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1. Importancia y justificacion del

trabajo

1.1. Contexto

El sindrome de ojo seco (SOS) es un problema de salud muy prevalente
cuyo tratamiento resulta en la actualidad generalmente insatisfactorio. Aunque
normalmente presenta sintomas leves o moderados y un curso tipicamente crénico
y progresivo, puede desarrollar alteraciones y secuelas graves. Afecta la calidad de
vida de los pacientes dificultando las tareas cotidianas no necesariamente
relacionadas con la visién, alterando el comportamiento social y la percepcion que
tiene el paciente de su propia salud (1). De hecho, se ha calculado que un SOS
moderado afecta la calidad de vida como la psoriasis y, en grado grave, como una
angina de pecho grado Il (2). Asimismo, supone un problema econdémico

importante en los paises desarrollados (3).

1.2. Antecedentes

Mucho se ha avanzado en los ultimos afios en el terreno de la fisiopatologia
y el tratamiento del ojo seco. Sin embargo, los resultados terapéuticos actuales
pueden resultar frustrantes, al tratarse de una patologia crdnica sin tratamiento
etioldgico especifico. Asi, el objetivo clinico se estructura en torno al control de los
sintomas y la prevencion del dafio de la superficie ocular.

Los tratamientos convencionales incluyen modificaciones ambientales,
consejo sobre uso de lentes de contacto y cirugia refractiva, asi como empleo de
sustitutos lagrimales (lagrimas artificiales), unglentos, corticosteroides topicos y/o
sistémicos, antibioticos como las tetraciclinas o inmunomoduladores como la

ciclosporina A. En casos muy graves pueden emplearse técnicas quirdrgicas



(tapones lagrimales, tarsorrafia, trasplante de membrana amnioética, trasplante de
glandulas salivares...). A pesar del tratamiento, muchos pacientes siguen
presentando signos y sintomas de 0jo seco. El uso de sustancias que aporten no sélo
hidratacion sino nutricion y factores de crecimiento constituye una alternativa
esperanzadora.

Los efectos terapéuticos de la aplicacién del colirio suero autélogo (SA) a
pacientes se conocen desde 1984 gracias a los trabajos de Fox (4), que describié su
experiencia en enfermos con queratoconjuntivitis. A pesar de ello, el pobre
conocimiento de su mecanismo de accion a nivel de la superficie ocular, hizo que
su utilizacion fuese escasa hasta finales de los afios 90 gracias a los trabajos de
Tsubota (5).

El mecanismo de accion del SA se basa principalmente en su propiedad
lubricante, pero lo que lo hace especialmente interesante es su concentracion en
vitaminas A y E, factores de crecimiento y fibronectina (6,7), que promueven el
trofismo celular del epitelio corneal interviniendo en su regeneracion (5,8).

El SA presenta pH y osmolaridad similares a la lagrima y, ademas, cuenta
con componentes de accién epiteliotrofica en concentraciones superiores a la
misma. Gracias a estas propiedades podemos afirmar que el SA no sélo actla
humidificando la superficie sino que ademas aporta factores nutricionales y de
crecimiento necesarios para mantener la viabilidad celular en los procesos de
reparacion epitelial. Se piensa que estos factores son los responsables de los efectos
terapéuticos observados. Posee asimismo componentes bactericidas, disminuyendo
el riesgo de contaminacion e infeccion.

En los ultimos afios, el empleo del SA se ha ido extendiendo debido al
aumento de patologias susceptibles de su indicacion, asi como la disponibilidad de
bancos de tejidos dotados de la infraestructura necesaria para su preparacion dentro
de un sistema de calidad implantado. Asi, el SA constituye hoy dia una alternativa
terapéutica eficaz para el tratamiento de las enfermedades de la superficie ocular no
respondedoras a tratamiento convencional (9,10,11), empleandose con éxito en
numerosas patologias ademas del ojo seco: Defectos epiteliales persistentes (12),
erosiones recurrentes (13,14,15), Ulceras neurotréficas (16), Enfermedad Injerto
Contra Huésped (17), queratopatia aniridica (18), queratoconjuntivitis limbica
superior (19), cirugia vitreo-retiniana de agujeros maculares (20,21,22), etc.
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Noble (23) describe en sus estudios que el SA es superior a la terapia
convencional para el tratamiento de las patologias de la superficie ocular. El
Subcomité para el Manejo y Tratamiento de Ojo Seco del Taller Internacional de
Ojo Seco (24), lo incluye entre las terapias recomendadas para el estadio moderado-
grave o no respondedor a terapia convencional.

En el servicio de Oftalmologia del Hospital Regional Universitario de
Malaga se esta indicando el empleo de SA desde el afio 1999, elaborado por el
Banco Sectorial de Tejidos. Desde el afio 2013, se ha tratado a mas del.600
pacientes con diversas patologias oftalmoldgicas, siendo la mas frecuente el SOS.

Entre los inconvenientes de la aplicacion del SA se encuentran la frecuencia
en el nimero de extracciones de sangre y la posibilidad de que el paciente padezca
una enfermedad infecciosa, con la consiguiente posibilidad de contagio. Hay
enfermos gque no son candidatos a la extraccion periddica de sangre: insuficiencia
cardiaca, mal estado general, anemia, discrasias sanguineas, nifios, pacientes
psiquiatricos, tratamiento quimioterapico y padecimiento de enfermedades
autoinmunes que puedan alterar la calidad y eficacia del suero. Los enfermos
diabéticos, con enfermedades autoinmunes, colagenosis y aquellos con infeccion
activa por VHC y VIH, presentan, con frecuencia, signos y sintomas de 0jo seco
severo, cuya respuesta al tratamiento convencional suele ser pobre. Las
caracteristicas del colirio de suero heterélogo (SH) no difieren del autélogo y
pueden resultar beneficiosas en aquellos enfermos que presenten ciertas
limitaciones en la extraccién de su propio suero.

Desde el comienzo del empleo de SA en el Hospital Regional Universitario
de Malaga, se ha aplicado también SH a mas de 1.200 pacientes. El suero procedia
de donantes de sangre habituales de grupo sanguineo AB, previo consentimiento
informado sobre los fines de esa donacion. Recientemente se ha realizado un
estudio planteando la necesidad de valorar ambos grupos de pacientes mediante un
cuestionario de autoevaluacion antes y después de la utilizacion de SA y SH (25).
Los resultados se presentaron en el Congreso Internacional de Banco de Tejidos en
Barcelona, 2011 (26).

Yoon (27,28,29) investigo la eficacia del suero procedente de sangre de
cordon umbilical (SCU) en pacientes con 0jo seco severo comparando los efectos
clinicos y los niveles de componentes esenciales con el suero elaborado a partir de

sangre periférica. El SCU presenta segun este autor mayor cantidad de moléculas
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tréficas y tras su empleo se obtienen mejores resultados clinicos. Sin embargo se
trata de series cortas.

No existen en la actualidad estudios aleatorizados ni con el suficiente
numero de pacientes para afirmar qué fuente de obtencion es la mejor para el
tratamiento del ojo seco. Sin embargo, las publicaciones de Yoon y la existencia en
Malaga del primer Banco de Sangre de Corddén Umbilical de Europa en numero de
unidades almacenadas, han propiciado este ensayo que compara el efecto clinico de
los dos tipos de sueros: SA'y SCU.

1.3. Justificacion del estudio

Este estudio clinico surge de la necesidad de encontrar nuevas terapias para
el 0jo seco grave, especialmente para aquellos pacientes en los cuales el empleo del
SA no esté indicado. La justificacion del presente trabajo puede resumirse en:

a. La frecuencia del ojo seco y su insatisfactorio tratamiento produce el
consecuente impacto en la calidad de vida de los pacientes y en la economia
de los paises desarrollados.

b. El empleo del SA como tratamiento del ojo seco estd actualmente
estandarizado. Sin embargo, existen pacientes a los que no es posible o no
conviene su aplicacion.

c. Los estudios realizados por Yoon son prometedores pero insuficientes.
Consideramos necesarios los estudios prospectivos en forma de ensayo
clinico para verificar el efecto terapéutico del SCU.

d. En el presente ensayo clinico, se plantea un enfoque novedoso: se comparan
los efectos clinicos del SCU en casos de SOS moderado-grave con la terapia
con SA. Si los efectos del SCU igualan o superan en eficacia a la aplicacion
topica del SA, podria aumentarse el arsenal terapéutico disponible para
dicha patologia.

1.4. Hipotesis
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1.4.1. Hipotesis especificas

1. La aplicacion topica cinco veces al dia de SA mejora los signos y
sintomas derivados del ojo seco en el plazo de tres meses de tratamiento.

2. Laaplicacion topica cinco veces al dia de colirio SCU mejora los signos y
sintomas derivados del 0jo seco en el plazo de tres meses de tratamiento.

3. No inferioridad del SCU frente al SA en el tratamiento del ojo seco
moderado-severo.

4. No inferioridad en la concentracion de factores de crecimiento del SCU
frente a SA.

1.4.2. Preguntas de investigacion

1. ¢Es el colirio de SCU igual de eficaz que el colirio de SA para el
tratamiento del 0jo seco?

2. ¢Se podria utilizar, una vez probada la eficacia del colirio SCU, como
alternativa al SA para estos pacientes?

3. ¢Difieren las concentraciones de factores de crecimiento, neurotréficos,
vitaminas y otras moléculas en cada uno de los sueros comparados con la
lagrima?

4. ¢Difieren las concentraciones de factores de crecimiento, neurotréficos,

vitaminas y otras moléculas entre SA 'y SCU?

1.5. Objetivos

1.5.1. General

Comprobar la eficacia del SCU en el tratamiento del 0jo seco moderado-severo.

1.5.2. Especificos

1. Medir los efectos del SA y SCU sobre la pelicula lagrimal y la superficie
ocular a lo largo de los tres meses de tratamiento del estudio, mediante las

pruebas objetivas (test de Schirmer, BUT, tincion con fluoresceina, tincion

19



con verde de lisamina) y los sintomas, mediante el cuestionario validado de
Donate.

2. Comparacion de los efectos clinicos sobre la pelicula lagrimal y la
superficie ocular del SA y SCU entre si mediante las pruebas objetivas (test
de Schirmer, BUT, tincion con fluoresceina, tincion con verde de lisamina)
y los sintomas, mediante el cuestionario validado de Donate.

3. Caracterizacion y cuantificacion en las dos modalidades de suero de :

* Proteinas: albumina, fibronectina.

Vitamina A.

Vitamina E.

1gG, IgA, IgM.

Factor p Transformante del Crecimiento de Fibroblastos (TGF-p).
Factor de Crecimiento Epitelial (EGF).

1.6. Sintesis y abstract

El término sindrome de ojo seco (SOS), representa un grupo variado de
afecciones que se caracterizan por disminucion en la produccion de lagrima o a una
evaporacion anormalmente rapida de la pelicula lagrimal, con el resultado de
molestias y secuelas oculares de diverso grado.

El SOS, es una patologia multifactorial muy prevalente que afecta del 8 al
33% de la poblacion. A pesar de las multiples terapias y técnicas quirargicas que se
emplean en la actualidad para tratarlo, existe un porcentaje elevado de pacientes en
que dichos tratamientos resultan insatisfactorios.

ElI SA, que se realiza a partir de la sangre del propio paciente, ha
demostrado ser util en el tratamiento del ojo seco refractario y otras muchas
patologias oftalmologicas de la superficie ocular, debido a que contiene factores de
crecimiento y moléculas esenciales para la regeneracion epitelial y el trofismo
corneal en mayor concentracion que en la lagrima.

Sin embargo, existen pacientes que no son candidatos a la extraccion
periddica de sangre o bien precisan el tratamiento con urgencia debido a una

patologia grave de la superficie ocular y, por tanto, el SA no es una opcion
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terapéutica. Recientemente se han realizado estudios piloto empleando SCU con
resultados esperanzadores. Segun los datos arrojados por dichos trabajos, este suero
contendria mas factores de crecimiento que el SA.

En este ensayo clinico pretendemos comparar los efectos de los dos tipos de
suero, SA y SCU, en el tratamiento del ojo seco y determinar los factores de
crecimiento, factores neurotréficos, vitaminas y otras moléculas esenciales para la
nutricién de la superficie ocular en dichos sueros y valorar la introduccion de

nuevas opciones de tratamiento para el 0jo seco.

The dry eye syndrome (DES) is a group of ocular illnesses that have in
common the ocular discomfort and the diminished tear secretion or the abnormal
evaporation of the tear film.

The DES is a multifactorial and frequent condition: depending on the series,
from 8 to 33% of the population is affected. The signs and symptoms can vary
greatly, from occasional pain and redness to severe conditions of the ocular
surface. Despite of the multiple treatments available, a high percentage of patients
do not show improvement or experience sequelae.

The autologous serum (AS) eye drops are prepared from the patient’s own
blood. AS eye drops have shown to be useful in refractory DES and other
conditions of the ocular surface. However, there are some patients with severe DES
that are not candidates for blood extraction, because of their physical condition,
contagious illnesses or lack of collaborative attitude. Apart from avoiding the
periodical blood extraction needed for AS treatment, promising results have been
published regarding the use of umbilical cord blood serum (UCBS) eye drops, that
may have a higher percentage of growing factors than the AS.

With this clinical trial we intend to compare the clinical effects of the AS
and the UCBS eye drops and quantify the growing factors, vitamins and other
essential molecules for the ocular surface homeostasis, in order to explore new
therapies for the DES.
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2. Introduccion

2.1. Breve repaso historico

El ojo seco es una patologia que se conoce desde la antigliedad. Murube
(30) divide en tres periodos las historia del ojo seco: a) Hipocratico o del ojo seco
grave, b) Sjogrénico o del descubrimiento del ojo seco medio y c) Periodo del siglo
XXI o del descubrimiento del ojo seco leve.

2.1.1. Periodo hipocratico

La sangre y otros fluidos humanos (leche materna, placenta, saliva, orina y
excrementos) han sido empleados desde la antigiedad para el tratamiento de
diversas afecciones. El papiro de Ebers es uno de los tratados médicos conocidos
maés antiguos y mejor conservados. Redactado en el antiguo Egipto en el afio 1534
antes de nuestra era, menciona numerosas enfermedades oftalmoldgicas y sus
respectivos tratamientos, entre los que se encuentra el uso de la sangre en forma

topica para tratar el enrojecimiento ocular o la pérdida de vision (31, 32).

En la antigua Grecia se acufid el término “xeroftalmia” (de xérds, seco,
ophthalmos, ojo e -ia, sufijo de enfermedad) para aquellos ojos con una sequedad
absoluta de la superficie ocular y alteraciones corneales irreversibles que
provocaban ceguera. Hipdcrates (460-375 a.C.) clasificaba las patologias oculares
en humedas y secas y consideraba que éstas Gltimas eran mas graves y estaban

ocasionadas por los “humores” del paciente y el ambiente (33).

Durante el Imperio Romano el ojo seco se denominaba lippitudo arida o
lippitudo sicca (legafiosidad u oftalmia seca). Se han encontrado sellos (sigilla "ad
siccam lipp") que regulaban la prescripcion de colirios para estos 0jos secos graves
(33). Aulo Cornelio Celso (25a. C. - 50 d. C.) describe la “oftalmia seca” en su
tratado De Re Medica como una enfermedad en la que no se produce lagrimeo ni
tumefaccion y en la que se da hiperemia, pesadez y picor, asi como adherencia

palpebral durante la noche.

Galeno (130-200 a.C.) distinguia dos enfermedades que hoy podemos
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considerar como 0jo secos (33): la sklerophthalmia (del griego, sklerds, que
significa “duro”) en la que el ojo estaba endurecido y poco movil y la
xerophthalmia, que cursaba con molestias, picor y lagrima “salmuera y nitrosa”
(33). Pablo de Egina (s. VII d.C.) en su obra Hypomnema recogia el concepto de
Galeno y definia el ojo asociado a la escleroftalmia como duro, doloroso,

hiperémico y con limitacion a la movilidad.

En el siglo XVII siguen vigentes los postulados de los médicos clasicos.
Plenk dividid el ojo seco en cuatro clases: exhastaustorum, itinirerarium, febrile e
inflammatorium. Segun Murube, podrian deberse a etiologias nutricionales las dos
primeras clases y a sindromes tipo Stevens-Johnson y conjuntivitis cicatriciales la

tercera y cuarta causa, respectivamente (30).

2.1.2. Periodo sjogrénico

El periodo sjogrénico se inicio en el siglo XIX. La medicina de este periodo
adopta un carécter mas cientifico, con un continuo desarrollo de nuevas técnicas y
conceptos. Se investiga en diversos campos y surgen destacados médicos y
cientificos como Virchow, Rokitanski, Claude Bernard, Luis Pasteur, Robert Koch,
Purkinje, Addison, Santiago Ramon y Cajal, etc.

Se identifican los ojos secos menos graves, por lagrima insuficiente cuya
merma provocaba alteraciones reversibles en la superficie ocular. Surgieron
entonces por parte de los grandes oftalmologos de la época nuevas denominaciones
para designar los sintomas y signos que observaban en la practica clinica (30), tales
como la xerosis epitelialis descrita por Raymond, la keratopathia filamentosa

acufiada por Leber o keratitis sicca observada por Duke-Elder.

Henrik Samuel Conrad Sjogren (1899-1986) definidé el término
keratoconjunctivitis sicca en su tesis doctoral “Zur Kenntnis der
keratoconjunctivitis sicca”, basandose en cuatro casos que habia publicado
anteriormente. Curiosamente, su trabajo doctoral no obtuvo la calificacion
suficiente como para permitirle en ese momento acceder a los estudios de
oftalmologia. Gougerot, en 1925, y Houwer, en 1927, habian descrito parcialmente
la entidad (de hecho, algunos autores como Paganoni denominaron el Sindrome
como de Gougerot-Houwers-Sjogren). Sin embargo, fue Sjogren el que mas datos
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clinicos e histoldgicos aportd al conocimiento de este sindrome y el que propuso su
naturaleza generalizada, asociado a enfermedades del tejido conectivo (34).

2.1.3. Descubrimiento del ojo seco leve

En la Gltima mitad del siglo pasado se detecta el 0jo seco leve, sintomatico,
pero sin signos claros en la exploracion. En 1950, von Rétth introdujo el término
“Dry Eye™ para cualquier tipo de insuficiencia de las glandulas lagrimales. Wolf
introdujo el concepto de la pelicula lagrimal constituida por tres capas
diferenciadas: mucinosa, acuosa Yy lipidica, cada una de las cuales presentaba una
funcién especifica. Posteriormente se introdujo el concepto de alteracién de la
estructura trilaminar de la pelicula lagrimal causada por acuodeficiencia (35),
mucodeficiencia (36), lipodeficiencia (37) o epiteliopatia (38).

Por su parte, Thoft y Fiend (39) concebian la pelicula lagrimal como parte
funcional y anatémica de la superficie ocular y Stern (40) concluye en su articulo
que la unidad funcional lagrimal estaba constituida por las glandulas lagrimales, la
superficie ocular y sus interconexiones nerviosas. Paralelamente diversos estudios
ponen de manifiesto el papel clave de la reaccion inflamatoria en la génesis y
cronificacion del proceso, descrita con anterioridad en el ojo seco asociado al
sindrome de Sjogren pero sin un protagonismo destacable hasta el momento en 0jos
secos no relacionado con el sindrome de Sjogren (34).

