4, Foxp3 y CD25, sin embargo, otros Tregs inducibles son CD4*
Foxp3-(Trl). Asimismo, hay Tregs que son CD8*. La contribucion de cada subtipo de linfocito Treg
en la homeostasis mucosal varia en los diferentes érganos asi como también difieren en el mecanismo
de supresion de la respuesta inflamatoria [38].
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INMUNIDAD DE LA SUPERFICIE OCULAR

La integridad de la SO depende de mecanismos de defensa llevados adelante por componentes de la
inmunidad innata y adaptativa. El film lagrimal atrapa antigenos y su continuo recambio a través del
sistema de drenaje de la lagrima remueve los mismos de forma constante.

Por otra parte, el glicocalix y las uniones estrechas en la porcion apical de las células epiteliales de la
cornea y conjuntiva sirven de barrera fisica y a su vez son componentes activos en la respuesta
inmunitaria al secretar sustancias microbicidas asi como péptidos y citoquinas que responden a patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPS) y asociados a daio (DAMPS) a través de receptores de
membrana tipo Toll (TLR) y tipo NOD (NLR) y a través de sus sistemas de sefializacion intracelular
[39]. De manera importante, el epitelio de la SO expresa receptores de membrana que mantienen la
inmunotolerancia local de forma constitutiva mediante la expresion del ligando de muerte programada
(PD -1) el cual frena la infiltracion linfocitaria y de esta forma reduce la expresion de citoquinas
proinflamatorias [40]. A su vez secreta el receptor factor de crecimiento vascular 3 (VEGFR3) asi como
el factor derivado del pigmento epitelial, los cuales previenen el crecimiento de nuevos vasos
sanguineos favoreciendo un efecto inmunorregulador [40].

Las células calciformes (CC) también cumplen un rol importante en la modulacién de la respuesta
inmune a través de la secrecion de factor de crecimiento tumoral beta (TGF-f) [40]. De manera opuesta,
estas mismas células cuando son expuestas a la desecacion secretan quimioquinas como CCL20,
CXCL9, CXCL10 y CXCLI11 asi como linfopoyetina estromal timica que reclutan de la sangre
preferentemente linfocitos T efectores tipo Th1/Th17 y secretan citoquinas pro inflamatorias como IL
-18 y TNFa asi como expresan ligandos de membrana que activan linfocitos Natural Killer (NK) y
estimulan la produccion de interferén-y (IFN-y)[40]. De esta forma, las células de la SO funcionan
como sensores de los cambios del microambiente para desencadenar respuestas inmunitarias adecuadas
(Figura 9).
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FIGURA 9. INMUNOTOLERANCIA EN LA SUPERFICIE OCULAR Y COMPONENTES DEL SISTEMA INMUNITARIO

Figura 9. Inmunotolerancia en la superficie ocular y componentes del sistema inmunitario. Las particulas
que llegan a la superficie ocular normal (provenientes de la macrobiota o del aire) alcanzan el film lagrimal.
Las células caliciformes (CC) y el epitelio corneal y conjuntival conforman la barrera para el ingreso de estos.
Las células dendriticas (CD) residentes y los linfocitos intraepiteliales interactian entre si a través de
mediadores solubles y receptores de membrana como el factor transformador de crecimiento g (TGFp), la
linfopoyetina estromal timica (LPET), el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), la interleuquina 1 (IL-15), el

ligando de muerte celular programada 1 (PDL-1) y el receptor (3) del factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGFR3) [40].
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LAS MUCINAS

MUCINAS EXPRESADAS EN LA SUPERFICIE OCULAR

Las mucinas son glicoproteinas de alto peso molecular caracterizadas por su extensa O-glicosilacion
[41]. Estas recubren las mucosas en el cuerpo humano. En la superficie ocular, las mismas son
secretadas por las CC y las glandulas lagrimales, asi como también se expresan en la membrana apical
de las células epiteliales conjuntivales y del epitelio escamoso corneal [42]. Estas mucinas poseen un
dominio transmembranario hidrofébico que mantiene la mucina anclada a la membrana. Presentan
también un dominio citoplasmatico corto y un dominio extracelular que alcanza el film lagrimal. Estas
mucinas son las que conforman el glicocalix [43, 44].

En la SO se han identificado hasta 10 tipos de mucinas diferentes. Estas pueden ser clasificadas en tres
familias distintas: las mucinas transmembrana, aquellas formadoras de gel y las mucinas solubles. Las
mucinas principales expresadas por los epitelios de la superficie ocular incluyen mucinas
transmembrana, como MUC1, MUC4 y MUC16 [45-47], y la mucina formadora de gel MUCS5AC [46]
(Figura 10). Esta tltima, asi como las formas secretadas de las mucinas asociadas a la membrana celular
como las ya nombradas, serian los principales componentes mucinicos de la SO.

Las alteraciones en la expresion de mucinas asi como en la biosintesis de sus O-glicanos se han descrito
en trastornos de la SO, incluyendo alergia [48, 49], SOS no autoinmune [50, 51], SOS autoinmune [52,
53] e infecciones [54, 55], poniendo de manifiesto su funciéon en la homeostasis de la SO.
Interesantemente, MUC16 es la glicoproteina de mayor tamaiio de todo el cuerpo humano, con un peso
molecular de 20 MDa. Por su parte, el peso molecular de MUC1 y MUC4 es de 120-300 kDa y 900
kDa, respectivamente [56].
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FIGURA 10. DISTRIBUCION DE LAS MUCINAS MAS RELEVANTES DE LA SO

Figura 10. Distribucion de las mucinas mas relevantes de la SO. Arriba: epitelio corneal, no presenta CC.
Abajo: epitelio conjuntival donde se observan las mucinas transmembranarias presentes en el epitelio corneal
intercaladas por CC con MUC5AC en su interior la cual es luego secretada al film lagrimal.
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FUNCION BIOLOGICA DE LAS MUCINAS EN LA SUPERFICIE OCULAR

Las mucinas cumplen un rol fundamental en la lubricacion de la SO, al presentar un grueso glicocalix
electronegativo el cual mantiene las mucinas secretadas solubles en el film lagrimal fluidas al repelerlas
de la superficie epitelial. Este se encuentra a lo largo de las microvellosidades del epitelio de la SO y
puede extenderse hasta 500 nm desde la membrana plasmatica. Un segundo componente del glicocalix
es una proteina de unioén a [-galactésidos en estas mucinas, llamada galectina 3, la cual tiene una
funcién estabilizadora [57]. La electronegatividad del glicocalix estd dada por la extensa O-
glicosilacion de las mucinas que lo conforman, la cual comprende del 50 al 80% de la masa molecular
de las mucinas [57].

Tanto las mucinas secretadas como las asociadas a membrana serian fundamentales en mantener la
homeostasis de la superficie ocular [58]. Por ejemplo, la mucina MUCSAC, es tipicamente secretada,
y tendria un rol fundamental en atrapar debris celular y material extraio a la superficie ocular
incluyendo alérgenos y patdégenos [59].

Las mucinas transmembranarias también estan involucradas en la traduccion de sefiales a través de su
dominio extracelular, el cual es capaz de unirse a ligandos o interactuar con receptores que influyen en
el crecimiento o diferenciacion celular. De hecho, MUCI1 contiene multiples tirosinas plausibles de
fosforilacion, las cuales también pueden conformar vias de sefializacion para el crecimiento celular
[57]. A su vez, MUCI también puede interactuar con ICAM 1 (intercelular adhesion molecule 1) y
puede reconocer y unirse a bacterias extracelulares. Por otro lado, MUC4 presenta dominios
extracelulares similares estructuralmente al factor de crecimiento endotelial los cuales pueden unirse a
los receptores ErbB2 y ErbB3 e inducir la proliferacion epitelial [57]. En el caso de MUC16, su dominio
citoplasmatico se une al citoesqueleto de actina e interactia con proteinas involucradas en la formacion
de microvellosidades y micropapilas responsables de la estabilizacion de la capa fluida lagrimal. Por
ultimo, las colas citoplasmaticas de MUC1, MUC3 y MUCI16 se han detectado en el nucleo celular,
sugiriendo poder ser liberadas de la membrana para modular factores de transcripcion y proteinas
regulatorias [57].

La expresion y estructura de las mucinas en la SO se modifica en presencia de un proceso patogénico
[60, 61]. Por ejemplo, una deficiencia en la produccion de mucinas estaria a priori relacionada con un
aumento de la inflamacion en la SO y seria causa, y a su vez consecuencia, de la misma: por una parte,
una menor expresion de mucinas disminuiria su poder inmunorregulador y de aislamiento de las células
epiteliales a potenciales antigenos lo cual genera inflamacion. Por otra parte, estos mecanismos
generarian alteraciones en el tipo y cantidad de mucina producida y secretada por las células. Es sabido,
por ejemplo, que los procesos inflamatorios cronicos se asocian a pérdida de las CC asi como a la
queratinizacion de las células epiteliales y metaplasia [62]. Hay evidencia experimental que demuestra
que los mediadores inflamatorios actian directamente sobre las CC modulando su proliferacion,
diferenciacion, apoptosis y otras funciones [63-65].

Las mucinas son actores clave en la calidad y la estabilidad de la pelicula lagrimal. La alteracion de la
expresion de mucina unida a la membrana en las células epiteliales de la cornea y la conjuntiva y/o la
secrecion de mucina formadora de gel por las células caliciformes favorece las enfermedades de la
superficie ocular y la enfermedad del ojo seco (EOS). Los cambios en la capa de mucina pueden
provocar una mayor evaporacion de las lagrimas, lo que eventualmente contribuye a la

31



hiperosmolaridad de las lagrimas, que se ha asociado con la inflamacion de la superficie ocular. Los
mediadores inflamatorios, a su vez, pueden tener un impacto negativo en la diferenciacion,
proliferacion y secrecion de mucina de las CCs generando un circulo vicioso. Como contribuyente a la
homeostasis inmune de la superficie ocular, la pérdida de CCs puede contribuir al deterioro de la
tolerancia inmune de la superficie ocular observado en el SOS. A pesar de esto, no existen herramientas
en la practica clinica habitual para explorar la deficiencia/desregulacion de mucina en la superficie
ocular. Por lo tanto, a la hora de seleccionar las opciones de tratamiento mas adecuadas, existe una
clara necesidad insatisfecha de comprender mejor la importancia de las mucinas y las opciones para su
sustitucion.

EVALUACION DE LA DEFICIENCIA DE MUCINAS EN EL EXAMEN CLINICO
PARA DIAGNOSTICAR SOS

En la actualidad, no existe ninguna prueba clinica para evaluar especificamente la expresion de
mucinas y la presencia y cantidad de CC. Existen, sin embargo, métodos indirectos para evaluar la
calidad de la lagrima y el dafio a la superficie ocular.

IMPRESION CITOLOGICA

La impresion citologica (IC) es una técnica practica y minimamente invasiva para tomar biopsia del
epitelio superficial ocular. A pesar de que no es una técnica especifica de la deteccion de mucinas,
puede ser utilizada pare extraer las células de la superficie ocular para luego poder extraer su acido
ribonucleico mensajero (ARNm) y analizar la expresion génica de las mucinas. Se realiza luego de la
aplicacion de anestesia topica y no presenta practicamente contraindicaciones. Esta técnica fue
introducida hace 46 anos, en 1977, como forma de determinar el dafio de la superficie ocular. Mediante
este método se pueden recolectar células epiteliales, caliciformes y células inflamatorias de la superficie
ocular [66]. El procedimiento se realiza mediante el uso de una tira de acetato de celulosa o filtros de
papel de polietersulfona los cuales se aplican a la conjuntiva nasal y/o temporal (Figura 11). Esto
remueve de una a tres capas de células conjuntivales. El espécimen puede luego procesarse tanto para
la observacion bajo microscopio fijando las células con etanol o formaldehido o se puede utilizar para
multiples diferentes ensayos incluyendo la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y citometria de
flujo [66]. A pesar de no ser uno de los test clinicos de primera linea en la evaluacion de pacientes con
SOS, la IC ha sido sugerida como la prueba con mayor especificidad, sensibilidad y valor predictivo
positivo para el diagnoéstico de SOS en comparacion con el test de Schirmer, TBUT vy tincion de rosa
de bengala [66].
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FIGURA 11. ILUSTRACION DEL PROCEDIMIENTO DE IMPRESION CITOLOGICA CONJUNTIVAL

Figura 11. llustracion del procedimiento de impresion citoldgica conjuntival. Se observa cémo se contacta la
superficie ocular con un papel de nitrocelulosa. Imagen de acceso publico publicada por el instituto
universitario de oftalmologia aplicada (I0OBA) de Valladolid, Espafia.

REGULACION DE LA EXPRESION Y SECRECION DE MUCINAS EN LA
SUPERFICIE OCULAR

La cantidad de mucina producida depende de la sintesis, secrecion y degradacion de estas. Para que la
capa mucosa del film lagrimal sea funcional, hay dos factores fundamentales: la cantidad y calidad de
las mucinas que lo conforman. La cantidad de mucina, a su vez, depende de: 1) el nimero de células
epiteliales o caliciformes capaces de responder a un estimulo mediante la secrecion de mucinas
(capacidad de respuesta y proliferacion celular), y 2) la velocidad a la cual pueden producirlas. Por otra
parte, la calidad de la mucina depende de la estructura y tipo de mucina secretada, asi como de su
hidratacion [66]. Esta tultima depende de la secrecion de agua y electrolitos por el epitelio conjuntival.

REGULACION DE LA SECRECION DE MUC5AC

MUCSAC es la principal mucina formadora de gel en la lagrima y es producida y secretada
exclusivamente por las CC [59, 66]. La produccion de esta mucina es rapidamente estimulada por
agentes ambientales incluyendo alergenos, estimulacion de las terminales nerviosas en la superficie
ocular, mediadores inflamatorios, cambios en la temperatura y osmolaridad. En condiciones normales
la secrecion de esta mucina es parte de un reflejo de la estimulacion de las terminales nerviosas
presentes en la cornea y conjuntiva, activando los nervios parasimpaticos [59, 67]. La secrecion de
MUCSAC es inducida por receptores muscarinicos (M1, M2 y M3) que estan expresados en la
superficie de las CC. La inflamacion neurogénica es producida principalmente a través de la liberacion
de neuromoduladores como la sustancia P y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina los
cuales llevan a la desintegracion de la barrera hemato-tisular con generacion de edema y liberacion de
polimorfonucleares a la lagrima. Estas sustancias a su vez estimulan directamente la secrecion de
MUCSAC por las CC [67].
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REGULACION DE LA PRODUCCION DE MUCINAS TRANSMEMBRANARIAS

Las mucinas transmembranarias principales son MUCI, MUC4 y MUC16 como mencionamos
anteriormente. Estas mucinas también han sido identificadas en el film lagrimal. Esto sucederia
mediante el clivado de la porcion extracelular y liberacion de esta. Hay evidencia que sugiere la
implicancia de diferentes mecanismos que controlan la sintesis y la secrecion de estas mucinas [66].
Sin embargo, las vias de sefializacion intracelular involucradas en la produccion de mucinas
transmembrana no estan del todo esclarecidas. A continuacion, detallaremos las particularidades de lo
que se ha logrado evidenciar en relacion con la estimulacion y vias de sefializacion que llevan a la
produccion de estas tres mucinas.

REGULACION DE LA PRODUCCION DE MUC1, MUC4 Y MUC16

En relacion a MUCT, en 2002 Jumblatt et al. publicaron la primera evidencia de la produccion de esta
mucina por la conjuntiva [68]. El acido eicosanoico 15-(S)-hydroxy-5,8,11,13 (15(S)-HETE) estimula
la secrecion de MUCT por las células conjuntivales, pero no de MUC2, MUC4 o MUCSAC [68]. Esto
es consistente con que MUCT tiene un mecanismo de secrecion al film lagrimal diferente a estas otras
mucinas. MUCI se secreta luego del clivado del ectodominio y no mediante la fusion y liberacion de
granulos a la membrana celular, como ocurre en las células caliciformes o, en el caso de MUC4, en las
células epiteliales escamosas.