En el siglo XX hubo nuevos intentos para emplear el suero en diversas
concentraciones y formulaciones como terapia para la sequedad de la superficie
ocular (31), entre los que que podemos citar a Fromaget (1930), Rucker (1938),
Hamilton (1940), Grawitz (1960) y Bisantis (1976). Los trabajos de Fox (4), en
1984, contribuyeron al conocimiento de su mecanismo de accion. En nuestro pais,
el empleo de derivados hematicos para el tratamiento de patologias oculares ha
suscitado un gran interés en las Gltimas dos décadas, dando lugar a gran nimero de
publicaciones entre las cuales se pueden destacar las de Alié (41,42,43), Alvarado
Valero (44), Bosch-Valero (7), del Castillo (13), Lopez-Garcia (9,11) Diaz Llopis
(45), Garcia Gomez (46), Lopez-Garcia (9,18) y Lopez-Plandolit (47).

Surge entonces la necesidad de una clasificacion y una sistematizacion del



cuerpo tedrico existente, asi como de protocolos de tratamiento basados en la
evidencia. En 2007 se retne un comité de expertos patrocinado por la Tear Film &
Ocular Surface Society para analizar los avances en el ojo seco (Dry Eye
WorkShop, DEWS, 2007). Se introduce entonces el concepto de “Superficie
Ocular” para designar al conjunto formado por la superficie ocular, las glandulas
lagrimales y el conducto nasolacrimal. Se realiza asimismo una definicion del
sindrome de o0jo seco (SOS) incorporando estos nuevos conceptos: “Una
enfermedad multifactorial de la lagrima y de la superficie ocular que provoca
molestias oculares, alteraciones visuales e inestabilidad de la pelicula lagrimal,
teniendo esta Gltima el potencial de producir dafio en dicha superficie ocular. Esta
enfermedad se acompafia de osmolaridad aumentada de la lagrima e inflamacion de

la superficie ocular” (48).

2.2. La superficie ocular y la pelicula lagrimal

2.2.1. Recuerdo anatémico y fisiologico

La zona externa del ojo es la porcién mas importante del cuerpo humano
expuesta al exterior. La estructura y funcién normales de un ojo sano se basan en la

homeostasis de todo el cuerpo para protegerlo frente a un medio ambiente adverso.
La superficie ocular se compone de:

a. Anejos oculares.

b. Glandulas lagrimales.
c. Conjuntiva.

d. Limbo.

e. Cornea.

Tseng (49) establece cinco postulados esenciales y vigentes de la superficie

ocular:

* La salud de la superficie ocular esta asegurada por una estrecha relacion
entre la superficie ocular y la pelicula lagrimal pre-ocular.
e Una pelicula lagrimal estable depende de los anejos externos.

* El mecanismo de proteccion innato es controlado por una integracion
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neuroanatémica eficaz.

» Las células madre epiteliales se encuentran en el limbo corneal.

e La funcion ocular de células epiteliales necesitan el apoyo de los
fibroblastos del estroma y la matriz.

2.2.1.A. Anejos oculares

Los anejos oculares estan compuestos por los parpados, las cejas y las
pestafias. Son adyacentes y contiguos a la superficie ocular y contribuyen a la

defensa y lubricacion de la misma.

El reborde orbitario y los parpados actdan de barrera inicial. Los parpados
ademas evitan la desecacion corneal, renovando la pelicula lagrimal por medio del
parpadeo. El borde libre palpebral constituye la unidn muco-cutanea entre la
epidermis (epitelio queratinizado) y el epitelio conjuntival (no queratinizado). Las
glandulas de Zeiss y Meibomio vierten su contenido en el borde libre palpebral,
contribuyendo a su lubricacion y constituyendo un barrera que impide el

rebosamiento del menisco lagrimal (50).

Las cejas y pestafias, por su parte, recogen pequefias particulas, ademas
éstas Ultimas actian como sensores estimulando el reflejo de parpadeo, evitando asi

el contacto de cuerpos extrafios con la superficie ocular.

2.2.1.B. Glandulas lagrimales

Es una glandula sebacea modificada especializada. Se ocupa de la secrecion
lagrimal refleja por estimulacion parasimpatica del VII par. Presenta dos lébulos
separados por el septum orbitario, que vacian su contenido a los fondos de saco
conjuntivales stpero-temporales. Las glandulas lagrimales accesorias de Wolfring y

Krause se encuentran inmersas en el estroma conjuntival.

2.2.1.C. Conjuntiva

La conjuntiva es una membrana mucosa transparente que tapiza el globo
ocular (conjuntiva bulbar), redunda en los fondos de saco (conjuntiva del fornix) y

recubre la superficie interna de los parpados hasta el borde libre (conjuntiva tarsal).

Presenta un epitelio estratificado no queratinizado y un estroma laxo. En

97



situaciones de agresion (quemaduras quimicas, enfermedades sinequiantes, déficit

de vitamina A), el epitelio conjuntival puede queratinizarse, dando lugar a

metaplasia escamosa.

Funciones:

Secrecion de mucina.

La conjuntiva contiene las células caliciformes, responsables de la secrecion
apocrina de mucina, el componente mas interno de la pelicula lagrimal.
Secretan dichas glicoproteinas en respuesta a la agresion de la superficie
ocular por mediadores inflamatorios, traumas o toxinas (50). Las células
caliciformes son més abundantes en la caruncula, el pliegue semilunar y los
fondos de saco.

Deslizamiento de los parpados.

Permite el deslizamiento correcto de los parpados sobre el globo ocular y
del mismo globo.

Inmunogénesis.

Es un elemento del tejido linfoide asociado a la mucosa (MALT),
conformando el tejido linfoide asociado a conjuntiva (CALT). Presenta gran
potencial inmunogénico debido a que el estroma y la matriz extracelular
subyacente son ricos en vasos sanguineos, células inmunocompetentes
(linfocitos, leucocitos polimorfonucleares, células plasmaticas y mastocitos)
y células presentadoras de antigenos, como las células dendriticas.
Absorcion de sustancias.

Posee la capacidad de absorber sustancias diluidas en la pelicula lagrimal
(bien por fagocitosis, bien sea a través de las uniones intercelulares). Esta
propiedad permite el efecto terapéutico de los colirios, que se instilan en los

fondos de saco (50).

2.2.1.D. Limbo

El limbo representa la zona de transicidon entre el epitelio conjuntival y

corneal. De hecho, sus caracteristicas fenotipicas y bioguimicas son intermedias
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(51). A este nivel, la conjuntiva adopta una disposicion en forma de pliegues
radiales visibles oftamoscopicamente llamados empalizadas de VVogt.

Funciones (50, 51):

» Regeneracion del epitelio corneal.

* Inhibicién de la conjuntivalizacion corneal por parte de las células madre
corneales.

* Nutricion de la cornea periférica.

e Cicatrizacién corneal.

* Inmunovigilancia de la superficie ocular y las respuestas de

hipersensibilidad.

2.2.1.E. Cérnea

La cdrnea es la porcion anterior transparente y avascular del globo ocular.
Es la superficie refractiva més importante del ojo, presenta una anatomia y

regulacion inmunoldgica complejas, asi como una inervacion profusa.
Caracteristicas:
a) Poder refractivo.

La cérnea tiende a la esfericidad, sobretodo en su zona central, mas delgada,
denominada zona Oéptica. Tiene un poder de refraccion de unas 43 dioptrias
aproximadamente y representa el 70% de la capacidad refractiva ocular (52).

b) Transparencia.

Se basa en sus caracteristicas anatomicas. La cdrnea posee seis capas: el epitelio
corneal, la membrana de Bowman, el estroma, la capa pre-descemética, la

membrana de Descemet y el endotelio.

» Epitelio corneal.
o0 Es la porcién de la cornea que forma parte del concepto “superficie
ocular”. Se trata de un epitelio escamoso no estratificado. Las
celulas epiteliales se encuentran fuertemente conectadas entre si por

uniones intercelulares (desmosomas y gap-junctions) y a la
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membrana basal por hemidesmosomas y monofilamentos. Esta,
confiere al epitelio corneal impermeabilidad ante solutos no i6nicos
(evitando el paso de agua al estroma) y capacidad de adherencia
(50).

o0 El epitelio corneal precisa para su correcto funcionamiento glucosa,
vitaminas y aminoacidos, que proceden del humor acuoso en su
mayor parte. Casi todo el oxigeno se obtiene de la pelicula lagrimal
por difusion (50).

o0 El epitelio corneal posee tres tipos celulares:

= Células basales, columnares. Procedentes de células
amplificadoras transitorias del limbo. Forman una monocapa
y mediante sus frecuentes mitosis renuevan el epitelio
corneal, dando lugar a las células alares.

= Células alares, poligonales. Constituyen la segunda capa
celular.

= Células apicales, planas y hexagonales. Presentan un rico
glicocélix que interactia con las mucinas para facilitar la
adherencia de la pelicula lagrimal. Se descaman hacia la
lagrima cada 7-14 dias, cuando la capa de células apicales
subyacentes ya esta formada (50, 52).

0 En caso de lesion epitelial, las células apicales adyacentes a la zona
afecta se desplazan mediante movimiento ameboide para su
reparacion, mientras que la matriz extracelular actia como soporte,
facilitando la migracidn e insercion de las células epiteliales (50). La
fibronectina presente en la lagrima y secretada por los queratocitos
favorecen la adhesion epitelial. La remodelacion de la membrana
basal por parte de las metaloproteinasas también contribuye a
regenerar el epitelio corneal frente a las agresiones (50). En las
lesiones epiteliales se regenera el epitelio por completo y no se
afecta la transparencia corneal.

Membrana de Bowman.

Representa una barrera ante traumatismos e infecciones. Carece de
capacidad regenerativa, por lo que cuando se lesiona se produce una
reparacion en la que se pierde la transparencia y el grosor originales.
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Estroma.

o0 Constituye aproximadamente el 90% del espesor corneal. Consta
fundamentalmente de fibras de coldgeno (sobre todo tipo 1),
queratocitos, sustancia propia (proteoglicanos como el queratan
sulfato y el condroitin sulfato) y agua (casi el 80%). Las fibrillas de
colageno representan aproximadamente el 80% del peso en seco del
estroma corneal (53).

0 Las caracteristicas de las fibras de coldgeno del estroma contribuyen
a la transparencia corneal debido a:

= Su pequefio diametro, el menor de cuantos tejidos colagenos
hay en el organismo, se estima en unos 250-300 A.

= Su ordenada disposicion en haces de 200 a 300 fibrillas
recorren la total longitud de la cdrnea, paralelas a la
superficie en el estroma anterior y perpendiculares en el
estroma posterior.

= La transparencia corneal se obtiene asimismo por la ausencia
de vasos sanguineos y linfaticos, la ausencia de vainas de
mielina de los nervios corneales y la adecuada hidratacion
del estroma corneal.

o0 Los queratocitos son células grandes, con abundante reticulo
endoplasmico rugoso y mitocondrias. Elaboran el colageno y la
matriz extracelular del estroma. Si existe lesion estromal, los
queratocitos se desplazan al lugar de la lesion y se transforman
fibroblastos, produciendo colageno.

Capa pre-descemética.

Ha sido descrita recientemente (54) y su existencia ain no esta plenamente
aceptada por la comunidad cientifica. Mide unas 15 micrometros y es muy
resistente e impermeable al aire, lo cual puede tener implicaciones en los
trasplantes de cornea lamelares (55).

Membrana de Descemet.

Estd compuesta por un fino enrejado de fibrillas de colageno. Es la
membrana basal del endotelio y, a diferencia de la membrana de Bowman,
se desprende facilmente y se regenera con rapidez.

Endotelio.
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Es una monocapa de células planas hexagonales sin capacidad mitética “in
vivo” probada cuya densidad va disminuyendo gradualmente conforme
avanza la edad: desde las 3.500-4.000 células/mm? al nacer hasta las 2.500-
3.000 células/mm? de una cérnea adulta sana. Cuando se dafia una porcion
de endotelio, las células vecinas aumentan de tamafio y suplen a las células
alteradas. La funcion del endotelio radica en impedir la hidratacion del
estroma mediante el bombeo en contra de gradiente del humor acuoso,
manteniendo asi el equilibrio hidrico de la cornea. Esa funcion se puede
mantener con una densidad de hasta 600 células/mm?. Por debajo de 500
células/mm? se produce edema del estroma y se altera por lo tanto la

transparencia corneal.
c) Privilegio inmunolégico.

La reaccion frente a antigenos extrafios (incluido el transplante corneal) se
encuentra disminuida. Esto se debe a los siguientes factores (51):

» Ausencia de vasos sanguineos y linfaticos y por lo tanto de células inmunes.

» Existencia de factores inmunoreguladores de accion depresora en la cornea,
como el Factor de Crecimiento Transformante Beta (TGF-B) y la Hormona
Alfa Estimuladora de los Melanocitos (a-MSH).

» Expresion del ligando Fas en las células corneales, que actda induciendo la

apoptosis de los linfocitos activados.
d) Inervacion.

La cdrnea es el tejido mas densamente inervado del organismo. Se calcula que en la
cdrnea posee una inervacion sensitiva 300 veces mayor que la de la piel y 80 veces
del tejido dentario (56). La inervacion sensitiva de la cornea (50,53) tiene lugar a
través de las ramificaciones de los nervios ciliares largos, ramas del V par craneal,
y probablemente con participacion de los nervios ciliares posteriores cortos, ramas
del nervio nasociliar. Los nervios penetran a través del estroma corneal en las zonas
nasal y temporal, discurren paralelos a las fibras de colageno, pierden su vaina de
mielina, disminuyen de didmetro y se ramifican, formando asi el plexo estromal
anterior. Posteriormente, atraviesan la membrana de Bowman para formar un plexo

denso a nivel subepitelial, que constituye el plexo sub-basal. Finalmente, terminan

29



su trayecto entre las células epiteliales como terminaciones libres epiteliales (56).
Casi todas las células basales estan en contacto con un nervio. Estas terminaciones
nerviosas superficiales responden a estimulos mecanicos, térmicos y quimicos.
Actlan liberando neurotransmisores que regulan el metabolismo de las células
epiteliales. Asimismo, ramas recurrentes de estos nervios inervan el limbo y la

conjuntiva circundante.
e) Trofismo corneal.

Los neurotransmisores liberados desde las terminaciones nerviosas superficiales
regulan el trofismo corneal, desde el metabolismo hasta la diferenciacion celular.

La denervacion corneal produce las siguientes alteraciones en la superficie ocular:

» Altera la mitosis de las células basales del epitelio corneal, disminuyendo la
posibilidad de recambio celular.

* Provoca la disminucion de las microvellosidades del glicocalix y por tanto la
pérdida de adherencia de la pelicula lagrimal.

e Disminuye la frecuencia del parpadeo por disminucion de la respuesta a

estimulos (hipoestesia corneal).

2.2.2. La secrecion lagrimal

La pelicula lagrimal es de importancia capital para la visién y la integridad
de la superficie ocular.

2.2.2.A. Funciones

La pelicula lagrimal presenta una cuédruple funcion:

+ Optica.
La interfase de la pelicula lagrimal precorneal-aire es la superficie refractiva
inicial del ojo, necesaria para una Optima calidad visual.

* Mecénica.
La lagrima lubrica la superficie ocular, diluye y elimina los agentes nocivos
y facilita la llegada de los leucocitos a la cérnea.

* Nutricia para la cornea.

Gracias a los factores de crecimiento fundamentales para la homeostasis del
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epitelio y la permeabilidad al oxigeno.
Antibacteriana.

Debido a la multitud de moléculas antimicrobianas que contiene.

2.2.2.B. Componentes

Se estima que la lagrima contiene mas de 500 tipos de proteinas (56). La

composicién de la pelicula lagrimal debe mantenerse dentro de limites cuantitativos

y cualitativos bastante estrechos para preservar la integridad y el funcionamiento

correcto del sistema visual. Las anormalidades de la pelicula lagrimal que afectan a

sus componentes 0 a su volumen provocan disfuncién grave de los parpados y la

conjuntiva, con pérdida simultanea de la transparencia corneal.

Se mencionan a continuacion algunas de las moléculas contenidas en la

secrecion lagrimal que desempefian una funcion mas destacada (56, 57):

a) Factores de crecimiento:

Factor de Crecimiento Epitelial (EGF).

Acelera el proceso de migracion de las células epiteliales contando con
efectos antiapoptoticos. Se ha mostrado efectivo en la curacion de erosiones
epiteliales.

Factores de Crecimiento Transformante Beta (TGF-p1 y TGF-2)
Implicados en los procesos de reparacion epitelial y estromal. EI TGF-p1
también se considera una citoquina anti-inflamatoria.

Factor de Crecimiento Transformante Alfa (TGF a), Factor de Crecimiento
de Hepatocitos (HGF), Factor de Crecimiento Basico de Fibroblastos (FGF-
2), Factor de Crecimiento Vascular Endotelial (VEGF).

Implicados en procesos de respuesta a lesion epitelial.

Factor de Crecimiento Derivado de las Plaquetas (PDGF).

Su isoforma AB se activa intracelularmente mientras es secretada por los
granulos alfa de las plaquetas y favorece la mitosis y la cicatrizacion.

Factor de Crecimiento Insulin-like 1 (IGF-1).

Implicado en la migracion y adhesion del epitelio corneal.

Factor de Crecimiento Neuronal (NGF).

Importante para la neurogénesis.
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b) Moléculas con actividad antimicrobiana:

19G, IgE, leucocitos, y factores del complemento.

Aportan efecto bacteriostatico y bactericida.

IgA secretora.

Minimiza la adherencia de las bacterias a la mucosa, neutraliza virus y
toxinas en la lagrima y regula el desarrollo de la flora normal.

Lisozima.

Actla hidrolizando uniones de la pared celular de las bacterias Gram
negativas y ciertos hongos, provocando la lisis celular.

Lactoferrina.

Capta hierro, privando asi por competencia a las bacterias Gram +, que
precisan del hierro para su metabolismo. Potencia la funcion de los
linfocitos Natural Killer (NK).

Acidos grasos de cadena corta y larga.

Desestabilizan la membrana celular bacteriana e inhiben el metabolismo
bacteriano, respectivamente.

Lipocalina, lipofilina, catepsinas, metaloproteinasas y fosfolipasa A2.

c) Moléculas esenciales para apoyar la proliferacion, migracion y diferenciacion de

los epitelios corneo-conjuntivales:

Fibronectina. Capital en la migracion celular.

a-2 macroglobulina. Presenta actividad anticolagenasa.

Albumina. Posee actividad antiapoptdtica.

Vitamina A. Previene los procesos de metaplasia escamosa epitelial.
Sustancia P y calcitonina. Implicadas en la migracion y adhesion del epitelio
corneal.

La falta de estos factores epiteliotroficos puede derivar en una afectacion

severa de la superficie ocular.

2.2.2.C. Propiedades fisico-quimicas

Propiedades fisico-quimicas mas importantes de la lagrima (50,56,57):

Grosor de la pelicula lagrimal. Se ha estimado clasicamente en unas 7-9 pum.



Sin embargo, los estudios de Prydal (58) con microscopia confocal e
interferometria hablan de un grosor de 40 um. Por su parte, King-Smith
(59), empleando la técnica de reflexion espectral, encuentra una pelicula
lagrimal de unas 3 pm.

* Volumen. De 6-9 pl.

* pH. Entre 6,5-7,6.

* Osmolaridad. Entre 302 + 9,7 mOsm/L (60).

+ Na'yK". Mayor concentracion que en el plasma.

» Glucosa. Menor concentracion que en el plasma.

2.2.2.D. Estructura

La division de la pelicula lagrimal en tres estratos se conoce desde 1892
gracias a Terson, pero fue Wolf en 1946 quien postul6 que la pelicula lagrimal esta
constituida por tres capas perfectamente diferenciadas: mucinosa, acuosa y lipidica,
cada una de las cuales con una funcion especifica (34, 61).

Esta presunta estructuracion estratigrafica, que ha permanecido casi
inalterada desde su descripcion inicial, esta siendo sometida actualmente a revision
ya que, segun diversos estudios, las capas mucinosa y acuosa no existirian con
independencia sino como una mezcla con la consistencia de un gel, con la mucina

maés concentrada en la interfase epitelial (62).

A continuacién se describen las caracteristicas de las capas de la pelicula
lagrimal (50,56,62,63). Con fines esquematicos, se describe la pelicula lagrimal
tradicional, compuesta por tres capas, aungue, como se ha comentado, esta division

no es estricta, sino que las tres capas forman un continuum:

a) Capa lipidica.

* La mas exterior. Muy delgada (15-157 mm de grosor [60]). Producida por
las glandulas sebaceas modificadas de Meibomio (y en menor medida por
las glandulas de Moll y Zeiss), constituye una mezcla de fosfolipidos
hidrofilicos (polares) y ceras, ésteres de colesterol vy triglicéridos
hidrofébicos (no polares) en estado liquido a la temperatura de la superficie
ocular. Los lipidos hidrofilicos estan en contacto con la capa acuosa y los
hidrofébicos hacia la interfase aérea.
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* Funciones:
0 Retrasar la evaporacion de la lagrima.
0 Mejorar su estabilidad, manteniendo la tension superficial de la
pelicula lagrimal (actia como surfactante).
o Contener el menisco lagrimal.
e Ladisfuncion de las glandulas de Meibomio (DGM) es una causa frecuente

de pelicula lagrimal inestable y produce un Ojo Seco Evaporativo (OSE).

b) Capa acuosa.

» La capa intermedia y mayor volumen (6’5 um de grosor). Secretada por las
glandulas lagrimales principales (sitas en la érbita) y secundarias de Krause
y Wolfring (sitas en la conjuntiva). Se compone de agua, electrolitos,
mucinas y proteinas disueltas, asi como factores de crecimiento y citocinas.
También aparecen las células epiteliales descamadas del epitelio corneal y
conjuntival y algunas células derivadas del tejido linfoide y los vasos
sanguineos (51).
» Funciones:
o Transporte de los nutrientes hidrosolubles. Para la nutricién corneal.
o Proteccion. Elimina deshechos, permite el paso de células
inmunitarias tras una lesion y posee funcion antibacteriana.

o0 Proporcionar una superficie Optica lisa a la cornea.

e La deficiencia de lagrima acuosa o Ojo Seco Acuo-Deficiente (OSAD) es

una causa frecuente de 0jo seco.
c) Capa mucinica.

* Es la capa més interna. Tiene unas 0°2-0’5 um de grosor. Las mucinas son
glucoproteinas de alto peso molecular, producidas por las células
caliciformes  conjuntivales.  Conforman el glicocalix de las
microvellosidades de las células epiteliales de la cornea, comportandose
como moléculas antipaticas (adhieren tanto moléculas hidrofilicas como
hidrofébicas). La correcta secrecion de las mucinas depende de la presencia
de la vitamina A y los retinoides, pero también son secretadas en respuesta a
la irritacion de la superficie ocular por mediadores inflamatorios, traumas o

toxinas, de modo que en los procesos inflamatorios agudos aumenta la
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densidad de células caliciformes. Por el contrario, en los procesos

inflamatorios cronicos o cicatriciales (sindrome de Sjogren, penfigoide,

sindrome de Stevens-Johnson, quemaduras oculares...), disminuye la

densidad de células caliciformes.

e Funciones:

(0]

O O O O

Adherir la pelicula lagrimal al epitelio corneal.

Mejorar la capacidad de diseminacién de la capa acuosa sobre el
epitelio corneal.

Regular la tensién superficial.

Lubricar y proteger las células epiteliales.

Convertir el epitelio corneal en una superficie hidrofilica.

Favorecer la captura y arrastre de cuerpos extrafos, detritus y

microorganismos, atrapar factores tréficos, leucocitos y citocinas.

e Su deficiencia provoca formas graves de 0jo seco, ya sea de tipo
evaporativo (OSE) o hiposecretor (OSAD).

2.2.3. La unidad funcional lagrimal

La Unidad Funcional Lagrimal (UFL) es un sistema integrado complejo que

controla los componentes principales de la pelicula lagrimal de forma regulada y

responde a influencias medioambientales, endocrinas y corticales.

2.2.3.A. Funciones

» Secrecion y eliminacion del fluido lagrimal mediante el aparato lagrimal.

» Regulacién neurogénica de la secrecion lagrimal.

» Preservacion de la integridad de la pelicula lagrimal y la transparencia de la

cérnea mediante el mantenimiento del epitelio de la superficie ocular y el

estroma subyacente (51).

2.2.3.B. Componentes

La UFL estd compuesta por:

» Las glandulas lagrimales.

» Lasuperficie ocular (cornea, conjuntiva y glandulas de Meibomio).

2R



Los parpados y demas anejos.
Los nervios sensoriales y motores que los conectan y posibilitan el parpadeo
(62).

2.2.3.C. Aparato y secrecion lagrimal

La pelicula lagrimal se secreta y mantiene gracias a un sistema elaborado: el

aparato lagrimal, que tiene componentes secretores, de distribucién y excretores

(56).

a) Componente secretor. Comprende: la glandula lagrimal (produce
alrededor del 95% de la secrecion), el tejido glandular accesorio, las
glandulas sebaceas de los parpados, las células caliciformes y otros
elementos secretores de mucina de la conjuntiva. Existen tres variedades de
lacrimacion: basal, refleja y emocional. Se ha considerado tradicionalmente
que la lacrimacion basal se lleva cabo por las glandulas lagrimales
accesorias y que la glandula principal, con inervacion secretoria, produciria
los tres tipos de secrecion. No obstante, estudios recientes cuestionan esta
fragmentacion clasica de la secrecion lagrimal y postulan que ambos tipos
glandulares responden al unisono a una regulacion neural constante

mediante un mecanismo reflejo regulador comun (34, 56).

b) Componente de distribucion. El parpadeo y los movimientos oculares

distribuyen uniformemente la pelicula lagrimal sobre la superficie ocular.

c) Componente excretor. El sistema de drenaje elimina la porcién de la
pelicula lagrimal que no se ha evaporado. La eliminacion de las secreciones
lagrimales se basa en el movimiento a través del ojo, favorecido por el
parpadeo y un sistema de drenaje que consta de los puntos lagrimales, los

canaliculos, el saco lagrimal y el conducto lacrimonasal.

2.2.3.D. Inervacion y mecanismo de lagrimacion

La inervacion de la superficie ocular y la UFL puede resumirse de la siguiente
manera (57,65):

El arco aferente de la secrecion lagrimal estd constituido por los nervios

sensoriales de la cornea, la conjuntiva y los parpados, que responden a la
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temperatura, el grado de humedad y las agresiones del entorno enviando
sefiales a ganglio trigémino. La respuesta del lagrimeo se vehicula a traves

de los ndcleos preganglionares parasimpaticos.

» Otra via neural controla el reflejo del parpadeo: la via trigeminal y las fibras

eferentes somaéticas del séptimo par craneal.

2.3. Sindrome de 0jo seco

2.3.1. Introduccion

El ojo seco es una enfermedad frecuente y multifactorial. Se asocia sobre
todo a edad avanzada, mujeres post-menopausicas, enfermedades autoinmunes, el

uso de algunos farmacos y a enfermedad de la superficie ocular.

Diversos factores alteran la secrecion o composicién de la pelicula lagrimal,
produciéndose inestabilidad e inflamacion continuada de la superficie ocular, lo que

conlleva la alteracion de la homeostasis de la misma.

Los sintomas mas frecuentes son las molestias oculares (quemazén, picor,
sensacion de pinchazos, arenilla, cuerpo extrafio, fatiga o lagrimeo) y vision
borrosa. En ocasiones, las alteraciones oculares pueden ser graves, requiriendo
intervenciones quirdrgicas o bien ocasionando una pérdida importante de la

agudeza visual.

El SOS puede manifestarse como una patologia aguda o crénica. En el caso
del SOS crénico, las alteraciones cuantitativas o cualitativas de la lagrima provocan
la sensacion de malestar permanente, ocasionando implicaciones significativas en el

ambito econdmico y en la calidad de vida de los pacientes.

Se ha avanzado mucho en los ultimos afios en el conocimiento de la
fisiopatologia del SOS, no asi en su tratamiento, que sigue siendo en muchos casos
insatisfactorio.

2.3.2. Epidemiologia del ojo seco
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El SOS es una de las patologias oculares mas frecuentes. Se calcula que la
prevalencia del ojo seco varia del 5% al 34% (60) dependiendo del estudio, los
criterios diagnosticos y la poblacién estudiada. Se trata, por lo tanto, de un
problema de salud pablica de primer orden.

El Beaver Dam Study (66) hall6 una prevalencia de ojo seco del 14% en los
adultos de entre 48 a 91 afios. Esto supondria unos 3,2 millones de mujeres y 1,05
millones de hombres afectados de ojo seco en EE.UU. Afecta méas frecuentemente
(67) a mujeres post-menopausicas, ancianos y pacientes con enfermedades
autoinmunes (estos Gltimos suponen aproximadamente el 8% de la poblacion, y en

un 78% se trata de mujeres).

Estudios epidemioldgicos internacionales refrendan cifras similares o
superiores en todo el mundo: el Women’s Health Study (68) refleja que la
prevalencia de 0jo seco sintomatico en individuos mayores de 50 afios es de un 7%
en mujeres y un 4% en hombres en EE.UU. La prevalencia estimada de SOS en
Australia (69) es del 7,4% de la poblacion, incrementandose dicho porcentaje en
mujeres mayores de 50 afios y ancianos. Un estudio realizado en Indonesia (70)
calcul6 que la prevalencia ascendia al 27,5% de la poblacién, y se asociaba con la
edad provecta, el habito tabaquico y la presencia de pterigium. En un estudio
realizado en Taiwan (71), la prevalencia de SOS entre los ancianos fue del 33,7%,
siendo las mujeres las que més referian mas sintomas. El porcentaje de pacientes

afectos de SOS en Canadé (72) se estim6 en un 26% y en un 33% en Japon (73).

Las variaciones en las estimaciones de la prevalencia del SOS pueden
atribuirse a la falta de una definicion clara del mismo y la variabilidad de las
poblaciones estudiadas. Por otro lado, un porcentaje nada desdefiable de la
poblacién afecta de SOS tiende a auto-medicarse, por lo que la prevalencia que los
estudios anteriormente mencionados calculan varia dependiendo de si los datos

proceden de la poblacion general o de los datos proporcionados por facultativos.

Asimismo, estos ultimos datos dependen a su vez de los criterios empleados
por los médicos para diagnosticar el SOS. De hecho, el porcentaje del 33%
obtenido en el Beaver Dam Study (66) se obtuvo de un estudio poblacional
mediante cuestionario. De los pacientes que referian tener ojo seco, sélo el 11%
habian acudido al médico. Los porcentajes de prevalencia mas bajos se hallan en
los estudios que se basan en los datos de oftalmélogos especializados en superficie
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ocular, ya que no tiene en cuenta los pacientes tratados por los oftalmoélogos
generales y los médicos de atencion primaria, asi como aquellos que no consultan
(64).

2.3.3. Clasificacion del ojo seco

El ojo seco se clasifica en funcion de sus causas etioldgicas, mecanismos

desencadenantes y severidad de la condicion.

2.3.3.A. Clasificacion etioldgica del ojo seco

La clasificacion de Madrid de Murube (74) proporciona una completa
etiologia del ojo seco por factores:

a) Factores etarios.

A partir de los 30 afios de edad, comienza a disminuir la produccion
lagrimal. A partir de los 60 afios existe un mayor o menor grado de

insuficiencia lagrimal en todos los individuos.
b) Factores hormonales.

Los andrégenos tienen efecto en las glandulas lagrimales y de Meibomio y
modulan la respuesta inmune mediante el TGF-B. Por tanto, se producen
sintomas de 0jo seco en estados carentes de androgenos como el climaterio,
la postmenopausia, la anticoncepcién estrogénica y el uso de

antiandrogénicos.
c) Factores auto-inmunes.

» En enfermedades auto-inmunes sistémicas.
En el sindrome de Sjogren, se produce una infiltracion linfocitica de
las glandulas exocrinas y mucosas que da lugar a una disminucion
secundaria de la secrecién lagrimal.

* En enfermedades mucosinequiantes.
El penfigoide ocular cicatricial y el sindrome de Stevens-Johnson se
producen autoanticuerpos contra la membrana basal epitelial de la
piel y las mucosas que provocan una cicatrizacion conjuntival con

obstruccion secundaria de los conductos de la glandula lagrimal que
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impide la liberacion de la secrecién lagrimal.

» En enfermedad injerto contra huésped (EICH).
La causa principal de queratoconjuntivitis seca es la afectacion de la
glandula lagrimal principal, que es infiltrada por linfocitos, causando

su destruccion.

d) Factores farmacologicos.

f)

9)

Multitud de farmacos de uso frecuente provocan ojo seco: benzodiacepinas
(bromazepam, diazepam, cloracepato  dipotasico), antidepresivos,
anticolinérgicos (atropina), betabloqueantes, Isotretinoina, Amiodarona,
Interferon, diuréticos (Furosemida, Clortalidona, Espironolactona,
Amilorida+Hidroclorotiacida, Metildopa), antidepresivos triciclicos,
antipsicéticos (Clorpromazina, Levomepromazina, Flufenazina,
Haloperidol), antiparkinsonianos (Biperideno, Levodopa+Benserazida),
antihistaminicos (Hidroxicina, Cetirizina), espasmoliticos (Escopolamina,
Pitofenona), Tamoxifeno, anticonceptivos orales y terapia hormonal

sustitutiva postmenopausica.
Factores nutricionales.

e La deficiencia de vitamina A produce un o0jo seco grave, la
xeroftalmia, que presenta unas lesiones caracteristicas en la

conjuntiva bulbar, denominadas manchas de Bitot.

e El alcoholismo croénico y la desnutricién pueden provocar también

0jO seco.
Factores traumaticos.

La destruccion de las glandulas acuosas (radiacién, extirpacion de tumores),
mucinicas (causticaciones, intervenciones quirdrgicas) o lipidicas
(reconstrucciones palpebrales) producen una alteracion cualitativa de la

lagrima.
Factores inflamatorios.

La inflamacion de las glandulas secretoras, ya sea infecciosa o de otra
causa, conduce a la alteracién lagrimal: dacrioadenitis (glandulas acuosas),

conjuntivitis cicatriciales (células caliciformes) o blefaritis (glandulas de
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h)

)

K)

Meibomio).
Factores neurodeprivativos.

La queratopatia neurotréfica esta causada por la pérdida de la sensibilidad y
el trofismo corneales dependientes del V par, lo que conduce a la
destruccion del epitelio y provoca trastornos de la re-epitelializacion.
Asimismo se produce una depresion del reflejo del lagrimeo, que agrava el
cuadro. La causa mas frecuente son las infecciones oculares por herpes,
sobretodo zdster. Puede deberse también a traumatismo quirdrgico,
accidentes cerebro-vasculares, aneurismas, esclerosis multiple, tumores,
lepra, abuso de anestésicos topicos y causas hereditarias, como el sindrome

de Riley-Day.
Factores tantalicos.

Situaciones en las que no existe propiamente déficit o alteracion lagrimal,
sino imposibilidad para aprovecharla. Se produce un ojo seco funcional, es
decir, existe una produccién lagrimal normal pero debida a una epiteliopatia
corneal hidrofébica o incongruencia palpebroocular, se produce la
sintomatologia de ojo seco. Las alteraciones palpebrales impiden la correcta
distribucion de la lagrima sobre la superficie ocular (ectropion, entropion,
exoftalmos, sindrome del parpado flaccido, pterigium). Las superficies
corneales hidréfobas no pueden aprovechar la lagrima, como ocurre en las
epiteliopatias o en las distrofias corneales. Es un término introducido por

Murube (74) y que se inspira en la mitologia griega.
Enfermedades sistémicas.

Parkinson, diabetes, SIDA y hepatitis C.
Disgenesias.

Se asocian con ausencia o reduccion del tejido lagrimal: alacrimia, displasia

ectodérmica anhidrotica, aniridia, sindrome de epicantus-blefarofimosis, etc.
Factores ambientales.

Baja humedad ambiental, las altas temperaturas, o actividades laborales
relacionadas con la baja frecuencia de parpadeo, como el uso de pantallas de
ordenador, pueden causar SOS leve o0 agravar el ya existente.
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m) Lentes de contacto (LDC).

El 43% de los usuarios de LDC presentan sintomas de o0jo seco y el 28%,

muestra sintomas moderados-graves (60).

2.3.3.B. Clasificacion fisiopatologica

La alteracion de la superficie ocular es consecuencia del descenso en la
produccién de lagrima, lo que se conoce como OSAD o de la evaporacién lagrimal

excesiva, denominada OSE. Ambas circunstancias coexisten a menudo.

2.3.3.B.1. Ojo seco acuo-deficiente (OSAD).

Los pacientes afectos de OSAD se dividen entre aquellos afectos de sindrome

de Sjogren y aquellos que no lo estan.
a) Sindrome de Sjogren.

En estos enfermos se produce una infiltracion linfocitica de las
glandulas exocrinas y mucosas que da lugar a una disminucion
secundaria de la secrecion, produciendo alteraciones en la pelicula
lagrimal y enfermedad de la superficie ocular. Las principales

manifestaciones son la queratoconjuntivitis sicca y la xerostomia.
» Sindrome de Sjogren primario.

Para el diagnoéstico de sindrome de Sjogren se requieren
cuatro de los seis criterios mencionados, incluyendo
obligatoriamente al menos uno de los dos ultimos.
Criterios clasificatorios del sindrome de Sjogren del

Consenso Europeo-Americano, 2002 (76):

o Sintomas orales (una respuesta positiva):
= Sensacion de boca seca por un periodo
superior a 3 meses.
= Parotidomegalia recurrente.
= Necesidad constante de beber liquidos.
o0 Sintomas oculares (una respuesta positiva):

= Sensacion de 0jos secos por un periodo



superior a 3 meses.
Sensacion de arenilla ocular recurrente.
Utilizar lagrimas artificiales mas de tres

veces al dia.

o0 Signos oculares (una prueba positiva):

Prueba de Schirmer inferior o igual a 5
mm a los 5 min.

Puntuacion de 4 o més en la escala de van
Bijsterveld en la tincion con rosa de

Bengala.

o0 Alteracion de las glandulas salivales (una prueba

positiva):

Gammagrafia parotidea con déficit difuso
de captacion.

Sialografia con alteraciones difusas
ductales y acinares.

Flujo salival sin estimular de 1,5 ml o

menos en 15 min.

o Histopatologia.