Por otra parte, se ha observado un aumento selectivo de MUC4 y MUC16, pero no de MUC1, al agregar
acido retinoico o suero al medio de cultivo de células conjuntivales humanas [69]. Otro estudio
demostro que la dexametasona aumenta la expresion de MUC1 y MUC16 mientras que MUC4 la
disminuye [70]. Con relacion a la biosintesis de MUCI16, se ha visto que esta se regula post-
transcripcionalmente por la via de sefializacion de Notch. Sin embargo, esta via no se esta implicada
en la biosintesis de MUC1 ni de MUC4 [71].
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MUCINAS OCULARES Y LA RESPUESTA INMUNITARIA

La proliferacion y apoptosis de las CC, asi como la produccion de mucinas por estas células, puede ser
regulada por citoquinas producidas por células de la inmunidad innata y adaptativa [72]. Multiples
estudios en ratones sugieren que la pérdida de CC llevaria a una pérdida de la homeostasis y al
desarrollo de inflamacion crénica [73]. Existiria un pasaje de antigenos a través de las CC hacia las
células presentadoras de antigenos, las cuales generarian tolerancia a los mismos al presentarlos en un
contexto tolerogénico. El TGFB2 también se ha asociado al mantenimiento de la inmunorregulacion
observandose que las CC de la conjuntiva de ratones producen esta citoquina al estimular sus receptores
tipo TLR4 [74].

En cambio, frente a situaciones en las que existe dano del epitelio, células epiteliales presentan
antigenos junto con CD residentes en el estroma conjuntival favoreciendo el desarrollo de una respuesta
inmune de tipo Thl y Th17. En estas situaciones, existe un aumento en la produccion de citoquinas
proinflamatorias como por ejemplo el IFNy [73, 75]. Este juega un rol central en la metaplasia
conjuntival y la disminucién del numero de CC. Ademas, el estrés por la desecacion produce un
aumento de [FNy el cual a su vez induce una disminucion de la produccion de interleuquina (IL)-13, la
cual estd asociada a un rol protector en las CC [76]. En este sentido, se ha propuesto que una expresion

constitutiva de IL-13 seria requisito para un control homeostatico de las CC al estimular la produccion
de MUCSAC y MUC2 [76, 77].

Aunque aun no esta clara la relacion entre la expresion citoquinica y la de las diferentes mucinas de la
SO, existe evidencia que demuestra que las citoquinas proinflamatorias regulan la expresion de
mucinas. De hecho, la IL-1p, disminuye la produccion de MUC16 [78], mientras que el IFNy, TNFa,
IL-6 ¢ IL-8 la aumentan [79].

También existe evidencia contradictoria con relacion a MUCI. Por un lado, Albertsmeyer et al.
reportaron que el IFNy y el TNFa regulan al alza la expresion de MUCI1 [61]. Por otro lado, usando un
modelo in vitro de células epiteliales de la cornea, se ha demostrado que la disminucion de la expresion
de MUCT se correlaciona con el aumento de IL-6, IL-8 y TNF-a [80]. Entonces, la regulacion al alza
de MUCI podria constituir una respuesta compensatoria a la inflamacion. En este sentido, Corrales et
al. han evidenciado que la expresion del gen de MUCI tiene la mayor especificidad y sensibilidad para
el diagnostico de SOS proponiéndola como marcador diagnéstico [81].

Estudios previos han mostrado que las mucinas asociadas a la superficie ocular MUC1 y MUCI6,
suprimen las respuestas inmunes innatas mediadas por los receptores Toll-like (TLR)2 y TLRS
contribuyendo a la homeostasis de la superficie ocular [80]. Zhang ef al., ademés, demostraron que la
severidad de los sintomas del SOS se correlaciona con menores niveles de expresion de MUCSAC y
un aumento en la expresion de I1L-6 [82].

Por otro lado, la glicosilacion de las mucinas de la SO también se encuentra alterada en los pacientes
con SOS, producto de una alteracion en la expresion de glicosiltransferasas que participan en este
proceso. El bloqueo en la sintesis de O-glicanos conduce a la liberacion de Galectina-3 al film lagrimal
a través de su interaccion con los O-glicanos y manteniendo la estabilidad del glicocalix. Por este
motivo, se ha sugerido que la Galectina 3 podria constituir un biomarcador del SOS. Otro elemento
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importante es que se ha observado que los niveles de metaloproteinasas de la matriz (MMP) 9 se
encuentran aumentadas en estos pacientes. Estas metaloproteinasas degradarian la Galectina 3,
aumentando los monomeros de Galectina 3 que interferirian en la oligomerizacion de mucinas [83].
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EXPRESION DE MUCINAS OCULARES EN PACIENTES CON SINDROME DE
SJOGREN

Nuestro conocimiento actual sobre la expresion de mucinas de la SO en pacientes con SS sigue siendo
escaso y conflictivo. En particular, en el SS también la evidencia sobre las modificaciones en la
expresion de mucinas es contradictoria. Por un lado, Argueso et al. no observaron cambios
significativos en la expresion de ARNm de MUC1 y MUC4 en las lagrimas de pacientes con SS y SOS,
mientras que los niveles del ARNm de MUCSAC estaba disminuido, al compararlo con las lagrimas
de individuos normales [52]. Caffery ef al. observaron un aumento en la expresion de MUC1 y MUC16
en pacientes con SOS autoinmune no-SS al compararlos con individuos normales. Ademads, detectaron
un aumento en la expresion del ARNm de estas mucinas en pacientes con SOS secundario a SS al
compararlas con los no-SS y pacientes controles [84, 85]. En contraposicion, Jones et al, encontraron
una disminucion en la expresion conjuntival de MUCI en pacientes con SOS no-SS [86].

EXPRESION DE CITOQUINAS EN LA LAGRIMA DE PACIENTES CON SINDROME
DE SJOGREN

Como mencionamos anteriormente, se ha visto que la respuesta inflamatoria en la superficie ocular,
cuando existe dafio del epitelio, tiene un perfil preferentemente tipo Th1 y Th17 [87]. En este sentido,
ha sido reportado previamente que los niveles de IL-17 e IL-22 aumentan significativamente en las
lagrimas de los pacientes con SOS, siendo estos valores mayores en aquellos pacientes con SOS
autoinmune [87]. Ademas, se ha reportado que los niveles de IL-17 e IL-22 se correlacionan
positivamente con el puntaje del cuestionario clinico OSDI (por las siglas en ingles de indice de
enfermedad de la superficie ocular) y el puntaje de queratopatia, y negativamente con el tiempo de
ruptura de la pelicula lagrimal y el test de Schirmer I, tanto en pacientes SOS autoinmune, como SOS
no autoinmune. Esto conduce a una asociacion entre los niveles de IL-17 e IL-22 con la progresion de
la enfermedad [87]. Sin embargo, se ha descrito también el rol favorable de IL-17 en la proliferacion
de CC, ya que puede inducir su proliferacion, al igual que la IL-6 [88].
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POTENCIALES TRATAMIENTOS PARA RESTAURAR LA FUNCION DE LAS
MUCINAS

Existen varias opciones terapéuticas para el SOS. Dada la alta prevalencia de este sindrome, la cantidad
de abordajes terapéuticos es muy vasta. Los tratamientos disponibles van desde colirios topicos que
aumentan la viscosidad de la ldgrima hasta la oclusion de parte del parpado o el punctum lagrimal
pasando por multiples terapias para aumentar la secrecion del componente lipidico de la lagrima
(usando calor, radiofrecuencia, compresion mecanica de los parpados) asi como anti-inflamatorios,
secretagogos de diferentes componentes de la ldgrima, hasta camaras huimedas para mantener la
humedad en la superficie ocular o incluso estimuladores eléctricos nasales que aumentan la secrecion
de la glandula lagrimal de forma refleja.

A continuacion, nos limitaremos Unicamente a mencionar aquellos relacionados con sustituir o
estimular la produccion de mucinas o involucrados directamente en la modulacion de la respuesta
inflamatoria en el SOS. Posteriormente, abordaremos brevemente los tratamientos inmunomoduladores
mas frecuentemente utilizados en pacientes con SS, asi como con enfermedades del tejido conectivo,
dado que una gran parte de nuestros pacientes se encuentran bajo dichos tratamientos.

MOLECULAS MIMETICAS DE MUCINAS

Las moléculas miméticas de mucinas son geles lubricantes conteniendo polimeros que sustituyen
parcialmente la funcion de las mucinas. Estos estan disefiados para prevenir la desecacion de la
superficie y para disminuir la friccion. Existe una gran cantidad de opciones, dentro de las cuales la
mas utilizada es el acido hialurénico. Otras alternativas son el acido poliacrilico, la carboximetil
celulosa, el dextrano, la hidroxipropyl-temil celulosa, el alcohol polivinil y el glicol polietileno [89].
No entraremos en el detalle de cada uno de éstos, ya que la variedad de opciones es muy amplia y nos
limitaremos a decir que estos son los componentes de las llamadas lagrimas artificiales, las cuales son
el tratamiento mas frecuente y accesible del SOS.

LUBRICINA

La lubricina (proteoglicano 4) es una glicoproteina tipo mucina que fue identificada en el fluido
sinovial. Més recientemente fue también identificada en la SO y en las glandulas de meibomio. Es un
agente lubricante altamente efectivo que funciona de forma sinérgica con el acido hialurénico. En un
estudio randomizado, doble ciego, realizado con 39 pacientes que fueron tratados durante 2 semanas
con lubricina o con acido hialurénico al 0.18%, se demostr6 que la lubricina es mas eficaz en disminuir
los sintomas de SOS y en mejorar el TBUT, la tincion con fluoresceina corneal y la irritacion
conjuntival [90].

SECRETAGOGOS DE LAS MUCINAS

Los secretagogos de mucinas son drogas que especificamente mejoran el déficit en la expresion de
mucinas. Los aprobados para su uso en humanos son: el diquafasol tetrasodio (DQS) y el rebamipide.
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DIQUAFOSOL TETRASODIO (DQS)

El DQS es un agonista del receptor purinérgico P2Y2 cuya estimulacién induce la produccion de
mucinas por las CC y la secrecion acuosa por las células epiteliales. Fue aprobado como una solucion
oftalmica al 3% en algunos paises asiaticos como Japon y Corea del Sur. Esta molécula aumenta la
expresion de MUCSAC, asi como la expresion de mucinas transmembrana como MUCI1, MUC4 y
MUCI16. El aumento en la expresion de estas mucinas tendria un efecto en el aumento de la viscosidad
y disminucion de la inflamacién como se discuti6 anteriormente. Multiples ensayos randomizados han
demostrado que su uso mejora la tincion fluoresceinica y extiende el TBUT y el score en el test de
Schirmer [91].

REBAMIPIDE

El rebamipide, un derivado de la quinolona usado como citoprotector en el tratamiento de la gastritis,
puede inducir la proliferacion de CC y la expresion de mucinas en la conjuntiva bulbar [92]. También
estimula la produccion de prostaglandinas e inhibe la produccion de especies reactivas del oxigeno,
disminuyendo la inflamacién. Por otro lado, induce la expresion génica de la ciclooxigenasa-2 y el
factor de crecimiento endotelial, asi como de su receptor. En ensayos in vitro, se ha observado que
aumenta la expresion de MUC1, MUC4 y MUC16 en células conjuntivales humanas cuando éstas estan
dispuestas en monocapa en cultivo [93]. Los pacientes que reciben rebamipide al 2% presentan una
mejoria en el test de verde de lisamina, tincion con fluoresceina, TBUT y sintomas de ojo seco desde
la segunda semana de tratamiento en comparacion con las mediciones previo al tratamiento [93].

Desafortunadamente, en nuestro medio no accedemos a ninguno de estos secretagogos de mucinas ni
tampoco a la lubricina.
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INMUNOMODULADORES TOPICOS OCULARES

El control directo de la inflamacion es otra estrategia terapéutica del SOS. Se usan diferentes agentes
inmunomoduladores topicos en forma de colirio. A continuacidn, describiremos los mas utilizados: la
ciclosporina A y los esteroides topicos.

ESTEROIDES TOPICOS

Los esteroides se han visto que son ttiles en romper el circulo vicioso de respuestas inmunes en el SOS.
Entre estos se encuentran la metilprednisolona topica al 1%, la fluorometolona topica al 0.1% y el
loteprednol 0.5%.

Estas moléculas disminuyen la expresion de citoquinas proinflamatorias, suprimen la MMP9, inhiben
la activacion de protein-kinasas activadas por mitdégenos en el epitelio corneal y conducen a la
disminucion de la descamacion epitelial [94, 95]. En el caso del loteprednol al 0.5% se ha visto que su
uso durante 2 semanas previo al de ciclosporina 0.05% muestra una recuperacion en menor tiempo del
score en el test de Schirmer, el indice de queratopatia valorado mediante tincion ocular con fluoresceina
o verde de lisamina y los sintomas de ojo seco en comparacién con lagrimas artificiales o ciclosporina
sola.

CICLOSPORINA A

La ciclosporina A (CsA), un inhibidor de la activacion de linfocitos T dependiente de IL-2, disminuye
la apoptosis de las células epiteliales conjuntivales, protege de la pérdida de CC en modelos
experimentales murinos de ojo seco [96] y aumenta la densidad de CC en pacientes de ojo seco [97,
98]. Por otro lado, se ha demostrado que los pacientes tratados durante 6 meses con CsA, presentan una
reduccion significativa de la expresion de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad, en
particular, HLA-DR, en la superficie ocular de paciente con SOS moderado a severo disminuyendo la
respuesta inflamatoria local [99]. Es un tratamiento para el SOS aprobado por la FDA desde 2003.

TACROLIMUS

El tacrolimus 0.03% es otro inhibidor de la activacion de los linfocitos T, pero su poder inmunosupresor
es mayor que el de la CsA. Se usa como alternativa en pacientes que no toleran esta tltima. Un estudio
prospectivo doble ciego demostrd que su uso durante una semana de tratamiento mejora el indice de
queratopatia evaluado con tincion de fluoresceina y rosa de bengala de los pacientes con SS [100]. Por
otro lado, el TBUT y test de Schirmer mejoran solamente luego de 28 dias de tratamiento [100].

ANTI INFLAMATORIOS NO ESTEROIDEQOS

Existe una variedad de opciones de antinflamatorios no esteroideos (AINEs) para el tratamiento de
SOS, entre ellos el diclofenac 0.1%, ketorolac 0.4% e indometacina 0.1% [101]. Sin embargo, el
tratamiento con estos farmacos disminuye la sensibilidad corneal y aumenta el riesgo de desarrollos de
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ulceras corneales [101]. A su vez, no han demostrado beneficio en mejorar los sintomas de SOS
moderado a severo en pacientes con SS [101].

LIFITEGRAST

El lifitegrast (SAR 1118) es un inhibidor de la adhesion, migracion, activacion y reclutamiento de
linfocitos T. Su actividad inhibitoria la realiza a través del bloqueo de la interaccion entre el antigeno
asociado a la funcién linfocitaria 1 (LFA-1) y la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) [102,
103]. También puede inhibir la liberacion de citoquinas incluyendo el IFNy, IL-2, IL-4 e IL-17 de
linfocitos T activados en sangre periférica [104]. La utilizacion de lifitegrast bajo forma de solucion
oftalmica al 5% se ha estudiado como tratamiento topico para el SOS y ya se han publicado multiples
ensayos clinicos [105].

FACTOR DE CRECIMIENTO NEURAL (NGF) Y TAVILERMIDE

El factor de crecimiento neural (NGF) y tavilermide participan en la homeostasis de la SO al mejorar
la sensibilidad corneal y la secrecion lagrimal refleja. Estos son agentes que promueven la regeneracion
de fibras nerviosas sensitivas y autondmicas. Poseen ademas propiedades antinflamatorias. El
tavilermide (MIM-D3) es un agonista del receptor de tirosina quinasa que funciona como mimético del
NGF. Este puede estimular la produccién de mucinas por parte de células conjuntivales [106].