Biopsia salival grado 3-4 de la clasificacion de

Chisholm y Mason.

o Inmunologia (una prueba positiva):

Anti-Ro/SS-A.
Anti-La/SS-B.

* Se consideran criterios de exclusion de sindrome de

Sjogren primario:

0]
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Irradiacion previa al diagnostico de cabeza
y cuello.

Infeccion por el VHC.

SIDA.

Linfoproliferacién previa.

Sarcoidosis.

EICH.

Consumo de drogas colinérgicas.
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* Sindrome de Sjégren secundario.
Se asocia con otras enfermedades autoinmunes subyacentes:

o Otras enfermedades autoinmunes sistémicas

= Lupus eritematoso sistémico.

= Artritis reumatoide.
= Esclerodermia.
= Policondritis recidivante.
= Enfermedad mixta del tejido conectivo.
= Miopatias inflamatorias.
= Enfermedad de Still del adulto.
= Sarcoidosis.
o0 Enfermedades autoinmunes organoespecificas
= Cirrosis biliar primaria.
= Miastenia grave.
o Infecciones virales cronicas
= Infeccion por VIH.
= Infeccion por el virus de la hepatitis C.
0 Otros procesos.

b) Sin sindrome de Sjdgren.

» Hiposecrecion lagrimal relacionada con la edad.

» Destruccion, ausencia o reduccion de tejido lagrimal (tumor,
inflamacion, cirugia, agenesias, ...).

» Enfermedades cicatrizales: penfigoide, sindrome de Stevens-
Johnson, quemaduras, tracoma.

» Lesiones neuroldgicas: Parkinson, sindrome de Riley-Day, sensacion
corneal reducida tras cirugia refractiva o uso de LDC.

* Hipovitaminosis A

2.3.3.B.2. Ojo seco evaporativo (OSE).

Las causas principales del OSE son:

a) Disfuncion de las glandulas de Meibomio (DGM)

Definicion: Alteracion crénica y difusa de las glandulas de Meibomio,
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normalmente caracterizada por la obstruccion de los conductos
terminales y/o cambios cualitativos/cuantitativos en la secrecion
glandular. Esto puede resultar en una alteracion de la pelicula lagrimal,
sintomas de irritacion ocular, inflamacion clinicamente aparente y

enfermedad de la superficie ocular (77).

e Clasificacion: Las DGM pueden clasificarse segin su secrecion en de
baja produccion (sicca meimobiana) o de alta produccién (seborrea
meimobiana). Ambas pueden ser primarias 0 secundarias a una

patologia ocular o sistémica.

» Fisiopatologia: Independientemente del mecanismo etiol6gico, la
consecuencia final de la DGM es la baja secrecion de lipidos
procedentes de las glandulas de Meibomio. Esta carencia ocasiona
alteraciones en la capa lipidica externa de la pelicula lagrimal, lo que
puede ocasionar la evaporacion, hiperosmolaridad y la inestabilidad de
la misma, asi como aumentar el ndmero de bacterias en el borde
palpebral (77). Podemos describir DGM en patologias oculares muy
frecuentes tales como blefaritis posterior, rosacea y queratoconjuntivitis
atdpica.

» La DGM parece ser la causa principal de SOS en todo el mundo (60, 77,
78). El International Workshop on Meibomian Gland Dysfunction
sefiala que tradicionalmente se han empleado los términos “blefaritis
posterior” y DGM como si fueran sindbnimos, pero que dichos términos
no son intercambiables (78). El término blefaritis posterior se emplea
para describir condiciones inflamatorias del borde posterior del parpado,
de las cuales la DGM es solo una posible causa. El término
meibomitis/meibomiamitis designaria una DGM con componente

inflamatorio, lo que no siempre ocurre.

b) Uso de LDC.

Incrementan la osmolaridad al aumentar la evaporacion lagrimal. Parece que
la hipoestesia corneal secundaria que produce su uso continuado también

puede contribuir en el proceso (79).
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c¢) Factores ambientales.

La baja humedad ambiental, las altas temperaturas o actividades laborales
relacionadas con la baja frecuencia de parpadeo, como el uso de pantallas de

ordenador.
d) Alteraciones palpebrales.

Aumento de tamafio de la apertura palpebral (exoftalmos) o la mala
congruencia parpado/globo ocular, lagoftalmos, baja frecuencia de parpadeo

0 parpadeo defectuoso.

e) Interacciones con los componentes preservativos de farmacos topicos.

2.3.3.C. Fisiopatologia del sindrome de o0jo seco

Tanto el OSAD como el OSE pueden ocasionar inestabilidad de la pelicula
lagrimal y aumento de su osmolaridad, lo que altera la homeostasis de la superficie
ocular. La osmolaridad normal se estima que estd en 302 + 9,7 mOsm/I (60). El
punto de corte mas aceptado es > 316 mOsm/l (34). La medida de la osmolaridad
lagrimal se considera una de las mejores pruebas para el diagnostico del SOS y se
correlaciona con la gravedad de la enfermedad (80).

Sea por la secrecion insuficiente o por la evaporacion excesiva, la capa
acuosa de la lagrima disminuye, por lo que los solutos presentes en ella se
concentran, aumentando la osmolaridad. Este incremento ocasiona, por un lado, que
la células del epitelio corneal liberen agua para contrarrestar el aumento de solutos
de la lagrima, lo que puede conducir al estrés osmético y, finalmente, a la apoptosis
celular (81, 82). El dafio de las células epiteliales estimula las terminaciones
nerviosas, lo que a su vez ocasiona la pérdida de la sefializacion nerviosa en la
glandula lagrimal, menor secrecion lagrimal refleja y disminucion de la sensibilidad
corneal, agravando por un lado el déficit lagrimal y estimulando la inflamacion, por
otro (60).

En la inflamacion de la superficie ocular secundaria a la osmolaridad y la
apoptosis celular (81-86), se superponen, de manera aun no filiada del todo,
alteraciones hormonales, neuroldgicas e inflamatorias. En este proceso inflamatorio

cronico se infiltran los tejidos MALT (conjuntiva y glandulas lagrimales) por parte
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de células inmuno-competentes, que secretan citocinas pro-inflamatorias y reclutan
méas linfocitos dafiando la superficie ocular y las glandulas lagrimales por
inflamacidn neurogénica y activacion patoldgica del proceso de apoptosis, cerrando
el circulo del ojo seco.

Aunque no se conoce con certeza el mecanismo exacto, la
hisperosmolaridad de la superficie ocular podria causar sobre-expresion del HLA
DR y la accion de las células presentadoras de antigeno de la conjuntiva que,
mediante la accion de citocinas pro-inflamatorias, activarian de manera masiva y
progresiva a los linfocitos (sobre todo LTCD4 y LNK). Estas, a su vez, reclutarian
maés celulas inmunes y activarian la secrecion de més citocinas pro-inflamatorias en
la conjuntiva y en las glandulas lagrimales, entre las cuales se encuentran las
interleukinas (IL) IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-71, L-8, IFN-y, TNF-a, and IL-1p,
TNF-a, y la metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9) (60,85,86). Se ha
correlacionado la poblacion celular positiva para HLA DR con la gravedad del ojo
seco (87). Asimismo, se han hallado concentraciones mas elevadas de citocinas y
quemocinas inflamatorias, especialmente IL-1(, IL6, IL8, IL-10, TNF-a and IFN-
v, en las légrimas de pacientes con SOS, comparado con la de controles (88). Sin
embargo, dada la diversidad de perfiles de moléculas proinflamatorias detectadas
en las muestras de los pacientes con SOS, no es sencillo establecer una correlacion
entre una citocina/guemocina concreta y la presencialgravedad de la enfermedad.
Por otro lado, la hiperosmolaridad y la inflamacion de la superficie ocular también
causan la pérdida de células caliciformes (60). Este ciclo se conoce como “el
circulo vicioso del ojo seco” (ver figura 1). No importa cémo se inicie el ciclo, una
vez que se establece de manera cronica conduce a un SOS, que puede ocasionar
dafios graves en la superficie ocular si no se instaura un tratamiento correcto a
tiempo (89).
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Figura 1. Fisiopatologia del ciclo del ojo seco. Modificada de Baudouin (89).

2.3.3.D. Clasificacién segun estadio de gravedad

ElI DEWS clasifica el SOS en cuatro estadios (24), de menor a mayor
gravedad:

a) Nivel 1

Molestias leves o esporadicas, a menudo en respuesta a estimulos
ambientales, con o sin sintomas visuales. Signos leves, si los hubiera, de hiperemia
conjuntival, tincion de la superficie ocular o enfermedad palpebral. La estabilidad
de la lagrima, medida mediante test de rotura lagrimal, y la produccion de la
misma, medida mediante test de Schirmer, quedan afectadas de forma variable (ver
el epigrafe 3.5, “Diagnostico del ojo seco”, para definicion del test de rotura
lagrimal y el test de Schirmer).

b) Nivel 2

Molestias leves y sintomas visuales intermitentes con o sin exposicion a
estimulos que los provoquen; méas frecuentemente muestran tincion corneal o
conjuntival, asi como secrecidn leve. Puede aparecer enfermedad palpebral y la
estabilidad y produccién de la lagrima suele quedar afectada. El test de Schirmer
presenta valores entre 6-10 mm y el test de rotura lagrimal, entre 6-10 segundos. Es

un grado de SOS moderado.
c) Nivel 3

Sintomas frecuentes o constantes sin provocacion o sintomas visuales que

pueden limitar las actividades. Tincion moderada de la superficie ocular (corneal y
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conjuntival). La enfermedad palpebral es comun y la estabilidad y produccion de la

pelicula lagrimal suelen estar considerablemente reducidas. Frecuentemente se

asocia con disfuncion glandular de Meibomio. El test de Schirmer presenta valores

entre 3-5 mm vy el test de rotura lagrimal, entre 3-5 segundos. Es un grado de SOS

Severo.

d) Nivel 4

Sintomas constantes e incapacitantes. Marcada enfermedad palpebral a

menudo presente. Inyeccion conjuntival marcada. Tincion corneo-conjuntival > 2/3

con densidad de tincion elevada. Tasa de produccion lagrimal minima. El test de

Schirmer presenta valores <2 mm vy el test de rotura lagrimal, < 2 segundos. Es un

grado de SOS muy severo.

Grado severidad

Sintomas

Alteraciones visuales

Inyeccion
conjuntival

Tinciéon corneo-

conjuntival
BUT (seg)

Test de
(mm/5 min)

Schirmer

DGM

Otros

Tabla 1. Clasificacion ojo seco segun sintomatologia. Modificado DEWS (24). DGM:
de las glandulas de Meibomio; BUT: Tiempo de rotura lagrimal.

Leves y esporadicos.
Desencadenados por
factores ambientales

Ninguno o fatiga
esporadica

Ausente o leve

Ausente o leve

Variable

Variable

Variable

2

Moderados,
esporadicos o
crénicos. No

necesariamente
desencadenados por
factores ambientales

Limitan
esporadicamente
actividades
cotidianas

Ausente o leve

Variable

Variable

Disminucion
menisco lagrimal
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Severos, constantes
o frecuentes. No
precisan
desencadenante
ambiental

Cronicos. Limitan
actividades
cotidianas

Moderada o severa

3-5

3-5

Frecuente

Queratitis
filamentosa,
acumulos de moco,

aumento de detritus.

Severos, constantes
e incapacitantes

Constantes y, en
ocasiones,
incapacitantes

+/++

Severa

<2

<2

Frecuente

Lo anterior mas:
ulceracién,
triquiasis,
queratinizacion,
simbléfaron.

Degeneracion



2.4. Impacto del ojo seco

El SOS es una patologia cronica muy frecuente que ocasiona pérdida de
calidad de vida a los pacientes afectos, asi como un efecto notable en el gasto
farmacéutico de los paises. Por tanto, se trata de un problema destacado de salud

publica.

Plugefelder (90) pone de manifiesto que el ojo seco altera la realizacion de
muchas actividades no necesariamente relacionadas con la vision, ya sean de tipo
social, laboral o cotidianas. Asimismo sefiala que el impacto econémico del SOS es
destacado, y se deriva tanto de los costes directos (consultas, prescripcion de
medicamentos, lentes especiales, humidificadores, procedimientos quirurgicos),
indirectos (absentismo y baja productividad laboral, cambio de trabajo) e
intangibles (reduccion en la calidad de vida, afectacion del tiempo libre, alteracion

en la vida social, fisica y emocional).

Friedman (91), por su parte, apunta que en los pacientes con 0jo seco se
afecta de manera importante la agudeza visual funcional, es decir, aquella que se
alcanza tras mantener los 0jos abiertos y que perjudica la realizacién de tareas tan
necesarias como la lectura, la conduccidn o el trabajo con ordenador. Basandose en
analisis farmaco-econdmicos cifra en 6.500 ddlares americanos la reduccion de la

productividad por persona y afio (datos de 2007).

Shiffman (92), realiz6 un estudio de coste-utilidad en el que evalu6 el
impacto del ojo seco en la calidad de vida de los pacientes. Los pacientes afectos de
SOS moderado afirmaban que éste tenia mayor impacto sobre su calidad de vida
que patologias como la psoriasis 0 la ceguera monocular. Los pacientes con 0jo
severo cifraban la reduccion de la calidad de vida en el mismo plano que el de la
angina de pecho inestable, la insuficiencia renal tratada con dialisis o una fractura

cadera incapacitante.

2.5. Diagnostico del ojo seco

El diagndstico preciso del SOS mediante pruebas complementarias presenta
dificultades debido a que:
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a) No existe en la actualidad ninguna prueba complementaria considerada
Gold Standard que por si misma permita diagnosticar el sindrome.

b) Ningun cociente permite ponderar la importancia de dichas pruebas
complementarias, ya que el SOS presenta etiologias y patofisiologias
variadas: distintos tests objetivos analizan los diversos aspectos de la

fisiologia lagrimal (93).

¢) No se han establecido puntos de corte claros a partir de los cuales las
prubeas complementarias existentes se consideran patoldgicas (94).

d) Existe una baja reproducibilidad de las pruebas objetivas, ya que el sistema
lagrimal es cambiante y sus componentes son interdependientes.

e) No existe concordancia entre las pruebas objetivas y los sintomas (95).

Por otro lado, existe un componente subjetivo, la sintomatologia, que es de
crucial importancia en el ojo seco y se evalla mediante cuestionarios. La

combinacion de todas estas pruebas nos permite diagnosticar el SOS.

2.5.1 Pruebas complementarias

2.5.1.A. Tiempo de rotura lagrimal.

El tiempo de rotura lagrimal (TRPL) o BUT (Break-Up Time), descrito por
Norm en 1969, se define como el intervalo de tiempo transcurrido entre un
parpadeo y la primera aparicion de un islote de desecacion en la superficie corneal.
Se trata de un test cualitativo que estima la calidad de la lagrima (es un buen
indicador de la inestabilidad de la pelicula lagrimal, pero no aclara cuél es el factor

deficitario). Es anormal en el SOS tipo OSE, siendo la DGM una causa frecuente.

Se suele realizar instilando una gota de fluoresceina sodica al 2% (Fluotest,
2.5 mg de fluoresceina sodica y 4 mg de oxibuprocaina clorhidrato por ml) en el
fondo de saco conjuntival inferior. Después de eliminar el exceso de colorante, se
pide al paciente que parpadee y se espera un minuto para que la fluorescencia del
producto sea mayor. Mediante exploracion en lampara de hendidura con luz azul
cobalto se mide el tiempo transcurrido entre el Gltimo parpadeo y la aparicion de
islotes de hipofluorescencia o irregularidades de ésta en la superficie corneal. El

tiempo normal de rotura de la pelicula lagrimal debe ser > 10 segundos. La
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aparicion de islotes de desecacion corneal antes de los 10 segundos se considera
patoldgica. En los Gltimos afios Abelson et al (96) han propuesto la reduccion del
nivel de corte a < 5 segundos. No obstante, actualmente no se dispone de

suficientes datos para apoyar este cambio de criterio (34).

2.5.1.B. Test de Schirmer.

Es la prueba clasica para el diagnostico del ojo seco. El test de Schirmer es
un meétodo cuantitativo de estimacion de la secrecion glandular lagrimal. Sus
diversas formas, asi como las distintas variantes introducidas para la realizacion de
este test, tratan de medir la produccion lagrimal tanto basal como refleja. Se afecta

sobre todo en casos de 0jo seco acuodeficiente (OSAD).

Durante la exploracion no debe haber luces fuertes ni corrientes de aire. A los 5
minutos se retira la tira y se anotan los milimetros lineales humedecidos en la parte
no introducida. Los pacientes deben ser explorados siempre en la misma habitacion,
con luz tenue, una temperatura de unos 25° C y humedad aproximada del 40%.
Existen tres modalidades:

1. Schirmer tipo | sin anestesia: Mide la secrecién basal y refleja. Se considera
normal un valor > 10 mm de la tira.

2. Schirmer tipo | con anestesia: La prueba mide la secrecién basal
incrementada por el reflejo trigeminal naso-lacrimal. Se considera normal
un valor > 6 mm de la tira.

3. Schirmer tipo Il (con estimulacién nasal): Mide la secrecién basal y refleja
méaximas. Es de gran utilidad a la hora de distinguir entre pacientes con
sindrome de Sjogren de aquéllos sin sindrome de Sjogren. En los pacientes
no Sjogren presentan un considerable aumento secretorio lagrimal tras la
estimulacién nasal, mientras que casi no hay cambios secretorios en los

pacientes con Sindrome de Sjogren.

2.5.1.C. Tincion corneo-conjuntival.

Para valorar las caracteristicas histopatoldgicas de la superficie ocular se
emplean diversos colorantes: fluoresceina, rosa de Bengala y verde lisamina. Cada
una de estas tinciones presenta apetencias tisulares diferentes.



Fluoresceina.

Se fija a las membranas basales tifiendo las células epiteliales que presentan
membranas celulares dafiadas o abrasiones corneales. Por lo tanto sirve para
observar defectos epiteliales y areas en las que las estructuras de unién
intercelulares estan dafiadas (97). Se instila una gota de fluoresceina sodica
al 2% (Fluotest, 2.5 mg de fluoresceina sddica y 4 mg de oxibuprocaina
clorhidrato por ml) en el fondo de saco conjuntival inferior. Tras 2 minutos
de la instilacion se evalua el grado de tincion de la cornea y de la conjuntiva

con luz azul cobalto. (Figura 2).

Figura 2. Fotografia del polo anterior con tincion corneal con fluoresceina.

Rosa de Bengala y verde de lisamina.

Muestran las zonas donde no existe epitelio corneal o éste esta alterado. El
rosa de Bengala, repelido por la mucina de la pelicula lagrimal, tifie las
células degeneradas, al igual que el verde lisamina, y las células viables, no
afectadas por esa tincion. Se utilizan para visualizar defectos mucinicos
indistintamente ya que ambas presentan el mismo patron de tincion (34). El
verde de lisamina es mejor tolerado, por lo que se emplea mas a menudo.
(Figura 3).

Figura 3. Fotografia del polo anterior con tinciéon cérneo-conjuntival con verde de
lisamina.

Las tinciones ayudan a diferenciar los pacientes con SOS tipo OSAD
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(tincién en linea media nasal, temporal y corneal), con el lagoftalmos (tincion
inferior), con la queratoconjuntivitis limbica superior (tincién superior), con la
disfuncion de glandulas de Meibomio (puede no dar tincién o ser minima) y la
blefaritis moderada o grave (la tincion puede invadir casi toda la cornea) (97).

Para la evaluacion de estas tinciones se dispone actualmente de dos
métodos: el método de Oxford (97), empleado normalmente para la tincion con
fluoresceina y el método de van Bijsterveld (98) para el verde de lisamina y el rosa
de Bengala:

» Latincion, segun el esquema de Oxford, divide en seis grados la zona de la
cdrnea y la conjuntiva, numerados del 0 al 5 (figura 4).

Esquema de oxford

N ="

Igual 0 menos que en b imagen A. Grado 0

Imagen B

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

Imagen C

Mas que eb b imagen B, igual 0 menos que
en bimagen C. Grado 2

Imagen D

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

Imagen E

Més que eb b imagen D, igual 0 menos que
en b imagen E. Grado 4

Mas que eb b imagen E.Grado 5

Figura 4. Escala de Oxford.

» La puntuacion de van Bijsterveld (figura 5) divide la superficie ocular en
tres areas (conjuntiva nasal, crnea y conjuntiva temporal) y se puntia la
tincion de cada una de ellas del 0 a 3, considerando valor O la ausencia de
puntos impregnados, 1 presencia de algunos puntos impregnados, 2 zonas
impregnadas bien definidas y 3 impregnacion total. La puntuacion global
corresponde a la suma de las 3 areas. Una puntuacion > 3,5 se considera
como patoldgica.
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Figura 5. Escala de van Bijsterveld.
2.5.1.D. Citologia de impresion conjuntival.

La citologia de impresion de la conjuntiva es una técnica no invasiva que
permite determinar el grado de metaplasia escamosa de la superficie conjuntival.
Fue utilizada por primera vez por Egbert (99), siendo modificada posteriormente
por otros autores de acuerdo con sus necesidades. Hay varios criterios de
graduacion de la metaplasia escamosa basados en pardmetros morfologicos o
morfométricos (100).

La citologia de impresién de la superficie ocular se realiza con anestesia
topica de la cornea y conjuntiva mediante instilaciébn de una gota de colirio
anestésico, normalemente hidrocloruro de tetracaina y oxibuprocaina (Colircusi
Anestésico Doble, Alcon Cusi SA). A continuacion, con una pinza se toma una tira
de papel de filtro de acetato de celulosa (Millipore HAWP304) y se coloca sobre la
superficie ocular que deseemos estudiar, sobre la que se comprime suavemente
durante unos segundos con la parte plana de la pinza, y se retira el papel de filtro,
que arrastrara pegadas a él una o dos capas superficiales del epitelio conjuntival y
una sola capa del epitelio corneal. Se suelen realizar tomas de varias areas -p. €j.,
conjuntiva bulbar subpalpebral superior, conjuntiva bulbar expuesta (trigonos
conjuntivales medial y lateral), conjuntiva bulbar subpalpebral inferior y centro de
la cornea-, para analizar la mayor parte de la superficie ocular. Las tiras se fijan en
etanol 96% y se tifien con &cido peryodico de Schiff (PAS) y hematoxilina,
deshidratada en grados ascendentes de etanol. Después se colocan en xilol para
completar la deshidratacion y aclarar el papel de filtro, y por ultimo se colocan
permanentemente en resina tipo Entellan con un cubre-portaobjetos (100).

Una vez tefiidas las muestras se analizan mediante microscopio optico,

observando el numero de células epiteliales conjuntivales mucosecretoras (células
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caliciformes) asi como al area del citoplasma y nucleo de las células no-secretoras,
las alteraciones y tincion citopldsmicas, las alteraciones nucleares y la relacion
entre las &reas nucleares y citopldsmicas (ratio N:C). Para la medida de las areas
puede usarse un planimetro de imagen o bien mediante estimacién subjetiva. La
determinacion cuantitativa de células caliciformes se hace con una rejilla calibrada
sobre fotografias realizadas al mismo aumento y tamafio, directamente con el
microscopio o sobre las fotografias antes mencionadas utilizando un objetivo con
aumento x 40 (100).

El grado de metaplasia escamosa evalla el estado de la superficie ocular,
correlacionandose directamente a la gravedad de la enfermedad. En el OSAD el
grado de metaplasia escamosa es mayor que en el OSE (101). En el microscopio se
analizan las alteraciones en las células epiteliales, caliciformes e inflamatorias,
teniendo en especial consideracion (101): la densidad de las células caliciformes
(menor conforme mayor es la metaplasia), el tamafio y la forma de las células
epiteliales no secretoras (que incrementan su tamafio conforme aumenta la
metaplasia), las alteraciones en el citoplasmay el ntcleo de las células caliciformes,
la relacidon nucleo-citoplasma de las células epiteliales (su aumento indica mayor

gravedad), la separacion entre las células y la aparicidn de queratinizacion.

En la tabla 2 se resumen las caracteristicas de los cinco grados de la escala
de Nelson, que clasifican en seis grados (0-5) el grado de metaplasia escamosa de

las células epiteliales de conjuntiva y cornea, de menor a mayor afectacion.

Conjuntiva Cérnea Células corneo-conjuntivales

Grado 0 | Densidad células caliciformes > 400 | Area celular | Unidas, citoplasma eosindfilo,
células/mm?, citoplasma PAS 300-350 pm? | nicleo redondo y  sin
positivo. ratio N:C 1:3. alteraciones.

Grado 1 | Densidad células caliciformes 300- | Area celular | Unidas, pero a veces aparecen
400 células/mm? citoplasma PAS | 300-400 um? | algo separadas, citoplasma
positivo, células epiteliales no | ratio N:C 1:4. eosinofilo, nucleo normal.
secretoras &rea 200-350 pm?, ratio
N:C de 1:3a 1:4.

Grado 2 | Densidad células caliciformes 200- | Area celular | Algo separadas, citoplasma
300 células/mm?, citoplasma PAS | 300-400 umz, eosindfilo, ocasionalmente
positivo, células epiteliales no | ratio N:C 1:4. binucleadas.
secretoras &rea 350-500 pm?, ratio
N:C 1:5.
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Grado 3 | Densidad células caliciformes 50-200 | Area celular | Frecuentemente aisladas,
células/mm?, citoplasma débilmente | 1.000-1.800 citoplasma metacromaético,
PAS positivo, células epiteliales no | pm? ratio N:C | nicleo alterado (binucleado,
secretoras area 500-900 pm?, ratio | 1:15. picnético o anucleado).

N:C 1:10.

Grado 4 | Densidad células caliciformes 10-50 | Area celular | Aisladas, citoplasma basdfilo,
células/mm?, citoplasma PAS | 1.800-2.500 débil queratinizacion, nucleo
negativo, células epiteliales no | um? ratio N:C | picnético o ausente.
secretoras area 900-1.600 pm? ratio | 1:20.

N:C 1:20.

Grado 5 | Densidad células caliciformes < 10 | Area celular > | Aisladas, queratinizadas,
células/mm?, células epiteliales no | 2.500 pm? ratio | citoplasma basofilo, nlcleo
secretoras &rea > 1.600 pm? ratio | N:C 1:30. litico o ausente.

N:C 1:30.

Tabla 2. Escala de Nelson. Tomado de Murube (100). Ratio N:C: relacién nucleo - citoplasmica.

2.5.1.E. Otros métodos diagndsticos

Aclaramiento lagrimal y fluorometria.
El test de aclaramiento lagrimal consiste en la observacion de la desaparicion
progresiva de fluoresceina tras su aplicacion en el fondo de saco inferior (34).
Algunos tipos de 0jo seco presentan un aclaramiento disminuido, por ejemplo
pacientes ancianos, DGM o alteraciones neurotroficas (102). En el SOS existe
una tasa de recambio disminuida, definida como concentracion de fluoresceina
en lagrima por minuto después de la instilacion. El aclaramiento lagrimal
presenta mayor correlacion con los sintomas que el test de Schirmer (102).

La fluorometria se realiza empleando un instrumento denominado
fluorofotdmetro y cuantifica por un lado el dafio del epitelio corneal y por otro,
el aclaramiento lagrimal mediante la medicién la concentracion de fluoresceina
en la lagrima.

Meniscografia.

La meniscografia capilar es un método no invasivo con el que se valora el
volumen de lagrima, a través de la estimacion del menisco lagrimal con la
lampara de hendidura o bien mediante medicion del radio de curvatura con la
ayuda de un sistema de proyeccion y analisis de imagenes. El radio del menisco
lagrimal disminuye en pacientes con 0jo Seco.
Medida de la osmolaridad lagrimal.

se estima en 302 %

La osmolaridad normal 9,7 mOsm/l (60). La

hiperosmolaridad lagrimal del SOS es una de las causas de la inflamacion
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cronica y el dafio a la superficie ocular y esta presente tanto en el SOS tipo
OSAD como OSE. El punto de corte méas aceptado es > 316 mOsm/I (34). La
hiperosmolaridad de la lagrima causa un “estrés osmotico” a la superficie ocular
que ocasiona inflamacion cronica, alteracion en las células epiteliales y una
disminucion de las células caliciformes, por lo que se afecta la calidad y
estabilidad de la pelicula lagrimal (83-89). La medida de la osmolaridad
lagrimal se considera una de las mejores pruebas para el diagnéstico del SOS y
se correlaciona con la gravedad de la enfermedad (80). Existen varios tipos de
osmoémetros disponibles.

Topografia corneal.

Un topografo corneal dotado de un dispositivo especifico permite medidas
cuantitativas de la regularidad de la pelicula lagrimal. El indice de regularidad
de la superficie se correlaciona con pruebas convencionales tales como la
tincion de fluoresceina y la vision borrosa existentes en el ojo seco. Los
pacientes con SOS presentan paquimetrias corneales inferiores a la media,
probablemente a causa de la osmolaridad aumentada de la pelicula lagrimal
(101).

Interferometria.

La capa lipidica de la pelicula lagrimal produce un fenémeno de interferencia
con la luz que origina imagenes especulares de la superficie ocular, que pueden
ser captadas mediante interferometros comerciales (101).

Test de normalizacion de la pelicula lagrimal.

Se realiza midiendo agudeza visual lejana no corregida, antes y después de la
instilacion de una gota de carboximetilcelulosa 0,5% (101). En los pacientes
con SOS la agudeza visual mejora tras la aplicacion, mientras que en los
pacientes no afectos no hay variacion.

indice de funcion lagrimal.

Se calcula mediante el cociente entre el valor del test de Schirmer y el test de
aclaramiento (103). Este indice permite obtener, por la combinacion de los
componentes secrecion y drenaje, una evaluacién de la dindmica lagrimal.
Estesiometria.

La sensibilidad corneal se puede valorar al pasar una hebra de algodédn sobre la
coérnea. Para mediciones més exactas se utilizan los estesiometros, siendo el

méas empleado el de Cochet Bonet.
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» Determinacion de componentes lagrimales.
A pesar de las dificultades técnicas para realizar determinaciones de moléculas
en la lagrima, ya que la muestra es escasa, se esta avanzando en el aislamiento
de las moléculas alteradas en el 0jo seco y otras patologia oculares:

0 La disminucion de la concentracion de lactoferrina indica disminucién
de la secrecion acuosa.

0 La lisozima es una enzima con accién bacteriolitica producida por la
glandula lagrimal principal y accesoria. En el SOS tipo OSAD se
encuentra disminuida, mientras que en el tipo OSE su concentracion se
halla normal o aumentada (101).

0 Los niveles de eoxantina y de inmunoglobulina E estan elevados en las
afecciones alérgicas.

o Las lipocalinas, la fosfolipasa A o los acidos grasos insaturados, asi
como mediadores de la inflamacion, probablemente aporten nuevos
datos y perfiles bioguimicos para al diagndstico del SOS (34).

0 Las citocinas, asi como las células HLA positivas podrian emplearse en un
futuro como biomarcadores para el diagndstico del SOS (85, 86).

Existen otras pruebas menos accesibles, que se realizan en el contexto de la
investigacion experimental, como el analisis del ritmo de evaporacion lagrimal, la

termografia, la microscopia confocal, la meibomiografia...

2.5.2. Sintomas clinicos de 0jo seco

Los pacientes afectos de ojo seco refieren habitualmente enrojecimiento
ocular y del borde palpebral; parpados inflamados que pueden estar acompafiados
de escamas 0 espuma. Se despiertan con los 0jos pegados. Presentan secreciones 0
sequedad. Sensacion de arenilla, cuerpo extrafio, picor, pinchazos quemazon o
malestar en el ojo. Experimentan lagrimeo, ojos llorosos, fotofobia o visién borrosa
transitoria o bien notan los ojos y los parpados cansados o con sensacion de pesadez
(104). También describen una mayor sensibilidad a viento, humo, polvo o
productos cosméticos. Los factores ambientales (aire acondicionado, climas secos,
trabajo con ordenador) empeoran los sintomas. Interesa conocer también si los
sintomas se modifican a lo largo del dia o mediante el uso de humectantes u otros

tratamientos.
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2.5.3. Cuestionarios

Los signos y sintomas de 0jo seco a menudo no correlacionan bien, pero los
sintomas se consideran importantes en el diagnostico y tratamiento del ojo seco. La
sintomatologia del ojo seco tiende a ser inespecifica y repleta de matices en
ocasiones dificiles de expresar y que suelen superponerse. Para caracterizar los
sintomas de la manera mas sistematica posible y emplearlos para medir la
efectividad de las diversas intervenciones y facilitar su reproducibilidad, se han
elaborado cuestionarios especificos.

Los tres cuestionarios validados mas conocidos para el ojo seco son: el
elaborado por Donate (104), el cuestionario de ojo seco de McMonnies (105) y el
OSDI (Ocular Surface Disease Index) (106). Formulan preguntas sencillas sobre
diferentes aspectos de la enfermedad, ya sea acerca de la severidad (nula, leve,
moderada, severa, muy severa) o la frecuencia (nunca, raramente, algunas veces,
con frecuencia, todo el tiempo) de los sintomas mas comunes.

Para el presente trabajo se emple6 el cuestionario validado de Donate (104).

Preguntas:

——Enrojecimiento ocular

——Borde de parpado inflado

——Escamas o costras en parpados

——0jos pegados al levantarse
——Secreciones (legafias)

—Sequedad de ojo

——Sensacion de arenilla

—-—Sensacion de cuerpo extrafio
——Ardor/Quemazon

—@Picor

——Malestar de ojos

——Dolor agudo (pinchazos en los 0jos)
——Lagrimeo

——0jos llorosos

—Sensibilidad a la luz (fotofobia)
——Vision borrosa transitoria que mejoracon parpadeo
——Cansancio de 0jos 0 parpados
——Sensacion de pesadez ocular o palpebral

Cada uno de estos sintomas se clasificara segun la gravedad que tuvo durante la tltima semana
segun la siguiente escala:

0. No tiene ningun sintoma.

1. Pocas veces tiene este sintoma.

2. A veces tiene ese sintoma pero no le molesta.

3. Frecuentemente tiene ese sintoma, le molesta, pero no interfiere en sus actividades.

4. Frecuentemente tiene ese sintoma, le molesta e interfiere en sus actividades.

Tabla 3. Cuestionario validado de Donate (104).
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2.6. Tratamiento del ojo seco

El ojo seco generalmente no tiene cura, por lo tanto, el tratamiento se

estructura en torno al control de los sintomas y la prevencion del dafio de la

superficie. Existen cuatro tipos de intervenciones (107):

La substitucion lagrimal (basicamente el empleo de lagrimas artificiales y
lubricantes).

La preservacion lagrimal mediante la oclusion del sistema de drenaje
lagrimal.

La estimulacién farmacoldgica del proceso de lagrimeo (empleo de
sustancias secretagogas).

El tratamiento de las causas etiologicas de la enfermedad

(inmunosupresores, antibioticos, hormonas sexuales, hemoderivados...).

La eleccién del tratamiento depende de la severidad de la patologia de la

superficie ocular. EI Subcomité nombrado por el Taller Internacional sobre el Ojo

Seco (24), formulo las siguientes recomendaciones terapéuticas.

2.6.1. Ojo seco grado 1

Modificaciones ambientales.

Evitar ambientes secos y calidos, uso de humidificadores y
recomendaciones para los pacientes que trabajan con ordenadores
(condiciones ergonomicas, iluminacion adecuada, descansos periddicos,
estar debidamente refraccionados). Pueden padecer el “sindrome ocular de
pantallas de visualizacion”. Se recomienda la higiene palpebral diaria en
pacientes con DGM.

Uso de lentes de contacto (LDC).

El problema principal en el uso de LDC es la limitacion del paso del
oxigeno a través de la lagrima que la superficie corneal necesita para su
normal funcionamiento. Existen LDC elaboradas a partir de diversos tipos
materiales, cada uno con distinta permeabilidad al oxigeno. Las lentes
rigidas permeables al gas presentan el mejor indice de permeabilidad al

oxigeno. La hipoxia secundaria al uso continuado de LDC provoca que la
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cérnea adopte metabolismo anaerobio y acidosis lactica, que inhibe la
barrera normal y los mecanismos de bomba de la cornea (79). Se producen
asi diversas alteraciones corneales en las células epiteliales y endoteliales,
disminucion de células caliciformes conjuntivales, edema, hipoestesia,
vascularizacion periférica, alteraciones lagrimales y cambios en la flora
microbiana (109).

Cirugia refractiva.

La cirugia refractiva, especialmente el LASIK (acrénimo de Laser-Assisted
in Situ Keratomileusis) se ha popularizado en los ultimos tiempos. La
técnica implica la seccion de las terminaciones nerviosas corneales del
plexo nervioso sub-basal y estromal con el objeto de crear el flap epitelial.
De ahi se deriva una disminucién de la sensibilidad corneal, que provoca
una disminucién del estimulo aferente corneal responsable de la produccion
acuosa (109). El plexo nervioso se comienza a regenerar a los seis meses
tras la cirugia y su densidad alcanza niveles pre-operatorios a los cinco afios
de la intervencion, aunque la conformacion del plexo difiere de la
preoperatoria (110). La sensibilidad corneal previa se recupera de tres a
nueves meses post-intervencion (110). Sin embargo, los pacientes usuarios
de LDC de larga duracion pueden no recuperar nunca una sensibilidad
corneal normal (111). Por otro lado, la disminucion de la sensibilidad
corneal post-LASIK trae aparejada una disminucion de la frecuencia del
parpadeo y por lo tanto un aumento de la evaporacion lagrimal y de la
osmolaridad de la misma. Con respecto a las pruebas complementarias para
el diagnostico del SOS tras cirugia refractiva, Toda (112), hallé que tanto el
test de Schirmer como el aclaramiento de fluoresceina se encontraban
disminuidos hasta un afio después de la intervencién, mientras que el BUT
volvia a valores normales a los seis meses.

Control de medicaciones concomitantes que producen 0jo seco.
Antidepresivos,  ansioliticos,  antiparkinsionianos,  antihistaminicos,
anticolinérgicos, antihipertensivos, diuréticos... recogidos en el cuarto
punto de la clasificacion etioldgica de Murube (74).

Lagrimas artificiales.