INMUNOMODULADORES SISTEMICOS: AGENTES AHORRADORES DE
CORTICOSTEROIDES

Las drogas inmunomoduladoras conocidas como ahorradoras de corticosteroides sustituyen a la
prednisona en el tratamiento de patologias inflamatorias o autoinmunes. Estas patologias incluyen
aquellas presentes en los pacientes incluidos en el presente estudio los cuales presentan sindrome de
Sjogren primario o asociado a otras enfermedades autoinmunes como el lupus sistémico eritematoso
(LES), la artritis reumatoide (AR), o hipotiroidismo secundario a enfermedad de Hashimoto.

A continuacion, realizaremos una pequefia resefia de cada uno de los inmunomoduladores que
constituyen parte del tratamiento de algunos de nuestros pacientes.

HIDROXICLOROQUINA (HCQ):

A pesar de su extenso uso en enfermedades como el LES y la AR, el mecanismo de accion de los
antimalaricos como la hidroxicloroquina es en gran parte desconocido. Al ser una base débil, la HCQ
tendria tropismo por los lisosomas e interferirian en su acidificacion impidiendo el correcto
procesamiento y presentacion de antigenos extracelulares [107, 108]. Por otro lado, la HCQ disminuiria
la activacion de los receptores TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 mediada por enzimas proteoliticas en los
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endolisosomas [109]. Otro mecanismo propuesto es su capacidad de regular canales idnicos,
particularmente de potasio y calcio, los cuales son fundamentales en la activacion del inflamasoma y
la posterior activacion de la caspasa-1 encargada de clivar la IL-1p permitiendo su secrecion [110]. Se
ha visto también que la HCQ indirectamente reduce la produccion de otras citoquinas proinflamatorias
como IL-6, TNFa e IFNy por parte de cé¢lulas mononucleares de la sangre [111].

AZATIOPRINA

La azatioprina, un analogo de purinas, una prodroga que se convierte inicialmente en 6-mercaptopurina
y luego en 6-tioguanina, el metabolito activo. La azatioprina actia durante la fase S del ciclo celular e
inhibe la formacion de nucledtidos de la adenina y la guanina. De esta forma, inhibe la respuesta
inmune, impidiendo la replicacion celular necesaria en la proliferacion de células T en este proceso
[112].

MOFETIL MICOFENOLATO (MMF)

El MMF es un inhibidor de los linfocitos T y B efectivo en el tratamiento de multiples enfermedades
autoinmunes. Limita la sintesis de purinas inhibiendo la inosin-monofosfato deshidrogenasa. El MMF
demostré inducir proliferacion de CC y expresion de ARNm de MUCSAC en células conjuntivales
humanas in vitro [112].

METOTREXATE

El metotrexate es una antimetabolito que suprime la sintesis de ADN y ARN durante la fase S del ciclo
celular mediante la inhibicion competitiva de la enzima dihidrofolato reductasa. Esta, normalmente se
une al acido folico en un proceso que lleva a la generacion de bases purinicas y pirimidinicas del ADN
y ARN, lo que interfiere directamente en la proliferacion de células con alto indice mit6tico como los
linfocitos T necesarios para la respuesta inmune [113].

TRATAMIENTO DEL SOS CON SUERO AUTOLOGO EN PACIENTES CON SS

Como describimos anteriormente, multiples componentes del film lagrimal son fundamentales para
mantener una SO saludable, como por ejemplo el factor de crecimiento epitelial (EGF) y la vitamina
A, los que regulan la proliferacion, diferenciacion y maduracion del epitelio de la SO. En 1984 Fox et
al. reportaron los efectos beneficiosos de la aplicacion de suero autdlogo (SA) en pacientes con SS,
basandose en el hecho de que estos mismos factores presentes en las lagrimas de individuos sanos se
encuentran habitualmente en circulacion [114]. La aplicacion de SA tiene beneficios sobre el uso de
lagrimas artificiales ya que estas no contienen ninguno de estos componentes.

Otro estudio publicado por Tsubota et al. mostré que 12 pacientes con diagnostico de SS tratados con
SA al 20% durante 4 semanas presentaron una disminucion de la queratopatia superficial observada
con tincion de fluoresceina y rosa de bengala [115]. No se observo, sin embargo, cambios en el TBUT
[115]. Este tratamiento aumento la expresion de MUCI [85], lo que podria explicar, al menos
parcialmente, la efectividad del SA en el grupo de pacientes tratados. Otro estudio, demostrd que el
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tratamiento con lagrimas artificiales o SA al 50% mejora la descamacion, densidad de CC, proporcion
entre nlcleo y citoplasma, asi como presencia de células inflamatorias [116].
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HIPOTESIS DE TRABAJO, OBJETIVOS GENERALES Y
ESPECIFICOS

HIPOTESIS DE TRABAJO

En nuestro trabajo proponemos que, en condiciones fisiologicas, las mucinas MUC1, MUC4 y MUC16
en la SO tienen un rol inmunorregulador, determinando una disminucién de la produccion de citoquinas
proinflamatorias. Por otro lado, y basandonos en los antecedentes antes mencionados, hipotetizamos
que la SO de los pacientes con SOS, se caracteriza por una disminucioén en la expresion de dichas
mucinas en la superficie ocular, lo que se correlaciona con un aumento de citoquinas inflamatorias, en
particular de tipo Th17 (como la IL-17 e IL-22) y el progreso de la enfermedad. Dada la presencia de
factores favorecedores de la regeneracion y de la homeostasis de 1a SO, y basados en la literatura previa,
el tratamiento con SA al 20% en los pacientes con ojo seco favorecera la mejoria total o parcial clinica
en estos pacientes.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de nuestro trabajo fue la determinacion de la expresion de ARNm de MUC1, MUC4
y MUCI16 por células conjuntivales de pacientes con SOS e individuos controles, asi como determinar
su correlacion con la expresion génica de citoquinas proinflamatorias y la severidad de los sintomas de
la enfermedad. También nos planteamos valorar la respuesta de estos pacientes al tratamiento con SA
al 20%.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Generar un contexto clinico multidisciplinario para la captacion, valoracidn, tratamiento y
seguimiento de pacientes con SOS y SS (tanto primario como secundario).

2) Determinar la expresion génica de MUC1, MUC4 y MUCI16 en la superficie ocular de pacientes con
SOS secundario a SS (primario/ secundario y pacientes tratados/ no tratados).

3) Determinar la expresion de ARNm de citoquinas proinflamatorias de tipo Th17 (IL-17, IL-22) en la
SO de pacientes con SOS mediante PCR en tiempo real.

4) Estudiar la relacion entre la expresion génica de mucinas y los de las citoquinas evaluadas.

5) Evaluar la relacion entre la severidad clinica del SOS y la expresion génica de estas mucinas en
pacientes con SOS secundario a SS.

6) Evaluar la respuesta clinica de estos pacientes al tratamiento con SA al 20%.
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MATERIALES Y METODOS

RECLUTAMIENTO DE PACIENTES Y OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital de Clinicas, Facultad de Medicina,
Universidad de la Republica en Montevideo, Uruguay. El mismo tuvo LA aprobacién el dia 13 de
Setiembre de 2017 y el numero de protocolo es 97-17.

Todos los pacientes fueron captados en la policlinica de enfermedades autoinmunes y patologia ocular
del Departamento de Oftalmologia en conjunto con la Unidad de enfermedades autoinmunes sistémicas
perteneciente a dicho hospital durante el periodo entre diciembre 2017 y diciembre 2019. Este servicio
fue creado en el marco de esta tesis de doctorado. La Catedra de Hemoterapia estuvo a cargo de la
produccion de SA, parte del tratamiento de estos pacientes. Se obtuvo el consentimiento informado por
escrito de todos los pacientes involucrados en el estudio. Todas las muestras obtenidas de pacientes y
controles se numeraron del 1 al 33 para identificar los individuos y la informacion clinica recopilada y
asociarlo a sus muestras bioldgicas, asegurando el anonimato en el manejo de datos y muestras clinicas.
Se obtuvieron 2 grupos de pacientes:

1) Ojo seco derivado de Sindrome de Sjogren primario (SSP) o secundario (SSS).

2) Individuos controles sin enfermedades autoinmunes, sin patologias oculares, de la misma franja
etaria que los pacientes, libres de enfermedades infecciosas.

Los criterios de inclusion para el diagndstico de SOS fueron los siguientes:
e Presentar sintomas de SOS durante al menos los ultimos tres meses
e Tener un score en el cuestionario OSDI igual o mayor a 13 puntos
e Poseer un tiempo de rotura de la lagrima (TBUT por su sigla en inglés) menor a 10 segundos
e Obtener un resultado del test de Schirmer I menor a 13 mm
e Demostrar una queratopatia en la escala de Oxford mayor o igual a 1
e Tener diagnostico de SSP o SSS

Los criterios para el diagnostico de SS fueron en base a los definidos por el consenso Euro-Americano.
En el diagndstico de SSP debian sumar 4 puntos de los criterios detallados en la Tabla 1 (deben incluir
evidencia histopatologica y/o serologica). Para el diagnostico del SSS se necesitaba ademas del
diagnostico de SS la presencia de anticuerpos antinucleares positivos, factor reumatoide positivo o
presencia de anticuerpos asociados a esclerosis sistémica (anti-centromero, anti-Scl-70, anti-RNA
polimerasa III).
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Los criterios de exclusion fueron los siguientes:

e menores de 18 afios

e presentar anomalias anatdmicas post trauma o post cirugia previa

e poseer antecedentes de cirugia ocular en los tltimos 3 meses

e ecstar en tratamiento ocular topico (a excepcion de lagrimas artificiales)

e tener cualquier patologia ocular en los ultimos 3 meses que afecte la superficie ocular
(conjuntivitis, chalazion, etc.) o uso de lentes de contacto.

e Tener antecedentes de radioterapia en cabeza/cuello,

e presentar infecciones sistémicas o afectaciones neoplésicas activas

e los pacientes con uso concomitante de drogas anticolinérgicas fueron excluidos dado que
pueden confundir los hallazgos y/o sintomas.

Los pacientes del grupo control fueron evaluados de la misma forma, registrando los parametros ya
descritos.

Se solicito la firma de un consentimiento informado (ver Anexo II) a todos los sujetos que participaron
del estudio luego de la explicacion del procedimiento.
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VALORACION CLINICA DE PACIENTES CON 0JO SECO

Los pacientes que ingresaron a nuestro estudio fueron valorados desde el punto de vista oftalmologico
obteniéndose la siguiente informacion:
1. Fecha y hora de la consulta

2. Edad
3. Sexo
4. Antecedentes personales

EXPLORACION OFTALMOLOGICA GENERAL

e Agudeza visual: analizada utilizando la cartilla de Snellen (Figura 12).
e Biomicroscopia: corresponde a la visualizacion de las diferentes estructuras oculares con la

lampara de hendidura.

e Fundoscopia: valoracion de la macula y papila con lupa 90D.
e Frecuencia de parpadeo.
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FIGURA 12. EJEMPLO DE CARTILLA DE SNELLEN

Figura 12. Ejemplo de Cartilla de Snellen. Se observa la medida de agudeza visual desde el 20/200 (letra O
en lo més alto de la cartilla) al 20/20 considerada la vision normal.
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VALORACION DE SINTOMAS

CUESTIONARIO OSDI

El cuestionario OSDI, estandarizado para pacientes con SOS establece el diagnostico de ojo seco en
relacion con las respuestas de las preguntas que se describen a continuacion. Se consideran sintomas
leves de 0jo seco con un puntaje mayor o igual a 13 y menor a 22, moderado de 23 a 32 y severo mayor
a 33 (Figura 13).

¢{Ha experimentado alguna de las siguientes alteraciones durante la Gltima semana?
A. SINTOMAS Fi5|C05 En todo Casi en todo S ?::':. Casi en ningun En ninguin

momento momento - | M momento momento
1. Sensibilidad a la luz NJ/C
2. Sensacion de arenilla en los ojos NSC
3. Dolor de cjos NIC
4, Vision borrosa NJ/C
5. Mala vision NJ/C
i{Ha tenido problemas en los ojos que le han limitado o impedido realizar
alguna de las siguientes acciones durante la ultima semana?
B. ACTIVIDADES DIARIAS xS UL gun - En Aingan
6. Leer N/C
7. Conducir de noche 4 3 2 1 0 NJ/C
8. Trabajar con un ordenador
o utilizar un cajero automatico 4 3 2 1 0 N/C
9. Ver la television 4 3 2 i 0 WSC

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

En todo Casi en todo 5| 50% Casi en ningln En ningun
C.FACTORES AMBIENTALES momento momento del tiempo momento momento
10. Viento
11. Lugares con baja humedad 4 3 2 1 o NJC
{muy secos)
12. Zonas con aire acondicionado 4 3 2 1 4] N/C

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

.. Mormal OSDI: hasta 13
Puntuacién total: )
Leve/Moderado OSDI: entre 13 y 22

Total preguntas sin contestar: Moderado/Grave OSDI: entre 23 y 48
FIGURA 13. CUESTIONARIO DE TEST DE OSDI

Figura 13. Cuestionario de test de OSDI. El Test OSDI (ocular surface disease index) es un test sencillo creado
para establecer una gravedad y clasificacion del ojo seco segun su sintomatologia. Extraido de eyewiki.aao.org.
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VALORACION DE SIGNOS CLINICOS

Presencia de Blefaritis (edema o eritema del parpado) y disfuncion de las glandulas de Meibomio
(DGM) la cual comprende la obstruccion o inflamacion de estas en el borde palpebral). Estas glandulas
producen la porcion lipidica de la lagrima.

Cuantificaciéon de caracteristicas morfologicas del parpado: A continuacién, se describe el
formulario empleado para determinar las caracteristicas morfologicas del parpado.

1. El borde del parpado

e Engrosado

e Irregularidad del margen palpebral
2. Uni6én mucocutanea:

e Desplazamiento anterior:

e Desplazamiento posterior:

3. Los orificios de drenaje de las GM: (el nimero normal es de 20 a 25 en el parpado inferior).

e Desplazamiento posterior de los orificios

e Obliteracion

e Orificios opacos

4. Acinos:
e (Chalazion
5. Expresion de las secreciones:

e Normal: es transparente

e Nublada: secreciones liquidas difusamente turbias.

e Granular: por lo general secrecion turbia de los fluidos, contiene las particulas en
suspension. El color de estas secreciones varia de color blanco a gris y al amarillo.

e [Espesa y semisolidos o de una sustancia parecida a la pasta de dientes. La expresion
suele retrasarse o requiere una presion extra. El material contiene células epiteliales
queratinizadas.

6. Otros signos:

o Pestafias grasientas adheridas entre si, escamas blandas, amarillentas y grasas y se
localizan entre las raices de las pestafias.

e FEritema del borde anterior palpebral.

e Escamas duras, quebradizas y forman collaretes

e Telangiectasias

e Distiquiasis

e Triquiasis

e Madarosis

VALORACION DE ESTABILIDAD LAGRIMAL

La estabilidad del film lagrimal se determin6 midiendo el tiempo en que demora el film lagrimal que
recubre la cornea en romper. Se aplicé tincion de fluoresceina (solucion de fluoresceina al 2% diluida
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en suero fisioldgico) y sin anestesia, se determin6 el tiempo transcurrido hasta el inicio de signos de
ruptura del menisco lagrimal (Figura 14). El valor del TBUT en sujetos normales es igual o mayor a 10
segundos.