A pesar de los avances que se han producido en el entendimiento de la
patologia del SOS y en su terapéutica, las lagrimas artificiales contintan
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siendo el tratamiento méas empleado para su tratamiento (113).
La lagrima presenta una composicion compleja (agua, sales, compuestos
hidrocarbonatos, proteinas y lipidos) y cambiante segun las necesidades de
la superficie ocular (79). Ademas, los sustitutivos no pueden reproducir la
estructura de la pelicula lagrimal y se administran de manera discontinua, a
diferencia de la lagrima natural. Por todo lo anterior, resulta
extremadamente dificil conseguir sustitutivos lagrimales eficaces (107).
En la fisiopatologia del ojo seco existe una inflamacion e hiperosmolaridad
patologicas, por lo que para las lagrimas artificiales se han desarrollado de
férmulas iso o hipoosmolares. Asimismo, el pH de la pelicula lagrimal debe
permanecer constante para mantener el normal funcionamiento de las
celulas epiteliales (97). Ciertos electrolitos como el potasio, el magnesio, el
calcio, asi como el bicarbonato como soluciéon tamponadora ayudan a la
conservacion de la homeostasis de la superficie ocular (113).
Las formulaciones comerciales incluyen a menudo conservantes en sus
productos, sobretodo cloruro de benzalconio o el tiomersal, que,
paraddjicamente, producen alteraciones de la superficie ocular parecidas a
los sintomas del ojo seco, como disminucion de la estabilidad de la pelicula
lagrimal, alteraciones de la barrera epitelial y reacciones de
hipersensibilidad (114-116).
Para el SOS leve se emplean las formulaciones mas fluidas como los
derivados de la celulosa, el alcohol de polivinilo y el cloruro sédico, que
lubrican la superficie ocular.
o Esteres de celulosa.
Son mucilagos con buen tiempo de retencién. Algunos de ellos son
la hipromelosa, hidroexietilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa y
carboximetilcelulosa. La carboximetilcelulosa se fija al epitelio
corneal. Estan indicados en SOS tipo OSAD (113). Versura (117)
encontré una disminucion de la tincion patoldgica con rosa de
Bengala en pacientes tratados con hidroximetilcelulosa.
o Povidonay polivinil alcohol.
Son polimeros que, combinados se han demostrado Utiles para el
tratamiento de patologias conjuntivales, ya que actian sobre todo
ante las alteraciones de las células caliciformes (113).
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2.6.2. Ojo seco grado 2

Se emplean lagrimas artificiales sin conservantes ya se a en formato
unidosis que no contienen dichos conservantes o bien envases especiales
que no los requieren (con filtros de poliamida o polietersulfona) o que
poseen conservantes mas respetuosos con la superficie ocular
(Poliquaternum). Se emplean también formulaciones mas espesas, geles o
unguentos.
o0 Carbomeros y hialuronatos.
Se prefieren en este estadio del ojo seco, ya que contienen sustancias
viscosizantes que aumentan el tiempo de permanencia de la lagrima
artificial sobre la superficie ocular. Diversos estudios afiaden un
papel protector de estos compuestos sobre el epitelio de superficie
(34).
o Acido hialurénico.
Es un mucopolisacéarido de alto peso molecular que disminuye la
evaporacion lagrimal, mejora el trofismo corneal y parece regular la
respuesta inflamatoria, aunque no se ha hallado una correlacién
clinica evidente (113, 118).
0 Unguentos.
Los lipidos de la lagrima disminuyen con la evaporacion. Forman la
capa mas externa de la lagrima y son dificiles de sustituir (113). Con
objeto reducir la evaporacion se emplean preparaciones con parafina
y lanolina en forma de ungtientos o pomadas. Actualmente existen
en el mercado preparados mixtos, en los que se combinan lipidos y
polimeros, con los que se pretende aunar los efectos de ambos

compuestos (34).
Anti-inflamatorios topicos.

Al existir un mecanismo fisiopatoldgico inflamatorio cronico subyacente en
el SOS, se emplea terapia anti-inflamatoria. En este nivel se recomiendan

corticoides tdpicos y ciclosporina A al 0°05%.

o Corticoides.

Los corticoides ejercen su actividad anti-inflamatoria mediante la
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inhibicién de la cascada inflamatoria en varios puntos (34,119): la
sintesis de derivados del acido araquidonico, el reclutamiento de
células inmunes, la actividad enzimatica de la MMP 9 y de distintas
colagenasas. Ademas, preservan las uniones estrechas del epitelio y
disminuyen la descamacién celular (116). La aplicacion tépica de los
mismos provoca una inmunosupresion a nivel local con aplicabilidad
clinica en el SOS como ponen de manifiesto diversos estudios en los
que se demuestra la mayor capacidad de estos compuestos frente a
tratamientos convencionales para reducir tanto los sintomas como
los signos de la enfermedad (34,121,122). Pflugfelder encontr6
mejoria en los signos y sintomas del ojo seco empleando
corticosteroides topicos, asi como descenso en los niveles de IL 8 en
el epitelio conjuntival (123).

Los corticoides con menor capacidad de penetracion en la camara
anterior son los derivados fosfatos, que son los recomendados en este
nivel. La maxima penetracion y potencia la alcanza el acetato de
prednisolona. Su uso prolongado produce efectos secundarios bien
conocidos: aumento de la presién intraocular, cataratas, aumento de
la susceptibilidad a infecciones y retraso de la cicatrizacién corneal
(119). Por ello, se reservan para las exacerbaciones de los sintomas
de ojo seco (107).

o0 Ciclosporina A al 0’05%.

Inhibe la produccién de la IL 2, lo cual disminuye la activacion
linfocitos CD4 y CD8 y la produccion de citoquinas pro-
inflamatorias, sin provocar ningun efecto citotoxico directo (119).
También aumenta el nimero de células caliciformes (124,125). La
ciclosporina topica ha demostrado disminuir los sintomas y la
enfermedad de la superficie ocular en ensayos clinicos aleatorizados
(126), asi como disminuir la expresion la IL 6 en el epitelio
conjuntival (127).

e Tetraciclinas via oral.

Ademas del efecto antibiético mediante la inhibicién de la sintesis de
proteinas de la pared bacteriana, las tetraciclinas presentan actividad anti-
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inflamatoria y anticolagenolitica (128). La inhibicion directa de la sintesis
de MMP y de la actividad colagenasa (129,130) asi como de la secrecion de
mediadores de la inflamacion como la IL I3, del factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa) (130) y del 6xido nitrico (131), son los principales factores que
contribuyen a una mejoria clinica en el ojo seco, ya que se reducen los

procesos de destruccion de tejido corneal.

Se recomiendan especialmente, aunque no Unicamente, en los cuadros
asociados a DGM, como ulceras recalcitrantes, blefaritis, flictenulosis, y
rosacea (129). Ademas regulan la presencia de acidos grasos en la lagrima
mediante la inhibicidn de produccion de lipasas bacterianas (132).

Secretagogos

o0 La pilocarpina via oral en dosis de 20 mg/dia se muestra eficaz en el
tratamiento sindrome de Sjogren moderado, mejorando los sintomas
de ojo seco, aunque resulta mas eficaz para la xerostomia (133).
Presenta el inconveniente de que no puede emplearse en pacientes
con enfermedad pulmonar obstructiva crénica, ni en casos de
insuficiencia renal ni cardiaca.

o0 La cevilemina presenta menos efectos adversos y también mejora la
sequedad bucal y ocular en diversos ensayos clinicos (134,135),
aunque otros autores encuentran mejoria de los sintomas, pero no en
los signos objetivos de ojo seco (136).

o0 Actualmente se encuentran en investigacion otras sustancias de
efecto secretagogo: Diquafosol (137), Rebamipide (138), Elodoisina
(139) y el acido 15-S hidroxeicosatetraenoico (en proceso de

patente).
Oclusion lagrimal transitoria: tapones lagrimales.

Proporcionan una oclusion transitoria del sistema de drenaje lagrimal. Se
inertan facilmente y son efectivos (107,140,141). Normalmente se emplean
en casos de 0jo seco hiposecretor como tratamiento temporal o bien para
valorar la tolerancia del paciente a la oclusion puntal definitiva y el grado de
epifora.

Pueden insertarse en la porcion vertical del canaliculo o bien
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intracanaliculares. Segun su composicién pueden ser reabsorbibles (tapones
de colageno, gelatina, compuestos de polimeros acrilicos termodinamicos o
bien de hidroxipropilcelulosa) o no reabsorbibles (silicona, cianocrilato).
Pueden ocluirse ambos canaliculos en casos graves, o solamente los

inferiores, lo que suele constituir la actitud inicial.

Un estudio reciente, prospectivo, encontrd que la oclusion intracanalicular
con el material termosensible mejoraba tanto el test de Schirmer como el
BUT (140). Otros autores realizaron una revision de estudios previos y
encontraron que entre los efectos de la oclusion de la via lagrimal se
encuentran (141): la disminucion de la osmolaridad lagrimal, el aumento de
las células caliciformes y la disminucion de los sintomas y signos del ojo
seco (test de Schirmer, tincion con fluoresceina, queratitis filamentosa,

ulceraciones corneales).

2.6.3. Ojo seco grado 3

Suero autdlogo. Ver apartado 2.7.1: “Suero aut6logo”.

Oclusion permanente de los puntos lagrimales.

Mediante cauterizaciéon de los mismos o bien cubriéndolos con un parche
de conjuntiva. Pueden producir epifora molesta para el paciente.

LDC terapéuticas.

Aunque el uso de LDC puede aumentar la evaporacion de la pelicula
lagrimal y reducir el flujo lagrimal, el reservorio atrapado detras de la lente
puede contrarrestar este efecto (6). En ocasiones, se emplean las lentes
esclerales permeables al gas como medida tectonica en 0jos Secos severos
con exposicion para evitar la formacion de defectos epiteliales o bien para

acelerar la curacion de éstos.

2.6.4. Grado 4

Medidas tectonicas.

Escudos y gafas protectoras. Crean un ambiente himedo y cerrado en el que
disminuye la evaporacion lagrimal.

Cirugia.

Desde la inyeccion de toxina botulinica y las tarsorrafias para producir
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ptosis hasta procedimientos mas agresivos para intentar aumentar la
produccion lagrimal como la transposicion del conducto parotideo, el
transplante de glandulas salivales o el implante de bombas subcutaneas de
perfusion lagrimal.

« Tratamiento sistémico.

o0 Farmacos inmunosupresores/inmunomoduladores. Su uso se basa
en las manifestaciones extragangionares mediadas por
inmunocomplejos que acontecen en el sindrome de Sjogren (133).
Pueden emplearse los corticoides y la ciclosporina orales, que no se
han mostrado eficaces en los Ultimos estudios (142,143,144). Se
estd investigando el uso de otros farmacos de efecto
inmunodepresor como la hidroxicloroquina (145), el rituximab
(146,147), los llamados farmacos antifactor de necrosis tumoral
alfa: infliximab (148) y etanercept (149); la D-penicilamina (150),
el acido micofendlico (151) y el interferén a2 (152), con resultados

desiguales.

o Existen otras moléculas cuyo empleo se postula para el tratamiento
del SOS (34), como la bromhexina, las hormonas sexuales o los
inhibidores de la transcriptasa inversa pero todavia existen
maultiples lagunas en este campo que sera preciso aclarar antes de la

introduccidén de estos compuestos en la practica clinica.

A pesar de las multiples opciones terapéuticas anteriormente descritas, el
tratamiento del ojo seco moderado-severo sigue siendo insatisfactorio, ya que se
trata de una patologia crénica sin tratamiento etioldgico especifico. A pesar de
emplear los métodos arriba expuestos, algunos pacientes siguen presentando signos
y sintomas de ojo seco. El uso de sustancias que aportasen no soélo hidratacion, sino

nutricion y factores de crecimiento constituye una alternativa esperanzadora.

2.7. Antecedentes y estado actual del tema de estudio

2.7.1. Suero autologo
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La lagrima es de capital importancia para la lubricaciéon y la correcta
funcién visual, asi como para asegurar la nutricién de la superficie ocular y

protegerla ante agresiones.

El SOS puede producirse como consecuencia de una escasa secrecion de
lagrima (OSAD), una evaporacion excesiva (OSE) o de deficiencias en la captacion
de lagrima (factores tantélicos). Independientemente del mecanismo etiopatogénico
del SOS se produce una inflamacion cronica de la superficie ocular (83-89), que
deriva en molestias que pueden llegar a ser incapacitantes y signos que van desde la

queratitis y la DGM hasta la queratinizacion conjuntival (24).

Los tratamientos tradicionales basados en la humectacion (lagrimas
artificiales y unguentos), la preservacién de la lagrima (tapones lagrimales, LDC) e
incluso la inmunosupresién (corticoides, ciclosporina A) pueden paliar la sequedad
y disminuir la inflamacion, pero no contienen moléculas necesarias para mejorar la

homeostasis de la superficie ocular alterada.

La utilizacién del suero autélogo (SA) en oftalmologia se debe a la
necesidad de encontrar sustitutos lagrimales que, ademas de humidificar, aporten
estos componentes (factores de crecimiento, vitaminas, inmunoglobulinas)
presentes en la lagrima y que se encuentran en menor concentracion de la

fisioldgica en casos de sequedad ocular (153).

Los efectos terapéuticos de la aplicacion de SA a pacientes se conoce desde
el aflo 1984 gracias a los trabajos de Fox (4), pero su uso no se extendié hacia
finales de los afios 90, gracias a los trabajos de Tsubota (5).

Propiedades biolégicas del SA:

a) Accion optica y lubricante por presentar pH y osmolaridad similares la
lagrima.
b) Contenido en factores de crecimiento en mayor concentracion que la

lagrima, entre los que destacan (153):

 El Factor de Crecimiento Epitelial (EGF).
o Acelera el proceso de reparacion y cicatrizacion de heridas debido a
que:

= Favorece la proliferacion, migracién y diferenciacion de las
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células epiteliales y fibroblastos.
= Aumenta la sintesis de proteinas como la fibronectina y la
formacion de matriz extracelular.
= Tiene efectos antiapoptéticos.
= Aumenta la produccion de mucina 1.
» El Factor g Transformante del Crecimiento de Fibroblastos (TGF-).

o Efecto regulador sobre otros factores de crecimiento.

o Los efectos del TGF-B en los procesos de regeneracion corneal se
consideran en general negativos, ya que por su efecto pleiotrépico,
por un lado inhibe las células epiteliales y por otro presenta accion
profibrdtica. En accién sinérgica con PDGF y las integrinas, el
TGF-B favorece la contraccion de las heridas (154,155), lo que
podria dar lugar a una regeneracion anémala del estroma, con la
consiguiente pérdida de transparencia corneal. Por este motivo es
conveniente diluir el SA para su aplicacion oftalmoldgica (156).

0 Detalle de las acciones regenerativas del TGF-p:

= |nhibe la proliferacion celular y la migracion de queratocitos
pero favorece la migracion de fibroblastos y su
diferenciacion a miofibroblastos.

= Implicado en los procesos de reparacion epitelial y estromal:
favorece la formacion de matriz extracelular, la
neovascularizacion e inhibe las metaloproteinasas.

= Efecto quimiotactico sobre linfocitos.

= Efecto antiinflamatorio.

» El Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF).

o Su principal reservorio son los granulos alfa de las plaquetas.

0 Regula la expresion de otros factores de crecimiento, como el TGF-
B.

0 Regula las relaciones entre células epiteliales y estroma durante los
procesos de cicatrizacion.

o Favorece migracion y diferenciaciéon de fibroblastos acelerando el
depdsito de matriz extracelular y aumentando la produccion,
resistencia y contraccion del colageno (155).

o Efecto antiangiogénico y quimiotactico sobre monocitos Yy
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macrofagos.

* Factor de crecimiento de Fibroblastos (FGF).
o Favorece la proliferacion de la mayoria de las células implicadas en
la reparacion tisular.
o Efecto quimiotactico sobre fibroblastos.

o Favorece las sintesis y contraccion de la matriz extracelular.
o Favorece la migracién de los queratocitos.
* Factor de Crecimiento Tipo Insulina 1 (IGF-1).

0 Regula la accidn de otros factores de crecimiento.

o Estimula la proliferacion y migracion del epitelio corneal.
0 Aumenta la expresion de integrinas.

o Efecto antiapoptotico.

o Efecto quimiotactico para fibroblastos.

 Factor de Crecimiento Neuronal (NGF).

o Favorece la regeneracién y crecimiento neuronal.

o Estimula la proliferacion y diferenciacion de las células del epitelio
corneal.

o Favorece el crecimiento de los fibroblastos.

o Induce neovascularizacién corneal.

a) Otras moléculas reguladoras de la estabilidad y viabilidad de los epitelios de
la superficie ocular (153).

e Vitamina A:

0 Mantenimiento y reparacion de epitelios, mucosas, ufias, pelo y
dientes

0 Propiedades antibacterianas, fortalece el sistema inmunitario
estimulando la respuesta celular y humoral.

o Efecto antioxidante mediante neutralizacion de radicales libres.

0 Necesaria para el proceso fisiologico de la vision. De hecho, su
nombre “retinol” deriva de los pigmentos que aporta a las células
retinianas. Su carencia provoca xeroftalmia (mancha de Bitot),

ceguera nocturna e incluso amaurosis.
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o Es uno de los principales factores epiteliotroficos presentes en el
SA, siendo su concentracion casi 100 veces superior a la
encontrada en la lagrima (157).

0 Previene los procesos de metaplasia escamosa epitelial.

Alblimina.

o Actividad antiapoptdtica.
o Disminuye la degradacion de las citocinas y los factores de

crecimiento en las zonas de lesion tisular (5,158).

a2-macroglobulina.

Actividad anticolagenasa.

Fibronectina.

0 Es uno de los factores de mayor importancia en la migracion
celular en los procesos de reparacion.

0 Su concentracion en suero es casi 10 veces superior al plasma
(157). Como ocurre con otras sustancias troficas, su
concentracion plasmaética se halla disminuida en pacientes con
enfermedades autoinmunes o con tratamiento inmunosupresor
(153).

o El colirio de fibrina ha demostrado ser eficaz en el tratamiento de
defectos epiteliales persistentes.

e Sustancia P.
Implicada en la migracion del epitelio corneal y los queratocitos
actuando sinérgicamente con el IGF-1 (160).

* 1gG, lisozima, lactoferrina y factores del complemento.

* Aportan efecto antimicrobiano.

Todos estos nutrientes promueven el trofismo celular del epitelio corneal
interviniendo en su regeneracion mediante la proliferacion, migracion vy

diferenciacion de las células epiteliales (154).

Geerling (157) comparé las concentraciones de algunas de las moléculas
moléculas anteriormente mencionadas en la lagrima y el SA, encontrando
concentraciones superiores en el EFG, el TGF, la vitamina A, la lisozima y la

fibronectina, entre otros (ver tabla 4).



Lagrima Suero Autologo
EGF (ng/ml) 0,2-3,0 0,5
TGF-a (ng/ml) 2-10 6-33
Vitamina A (mg/ml) 0,02 46
Lisozima (mg/ml) 1,4 6
Fibronectina (mg/ml) 21 205

Tabla 4. Componentes en la lagrima y en el suero aut6logo (161)

2.7.1.A. Efectos bioldgicos (161)

a) Efectos sobre la viabilidad celular.

Noble (23) afirma que la aplicacion de SA es superior al empleo de lagrimas
artificiales. Poon (162) demostré que el SA aumenta los indices de viabilidad

celular en mayor medida que terapia sustitutiva con hidroxipropilmetilcelulosa.

b) Efectos sobre el epitelio.