FIGURA 14. TEST DE TIEMPO DE ROTURA DEL FILM LAGRIMAL

Figura 14. Test de tiempo de rotura del film lagrimal (TBUT por sus siglas en ingles). Se observan dreas de
rotura del film lagrimal (se sefialan dos ejemplos con flechas) en una superficie ocular a la cual se aplico tincion
de fluoresceina). Imagen propia obtenida personalmente durante nuestro estudio.
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VALORACION DE LA PRODUCCION DE LAGRIMA

La produccion de lagrima se valoré mediante el test de Schirmer tipo I (sin anestesia topica) el cual se
llevd adelante mediante la colocacion de papel de filtro graduado en milimetros a nivel del fornix
palpebral inferior y la medida de hasta donde se encontraba la misma mojada por lagrima luego de 5
minutos (Figura 7). Se considera normal una produccion de lagrima mayor a 20 mm, insuficiente un
resultado menor a 13 mm y un resultado indeterminado o probablemente insuficiente entre 13 y 20
mm. Para el intervalo de confianza del 99%, los valores medios de secrecion lagrimal en individuos
que se esperaba que tuvieran secrecion normal, fueron mayores de 10 mm en 2 minutos y mayores de
13 mm en 5 minutos (nivel de significacion menor a 0,01)[13].

VALORACION DEL DANO DE LA SUPERFICIE CORNEAL Y CONJUNTIVAL

El verde de lisamina es una tincidn no toxica, que traduce la vitalidad del epitelio y se considera la
tincion ideal para detectar la presencia de células muertas o degeneradas. El verde de lisamina tifie
unicamente las células cuando su membrana se encuentra dafiada, independientemente de la
integridad del mucus que las recubre (Figura 15).

FIGURA 15. TEST DE TINCION CONJUNTIVAL Y CORNEAL CON VERDE DE LISAMINA

Figura 15. Test de tincion conjuntival y corneal con verde de lisamina. La figura ilustra el daiio conjuntival
(Ay B) y corneal (C) que se observa en la superficie ocular luego de la aplicacion de verde de lisamina. Imagen
obtenida personalmente durante nuestro estudio.

La valoracion del dafio de la superficie corneal y conjuntival se realizd mediante la aplicacion de verde
de lisamina (tiras de 1.5 mg de verde de lisamina - Hub Pharmaceuticals, LLC. Rancho Cucamonga,
CA 91730). Se humedecio la tira con 1-2 gotas de suero fisioldgico y posteriormente se aplicd a nivel
del fornix conjuntival. Posteriormente, se compararon los hallazgos de punteado de lisamina en la
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superficie con el diagrama de la escala de queratopatia de Oxford que se muestra a continuacion
(Figura 16).

Imagen A

lgual o menos que en b imagen A. Grado 0

Imagen B

Mas que eb b imagen A, igual 0 menos que
en b imagen B. Grado 1

Imagen C

Mas que eb b imagen B, igual o menos que
en b imagen C. Grado 2

Imagen D

Mas que eb b imagen C, igual o menos que
en b imagen D. Grado 3

Imagen E

Mas que eb b imagen D, igual o menos que
en b imagen E. Grado 4

Mas que ab b imagen E.Grado 5

FIGURA 16. ESCALA DE QUERATOPATIA DE OXFORD

Figura 16. Escala de queratopatia de Oxford. Los diagramas muestran mayor dafio desde el Grado 0 al Grado
5 mostrando un aumento en el punteado de la cornea y conjuntiva con la tincion biologica utilizada, en nuestro
caso, verde de lisamina. [117]

TOMA DE MUESTRAS MEDIANTE IMPRESION CONJUNTIVAL
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Se obtuvieron células epiteliales conjuntivales mediante la técnica de citologia de impresion (ver Figura
11). Para ello, un cuadrado de 5 mm x 5 mm de membrana de nitrocelulosa, de tipo de filtro HA con
un tamafio de poro de 0.45 uM (Millipore, catalog No HAWG04700, Millipore Corporation, Bedford,
MA 01730) se presiond ligeramente contra la conjuntiva ocular temporal luego de la instilacion de
anestesia topica (0.5% tetracaina, Alcon China Ophthalmic Product Company Ltd, Beijing, China). Las
2 membranas de cada paciente se colocaron en tubos estériles de 1.5 mL conteniendo 700 pL de buffer
de lisis celular (Quiagen, #74004). Los tubos se almacenaron a -80°C para ser utilizados en los ensayos
posteriores.

PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION DE ARN

El ARNm se extrajo usando RNA easy Microkit (Quiagen #74004). A 700 uL de muestra se le agrego
igual volumen de etanol al 70% y se coloco esta mezcla en las columnas del kit. Esto se centrifugd a
8000 rpm durante 15 segundos. Se agregaron 700 uL del buffer RW1 a la columna y se centrifugd a
iguales condiciones posteriormente. Luego se agregaron 500 pL del buffer RPE a la columna
centrifugando a 10000 rpm durante 1 minuto posteriormente. Finalmente, se eluyd el ARN en la
columna con 30 pL de agua RNAse free centrifugando un minuto a 10000 rpm. E1 ARN se cuantifico
por nanodrop midiendo la absorbancia a 260 nm y 280 nm.

RT-PCR EN TIEMPO REAL

El ARN total fue cuantificado utilizando un Nanodrop y posteriormente se sintetizo cDNA utilizando
el kit sensiFAST cDNA synthesis (Bioline). EI cDNA se sintetiz6 utilizando el kit SensiFAST cDNA
synthesis kit (Bioline) siguiendo las recomendaciones del proveedor. Primero se realiz6 una mix de
reaccion que incluy6 buffer TransAmp, la enzima transcriptasa reversa a 200 U/puL, y 1 ng de ARN, el
cual fue calculado de acuerdo con la concentracion obtenida mediante Nanodrop. EI ADNc se generd
en un termociclador de gradiente T de la marca Biometra, utilizando el siguiente programa: 25°C
durante 10 minutos, 42°C por 15 minutos, 48°C por 15 minutos y 85°C por 5 minutos. y la curva de
melting se realizd6 mediante un incremento de 1,3% desde 60°C a 95°C en el termociclador StepOne
Plus System Applied Biosystems. Para las real time PCR, las muestras se analizaron en un Eco real-
time PCR (Illumina) utilizando el Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems). Los ensayos
se realizaron utilizando el equipo Illumina Eco qPCR (modelo 1010180, USA). Un control sin ADNc
se incluyd en todos los ensayos para evaluar la contaminacién de los regentes utilizados. Los primers
usados en este estudio estan listados en la Tabla 2. Las condiciones de amplificacion fueron 10 minutos
a 95°C, 15 segundos a 95°C, 15 segundos a 62°C y 30 segundos a 72°C con una extension final de 10
minutos a 95°C. La curva de melt consistio en ciclos de 15 segundos de 95°C, luego 15 segundos a 55
°C y 15 segundos a 95°C. Los resultados de la PCR cuantitativa en tiempo real se realizaron por el
método de ciclo umbral comparativo y se normalizaron con GAPDH como control interno. Los
resultados se expresaron como la relacion entre cada gen de interés y la expresion de GAPDH.

TABLA 2. PRIMERS UTILIZADOS PARA RT-PCR CUANTITATIVA.

Gen Forward Primer Reverse primer
MUCI1 5'- AGCGTGAGTGATGTGCCATT - 3' 5'- AGCGCAACCAGAACACAGAC - 3'
MUC4 5'- GGTGGTGGAGGCGTTCTTAT - 3' 5'- CTCACGTTCAGGGCTGTCAC - 3'

53



MUC16 5'- CCAACTCTTCCGAAACAGCA - 3' 5'- GCCAGTGGCGAGAAGTTACA- 3'
5'-GGGGTCATTGATGGCAACAATA-

GAPDH 5'- ATGGGGAAGGTGAAGGTC G- 3' 3
IL 17 5'- ACCTGAACATCCATAACCGGATAC-3' 5'- AGCGTTATGCAGCCCAAG- 3'
IL 22 5'- TGGGAAAGAAGGGCTGTCAG- 3' 5'-GCGGTGACCCTGGCA- 3'

PREPARACION Y TRATAMIENTO CON SA DE PACIENTES CON SOS

La preparacion de SA se realizo a cargo del Departamento de Hemoterapia del Hospital de Clinicas a
través del centrifugado de la sangre periférica de cada paciente de forma de separar el suero de los
elementos formes de la sangre. Para ello, se obtuvieron 20 mL de sangre periférica mediante
venopuncion a nivel del pliegue de codo centrifugando posteriormente a 1500 rpm durante 5 minutos.
De los 20 mL de sangre se obtuvieron 10 mL de suero mediante esta técnica. El suero se separo
cuidadosamente en condiciones de esterilidad. Luego, se procedi6 a la dilucion al 20% del mismo en
solucion salina y se alicuot6 en tubos de 5 mL con proteccion ultravioleta para evitar la degradacion de
la vitamina A por exposicion a la luz. Se instruy6 a los pacientes para que mantuvieran el SA en un
ambiente refrigerado y oscuro, como el refrigerador, durante su utilizacion y los tubos cerrados en el
freezer. Este se realizaba el mismo dia de la evaluacion inicial del paciente. La aplicacion del SA se
indic6 1 gota en cada ojo de 6 a 10 veces al dia durante 12 semanas y luego se reevalta al paciente.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron analizados utilizando el test ¢ de Student utilizando el software GraphPad Prism
(GraphPad Software, San Diego, CA). Los andlisis de correlacion se realizaron mediante regresion
lineal simple. Los resultados fueron considerados significativamente diferentes cuando p < 0,05.
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RESULTADOS

DESCRIPCION DEMOGRAFICA Y PARAMETROS DE LA SUPERFICIE OCULAR.

Un total de 18 pacientes con SOS y SS junto con 15 controles de pacientes sanos fueron seleccionados.
Todos los pacientes y controles fueron mujeres de entre 27 y 83 afios. Los datos demograficos de edad
y sexo se observan en la Tabla 3. No hubo diferencias significativas en la edad de los dos grupos
(P=0.923, P>0.05). Como esperado se hallaron diferencias estadisticas significativas (P<0.05) entre los
dos grupos en el score de OSDI, TBUT, Schirmer I y Escala de Queratopatia de Oxford (Tabla 3).

TABLA 3. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS Y DE LA VALORACION CLINICA DE LA SO DE LOS PACIENTES EN EL ESTUDIO Y
CONTROLES

Parametros Pacientes (n=18) Controles (n=15) Valor P
Edad (afios) 56.72 +11.73 53.73+11.11 0.923
(37-83) (39-70)
Sexo (M/F) 0/18 0/15
OSDI score 45.20 £ 19.25*** 4.395 £ 2.745 3.604E-9
TBUT (s) 3.2£2.6%** 13.5+£20 5.401E-26
Escala de queratopatia Oxford 2.2 £ 1.0%** 0.3+0.5 2.134E-26
Schirmer 1 test (mm) 4.7 £ 4.0%** 20+2.8 2.744E-13

Abreviaciones: F, femenino; M, masculino. Todos los parametros se expresaron como media £ desvio
estandar. El andlisis estadistico entre los grupos y los controles se muestra junto al valor. ***p<0.0001,
pacientes vs. controles.
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El grupo de pacientes seleccionado se constituyd en un 50% por pacientes con SSP y 50% con SSS ya
sea secundario a lupus eritematoso sistémico (LES) en 4 pacientes, artritis reumatoide (AR) en 3
pacientes, o esclerosis sistémica (ES) en los 2 restantes. Al comparar las caracteristicas clinicas del
grupo con SSP y SSS, observamos que no hubo diferencias significativas en los parametros evaluados
excepto en el resultado del test de Schirmer I que fue significativamente mayor, aunque aiin claramente

por debajo de la normalidad, en el grupo con SSS (Tabla 4).

TABLA 4. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS Y DE LA VALORACION CLINICA DE LA SO DE LOS PACIENTES CON SSP VERSUS

$SS
Parametros Sjogren Primario (n=9) Sjogren Secundario (n=9) Valor P
Edad (afios) 54.55 + 14.22 55.22 +13.30 0.919

(37-71) (39 - 83)

OSDI score 41.8+18.2 48.6 £1 9.69 0.445
TBUT (s) 3327 32+26 0.902
Escala de queratopatia 2310 20+£11 0.338
Oxford
Schirmer I test (mm) 3.2+3.2*% 6.2+ 4.2 0.020

Todos los parametros se expresaron como media + desvio estandar. EI analisis estadistico entre los grupos y

los controles se muestra junto al valor. *p<0.05
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CORRELACION DE PARAMETROS CLINICOS

Como esperado, se observo una correlacion inversa entre TBUT, el score de OSDI y grado de
queratopatia superficial. A su vez, el TBUT se correlacion6 positivamente de forma significativa con
el resultado del test de Schirmer cuando consideramos todos los individuos reclutados, tanto controles
como pacientes con SOS (a mayor score de OSDI, mayor grado de queratopatia, menor produccion de
lagrima estimada con el test de Schirmer y menor estabilidad lagrimal medida por TBUT). Todas estas
correlaciones fueron estadisticamente significativas con un valor de p<0.05 (Figura 17).
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FIGURA 17. CORRELACION DE LOS PARAMETROS CLINICOS DE DANO DE LA SO EN EL GRUPO DE PACIENTES Y EL GRUPO CONTROL

Figura 17. Correlacion de los parametros clinicos de dafio de la SO en el grupo de pacientes y los individuos del
grupo control. a) Schirmer en relacion con TBUT, b) OSDI en relacion con TBUT, ¢) OSDI en relacion con el test de
Schirmer, d) TBUT en relacion con el grado de queratopatia, ¢) OSDI en relacion con el grado de queratopatia, f)
Schirmer en relacion con el grado de queratopatia. TBUT: tiempo de rotura del film lagrimal. OSDI: Ocular surface
disease index. Se detalla en la seccion de materiales y métodos como se obtienen estos parametros durante la
evaluacion clinica de los pacientes.
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EXPRESION GENICA DE MUC1, MUC4 Y MUC16 EN MUESTRAS DE IMPRESION
CONJUNTIVAL EN PACIENTES CON SOS Y SS VERSUS CONTROLES SANOS

Posteriormente, evaluamos la expresion génica de MUC1, MUC4 y MUC16 en pacientes y controles
mediante el método de PCR en tiempo real (Figura 18). Se observé una diferencia significativa con
una expresion de MUCI, 17 veces mayor (p=0.0032) y 2.11 veces mayor de MUC4 (p= 0.0104) en
pacientes con relacion a controles. No hubo una diferencia significativa en la expresion de MUC16
(p=0.0635) entre pacientes y controles (Figura 18).

A B C
ns
4 1.0 2.5+
5 | ! 3 8 .
=1 =1 =
= . = 0.8 . = 2.0
po 34 [)
3 . 3 h
E E 0.6 3 2 1.5
827 . 3 e . k]
- T -
.g . _g 0.4 . ol ; 1.0
B 4 o 0 . am 0 .
o O €024 ] ‘w 0.5 -'-,—1
S pY = ® " o *%, .
E] = .
i - w . a .
| E— - 0.0 ——atpla X 00 l—y—
N ) » ) S
& \d ] O e )
& & &
Q@o < Q‘bc' o Q%ﬁ Y

FIGURA 18. EXPRESION DE RNA MENSAJERO DE MUC1 (A), MUC4 (B) Y MUC16 (C) EN EL GRUPO DE PACIENTES CON SS-
SOS Y EN INDIVIDUOS CONTROLES

Figura 18. Expresion de RNA mensajero de MUCI (A), MUC4 (B) y MUC16 (C) en el grupo de
pacientes con SS-SOS y en individuos controles. EI RNA mensajero fue extraido de células
conjuntivales obtenidas mediante técnica de impresion conjuntival, extraido y amplificado de la forma
descrita en la seccion de materiales y métodos. *corresponde a p<0.05, **corresponde a p<0.01, ns
= no hay una diferencia significativa entre los grupos.
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Posteriormente, analizamos la expresion de mucinas en los subgrupos de pacientes con SSP y SSS con
relacion a los controles (Figuras 19 y 20). Con relacion a la expresion de MUCI entre los pacientes con
SSP (p=0.0136) y SSS (p=0.0015) la misma es expresada 15.7 y 19 veces mas en SSP y SSS que los
controles respectivamente. Interesantemente, MUC4 no se vio expresada de forma diferente al
comparar grupo de pacientes con SSS y los controles (p=0.0641), pero si al comparar los mismos
controles con el grupo de SSP (p=0.0095). La misma tuvo una expresion de 2.29 veces mas en este
grupo. También de forma llamativa, MUC16 si demostré una diferencia significativa al analizar los
pacientes con SSP en relacién con los controles (p=0.0465), lo cual no sucede en SSS (p=0.182).
MUCI6 se expreso 5.56 veces mas en el grupo de pacientes SSP en comparacion con el grupo control.
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FIGURA 19. EXPRESION DE ARN MENSAJERO EN CELULAS CONJUNTIVALES DE MUC1, MUC4 Y MUC16 EN EL GRUPO DE
PACIENTES CON SSP-SOS E INDIVIDUOS CONTROLES.