Es una de las funciones méas destacadas del SA y se debe a la gran cantidad
de factores de crecimiento y factores troficos, cuyos efectos se han detallado en el
epigrafe anterior (“2.7.1.A. Introduccién y propiedades”), y que contribuyen a la
homeostasis de los epitelios de la superficie ocular. Dichos factores suelen hallarse
disminuidos en los pacientes afectos de SOS (161).

c¢) Efectos sobre la mucina.

Las mas importantes a nivel de la superficie ocular son la MUC1, MUC?2,
MUC4, MUC5 y MUC7 (161). Diversas enfermedades de la superficie ocular
cursan con una disfuncion en la expresion de mucinas: la MUCS5 en el sindrome de
Sjogren (163) y las MUC1, MUC2, MUC4, MUCS5 en el SOS (161).

El SA presenta una accién positiva dosis-dependiente, provocando el
aumento de la expresion del receptor MUC1. Asimismo, la actividad de células
caliciformes estd muy relacionada con la presencia de la vitamina A, presente en el

SA en mayor concentracion que en la lagrima (5,158,161).
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d) Efectos sobre la metaplasia escamosa.

La metaplasia escamosa es un proceso reversible que ocurre en los epitelios
no queratinizados cuando ante una agresion reaccionan queratinizadose. El
tratamiento con SA mejora de forma significativa el grado de metaplasia escamosa
de los epitelios corneal y conjuntival (5,23,158). La vitamina A parece ser el
componente del SA mas relacionado con la mejoria en el grado de metaplasia
escamosa (18,158).

e) Efectos sobre la estabilidad de la pelicula lagrimal.

» Efectos sobre el test de Schirmer. En general el tratamiento con SA tiene
pocos efectos sobre el test de Schirmer (5,23,158).

e Efectos sobre el BUT. Kojima (164) encuentra mejoria en el BUT de
pacientes tratados con SA al compararlos con el uso de humectantes
comerciales. La mejoria del BUT se debe al efecto del suero sobre el
epitelio y las mucinas (161).

» Efectos sobre la tinciéon con fluoresceina. Se ha descrito una disminucién en
el &rea tefiida tras el uso de SA (162,165).

f) Efectos sobre la sensibilidad corneal.

El SA contiene factores neurotréficos que contribuyen a la regenerar los
nervios corneales. Matsumoto encontré que la sensibilidad corneal mejora tras el
uso de SA (16).

g) Efectos sobre la neovascularizacion y transparencia corneal.

El SA presenta un efecto indirecto sobre la neovascularizacion al potenciar
la funcion limbar mediante los factores de crecimiento, mejorar la funcion de
barrera de las células epiteliales y disminuir la inflamacion derivada de los defectos
epiteliales (161).

h) Efectos bactericidas.

e EI SA, al mantener el 6ptimas condiciones la superficie ocular, permite

indirectamente que actuen sus mecanismo defensivos:
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o0 La funcién mecénica de dilucién y barrido de los gérmenes de la
pelicula lagrimal.

O La capa de mucina disminuye la probabilidad de que los

microorganismos se adhieran al epitelio corneal.

o EIl mantenimiento de la integridad epitelial es asimismo fundamental
para evitar la invasion de microorganismos patdgenos: solo
Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Corynebacterium
diphteriae y Haemophilus ssp son capaces de penetrar en el epitelio

corneal intacto.

* Por otro lado, los componentes del SA ejercen directamente su funcién
antimicrobiana: lisozima contra los Gram+, la lactoferrina interfiriendo en la
captacion de Fe™ por parte de los micoroorganismos y por Gltimo las
inmnoglobulinas y los factores del complemento que forman parte de la

inmunidad humoral.

Asimismo es importante sefialar que el SA no contiene conservantes que

puedan dafar la superficie ocular.

2.7.1.B. Efectos sobre el 0jo seco

El SOS fue la primera utilizacion del SA en oftalmologia (4). Casi todos los
autores observan una mejoria subjetiva considerable solo después de 48 horas de
iniciado el tratamiento (23,165,166): Tsubota (158) y Poon (162) hallan mejoria en
los sintomas, la tincion con fluoresceina y el test de Schirmer, que desaparecen tras
cuatro semanas de suspender la aplicacion. Parece que también existe un efecto
dosis-dependiente (165).

El SOS secundario al sindrome de Sjogren es uno de los mas graves y
resistentes al tratamiento ya que tanto la produccion basal como refleja de lagrima
se encuentran muy disminuidas (167, 168). Tsubota (158) sefiala que el SA por
presentar caracteristicas bioquimicas y biomecanicas similares a la lagrima, ser
hipoalergénico y aportar factores troficos a la superficie ocular, es el tratamiento de
eleccion en estos pacientes. Por su parte, Noble (23) y Kojima (157) en sus estudios

randomizados y prospectivos empleando SA en pacientes con sindrome de Sjogren,
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solo encuentran mejoria en la sintomatologia y en la citologia de impresion

conjuntival.

Hyon (168) asocio terapia inmunomoduladora (corticoides y ciclosporina A)
al tratamiento con SA en pacientes con sindrome de Sjogren y observd mejoria en
la agudeza visual y la tincion con fluoresceina, pero, en consonancia con otros
estudios, el test de Schirmer y el BUT no mostraron variaciones. Balado Vazquez
(167) sugiere que la asociacién de inmunomoduladores puede ser beneficiosa en

estos pacientes de cara a aumentar la secrecion lagrimal.

2.7.1.C. Otras aplicaciones

En los ultimos afios, el empleo del SA se ha ido extendiendo debido al
aumento de patologias susceptibles de su indicacion, asi como la disponibilidad de
bancos de tejidos dotados de la infraestructura necesaria para su preparacion dentro
de un sistema de calidad implantado.

En principio, el SA topico estd indicado en tres grandes contextos, que
muchas veces se solapan (164):

» Cuando exista déficit de nutrientes a nivel lagrimal, siendo la situacién més
frecuente el SOS.

» Cuando se intenta mejorar el crecimiento y/o mantenimiento de los epitelios
corneales.

» Cuando exista un sustrato inflamatorio o neurotréfico subyacente

El colirio de SA constituye hoy dia una alternativa terapéutica eficaz para el
tratamiento de las enfermedades de la superficie ocular no respondedoras a
tratamiento convencional (9,10,11), empleandose con éxito en numerosas patologia
ademas del ojo seco: defectos epiteliales persistentes (12), erosiones recurrentes
(13,14,15), ulceras neurotréficas (16), Enfermedad Injerto contra Huésped (17),
queratopatia aniridica (18), queratoconjuntivitis limbica superior (19), cirugia
vitreo-retiniana de agujeros maculares (20, 21, 22), etc.

2.7.1.D. Tolerancia y efecto secundarios

ElI SA es un tratamiento que presenta un buen perfil de seguridad y

tolerancia, sin efectos secundarios relevantes descritos, incluso en tratamientos de
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larga duracion (5). Sin embargo, por no poseer conservantes, existe el riesgo de
contaminacion (169). Se han descrito un ndmero escaso de contaminaciones
(7,158,162).

Tedricamente, los anticuerpos y antigenos presentes en el suero pueden
ocasionar reacciones inmunoldgicas (169). Se ha descrito la formacion de un
infiltrado anular en un paciente tratado por defecto epitelial persistente post-
queratitis herpética (170) y de un infiltrado periférico en un caso de ojo seco
asociado a artritis reumatoide (157).

2.7.1.E. Preparacion

La elaboracion del SA no es especialmente compleja y no supone un alto
coste sanitario. Se lleva a cabo bajo condiciones de esterilidad en campana de flujo
laminar (grado A) y en entorno D de tratamiento de aire; bajo previa indicacion
facultativa y tras descartar patologia infecciosa mediante control seroldgico.

Habitualmente se prepara al 20% salvo excepciones justificadas. Los viales
se almacenan en nevera a 4°C, siendo su caducidad de 21 dias. Se entregan al
paciente los viales protegidos con papel de aluminio y se adjuntan las normas de
empleo. El procedimiento de preparacion puede variar segin el centro de
procesamiento, siendo variables en el proceso la concentracion de la preparacion, la
utilizacion de filtros, el tiempo de almacenamiento en fresco asi como el medio

para realizar la concentracion exigida.

Actualmente, no existe consenso sobre la concentracién a la que preparar el
SA para la administracién en colirio ocular, ya que hay grupos que lo estan
administrando al 10, 20, 40, 50, 80 y hasta 100% en una solucién normalmente
fisioldgica. La concentracion al 20% parece suficiente y evita las molestias
derivadas de la mayor viscosidad de preparados mas concentrados y disminuye
considerablemente el nimero de extracciones de sangre (157).

2.7.1.F. Legislacion vigente

La legislacion que le compete al colirio de SA no es uniforme a nivel
mundial, asi pues, en EE.UU. esta regulado por la Food and Drug Administration
(FDA) al considerarlo como un producto farmacéutico. En Inglaterra y Pais de
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Gales el protocolo estandarizado de preparacién sigue las directrices del Servicio
Nacional de la Sangre y la Agencia de Control de Medicamentos de Gran Bretafia y
de acuerdo con la guia de autotransfusion del British Comitee for Standard in
Haematology (171). En Alemania, el protocolo estandar de preparacion sigue las
directrices de la guia del Bundesérztekammer y del Instituto Paul Ehrlich para
donacion y uso de productos hematicos. En estos protocolos se aplican los mismos
criterios que para la extraccion de sangre destinada a donacion, es decir, a los
pacientes se les realiza un despistaje de enfermedades infecciosas de transmision

parenteral.

En Espafa, el colirio de SA no tiene una legislacion especifica que lo
contemple, si bien se establecen algunas referencias legales que amparan esta
terapia clinica. Son cuatro los reales decretos que los autores manejan como

referentes a esta modalidad terapéutica:

1- Real Decreto 175/2001 de 23 de febrero, por el que se aprueban las
normas de correcta elaboracion y control de calidad de férmulas
magistrales y preparados oficinales.

2- Real Decreto 1015/2009, de 19 de junio, por el que se regula la
disponibilidad de medicamentos en situaciones especiales.

3- Real Decreto 1088/2005, de 16 de septiembre, por el que se establecen
los requisitos técnicos y condiciones minimas de la hemodonacion y de los

centros y servicios de transfusion.

4- Real Decreto-ley 9/2014, de 4 de julio, por el que se establecen las
normas de calidad y seguridad para la donacién, la obtencion, la
evaluacion, el procesamiento, la preservacion, el almacenamiento y la
distribuciéon de células y tejidos humanos y se aprueban las normas de

coordinacion y funcionamiento para su uso en humanos.

Entre los inconvenientes de la aplicacion del SA se encuentran la frecuencia
en el nimero de extracciones de sangre, sobre todo en aquellos pacientes con
tratamiento anticoagulante o antiagregante, que pueden desarrollar hematomas post
extraccion; y el peligro que supone el hecho que el paciente padezca una
enfermedad infecciosa, con la posibilidad de contagio.
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2.7.2. Suero heterdlogo de sangre periférica

2.7.2.A. Propiedades

Las caracteristicas del suero heterélogo (SH) no difieren de las del SA.
Puede ser beneficioso su uso en algunos pacientes que presenten ciertas
limitaciones en la extraccion de su propio suero para realizar el colirio. Entre éstas
podrian encontrarse la edad y limitaciones del paciente, la falta de medios para
desplazarse periddicamente a realizarlo, el padecimiento de enfermedades
autoinmunes que puedan poner en tela de juicio la calidad y eficacia del suero y
enfermedades infecciosas transmisibles, sobre todo infeccion activa por VHC vy
VIH. También seria interesante emplearlo en caso de nifios no colaboradores.

2.7.2.B. Preparacion

Igual al proceso descrito para el SA, pero con sangre procedente del Banco
de donantes de sangre.

2.7.2.C. Comparacion con suero autélogo

Hay algunos pacientes en los que no es recomendable la aplicacion del SA.
Esta evidencia fue contemplada en el Centro Regional de Transfusion Sanguinea
(CRTS). Por ello, y en consenso con el servicio de Oftalmologia, desde el comienzo
del programa de empleo de SA, se ha aplicando SH procedente de donante de
sangre a pacientes con dichas caracteristicas. Se seleccionan donantes de sangre
habituales del grupo AB para evitar problemas de rechazo antigénico, firmando un
consentimiento informado sobre los fines de esa donacidn. Recientemente se ha
realizado un estudio en el que se plantea la necesidad de valorar ambos grupos de
pacientes mediante un cuestionario de autoevaluacion realizado a los pacientes

antes y después de la utilizacion del colirio (26).
2.7.3. Suero de sangre de cordon umbilical

2.7.3.A. Propiedades
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Yoon investigd la eficacia del suero de sangre de cordon umbilical (SCU)
en pacientes con SOS severo de diversa etiologia (28) y SOS grave asociado a
EICH (29), asi como pacientes con defecto epitelial persistente (27) y con queratitis
neurotrofica (172), quemaduras oculares (173,174) y problemas de la superficie
ocular tras cirugia refractiva (173, 174).

En el SOS el uso de colirio de SCU mejoro6 el BUT, la tincion epitelial, el
grado de metaplasia escamosa, la densidad de células caliciformes y las
puntuaciones en los cuestionarios (28). Otros autores han hallado asimismo mejoras
en el dafio epitelial, la puntuacion en los cuestionarios, la citologia de impresion

conjuntival, la osmolaridad lagrimal y la sensibilidad corneal (175).

2.7.3.B. Comparacion entre suero de sangre de cordéon umbilical y

suero autélogo

Yoon también comparé los niveles de componentes esenciales de la lagrima
en el SCU y en el SA (173,174). Ambos sueros mostraron mejoria en los sintomas,
el BUT, la tincién corneal y la citologia de impresion conjuntival (en SA, s6lo en
los pacientes sin sindrome de Sjogren). Sin embargo, el tratamiento con SCU
obtenia mejores resultados en la sintomatologia, la tincion corneal y la citologia de
impresion conjuntival en pacientes con sindrome de Sjogren. Asimismo, hallo que
el SCU contenia tres veces mas EGF y dos veces mds TGFB. Tambien eran
superiores las concentraciones, pero en menor medida, del NGF y la sustancia P. El
SA contenia, en cambio, IFG-1 en mayor proporcion. La presencia de vitamina A
en el SCU, aunque menor que en el SA, era superior a la presente en la lagrima

endogena y suficiente para prevenir metaplasia escamosa.

Segun Yoon, la terapia con SCU tiene ventajas en los efectos clinicos sobre
la terapia con SA y presenta el mismo nivel de seguridad, siempre que se realice a
las madres donantes una serologia previa. Por tanto, emplear el SCU presenta tres
ventajas adicionales (173, 174, 176):

1. Laobtencion de SCU de donante genera suero para muchos pacientes.
2. Este suero puede conservarse, de manera que el tiempo de espera para
administrarlo al paciente es minimo.

3. Este suero puede emplearse, en los mismos casos que el SH de sangre
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periférica, para pacientes en que no sea recomendable/plausible la

extraccion sanguinea periddica.

2.7.3.C. Comparacion entre suero de sangre de cordon umbilical y

suero heter6logo

La principal ventaja del SCU comparado con el SH es que no es necesario
emplear sangre de banco, que es escasa y puede destinarse a otros multiples fines,
sino que una vez descartada la donacién de sangre de cordon umbilical para realizar
un trasplante de progenitores hematopoyéticos, puede emplearse Unicamente para
realizar colirio de SCU.

Por otro lado, la sangre de corddén umbilical no posee aglutininas, y por lo
tanto no es antigenico. La sangre de banco empleada para realizar SH tiene provenir
necesariamente de donantes AB.

2.7.3.D. Preparacion del colirio de suero de sangre de cordon umbilical

La sangre del cordon umbilical se extrae de las gestantes durante el parto.
Se realizan test seroldgicos previos en las semanas 8 y 38 de gestacion para
descartar VHB, VHC y VIH. Tras el parto, se obtiene una muestra de 60 a 80 mL
de sangre de la vena del cordon umbilical (figura 6).

-
Figura 6. Extraccion de muestra de sangre de la vena del cordén umbilical

La muestra se mantiene dos horas a temperatura ambiente y se dispensa en
tubos de cristal estériles de 10 mL. Después de 20 minutos de centrifugacion a
2800G a 20°C, se decanta el sobrenadante y se diluye al 20% con solucion salina
balanceada (BSS) (figura 7).
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Figura 7. Preparacion del colirio de SCU con BSS.

Los viales de colirio resultantes son etiquetados, se introducen en
congelador eléctrico a - 80° C y se almacenan en condiciones estériles, en nuestro
caso y protegidos con un papel de aluminio para evitar la degradacién de vitamina
A por la luz (figura 8). Una vez abiertos, los recipientes se conservan a 4°C en la
nevera durante un maximo de una semana. Los recipientes sin abrir pueden

conservarse a -20°C de tres a seis meses (173).

Figura 8. Colirio de SCU etiquetado y protegido con papel de aluminio.

Para la elaboracion de los viales de nuestro estudio se han tenido en cuenta
los siguientes criterios de seleccion:

*  Unidades con menos de 24 horas desde la extraccion a la separacion.
»  Historia y antecedentes obstétricos normales, de unidades no aptas para el
procesamiento al banco publico.

»  Consentimiento informado especifico.

Como controles de calidad se realiza un hemocultivo inicial y final del
proceso y contaje celular del sobrenadante con ausencia de células. Se reservaron

alicuotas para la determinacion de factores de crecimiento.
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2.7.4. Derivados hematicos plaquetarios

Las plaquetas tienen un papel fundamental en la regeneracion tisular y
constituyen un reservorio de factores de crecimiento, factores fibrinoliticos,

proteinas de adhesion y quimiocinas.

Los derivados hematicos plaquetarios se obtienen mediante la
centrifugacion de la sangre, obteniéndose el plasma con una gran concentracion de
plaquetas. Al aplicar el plasma en la superficie ocular, se produce un coagulo de
fibrina que va liberando los factores de crecimiento contenidos en las plaquetas

lentamente.

Los derivados plaquetarios que se emplean con mayor frecuencia en
oftalmologia son el colirio de plasma enriquecido en plaquetas y el colirio plasma
rico en factores de crecimiento. Ambos se diferencian basicamente en su modo de
preparacion, que a su vez presenta muchas variantes (177). Por ello, las evidencias
clinicas sobre su uso son inconstantes. Sin embargo, algunos autores han obtenido
buenos resultados aplicando los concentrados autélogos de plaquetas para el SOS,
Ulceras neurotréficas y sindrome de post-intervencion con LASIK (178, 179).
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3. Material y métodos

3. 1. Universo y muestra

3.1.1. Ambito de estudio

Los pacientes han sido reclutados entre los que acudieron al Hospital

Regional Universitario Carlos Haya de Malaga, tanto al Servicio de Oftalmologia

como al resto de servicios del Complejo Hospitalario, durante el periodo de

septiembre del 2011 a mayo de 2015.

3.1.2. Criterios de inclusién

Es necesario cumplir dos 0 mas criterios de los tres siguientes:

a) Sintomas de 0jo seco por mas de tres meses.

b) Test de Schirmer tipo I <5 mm.

¢) Tiempo de ruptura lagrimal <a 5 segundos.

Se incluyen en el estudio los pacientes con SOS de las siguientes etiologias:

a) SOS no asociado a colagenopatia

Idiopatico.