Figura 19. Expresion de ARN mensajero en células conjuntivales de MUCI, MUC4y MUC16 en el grupo de
pacientes con SSP-SOS e Individuos controles. El ARN mensajero fue extraido de células conjuntivales
obtenidas mediante técnica de impresion conjuntival, utilizado para sintetizar el ADN copia y amplificado de la
forma descrita en la seccion de materiales y métodos. *corresponde a p<0.5, **corresponde a p<0.01, ns = no
hay una diferencia significativa entre los grupos.
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FIGURA 20. EXPRESION DE ARN MENSAJERO EN CELULAS CONJUNTIVALES DE MUC1, MUC4 Y MUC16 EN EL GRUPO DE
PACIENTES CON SSS-SOS E INDIVIDUOS CONTROLES

Figura 20. Expresion de ARN mensajero en células conjuntivales de MUCI, MUC4 y MUC16 en el grupo de
pacientes con SSS-SOS e Individuos controles. El ARN mensajero fue extraido de células conjuntivales
obtenidas mediante técnica de impresion conjuntival, utilizado para sintetizar el ADN copia y amplificado de la
forma descrita en la seccion de materiales y métodos. *corresponde a p<(0.5, **corresponde a p<0.01, ns = no
hay una diferencia significativa entre los grupos.
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Seguidamente, nos propusimos analizar si existia una correlacion entre la produccion de las diferentes
mucinas (Figura 21). Se observd una correlacion estadisticamente significativa en la produccion de
MUCI1 y MUC4 (P = 0.0004), pero no entre estas y MUC16 (P = 0.84 con MUC1 y P = 0.651 con

MUCH4).
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FIGURA 21. CORRELACION DE LA EXPRESION DE ARN MENSAJERO EN CELULAS CONJUNTIVALES DE MUC1, MUC4 Y MUC16.

Figura 21. Correlacion de la expresion de ARN mensajero en células conjuntivales de MUCI, MUC4 y
MUCI6. A) Expresion de MUCI en relacion con la expresion de MUC4, B) Expresion de MUCI6 en relacion
con MUC4, C) Expresion de MUCI en relacion a MUCI16. El ARN mensajero fue extraido de células
conjuntivales obtenidas mediante técnica de impresion conjuntival, utilizado para sintetizar el ADN copia y
amplificado de la forma descrita en la seccion de materiales y métodos.
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Luego nos propusimos analizar si existia una correlacion entre la produccion de las diferentes mucinas
en el subgrupo de pacientes son SSP (Figura 22) y pacientes con SSS (no se muestran las graficas). Se
observo una correlacion estadisticamente significativa en la produccion de MUC1 y MUC4 (p =
0.0428) tnicamente para el grupo de SSP, no para SSS (p =0.141). Tampoco observamos correlaciones
significativas entre estas y MUC16 (p = 0.42 con MUC1 y p = 0.639 con MUC4) en SSP o SSS (p =
0.723 con MUC1 y p =0.833 con MUC4) en SSS.
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FIGURA 22. CORRELACION DE LA EXPRESION DE ARN MENSAJERO EN CELULAS CONJUNTIVALES DE MUC1, MUC4 Y
MUC16 EN PACIENTES CON SSP

Figura 22. Correlacion de la expresion de ARN mensajero en células conjuntivales de MUCI, MUC4 y
MUCI16 en pacientes con SSP. A) Expresion de MUCI en relacion con la expresion de MUC4, B) Expresion de
MUCI6 en relacion a MUC4, C) Expresion de MUCI en relacion a MUC16. El ARN mensajero fue extraido de
células conjuntivales obtenidas mediante técnica de impresion conjuntival, utilizado para sintetizar el ADN
copia y amplificado de la forma descrita en la seccion de materiales y métodos.
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EXPRESION GENICA DE MUCINAS Y PARAMETROS CLINICOS DE SOS

Para complementar estos estudios, las correlaciones entre la expresion génica de MUCI1, MUC4 y
MUCI16 y los parametros de superficie ocular de las pacientes fueron evaluadas. Con relacion al TBUT
y la expresion de mucinas (Figura 23) no hubo una relacion estadisticamente significativa para ninguna
de las tres. Sin embargo, se observé una tendencia a una correlacion negativa entre ambas (mucinas y
TBUT). En el caso de MUCI1: R2 =0.34, p=0.0614, MUC4: R2=0.21, P =0.124 y MUC 16: R2 =0.19,
p=0.0845.
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FIGURA 23. RNA MENSAJERO EN CELULAS CONJUNTIVALES DE MUC1 (A), MUC4 (B) Y MUC16 (C) EN FUNCION DEL TBUT.

Figura 23. Expresion de RNA mensajero en células conjuntivales de MUCI (A), MUC4 (B) y MUC16 (C) en
funcion del TBUT. El ARN mensajero fue extraido de células conjuntivales obtenidas mediante técnica de
impresion conjuntival, utilizado para sintetizar ADN copia y amplificado de la forma descrita en la seccion de
materiales y métodos. EL TBUT se determino mediante el tiempo en que demoran en aparecer dreas sin
fluoresceina en la superficie corneal luego de la instilacion de una gota de esta en cada ojo. Se detalla el
procedimiento en materiales y métodos.
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Cuando observamos la correlacion entre la expresion de mucinas y el test de Schirmer (Figura 24), esta
fue significativa Unicamente para MUC4 (R2= 0.180, p=0.039), observandose una correlacion
negativa, mientras que no fue significativa para MUC1 (R2=0.153, p=0.209) ni para MUCI16

(R2=0.0710, p=0.301).
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FIGURA 24. EXPRESION DE ARN MENSAJERO EN CELULAS CONJUNTIVALES DE MUC1 (A), MUC4 (B) Y MUC16 (C) EN

FUNCION DEL TEST DE SCHIRMER.

Figura 24. Expresion de ARN mensajero en células conjuntivales de MUCI (A), MUC4 (B) y MUC16 (C) en
funcion del test de Schirmer. El ARN mensajero fue extraido de células conjuntivales obtenidas mediante
técnica de impresion conjuntival, utilizado para sintetizar el ADN copia y amplificado de la forma descrita en
la seccion de materiales y métodos. El test de Schirmer se realizo sin anestesia, midiendo la cantidad de lagrima
producida en una tirilla de papel absorbente como se detalla también en materiales y métodos.
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Cuando estudiamos la relacion entre la presencia de queratopatia superficial y la expresion de mucinas
(Figura 25) observamos que tanto MUC1 como MUC4 estuvieron significativamente mas expresadas
en pacientes con mayor grado de queratopatia (R2= 0.74, P<0.0001 para MUC1 y R2=0.19, P=0.0295
para MUC4). En el caso de MUC16 encontramos una relacion estadisticamente no significativa en
relacion al grado de queratopatia (R2=0.2, P=0.0553), sin embargo, se encuentra en el limite de la
significancia.
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FIGURA 25. RNA MENSAJERO EN CELULAS CONJUNTIVALES DE MUC1(A), MUC4(B) Y MUC16 (C) EN FUNCION DEL GRADO
DE QUERATOPATIA.

Figura 25. Expresion de RNA mensajero en células conjuntivales de MUC1(A), MUC4(B) y MUC16 (C) en
funcion del grado de queratopatia. El RNA mensajero fue extraido de células conjuntivales obtenidas mediante
técnica de impresion conjuntival, utilizado para sintetizar ADN copia y amplificado de la forma descrita en la
seccion de materiales y métodos. El score de queratopatia se analizo mediante la tincion con verde de lisamina
de la cornea y conjuntiva también detallado en materiales y métodos.
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Por otro lado, la correlacion entre la expresion de las mucinas y el score de OSDI (Figura 26) fue
significativa en 2 de los 3 casos (R2=0.267, p=0.0406 para MUC1 y R2=0.394, p=0.040 para MUC16).
Esta fue sin embargo no significativa en el caso de MUC4 (R2=0.0770, p=0.179).
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FIGURA 26. EXPRESION DE ARN MENSAJERO EN CELULAS CONJUNTIVALES DE MUC1 (A), MUC4 (B) Y MUC16 (C) EN
FUNCION DEL RESULTADO OBTENIDO EN EL CUESTIONARIO OSDI.

Figura 26. Expresion de ARN mensajero en células conjuntivales de MUCI (A), MUC4 (B) y MUC16 (C) en
funcion del resultado obtenido en el cuestionario OSDI. El ARN mensajero fue extraido de células
conjuntivales obtenidas mediante técnica de impresion conjuntival, utilizado para sintetizar ADN copia y
amplificado de la forma descrita en la seccion de materiales y métodos. El score de OSDI se obtiene mediante
la respuesta a diferentes preguntas que se detallan en materiales y métodos.
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CORRELACIONES ENTRE IL 17 E IL 22 Y PARAMETROS CLINICOS DE SOS

La expresion de citoquinas proinflamatorias IL-17 e IL-22 fue también evaluada midiendo los niveles
de mRNA en el grupo seleccionado de pacientes y se compard con el grupo control (Figura 26). No

observamos una diferencia significativa entre los dos grupos (p=0.867 para IL-17 y p=0.172 para IL-
22).
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FIGURA 27. EXPRESION DE ARN MENSAJERO EN CELULAS CONJUNTIVALES DE IL-22 (A) E IL-17 (B) EN EL GRUPO DE
PACIENTES CON SS- SOS Y EN INDIVIDUOS CONTROLES

Figura 27. Expresion de ARN mensajero en células conjuntivales de IL-22 (A) e IL-17 (B) en el grupo de
pacientes con SS-SOS y en individuos controles. El ARN mensajero fue extraido de células conjuntivales

obtenidas mediante técnica de impresion conjuntival descrita en la seccion de materiales y métodos. Ns.: no
significativo.
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Al igual que con las mucinas, procedimos a analizar la expresion de estas citoquinas, pero
subdividiendo los pacientes esta vez entre pacientes con SSP y SSS. No observamos una diferencia
significativa en la expresion de IL-17 e IL-22 tampoco en estos grupos y el grupo control mediante test

de ANOVA (Figura 28).
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FIGURA 28. EXPRESION DE ARN MENSAJERO EN CELULAS CONJUNTIVALES DE IL-17 E IL-22 EN EL GRUPO DE PACIENTES
CON SSP, SSS Y GRUPO CONTROL.

Figura 28. Expresion de ARN mensajero en células conjuntivales de IL-17 e IL-22 en el grupo de pacientes
con SSP, SSS y grupo control. El ARN mensajero fue extraido de células conjuntivales obtenidas mediante
técnica de impresion conjuntival descrita en la seccion de materiales y métodos.
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El anélisis de la correlacion en la expresion de IL-22 e IL-17 mostrd una correlacion positiva la cual
fue estadisticamente significativa (R2=0.49, p=0.0008) (Figura 29).
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FIGURA 29. EXPRESION DE ARN MENSAJERO DE IL-22 E [L-17 EN LA SO DE PACIENTES E INDIVIDUOS CONTROLES.

Figura 29. Expresion de ARN mensajero de IL-22 e IL-17 en la SO de pacientes e individuos controles. El
ARN mensajero fue extraido de células conjuntivales obtenidas mediante técnica de impresion conjuntival
descrita en la seccion de materiales y métodos.
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Se procedi6 luego a analizar la expresion de estas dos citoquinas y correlacionarse con los parametros
evaluados de la SO en todos los pacientes del estudio. Tampoco se observaron correlaciones
significativas entre las mismas y el score de OSDI, TBUT, Queratopatia o test de Schirmer (p>0.05)

(Figuras 30 y 31).
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FIGURA 30. EXPRESION DE ARN MENSAJERO EN CELULAS CONJUNTIVALES DE IL-17 EN FUNCION DEL SCORE CLINICO DE
QUERATOPATIA, OSDI SCORE, TEST DE SCHIRMER Y DEL TBUT

Figura 30. Expresion de ARN mensajero en células conjuntivales de I1L-17 en funcion del score clinico de
queratopatia, OSDI score, test de Schirmer y del TBUT. El ARN mensajero fue extraido de células conjuntivales
obtenidas mediante tecnica de impresion conjuntival descrita en la seccion de materiales y métodos.
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FIGURA 31. EXPRESION DE ARN MENSAJERO EN CELULAS CONJUNTIVALES DE IL-22 EN FUNCION DEL SCORE CLINICO DE
QUERATOPATIA, OSDI SCORE, TEST DE SCHIRMER Y DEL TBUT.

Figura 31. Expresion de ARN mensajero en células conjuntivales de IL-22 en funcion del score
clinico de queratopatia, OSDI score, test de Schirmer y del TBUT. El ARN mensajero fue extraido de
células conjuntivales obtenidas mediante técnica de impresion conjuntival descrita en la seccion de
materiales y métodos.
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CORRELACION ENTRE LA EXPRESION DE MUCINAS Y DE IL-17 E 1L-22

Al analizar la correlacion entre la expresion de mucinas y de citoquinas en todos los pacientes del
estudio (Figuras 32 y 33) encontramos que existe una correlacion estadisticamente significativa entre
la expresion de IL-22 y MUC16 (p=0.0189), pero no con MUC1 o MUC4. A mayor MUC16 se observo

mayor expresion de IL-22. Esto no se observo en ninguna de las otras combinaciones entre mucinas y
citoquinas.
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FIGURA 32. EXPRESION DE ARN MENSAJERO DE IL-17 EN CELULAS CONJUNTIVALES EN FUNCION DE LA EXPRESION DE
LAS MUCINAS DE SUPERFICIE MUC1, MUC4 Y MUC16.

Figura 32. Expresion de ARN mensajero de IL-17 en células conjuntivales en funcion de la expresion de las
mucinas de superficie MUC1, MUC4 y MUC16. El ARN mensajero fue extraido de células conjuntivales
obtenidas mediante técnica de impresion conjuntival descrita en la seccion de materiales y métodos.
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FIGURA 33. EXPRESION DE ARN MENSAJERO EN CELULAS CONJUNTIVALES DE IL-17 EN FUNCION DE LA EXPRESION DE
LAS MUCINAS DE SUPERFICIE MUC1, MUC4 Y MUC16.

Figura 33. Expresion de ARN mensajero en células conjuntivales de IL-17 en funcion de la
expresion de las mucinas de superficie MUCI, MUC4 y MUC16. El ARN mensajero fue extraido de

células conjuntivales obtenidas mediante técnica de impresion conjuntival descrita en la seccion de
materiales y métodos.
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IMPACTO DEL TRATAMIENTO INMUNORREGULADOR SISTEMICO

Posteriormente, procedimos a dividir los pacientes en funcion de la presencia de tratamientos
inmunomoduladores (hidroxicloroquina, metotrexate o azatioprina). Observamos que la expresion de
MUCI (p=0.0019) y MUC4 (p=0.0165), pero no de MUCI16, IL-17 e IL-22, fue significativamente
mayor en los pacientes tratados en relacion con el grupo control (Figura 34).

A 4 *x B 1.0 * c 25 e
57 1 3" £
2 o 208 2 2.0
(1] (1] ©
2 . 2 >
® w 0.6 . = 1.5
2] . s . %
5 5 0.4 : = 1.0+
] 0 . S
. 2 S
1 . . 0 D
g g £ 0.2 5 ) 2 0.5 —:;i— .
i 0 au i 0.0 a%ple i 0.0 -
T ™ T et
N N N
& & & ©
o® °o° & °o° '@o 000
Q‘b Q'bo Q'bo
D ns E
0.4 0.10- ns
= * E .
= = 0.08
o 0.3 ®
2 . 2
s RS T 0.06-
2024 g
S s 5 o0.04{ d
8 0.1 -~ @ : .
5 e g 0.027 -
w . o ® w - .
0.0 . . 0.00-1—apo—p
& =¢°\ & '60\
& (_,°° & &
Q,bo ro’ (%)

FIGURA 34. EXPRESION DE ARN MENSAJERO DE MUC1 (A), MUC4 (B), MUC16 (C), IL-17 (D) E IL-22 (E) EN CELULAS
CONJUNTIVALES DE PACIENTES SOS-SSP Y SOS-SSS EN TRATAMIENTO INMUNOMODULADOR EN COMPARACION CON LOS
CONTROLES

Figura 34. Expresion de ARN mensajero de MUCI1 (A), MUC4 (B), MUC16 (C), IL-17 (D) e IL-22 (E) en
células conjuntivales de pacientes con SOS-SSP y S0S-SSS en tratamiento inmunomodulador en
comparacion con los controles. El ARN mensajero fue extraido de células conjuntivales obtenidas mediante
técnica de impresion conjuntival, extraido y amplificado de la forma descrita en la seccion de materiales y
métodos. *corresponde a p<0.05, **corresponde a p<0.01, ns = no hay una diferencia significativa entre los
grupos.
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Cuando analizamos el grupo de pacientes con SOS sin tratamiento, se observo que MUCI1 (p=0.0055)
y MUC16 (p=0.0408) presentaron un aumento en su expresion génica en relacion con los controles.
Sin embargo, no se observaron diferencias significativas de la expresion génica de MUC4, IL-17 e IL-
22 (Figura 35). En la Figura 35b se comparan los tres grupos: pacientes tratados, no tratados y controles.
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FIGURA 35. EXPRESION DE ARNA MENSAJERO DE MUC1 (A), MUC4 (B), MUC16 (C), IL-17 (D) E IL-22 (E) EN CELULAS
CONJUNTIVALES DE PACIENTES CON SOS SIN TRATAMIENTO INMUNOMODULADOR EN COMPARACION CON LOS
CONTROLES

Figura 35a. Expresion de ARNA mensajero de MUCI (A), MUC4 (B), MUC16 (C), IL-17 (D) e IL-22 (E) en
células conjuntivales de pacientes con SOS sin tratamiento inmunomodulador en comparacion con los
controles. El ANA mensajero fue extraido de células conjuntivales obtenidas mediante técnica de impresion
conjuntival, extraido y amplificado de la forma descrita en la seccion de materiales y métodos. *corresponde a
p<0.05, **corresponde a p<0.01, ns = no hay una diferencia significativa entre los grupos.
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Figura 35b. Expresion de ARNA mensajero de MUCI (A), MUC4 (B), MUC16 (C), IL-17 (D) e IL-22 (E) en
células conjuntivales de pacientes con SOS con y sin tratamiento inmunomodulador en comparacion con los
controles. El ANA mensajero fue extraido de células conjuntivales obtenidas mediante técnica de impresion
conjuntival, extraido y amplificado de la forma descrita en la seccion de materiales y métodos. *corresponde a
p<0.05, **corresponde a p<0.01, ns = no hay una diferencia significativa entre los grupos.
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EFECTO DEL TRATAMIENTO CON SUERO AUTOLOGO AL 20% EN PACIENTES
CON SS Y SOS

Ocho (44%) de los dieciocho pacientes se presentaron a su cita de seguimiento 8 semanas después de
la evaluacion inicial y una vez cumplidas las 8 semanas de tratamiento con SA 20% tal como fue
indicado y protocolizado. El score de OSDI promedio previo al inicio del tratamiento fue de 42.46 +
17.70 el cual mejord significativamente a 13.76 £ 6.67 (p<0.001). A su vez hubo una mejoria
significativa en el TBUT (p<0.001). No obstante, no hubo una diferencia significativa en la graduacion
de la queratopatia (p>0.05) o en el resultado de la prueba de Schirmer (p=0.07) (Tabla 5).

TABLA 5. Parametros clinicos de dafio de la superficie ocular y lagrima de los pacientes antes y después del tratamiento
con suero autélogo.

Parametros Pre-tratamiento SA 8 semanas post tratamiento SA
OSDI score 42.46 +17.70 13.76 £ 6.67*

TBUT (s) 29+26 7.0+3.4*

Escala de queratopatia de Oxford 20+1.1 1.9+£0.6

Schirmer 1 test (mm) 35+3.6 6.1+4.1

Abreviaciones: SA: Suero aut6logo 20%. Todos los parametros se expresaron como media + desvio estandar. El analisis estadistico
entre los grupos y los controles se muestra junto al valor. *p<0.05, pacientes vs. controles.
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DISCUSION Y PERSPECTIVAS

PREVALENCIA E INCIDENCIA DEL SOS EN SS

Varios estudios epidemioldgicos han reportado que la prevalencia del SOS varia significativamente
entre diferentes regiones geograficas, desde el 5 al 50% de la poblacion siendo afectada [118]. Un
estudio reciente estim6 una prevalencia global del SOS de 9.12% (con una desviacion estandar (SD)
de 0.04) [119]. Subdividido segin sexo, las mujeres tendrian una prevalencia de 9.5% (SD = 0.05) y
hombres 6.8% (SD = 0.06) [119]. Esto determina que el SOS sea una de las patologias oculares mas
frecuentes y con mayor repercusion en la calidad de vida de pacientes en una vision global. A su vez,
la incidencia de SOS esta en aumento consecuencia del mayor uso de pantallas digitales [120], polucion
ambiental [121] y el envejecimiento de la poblacion.

A pesar de esta elevada prevalencia mundial de SOS, el principal desafio de nuestro trabajo fue la
captacion de pacientes que cumplieran con los criterios de inclusion propuestos. Para este estudio,
desde diciembre de 2017 a diciembre de 2019 se vieron 203 pacientes en la policlinica de enfermedades
autoinmunes y patologia ocular. Estos pacientes presentaron manifestaciones oculares de sus
enfermedades autoinmunes sistémicas. En su mayoria, se trataba de pacientes con diagnostico de
uveitis, la cual se define como la inflamacion de la Gvea (ésta comprende el iris, cuerpo ciliar y
coroides)[122]. La segunda patologia observada en frecuencia fue la escleritis, generalmente asociada
a vasculitis como por ejemplo la granulomatosis con poli angeitis. En relacion al SOS, se captaron un
total de 45 pacientes los cuales habian sido diagnosticados con SSP o SSS y SOS. El diagnéstico de SS
se baso en la presencia de anticuerpos en sangre anti-Ro y anti-La, sumado a la presencia de cualquier
otro de los criterios descritos en la Tabla 1. A su vez, estos pacientes debian cumplir con los criterios
para el diagnostico de SOS (score de OSDI mayor a 12 y un TBUT menor a 10 segundos) y tener un
déficit de secrecion de lagrima (el punto de corte elegido fue un test de Schirmer menor a 13 mm).

A continuacion, se descartaron los pacientes con comorbilidades oculares que requerian un tratamiento
topico que no fuera lagrimas artificiales (como el glaucoma o infecciones intercurrentes de la superficie
ocular o margen palpebral) o que afectan directamente la SO (infecciones, trauma o cirugia ocular
previa (en los ultimos 3 meses) o usuarios de lentes de contacto. Ademads, se excluyeron pacientes con
antecedentes de radiacion en cabeza/cuello, infecciones o enfermedades neoplasicas activas
intercurrentes o con uso concomitante de drogas anticolinérgicas dado que pueden confundir los
hallazgos y/o sintomas del SOS. Al final de este estricto proceso de seleccion, se captaron 18 pacientes
con SOS y SS que cumplian todos los criterios. Los pacientes del grupo control fueron evaluados de la
misma forma, registrando los parametros ya descritos.

La literatura reporta que el SOS asociado a enfermedades autoinmunes va del 10% al 95%
mundialmente. Por ejemplo, 38 — 47% de los pacientes con AR presentan SOS [24, 123], 13.4 -39.5%
de los pacientes con LES [124, 125] y 37 — 79% de los pacientes con esclerosis sistémica [35]. 95% de
los pacientes con SS tienen SOS [126]. Los 18 pacientes finalmente captados con SOS y SS (9 de ellos
con SSP y 9 con SSS) representaron un 9% de los pacientes vistos en esta clinica en este tiempo. Estos
eran pacientes que cumplian con todos los criterios de inclusion y exclusion. Si analizamos el total de
pacientes en los cuales hicimos diagnostico de SOS asociado a SS estos fueron 45, representando un
22% de los pacientes con condiciones autoinmunes vistos. Como describimos anteriormente, dentro de
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los pacientes con patologia autoinmune, se estima que la prevalencia de SOS es generalmente mayor,
en general superior al 35% en los casos de SSS como detallamos en el parrafo anterior, con la excepcion
del LES en el cual el porcentaje es algo menor. Pensamos que diferentes factores llevaron a incluir
menos pacientes de lo estimado: en primer lugar, la exigencia de los criterios de inclusion. En segundo
lugar, consideramos que fue un factor determinante el sesgo debido al sub reporte de sintomas de ojo
seco por los pacientes al no considerar el SOS como una patologia invalidante. Debemos recordar que
estos son pacientes que tienen un diagnodstico de una condicion sistémica, el SS, asociado o no a otra
como el LES, ES o AR y por lo tanto, son pacientes generalmente polisintomaticos para los cuales los
sintomas de o0jo seco pueden representar un problema menor. Esto lleva a que unicamente pacientes
con SOS severo fueran generalmente captados y valorados. El hecho que no exista una estimacion de
la incidencia o prevalencia de SOS en Uruguay da mayor relevancia incluso a nuestro trabajo. Una
prevalencia del 22% dentro del grupo de pacientes con patologia autoinmune es posiblemente una
subestimacion, pero de cualquier forma constituye la primera aproximacion a la prevalencia de SOS
secundario a SS primario o secundario en este grupo de pacientes en nuestro medio.

LA PATOGENIA DEL SOS EN SS

En un intento de racionalizar los mecanismos causales y poder desarrollar terapias mas efectivas, el
SOS se ha clasificado en evaporativo (por disfuncion de las glandulas de Meibomio - DGM) y por
déficit de secrecion del componente acuoso (como en el caso de pacientes con SS). Existe una
diferencia fundamental entre estas dos categorias dado que, en aquellos con SOS secundario a ausencia
o disfuncion de las glandulas de Meibomio, la principal falla en el film lagrimal es la ausencia de la
capa lipidica producida por estas glandulas lo que conduce a un aumento de la tasa de evaporacion de
la 1agrima. Por el contrario, en pacientes con SOS por déficit de secrecion del componente acuoso de
la lagrima, el mecanismo troncal seria un déficit o hipofuncion de las glandulas lagrimales y/o de la SO
con una alteracion del glicocalix y menor estabilidad lagrimal. Esto es lo que sucede en el SS, el cual
es la patologia objeto de este estudio.

El SS es la tercera enfermedad reumatica mas prevalente después de la AR y el LES. Se estima que la
prevalencia del SSP va del 0.1 al 4.8% dependiendo de la edad [127, 128], y 90% de estos pacientes
son mujeres. A pesar de su alta prevalencia, aun hay gran desconocimiento de los mecanismos
moleculares involucrados en el SS-SOS.

El SS es una enfermedad inflamatoria autoinmune cronica, que se caracteriza histopatoldgicamente por
la infiltracion linfocitica de las glandulas exocrinas, principalmente las salivares y lagrimales con
hiperactividad de los linfocitos B activados por autoantigenos, en particular generan anticuerpos contra
partes de ribo-nucleoproteinas denominadas SSA/Ro y SSB/La. La funcion glandular se ve impedida
por el infiltrado celular inflamatorio con produccioén de autoanticuerpos y destruccion de estructuras
glandulares por mecanismos celulares involucrando la produccion de interferones [126].

Se estima que el 10% de los SOS son pacientes con SS [129]. El SS-SOS nos resulta de particular
interés por ser generalmente severo y de dificil tratamiento. A su vez, a diferencia del ojo seco
secundario a DGM, atn hay un gran desconocimiento de los mecanismos subyacentes a esta afeccion.
En particular, al dia de hoy no existe un biomarcador claro que permita el diagnostico y valoracion de
la respuesta terapéutica de estos pacientes ni tampoco un tratamiento efectivo para el mismo.
Abordaremos nuestros hallazgos a continuacion, los cuales brindan una aproximacion a los cambios en
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la produccién de las mucinas mencionadas y su correlacion con los pardmetros clinicos, asi como con
la presencia de citoquinas del perfil Th17 como la IL-17 e IL-22.

EL ROL DE LAS MUCINAS EN EL SOS POR SSP Y SSS

Nuestro conocimiento actual sobre la expresion de mucinas de la SO en pacientes con SS sigue siendo
escasa y conflictiva. En particular en el SS también la evidencia es conflictiva en relacion a las
modificaciones en la expresion de mucinas. Por un lado, Argueso et al. no observaron cambios
significativos en la expresion de ARNm de MUC1 y MUCH4 en las lagrimas de pacientes con SS y SOS,
mientras que los niveles del ARNm de MUCS5AC estaba disminuido, al compararlo con las lagrimas
de individuos normales [52]. Por otro lado, Caffery et al. observaron un aumento en la expresion de
MUCI1 y MUCI16 en pacientes con SOS y SS al compararlos con individuos normales [84, 85].

En nuestro trabajo de investigacion, nos planteamos como uno de nuestros objetivos determinar las
diferencias en la expresion de estas 3 mucinas transmembrana (MUC1, MUC4 y MUC16) en un grupo
de pacientes con SOS secundario a SS (tanto primario como secundario) y compararlo a un grupo
control. En la Figura 36 se observa la estructura molecular de estas mucinas. Nuestros resultados
muestran un aumento significativo en la expresion de MUC1 y MUC4, asi como una tendencia al
aumento de MUC16 que no lleg6 a ser estadisticamente significativa en el global de los pacientes, pero
si cuando analizamos el subgrupo de pacientes con SSP. A su vez, y como es esperable, se observo una
correlacion significativa en la cual los pacientes con mayor expresion de MUCI también tenian
mayores cantidades de ARNm de MUC4. Es importante aclarar que esta correlacion fue significativa
solo en pacientes con SSP.

Nuestra hipotesis inicial era que observariamos una disminucion en la expresion de estas mucinas en
relacion al dafo de la superficie ocular. Esta hipotesis se basé en el conocido rol protector que las
mucinas juegan normalmente en las superficies epiteliales, atrapando agentes patdégenos y su estudiada
naturaleza inmunorreguladora. Sin embargo, obtuvimos resultados opuestos a los que esperabamos.
Investigando lo que ocurre en otros tejidos que expresan gran cantidad de mucinas, podemos hipotetizar
cual es el mecanismo subyacente a lo que nosotros observamos. Estos se aclaran a continuacion.
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FIGURA 36. ESTRUCTURA DE MUC1, MUC4 Y MUC16.

Figura 36. Estructura de MUC1, MUC4y MUC16. Estructuras de dominio generales para MUCI (4), MUC4
(B) y MUC16 (C). Los sitios de escision estan representados por lineas discontinuas y la secuencia de la cola
citoplasmatica se representa para cada mucina. Los residuos fosforilados confirmados se indican con asteriscos
rojos. Las proteinas no se dibujan a escala. VNTR: dominio de repeticion en tandem de numero variable; SEA:
proteina espermdtica, enteroquinasa, dominio agrina; TM: dominio transmembrana; TC: cola citoplasmdatica;
NIDO: dominio tipo nidogen;, AMOP: dominio asociado a adhesion en MUC4; VWD: dominio tipo D del factor
de von Willebrand; EGF: dominio similar al factor de crecimiento epidérmico[56].

MUCI es una mucina unida a una membrana con una cola citoplasmatica expresada ademas de en la
cérnea y conjuntiva, en c€lulas epiteliales secretoras de las vias respiratorias, el tracto gastrointestinal
y el tracto reproductivo femenino. Por ejemplo, en el caso del sindrome inflamatorio intestinal, la
expresion de MUCI esta aumentada frente a la presencia de citoquinas proinflamatorias [130]. Se ha
visto que MUCI activaria la via del inhibidor del factor nuclear quinasa kappa beta (IKKb) y el factor
nuclear kappa beta (NF-kb) el cual estaria involucrado en la tumorigénesis inducida por inflamacion
[131]. De esta forma, nuestros resultados con un aumento de MUCI frente a una situacion de dafio
podria representar una respuesta similar a otros epitelios del organismo con aumento de la expresion
de MUCI en circunstancias pro inflamatorias.
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MUCH4 es otra mucina unida a membrana también presente en los epitelios donde encontramos a
MUCI. Su expresion en las células epiteliales de las vias respiratorias parece estar localizada de manera
no especifica en las células basales, ciliadas y caliciformes [132]. La literatura publicada ha reportado
que IL-4, IL-9 y la elastasa secretada por neutrofilos aumentan la expresion de MUC4 en las células
epiteliales de las vias respiratorias. En el caso de IL-4 e IL-9, se creia que el mecanismo era la activacion
transcripcional [133, 134], mientras que para la elastasa proveniente de neutrofilos se produjo un
aumento en la estabilidad del ARNm [135]. Se ha visto que MUC4 aumenta su expresion en
condiciones de inflamacién intestinal como la colitis y en el cancer colorrectal [136]. En este sentido
se ha visto que ratones MUC4 -/- son resistentes al desarrollo de colitis viéndose una regulacion al alza
de la expresion de MUC2 y MUC3. A su vez se observo que tenian menor desarrollo de tumores
intestinales [136]. En la misma linea, y como dato interesante, en otra patologia autoinmune de la SO,
el pénfigo ocular cicatrizal, se ha visto que en sus etapas tempranas ocurre un aumento en la distribucion
de polipeptidil-GaINAc’Transferasas, las cuales estdn encargadas del inicio del agregado de O-glicanos
al esqueleto de residuos de serina o treoninas en las mucinas (Figura 37) [137]. Esto sugeriria que las
células epiteliales de la superficie ocular tendrian una respuesta compensatoria al ataque
autoinmunitario sintetizando O-glicanos para mantener la superficie humeda a nivel del epitelio apical.

También se ha observado que la expresion de MUCI16 esta regulada positivamente en respuesta a
factores inflamatorios, incluyendo LPS, IL-6, IL-8 y TNFa, en el epitelio reproductivo de pacientes
con cancer de ovario a través de NF-xB [138]. Curiosamente, los estimulos inflamatorios como la IL-
la y la IL-1P regulan negativamente la expresion y produccion de MUC16 por células epiteliales
corneales [139]. Por el contrario, estas citocinas, asi como IFNy y TNFa, aumentan la eliminacion de
MUCI16 de células epiteliales conjuntivales cultivadas [140]. Como los niveles de citoquinas
proinflamatorias estan regulados positivamente en las lagrimas de pacientes con sindrome de Sjoegren
[141] la desregulacion de MUC16 podria ser un mecanismo que contribuye al empeoramiento de la
enfermedad del 0jo seco en estos pacientes.

82



Extension

Extension
Core 2 Core 4
Extension
Extension Core 1 Core 3

p1-3 B1-6 B1-3 B1-6
Core 2 Core 4

.ﬁ

A A
B1-3 B1-3 v

(Core 1) A
) o cel sa
;% c,“—'e Core 3 N-acetylgalactosamira
O Galactosa

STn a2-6 # Tn
STEGalMAC Acido N-acetylneuraminico

. N-acetylglucosamina

1-O%NIED

ST

FIGURA 37. O-GLICOSILACION DE TIPO MUCINA

Figura 37. O-Glicosilacion de tipo mucina. Representacion esquemdtica de la glicosilacion tipo O de mucinas.
La misma comienza mediante la adicion de N-acetilglucosamina (GalNac) a los residuos de serina o treonina
presentes en la cadena principal de mucina. Estas estructuras luego se extienden a las estructuras Core 1, Core
2, Core 3y Core 4 mediante la adicion del glucido indicado. La enzima involucrada en cada reaccion se indica
con la flecha y las lineas de enlace indican la union de cada glicido. Los epitopos T, Tn y sialil-Tn (STn)
asociados se encuentran en el recuadro, estos estan asociados a cancer. Gal: galactosa;, GalNac — T: GalNAc-
transferasa; C3GnT: Core 3. N-acetilglucosamina transferasa;, C4GnT: Core 4 N-acetilglucosamina
transferasa[56].
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PARAMETROS CLINICOS Y LA EXPRESION DE MUCINAS

En nuestro estudio evaluamos como se relacionaron la expresion de las distintas mucinas y los
diferentes pardmetros clinicos de ojo seco evaluados. En relacién a la sintomatologia de ojo seco,
observamos que tanto MUC1 como MUCI16 se correlacionaron positivamente con la mayor expresion
de sintomas de ojo seco. No fue asi en el caso de MUC4 con la cual no hubo una correlacion
significativa. Esto pensamos podria haberse observado de haber tenido un mayor reclutamiento de
pacientes.

Cuando analizamos ahora los signos clinicos en el examen oftalmolédgico, se aprecid una correlacion
positiva entre la expresion de MUC1 y MUCA4 y el grado de la queratopatia en la escala de Oxford. En
el caso de MUCI16, esta relacion fue marginalmente significativa con un p=0.55. Es posible que
aumentando el nimero de pacientes MUC16 demostrara la misma asociacion. Esto iria de la mano que,
a mayor daflo, mayor secrecion de estas mucinas como discutimos en la seccion anterior.

Cuando nos centramos en la produccion del componente acuoso de la lagrima, valorado mediante el
test de Schirmer, este se correlaciono de forma directa de forma significativa inicamente con MUCA4.
Aquellos pacientes con menor produccion de ldgrimas tenian mayores niveles de expresion de esta
mucina. Esto va de la mano con el concepto delineado anteriormente que la expresion de esta mucina
aumenta en el SOS. No observamos correlacion en el caso de MUC1 y MUCI16. Es importante
remarcar que hubo una diferencia significativa en el resultado del test de Schirmer entre pacientes con
SSP y SSS. Los pacientes con SSP tenian significativamente menor produccion de lagrimas comparado
con los pacientes con SSS. Esto pensamos pueda deberse a que el SSP haya una mayor afectacion de
la glandula lagrimal en relacion al SSS, generando asi una menor produccion del componente acuoso
de la lagrima.

Al observar el tiempo de rotura de la lagrima (TBUT) no se correlaciond significativamente con
ninguna de las tres mucinas estudiadas. Sin embargo, en la literatura se ha observado que determinados
patrones de rotura de la lagrima se asocian a la alteracion en la expresion de mucinas especificas. Por
ejemplo, se ha observado un menor TBUT en pacientes con menor expresion conjuntival de MUCI,
MUCI16 y MUC20 en pacientes con SOS no SS [137]. Pensamos que no haber confirmado estos
hallazgos puede deberse a que esto ha sido unicamente descrito para pacientes con SOS no-SS. Otra
posibilidad, es que como el tiempo de rotura también depende de la expresion de otras mucinas,
principalmente MUCSAC la cual no fue incluida en nuestro estudio, este puede no haber sido afectado.
La misma no fue incluida por no ser una mucina transmembrana, y por lo tanto, a diferencia de MUCI,
MUC4 y MUC16 que presentan un componente citoplasmatico, MUCS5AC no tendria a priori un efecto
directo en la expresion de citoquinas proinflamatorias. En tercer lugar, es también posible que esto se
observe al aumentar el numero de pacientes incluidos en el estudio.
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EL TRATAMIENTO INMUNOMODULADOR Y LA EXPRESION DE MUCINAS

Uno de los factores mas relevantes en nuestro estudio es que dos tercios de nuestros pacientes
reclutados se encontraban ya bajo alguna forma de tratamiento inmunorregulador, lo cual aporta un
ejemplo mas realista de lo que ocurre en pacientes diagnosticados con SS. Dos tercios de los pacientes
bajo tratamiento recibian hidroxicloroquina 200 mg al dia. Del tercio restante, 50% recibian
metotrexate a una dosis de 15 mg semanal, 25% estaba bajo tratamiento combinado con mofetil
micofenolato y 25% combinado con azatioprina 10 mg al dia. Al separar el grupo de pacientes tratados
del conjunto total de pacientes, existiria una diferencia en el tipo de mucina sobre-expresada, en los
pacientes en tratamiento hay un aumento de MUC1 y MUC4, mientras que en los pacientes no tratados
MUCI y MUCI16 fueron significativamente mas expresadas que en los controles. Debemos confirmar
estos resultados en estudios con un mayor niimero de pacientes ya que esto podria potencialmente tener
implicancias terapéuticas, favoreciendo la estimulacion dirigida a una u otra mucina de contar con esta
posibilidad en el futuro.

LA EXPRESION DE CITOQUINAS PROINFLAMATORIAS

Tanto la inmunidad innata como adaptativa participan de la patogenia del SOS asociado a SS. Estudios
previos encontraron que tanto un perfil Thl como Th17 serian los principales actores [142]. Por este
motivo, elegimos el estudio de las citoquinas IL 17 e IL 22 las cuales son las principales citoquinas
efectoras de este perfil linfocitario. Estas citoquinas mantienen la integridad de la barrera epitelial
estimulando la formacion de proteinas que conforman las uniones estrechas [143]. En especial 1L-22
tiene un rol importante en la supervivencia y proliferacion celular. Por su parte IL-17 tendria un rol
estimulando la produccion de péptidos antimicrobianos y quimioquinas que atraen leucocitos cuando
la barrera epitelial es penetrada [144]. Inicialmente la polarizacion de las células Th17 se inicia por las
células dendriticas en los nodos linfaticos que drenan las glandulas salivares y lagrimales, mientras que
en fases mas tardias de la enfermedad de Sjogren también ocurre localmente en el tejido glandular
inflamado. Estas células dendriticas secretan citoquinas polarizantes hacia el perfil celular Th17,
incluyendo TGF-b e IL-23. Las células epiteliales ductales de estas glandulas también producen
citoquinas importantes para la polarizacion hacia Th17 como la IL-1 [145]. Los linfocitos Th17
activados promueven la inflamacion estimulando la liberacion de citoquinas proinflamatoria en las
glandulas exocrinas, incluyendo IL-6 y TNFa, al secretar IL-17 e IL-22 las cuales se unen a sus
receptores expresados en células epiteliales y estromales [146]. La IL-17 también promueve la
produccion de metaloproteasas de la matriz como MMP-9, la que se asocia al dafio acinar [147].

No lo abordamos en este estudio, pero las citoquinas del perfil Thl, principalmente el IFN-y, estarian
involucrados en la muerte de células caliciformes [148]. Este juega un rol central en la metaplasia
conjuntival y la disminucién del numero de CC. Ademas, el estrés por la desecacion produce un
aumento de IFNy el cual a su vez induce una disminucién de la produccion de interleucina (IL)-13, la
cual estd asociada a un rol protector en las CC [148]. En este sentido, se ha propuesto que una expresion
constitutiva de IL-13 seria requisito para un control homeostatico de las CC al estimular la produccion
de MUCSAC y MUC2 [76, 77].
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En un estudio previamente realizado en el que se compararon 20 pacientes sanos con 20 pacientes con
SOS no SS y 20 pacientes con SOS — SS se observo que los niveles de IL-17 e IL-22 se encontraban
aumentados en pacientes son SOS-SS significativamente en relacion a los no SS y a los controles sanos
[87]. A su vez, el nivel de estas citoquinas se correlacionaba positivamente con el cuestionario de
queratopatia OSDI y negativamente con el TBUT y el resultado del test de Schirmer [87]. En nuestro
estudio, observamos como era esperable una fuerte correlacion entre la expresion del mRNA de ambas
citoquinas, es decir, aquellos pacientes con mayor expresion del mRNA de IL17 presentaban mayor
expresion también de IL-22. Esto tiene sentido ya que ambas citoquinas corresponden a un perfil Th17.
A su vez, observamos que aquellos pacientes con mayor expresion de MUC16 presentaban mayor
expresion de IL 22 de forma significativa. Esto va en la misma linea que el estudio mencionado
anteriormente ya que vimos que pacientes con mayor expresion de MUCI16 eran pacientes
significativamente mas sintomdticos y probablemente con mayor nivel de queratopatia (esta fue
marginalmente significativa en relacion a MUC16).

Sin embargo, no logramos reproducir los resultados que muestran que IL -17 e IL-22 se correlacionan
directamente con los pardmetros clinicos, demostrando una asociacion que refleja que mayor
produccion de estas citoquinas se asocian a SOS mas severos. Debemos destacar que el cuestionario
utilizado en el estudio referido no fue el OSDI en el cual nos basamos nosotros y el indice de
queratopatia fue basado en la tincion con fluoresceina a diferencia del verde de lisamina que nosotros
utilizamos. Esto puede generar una cierta variabilidad, aunque no deberia ser de significancia ya que
son alternativas validas para la evaluacion clinica. La medicion de produccion de citoquinas en el
estudio referido fue mediante ELISA en lagrimas de pacientes detectando directamente la presencia de
proteinas. Pensamos que seria importante como hemos remarcado anteriormente repetir este mismo
analisis incluyendo un mayor nimero de pacientes para poder confirmar o no la literatura al respecto.

También es importante remarcar que IL-17 e IL-22 pueden no detectarse en caso de que con la
impresion no haya tomado linfocitos de la superficie ocular. En este sentido, el estudio de citoquinas
que favorezcan la diferenciacion y proliferacion de un perfil Th17 y que son secretadas por
células epiteliales como IL-6 e IL-23 podria haber sido una buena alternativa. En el mismo sentido, se
ha visto que IL-22 es secretada a nivel de la glandula lacrimal y esto podria explicar porqué no
observamos una sobre expresion en nuestras muestras.

EL TRATAMIENTO DE ESTOS PACIENTES CON SUERO AUTOLOGO

Este estudio, a su vez, apoya los resultados obtenidos por Tsubota et al. demostrando un claro beneficio
en usar SA al 20% en pacientes con SOS asociado a SS. A pesar del desarrollo de nuevas terapias,
incluyendo estimulantes de la produccion de mucinas, el SA sigue siendo una excelente alternativa
terapéutica. La ventaja en nuestro medio es que, a partir del desarrollo de la policlinica especializada
de ojo seco en el Hospital de Clinicas, la cual se realiza en coordinacién entre integrantes del
departamento de oftalmologia y hemoterapia, se consigue una alternativa con minimo costo y accesible
a nuestra poblacion objetivo. Esto contrasta con la falta de acceso a medicaciones como el diquafosol
trisddico y rebamipide, los cuales no solo no se encuentran disponibles en nuestro medio, sino que su
costo los torna practicamente prohibitivas en el sistema de atencion sanitaria piblico. El mayor desafio
encontrado es la concurrencia de los pacientes a sus visitas de seguimiento. Hemos observado que
aquellos pacientes que utilizaron el SA normalmente no encontraron mayores dificultades en la
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conservacion del mismo (en el freezer cuando los colirios aun no estaban en uso y en la heladera
mientras se encontraban abiertos y siendo utilizados). A su vez, la mejoria clinica hizo que el
cumplimiento de la posologia del mismo (usualmente de libre uso, en promedio 6 aplicaciones diarias)
fuera bueno de acuerdo con lo reportado por los pacientes.

Como describimos anteriormente, multiples componentes del film lagrimal son fundamentales para la
mantener una superficie ocular saludable, entre ellos el factor de crecimiento epitelial (EGF) y la
vitamina A al regular la proliferacion, diferenciacion y maduracion del epitelio de la superficie ocular
todos los cuales se han demostrado estan presentes en el SA. Esta seria la base fisiologica detras de su
efectividad en estos pacientes. Consideramos serd de crucial importancia estudiar la expresion de
mucinas en pacientes luego del tratamiento con SA y nos proponemos llevar adelante esto en una
segunda etapa.

Metodoldgicamente este seria el mismo procedimiento midiendo los mismos parametros clinicos y de
expresion de RNA mediante PCR, pero luego del tratamiento con SA 20%, por ejemplo, a los 4, 8y 12
meses del tratamiento. Esto podria dar una idea mas completa de como cambia la expresion de MUCI,
MUC4 y MUCI16 al mejorar la superficie ocular.

EL DESARROLLO DE UN SISTEMA DE VALORACION Y TRATAMIENTO
FOCALIZADA EN ESTA PATOLOGIA EN NUESTRO MEDIO

Es importante también valorar, que este proyecto ha sido el motor no s6lo para la generacién de un
equipo multidisciplinario para valorar y tratar pacientes con ojo seco, lo cual no tiene precedentes en
el sistema publico o privado de nuestro pais, sino también se ha logrado sistematizar la evaluacion de
estos pacientes, estandarizando el examen clinico, agilizando la atencion y optimizando el registro de
los marcadores clinicos que evidencian y permiten graduar el dafio a la superficie ocular. Esto ha
permitido generar y registrar una gran cantidad de informacion en relacion a esta subpoblacion lo cual
puede ser explotado para consiguientes trabajos de investigacion.

A su vez, se ha logrado establecer una comunicacion agil e integracion en la valoracion y tratamiento
de pacientes que son vistos a través de la unidad de enfermedades autoinmunes sistémicas del Hospital
de Clinicas. De esta forma se ha optimizado la atencion fluida y eficaz de pacientes con patologias
autoinmunes que en muchos casos sufren de SOS por SS secundario.

Es de fundamental relevancia destacar que se ha conseguido a partir de este proyecto desarrollar y
poner a punto la técnica de toma de biopsia por impresion conjuntival, el correcto almacenamiento de
las muestras y la optimizacion para las condiciones de realizacion de RT PCR a partir de este material
biologico, el cual plantea un especial desafio por la escasez de muestra que se consigue obtener. Esto
abre la puerta a valorar nuevos marcadores inflamatorios y glicoproteinas de la superficie ocular.

Este estudio también invita a continuar utilizando la logistica desarrollada de captacion y seguimiento
de pacientes con o0jo seco y continuar evaluando los mismos parametros bajo diferentes condiciones
terapéuticas, asi como otras moléculas potencialmente involucradas en el desarrollo de sintomas y
signos del ojo seco de diferente etiologia.
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Una pregunta natural que surge es cuales son los cambios en la expresion de citoquinas y mucinas que
explican la mejoria sintomatica y clinica de los pacientes tratados con suero autdlogo. De esta manera,
seria interesante estudiar estas mismas mucinas y citoquinas a distintas marcas temporales luego de
iniciado el tratamiento de los pacientes con suero autdlogo. Nos proponemos incluir mas pacientes y
controles de manera de poder detectar correlaciones que posiblemente no fueron significativas en
nuestro estudio debido a esta limitacion.

Por otro lado, la glicosilacién de las mucinas de la SO también se encuentra alterada en los pacientes
con SOS producto de una alteracion en la expresion de glicosiltransferasas que participan en este
proceso. El bloqueo en la sintesis de O-glicanos conduce a la liberacion de Galectina 3 al film lagrimal,
una proteina que se une selectivamente a los mismos, manteniendo la estabilidad del glicocalix. Por
este motivo, se ha sugerido que la Galectina 3 podria constituir un biomarcador del SOS. De la misma
manera las ppGalNAc-Transferasas podrian estar involucradas en el inicio de la O-glicosilacion. Otro
elemento importante es que se ha observado que los niveles de metaloproteinasas de la matriz (MMP)
9 se encuentran aumentadas en estos pacientes. Estas metaloproteinasas degradarian la Galectina 3,
aumentando los mondmeros de galectina que interferirian en la oligomerizacion de mucinas
dependiente de galectina [83]. De la misma forma, seria interesante el estudio de la glicosilacion de
mucinas mediante el uso de lectinas e incluso poder medir los niveles de expresion de diferentes
glicosil-transferasas. Sabemos que tanto la expresion diferencial de la parte proteica como de su
glicosilacion van a afectar potencialmente la funcion de las mucinas.

Por supuesto deseariamos estudiar directamente la presencia de mucinas mediante western blot y
citoquinas mediante ELISA en la lagrima. La principal limitante que encontramos fue que dado que
estos pacientes de por si tienen una deficiencia en la produccion de la lagrima, obtener muestras es
dificultoso y muchas veces involucra la dilucion de la muestra, lo que confunde los resultados si la
dilucion de la muestra de lagrima no es exacta en todos los pacientes.

Seria de gran interés caracterizar como cambia la expresion de mucinas y citoquinas dependiendo del
tratamiento sistémico o topico con suero autdlogo.

Proyectandonos incluso mas alld de lo mencionado, podriamos estudiar marcadores de actividad en
sangre de las diferentes condiciones inflamatorias como por ejemplo componentes del sistema de
complemento o titulo de anticuerpos especificos como los antinucleares y correlacionarlos con cambios
en la expresion de mucinas en la superficie. De la misma manera, los cambios en las mucinas podrian
ser un predictor de un empuje de la enfermedad.

Las principales debilidades de nuestro estudio fueron un bajo niimero de pacientes, la escasez del
material gendmico obtenido lo que limito6 la capacidad de repetir ensayos, un corto seguimiento luego
de iniciado el tratamiento con suero autdlogo y que la mayoria de nuestros pacientes se encontraban
bajo tratamiento inmunomodulador sistémico. Esto ultimo en parte confunde el andlisis de los
resultados, pero al mismo tiempo hace este estudio uno que refleja la realidad mas frecuente de estos
pacientes, haciendo sus resultados més extrapolables a los que vemos en nuestra practica clinica. En
trabajos subsiguientes seria importante aumentar el nimero de pacientes incluido y aumentar el tiempo
de seguimiento para poder tener mas resolucion en los resultados.
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CONCLUSIONES

A lo largo de este trabajo de doctorado PROINBIO, se utilizé una combinacion de diversas estrategias
experimentales y clinicas para estudiar la superficie ocular en pacientes con sindrome de Sjogren y
sindrome de ojo seco y la correlacion de estos hallazgos con la clinica del paciente. Ambas patologias
poseen alta prevalencia e impacto en la calidad de vida de la poblacion objetivo.

A partir de los resultados obtenidos podemos arribar a las siguientes conclusiones:

e Conseguimos articular un servicio dirigido a los pacientes con SOS con la participacion de un equipo
multidisciplinario integrado por médicos oftalmologos pertenecientes a la catedra de oftalmologia
(valoracion- seguimiento - indicacion terapéutica), hemoterapia (desarrollo del colirio de suero
autdlogo) y servicio de enfermedades autoinmunes (captacion de los pacientes con sindrome de Sjogren
primario o secundario) del Hospital de Clinicas en Montevideo, Uruguay,

e Desarrollamos y pusimos a punto la toma de biopsias de células conjuntivales mediante impresion
conjuntival. Este procedimiento no se habia realizado anteriormente en nuestro medio para la realizacion
de estudio de expresion génica. También conseguimos sistematizar el correcto almacenamiento y
procesamiento de las muestras para la realizacion de RT-PCR. Esto permitird continuar el estudio de
nuevos marcadores en esta y otras patologias de la SO.

e Determinamos la primera estimacion de prevalencia de SOS en una poblacion de pacientes con
diagndstico de otras patologias autoinmunes en nuestra poblacion la cual fue discretamente menor a la
reportada en la literatura. Esta fue de 22% de los pacientes, constituyendo la primera estimacion en
Uruguay de SOS en pacientes con patologia autoinmune.

e Logramos determinar la expresion génica de las tres principales mucinas transmembrana de la SO en
nuestro grupo de pacientes estudiados e individuos sanos. Observamos un aumento significativo de la
expresion de MUC 1 y MUC 4 en nuestro grupo de pacientes.

e Detectamos una diferencia en la expresion del ARNm estas mucinas entre pacientes con SSP (aumento
de MUC1 y MUC4) y SSS (inicamente MUCI se vio significativamente elevada).

e Asimismo, correlacionamos estos hallazgos con la clinica (sintomas y signos de ojo seco) observando
que MUCH4 correlaciona significativamente tanto con menor produccion del film lagrimal, asi como una
mayor queratopatia superficial.

e La expresion de ARNm de MUC1 y MUCI16 se correlacionaron positivamente con una presencia de
sintomas mas severos de SOS.

e Evaluamos la expresion de citoquinas pro inflamatorias del perfil Th17 como son IL 17 e IL 22.
Observamos como la IL 22 se correlaciona con la expresion génica de MUCI6, la cual a su vez aumenta
en pacientes con mayor sintomatologia de SOS y aumenta en pacientes con mayor grado de queratopatia.
Encontramos una correlacion significativa entre la expresion de ambas citoquinas como era esperable
ya que ambas son citoquinas que corresponden a un mismo perfil de respuesta linfocitaria.
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No pudimos reproducir los resultados vistos en la literatura, aunque escasa ya que solo conocemos un
estudio previo que aborda la relacion entre IL 17 e IL 22 en SOS SSP o SSS la cual reporta que los
pacientes con SOS presentan un aumento de estas citoquinas en relacion a una mayor severidad clinica
del SOS. En nuestro estudio no observamos diferencia entre nuestro grupo de pacientes y grupo control
ni una correlacion con los sintomas o signos del SOS.

Evidenciamos los beneficios del tratamiento de estos pacientes con suero autdlogo al 20% el cual es una
opcion terapéutica disponible en nuestro medio que esta subutilizada por la falta de evidencia clinica
hasta el momento. Estos resultados son un sustento objetivo de la efectividad del tratamiento para este
grupo de pacientes.
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ANEXO | - PREGUNTAS DE SCREENING SOS

éCudl es la severidad de las molestias?

¢ Boca seca o agrandamiento glandular?

éTiempo de duracidn de los sintomas y si ha identificado algln factor desencadenante?
éAfecta la visidon? ¢ Mejora con el parpadeo?

éSon los sintomas y el enrojecimiento igual en ambos 0jos?

¢Picazdn, edema, costras, secreciones?

éUsa lentes de contacto?

¢Enfermedad sistémica (incluso infecciones respiratorias recientes), o medicacién sistémica?
Examen de segmento anterior para identificar diagndsticos diferenciales.
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ANEXO Il - HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE Y
CONSENTIMIENTO INFORMADO

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

"Interfase inmunolégica de la superficie ocular: Expresion de MUC1, MUC 4 y MUC 16 y
produccién de citoquinas proinflamatorias en pacientes con sindrome de o0jo seco secundario a
enfermedad de Sjogren".

Estudiante: Dra. Natalie Brossard - Residente de Oftalmologia de primer afio.

Director Académico Cientifico: Dra. Teresa Freire, Dra. Maria Elena Vergara, Dr. Ernesto Cairoli.
Lugar de ejecucion: Catedra de Oftalmologia, Facultad de Medicina, UdelaR y Departamento de
Inmunobiologia.

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacion en el que se le invita a
participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica de la Facultad de
Medicina, UdelaR.

Nuestra intencion es tan solo que usted reciba la informacion correcta y suficiente para que pueda
evaluar y juzgar si quiere o no participar en este estudio. Para ello lea esta hoja informativa con
atencion y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan surgir después de la explicacion. Ademas,
puede consultar con las personas que considere oportuno.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

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

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

El sindrome de ojo seco es un trastorno de la lagrima y la superficie del ojo que causa grandes
dificultades en la vida diaria de los pacientes afectados. Este proyecto pretende demostrar la
importancia de uno de los componentes de la superficie ocular (mucinas y sustancias producidas en
una reaccion inflamatoria) en vistas a conocer mejor la enfermedad y poder desarrollar mejores
tratamientos en el futuro y asi mejorar la sintomatologia y calidad de vida de los sujetos afectados.

PROPOSITO DEL ESTUDIO:

Demostrar que la alteracion de MUCI se asocia a sintomas mas severos de 0jo seco y a un aumento
en la inflamacion de la superficie ocular.

PROCEDIMIENTOS/EXPLICACION DEL ESTUDIO:
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Una vez diagnosticado en consulta se procedera a lo siguiente: Se formulard una serie de preguntas
sobre su calidad de vida actual, una exploracion oftalmologica completa y se tomard muestra de su
lagrima, asi como de células de la superficie ocular con un papel, todos los procedimientos son
indoloros y habituales de la consulta oftalmologica.

En la consulta se observard el estado de sus parpados (examen oftalmoldgico con lampara de
hendidura), realizando el Test de Schirmer (consiste en la instilacién de 1 gota de anestésico topico en
ambos 0jos y la introduccion en conjuntiva inferior de un papel milimetrado para cuantificar la lagrima
producida) para valorar la sequedad de sus 0jos y que no presenta ninguna molestia para el paciente.

La finalidad de este estudio es valorar la importancia de mucinas y sustancias asociadas a la
inflamacion en esta patologia. Los resultados obtenidos se aplicarian en el desarrollo eventual de
tratamientos que lleven a una mejora de la calidad de vida de los pacientes. El sujeto o el representante
legal del sujeto sera informado en todo momento si se dispone de nueva informacién que pueda ser
relevante para la decision del sujeto de continuar participando en el estudio.

No existe contraprestacion econdmica de ningun tipo en este estudio. El numero total de personas que
realizaran el estudio es de 33 El investigador del estudio, es responsable de informar y contestar al
sujeto sobre sus dudas y preguntas.

BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO.

No existen riesgos derivados de su participacion en el estudio, es posible que no obtenga ningin
beneficio para su salud por participar en este estudio.

CONFIDENCIALIDAD

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un codigo y sélo su médico del
estudio/colaboradores podran relacionar dichos datos con usted y con su historia clinica. Por lo tanto,
su identidad no sera revelada a persona alguna salvo excepciones (si existe alguna situacion especial
por la que se necesitara conocer la identidad del sujeto para cumplir con algun requisito del estudio se
debe explicar en este apartado), en caso de urgencia médica o requerimiento legal.

COMPENSACION ECONOMICA
Usted no tendra que pagar por el estudio de las muestras tomadas en la consulta.

DATOS DE CONTACTO: Dra. Natalie Brossard. Catedra de Oftalmologia, Hospital de Clinicas,
Montevideo, Uruguay. nataliebrossard@fmed.com.uy tel. 099913179

CONSENTIMIENTO INFORMADO

"Interfase inmunolégica de la superficie ocular: Expresion de MUCI1, MUC 4 y MUC 16 y
produccion de citoquinas proinflamatorias en pacientes con sindrome de ojo seco secundario a
enfermedad de Sjogren".
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Y0 (NOMDIe Y aPEIIAOS) ..eoviieiiiiiiieiieie ettt ettt et

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado. He podido hacer preguntas sobre el
estudio. He recibido respuestas satisfactorias a mis preguntas. He recibido suficiente informaciéon
sobre el estudio.

HeE RaDIado COME e
La Dra. Natalie Brossard

Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio: lo.- Cuando quiera. 20.- Sin tener que dar
explicaciones. 30.- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

- Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi consentimiento para el
acceso y utilizacion de mis datos en las condiciones detalladas en la hoja de informacion.

Firma del paciente: Firma del investigador:
Nombre: Nombre:
Fecha: Fecha:
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