Secundario: Disfuncion de las glandulas de Meibomio (mediante
observacién del reborde palpebral y la expresion de las glandulas) y
demas causas de OSE, SOS mucodeficiente, sindrome del parpado
flaccido, queratoconjuntivitis limbica superior, SOS secundario a
radioterapia, queratopatia bullosa, enfermedad de Graves-
Basedow,...

b) SOS secundario a sindrome de Sjégren, primario o secundario:

Aurtritis reumatoide.

Lupus eritematoso sistémico.
Esclerodermia.
Dermatomiositis.

Enfermedad mixta del tejido conectivo.
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» Tiroiditis de Hashimoto.
 Cirrosis biliar primaria.
» Hepatitis cronica autoinmune.
c) Causas oftalmologicas
« Ulcera neurotrofica.
» Defecto epitelial persistente.
* Queratopatia por exposicion.
» Queratopatia célcica.
» Distrofias corneales.
« Ulceras marginales secundarias a vasculitis sistémicas.
« Ulcera de Mooren.
« Ulcera de Terrien.
« EICH.
» Sindrome de insuficiencia limbar.
» Sindrome de Stevens-Johnson.
* Penfigoide.

e Causticacion corneal.

3.1.3 Criterios de exclusién

a) Menores de 18 afios.

b) Mujeres embarazadas o que puedan estarlo.

c) Usuarios de lentes de contacto.

d) Historia de alergia ocular en los Gltimos tres meses.

e) Cirugia intraocular o refractiva en los Gltimos seis meses.
f)  Alteraciones anatomicas de parpado y pestafias.

g) Enfermedades infecto-contagiosas (VIH, VHC, VHB).

3.2. Metodologia

Los datos del presente trabajo se extrajeron de un ensayo clinico
aleatorizado, unicéntrico, de tres ramas paralelas (SA, SH, SCU) para el tratamiento

del ojo moderado-severo, con nimero muestral de 123 pacientes. En cada grupo se
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evaluaron criterios subjetivos y objetivos de mejoria en el momento de inicio del

tratamiento, al mes de la inclusion y tras un seguimiento de 3 meses.

3.2.1. Justificacion del tamafio muestral

Para determinar el tamafio minimo de la muestra se empleado métodos
estadisticos avanzados debido a la complejidad del estudio, al considerar tres
grupos de tratamiento para ser comparados entre si. Se ha tenido como punto de
partida (muestra piloto) las medias y desviaciones tipicas ponderadas del estudio de
Yoon (174) en que comparaba SA con SCU en el tratamiento del ojo seco.

Se ha tomado como unidad de medida el milimetro (mm). Para el test de
Schirmer se ha considerado una media de p = 3.63 mm y una desviacion tipica
ponderada de ¢ = 1.45 mm (correspondientes al trabajo antes aludido). Si tomamos
como error de estimacion de la medida un 25%, se obtiene en la expresion (1) un 6
= 0.90 (siendo 0.9 el 25% de 3.63). Es un valor moderadamente alto ya que el
coeficiente de variacion (CV) en nuestro caso es:

Para aplicar el analisis, consideramos una significacion a = 0,05 (es decir,
un intervalo de confianza 1- o = 0,95); k = 3 (es decir 3 muestras) y una
cuasivarianza S® = 1,45° = 2,1, el tamafio de la muestra (n) de cada uno de los
grupos y la minima diferencia 6 = 0,9 entre las medias, que puede detectarse con
una potencia de 1 — 3, estan relacionadas por la igualdad (180):

La potencia 1 — B y ¢ se relacionan mediante una familia de curvas que
aparecen en las tablas del anexo 5 del citado texto (183) que depende de los grados

de libertad vi =k -1=2y de v,=k (n-1). Hay que tener en cuenta que la potencia

que se utilice debe cumplir v,> 81 (n-1 > ):
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Con una potencia para el testde 0,7, ¢ 216 = ¢ =

41 (N total = 3 x 41 = 123).

3.2.2. Recogida de datos

Se seleccionaron los pacientes con SOS que cumpliesen dos de los tres
criterios de inclusion y ninguno de los de exclusion anteriormente mencionados,

durante el periodo de septiembre de 2011 a mayo de 2015.

En primer lugar, se le explicd al sujeto de estudio las caracteristicas del
ensayo y los posibles riesgos. En caso de que el paciente estuviera de acuerdo,
firm6 dos copias del Consentimiento Informado (ver documento anexo) y se
procedié a elaborar la historia clinica del paciente y a realizar una exploracién
oftalmoldgica exhaustiva, valorando el grado de ojo seco y alteracion de la

superficie ocular, asi como otras patologias oftalmoldgicas concomitantes.

Siguiendo las recomendaciones del Subcomité para el Disefio de Ensayos
Clinicos del Taller Internacional de Ojo Seco (24), incluimos en nuestro ensayo

clinico los siguientes parametros de valoracion:

1. Determinacion del volumen y la produccion lagrimal mediante la prueba de
Schirmer tipo | sin anestesia, mediante las tiras Alcon Tear Test Schirmer
35x5mm Strip 250/Bx, Laboratorios Alcon, Forth Worth, Texas.

2. Determinacion del estado del epitelio corneo-conjuntival mediante las tiras
de verde de lisamina Dina Strip Lissaver-Plus V, laboratorios Gecis,
Villemorant, Neung-sur-Beuvron, Francia.

3. Determinacién de la estabilidad lagrimal mediante test de la ruptura lagrimal
con fluoresceina (BUT), mediante el colirio Colircusi Fluotest 3m, solucién
oftalmica, Laboratorios Alcon, Forth Worth, Texas.

4. Determinacion de la integridad de la superficie ocular mediante la
realizacion de la tincion con fluoresceina, mediante el colirio Colircusi

Fluotest 3m, solucién oftalmica, Laboratorios Alcon, Forth Worth, Texas.

5. Evaluacion de los sintomas subjetivos del paciente mediante cuestionario

validado para 0jo seco (104).
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Aguellos ojos de pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion y
no presentaban ningun criterio de exclusion fueron incluidos en el ensayo clinico.
El oftalmédlogo, a continuacion, instruyo6 al paciente en la técnica de la instilacion
de colirio y se insisti6 sobre la importancia del cumplimiento terapéutico.

Posteriormente, el paciente era derivado al Centro Regional de Tranfusion
Sanguinea donde se realizaba la extraccion sanguinea, independientemente del tipo
de suero que se le fuese a administrar. La elaboracion de los colirios, asi como de
las pruebas de despistaje para la deteccion de enfermedades infecto-contagiosas,
corrieron a cargo del técnico de laboratorio (realizacion del despistaje de agentes
transmisibles en los pacientes y en el SCU).

Una vez descartadas las enfermedades infecto-contagiosas, el facultativo
especialista en Hematologia y Hematoterapia aleatorizaba el/los ojo/s del paciente.
Dicha aleatorizacion se realizO en estratos, mediante el correspondiente
procedimiento de minimizacién por blogues. El hematdlogo poseia especificado en
hoja de calculo Excel qué colirio se dispensaba a cada paciente. El paciente recibia
un sobre cerrado con la numeracion correspondiente al envase que se le habia
asignado de manera aleatoria, de manera que el enmascaramiento fuese efectivo
tanto para el paciente como para el oftalmélogo. La pauta de aplicacion del suero
ha sido de una gota en el/los ojo/s incluidos en el ensayo clinico 5 veces al dia (se
recomendaba la instilacion cada 3-4 hora, durante el dia, con descanso nocturno).

Los pacientes eran evaluados de nuevo por el oftalmélogo, realizando las
pruebas anteriormente reflejadas al mes y a los tres meses desde el momento que
comenzd el tratamiento. Asimismo, los pacientes cumplimentaban de nuevo el

cuestionario para 0jo seco, con escalas para los sintomas en cada una de las visitas.

3.2.3. Determinaciones

3.2.3.A. Agentes transmisibles

Para las determinaciones de agentes transmisibles se emplearon:
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3.2.3.B.

Los tests para la determinacion de HBsAg, anti VIH 1+2-Ag p24 y anti
VHC fueron realizados en el autoanalizador PRISMA®. Abbott. Analizador
de inmunologia automatico por quimioluminiscencia.

El anti-core de VHB se ha realizado mediante el sistema Architect® Abbott

de Inmunoensayo. Este analizador tiene un disefio modular que proporciona
una estacion de trabajo Unica en la que se pueden procesar a la vez distintos
tipos de ensayos mediante un Unico centro de control para todo el sistema.
En el CRTS de Malaga se utiliza, ademas, para la deteccién de anticuerpos
totales en la enfermedad de Chagas, en la sifilis, asi como para determinar
anticuerpos totales, anti-HTLV .

La técnica utilizada para escrutinio de sifilis fue el RPR (reagina rapida en
plasma), cuyo fundamento es que las reaginas plasmaticas, anticuerpos
dirigidos contra antigenos no treponémicos, producen agregacién con
determinados antigenos (cardiolipina, lecitina y colesterol, liberados a la
sangre por dafio del treponema durante la infeccién), reaccion que se puede

determinar macroscépicamente en los estudios de aglutinacion.

Los reactivos para la determinacién de RPR usados forman parte del kit

RPR-CARBON Aglutinacion, de Biosystems® SA, que contiene particulas

de carbdn que facilitan la lectura de la aglutinacion en microplacas de 96
pocillos, asi como control positivo y negativo.

La técnica NAT en muestra Unica para deteccion del genoma viral del VHC,

VHB y del VIH es un test Ultrio® de la casa comercial Chiron-Novartis. Es

un test cualitativo in vitro para detectar &cidos nucleicos de los tres virus.
Grupo ABO/ RH Y AAlI
La realizacion de los mismos se realizé en el autoanalizador Galileo® de Inmucor con

técnica de microplaca.

Los donantes heterélogos de banco fueron seleccionados de grupo AB, pues carecen

de aglutininas anti-A y Anti-B en su suero.

Se realiz6 una determinacion de AAIll en todos los casos, para valorar una posible

sensibilizacién en caso de uso en pacientes heterélogos.

3.2.3.C. Moléculas
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Se realizaron determinaciones en los sueros mediante ELISA de alblmina,

fibronectina, factores de crecimiento (TGF- B y EGF), vitamina A, vitamina E, 1gG,

IgA e IgM. Todas las determinaciones se realizaron en suero guardado a -80°C.

EGFy TGF- B1:

Los valores de EGF y TGF- B1 se determinaron mediante inmunoensayo de
fluorescencia con citometria de flujo en un citometro Beckman Coulter
FC500, empleando el kit FlowCytomix multiplex (eBioscience) (Human
TGF- B1: ref. BMS8249FF y EGF: ref. BMS82070FF). El analisis de los
datos se llevd a cabo usando el programa FlowCytomixPro, version 3.0.
Fibronectina:

Los valores de fibronectina se establecieron mediante el kit ELISA
(Platinum ELISA affymetrix, eBioscience, ref. BMS2028). En todos los
casos se siguieron las recomendaciones del fabricante.

Vitamina A y Vitamina E: Se determinaron de forma simultanea, mediante
cromatografia liquida de alta resolucion HPLC, con reactivos de Bio-Rad®.
Albimina: Se ha determinado mediante estudio espectrofotométrico con
verde de bromocresol.

IgG, IgM e IgA: Se analizaron en un autoanalizador Vista® mediante

inmunonefelometria.

3.2.4. Variables

3.2.4.A. Variables primarias

Respuesta al tratamiento del ojo seco con los distintos sueros, mediante:

Puntuacion de test de Schirmer.

Puntuacién de la escala de van Bijsterveld para la tincion con verde de
lisamina.

Tiempo de rotura lagrimal (BUT).

Puntuacion de la escala de Oxford para la tincion con fluoresceina.
Puntuacion del cuestionario de Donate (104).

3.2.4.B. Variables secundarias

Presencia o0 no de enfermedad autoinmune.
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+ Adherencia al tratamiento.

» Concentracion de las distintas moléculas en los dos sueros.

VARIABLE TIPO VALOR
Test de Schirmer Cuantitativa continua mm
BUT Cuantitativa continua seg
Tincién con fluoresceina (escala de Oxford) Cuantitativa continua 0-9
Tincién con verde de lisamina (escala de van Bijsterveld) Cuantitativa continua 0-5
Cuestionario (Donate) Cuantitativa ordinal 0-72
Enfermedad autoinmune Categoérica dicotémica Si/no
Concentracion moléculas (albumina, fibronectina, vitamina A, o . Distintos
vitamina E, 1gG, IgA, IgM, TGF-B1, EGF) Cuantitativa continua valores
Adherencia al tratamiento Categoérica dicotémica Si/no

Tabla 5. Variables de estudio. BUT: Break-up time (tiempo de rotura lagrimal).

3.3. Métodos de recoleccidén de la informacion

La informacion de los pacientes y las pruebas efectuadas se guardaron en un

PC especifico para el ensayo clinico con ambiente de Windows VII. Los textos se

procesaron con Word, y las tablas y graficos, mediante con Excel.

Los célculos estadisticos se realizaron mediante el programa estadistico de

libre acceso R Project version 3.1.2.
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4. Resultados

4.1. Datos demogréaficos

Numero de pacientes: 64 o0jos, 32 SA'y 32 SCU, de 32 pacientes, 16 en cada

grupo (Cuadro 1).

Sexo: 28 mujeres (86%), 4 varones (Tabla 6, cuadro 2).
Edad media: 61,5 afios, rango 44-88. La edad media era de 56 (45,9 - 64)
afios en el grupo tratado con SA y de 62 afios (57,75 — 69,25) en el grupo

tratado con SCU. Esta diferencia fue estadisticamente significativa (p =

0,010).

Abandonos: 14 ojos, 7 pacientes, no terminan el estudio (Cuadro 3).

Enfermedad autoinmune previa: 43 ojos (67%, tabla 6, cuadro 4).

Tratamiento previo con SA: 12 (38%) ojos del grupo tratado con SA y 8
ojos del grupo tratado con SCU (25%) (Tabla 6).
Menopausia: el 85% de las 28 mujeres incluidas en el estudio (Tabla 6,

cuadro 5).
Variable Categorias | SA % SCU % Ntotal 9%%total
Sexo Hombre 0 00 8 250 8 12,5
Muijer 32 100,0| 24 750 56 87,5
p = 0,0048 Todos 32 100,0] 32 100,0 64 100,0
Enf. autoinmune  No 11 344 10 312 21 32,8
si 21 656| 22 688 43 67,2
p =100 Todos 32 100,0] 32 100, 64 100,0
Trat. previo No 20 625| 24 750 44 68,8
Si 12 375 8 250 20 31,2
p=042 Todos 32 100,0] 32 1000 64 100,0
Menopausia No 6 207 2 83 8 15,1
S 23 793| 22 91,7 45 84,9
p=1027 Todos 29 1000| 24 100, 53 100,0

Tabla 6. Descriptivo variables cualitativas
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Pacientes segln tratamiento

SA
SCU
Cuadro 1. Distribucion de pacientes segln tratamiento.
Pacientes seg(m Sexo
Mujer
® Varon
Cuadro 2. Distribucién de pacientes segln sexo.
Ojos que finalizan el ensayo
HSi
® No

Cuadro 3. Distribucién de pacientes segln finalizan o no el ensayo.
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Enfermedad autoinmune

S
® No

Cuadro 4. Distribucion de pacientes segln la presencia de enfermedad autoinmune.

Menopausia

HSi
® No

Cuadro 5. Distribucién de pacientes femeninas segun la presencia de menopausia.

4.2. Respuesta al tratamiento con los distintos sueros

Respuesta al tratamiento del ojo seco con los distintos sueros, medida por el

cambio producido por la terapia en:

1)
2)
3)
4)

5)

Test de Schirmer (mm).

Tiempo de rotura lagrimal o BUT, en segundos.

Tincion de fluoresceina de la superficie ocular, segun la escala de Oxford.
Tincion con verde lisamina del epitelio corneo-conjuntival, evaluada segin
la escala de van Bijsterveld.

Cuestionario de Donate (104).
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4.2.1. Analisis de las variables en dos grupos independientes

No existen diferencias estadisticamente significativas en las pruebas
realizadas, en ninguna de las visitas (cuadro 6).

SA SCuU p Test
Edad 56 (49,75 , 64,25) 62 (57,75, 69,25) 0,018 | (o)
Schirmer (mm)
Visita 1 4 (175, 5) 3(2,4,25) 0,588 | (c)
Visita 2 6 (2, 17,25) 3(2,55) 0,143 ©)
Visita 3 6(2,12) 55(2, 10) 0,632 ©)
BUT (seg)
Visita 1 4(2,5) 4(3,5) 0,250 | ()
Visita 2 5(3,25,6,75) 6(5,8) 0124 | (©
Visita 3 6(5,8) 75(5, 10) 0486 | (¢
Fluoresceina (Oxford)
Visita 1 3(2,3) 3(2,4) 0,207 ©
Visita 2 1,5(1, 3) 2(1,3) 0,355 | (c)
Visita 3 2(1,2) 1,5(1,2) 0,797 | (¢
Verde lisamina (Bijsterveld)
Visita 1
Visita 2 3(2,4) 4(3,5.25) 0,054 ©)
Visita 3 2,35 (1,26) 3,25 (2,09) 0,075 (b)
2(1,3) 3(1,75,5) 0,093 (c)
Cuestionario (Donate)
Visita 1
Visita 2 39,81 (10,03) 41,63 (12,14) 0,649 @)
Visita 3 30,31 (12,80) 30,42 (16,05) 0,985 @
26,39 (14,17) 35,42 (17,09) 0,162 @

Cuadro 6. Anélisis de variables cuantitativas en dos grupos independientes en el global de
individuos. (a) Test t-student asumiendo homogeneidad de varianzas. Se expresa en media (sd) (b) Test
t-student cuando no se cumple homogeneidad de varianzas. Se expresa en media (sd) (c) Test U
Mann Whitney - Wilcoxon. Se expresa en mediana IC (P25,P75).

4.2.2. Analisis de la variacion de la tercera-primer visita

Al realizar un andlisis de la variacion de los resultados de la tercera visita
comparada con la primera entre ambos sueros para el test de Schirmer, tiempo de
rotura lagrimal, tincién de fluoresceina, verde lisamina y cuestionario, no se

encontraron diferencias significativas (cuadro 7).
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SA SCuU p Test
Schirmer (mm) 15(0, 4) 1,5(-0,25, 5) 0,98 | (c)
BUT (seg) 2,81 (2,21) 2,71 (2,579,) 0,89 | (a)
Fluoresceina (Oxford) -1(-2,-1) -2(-2,0) 0,42 | (c)
Verde lisamina (Bijsterveld) -0.89 (1,56) -0.67 (3,12) 0,76 | (b)
Cuestionario (Donate) -15,15 (14,39) -7,58 (11.56) 0,16 | (3

Cuadro 7. Andlisis de la variaciéon (resultados tercera visita — resultados primera visita) en el
global de individuos. Analisis de variables cuantitativas en dos grupos independientes. (a) Test t-
student asumiendo homogeneidad de varianzas. Se expresa en media (sd) (b) Test t-student cuando no
se cumple homogeneidad de varianzas. Se expresa en media (sd) (c) Test U Mann Whitney -
Wilcoxon. Se expresa en mediana IC (P25,P75).

4.2.3. Analisis ANOVA de medidas repetidas

En todos los valores evaluados (test de Schirmer, tiempo de rotura lagrimal,
tincion de fluoresceina, verde lisamina y cuestionario) los resultados muestran que
existen diferencias significativas en las puntuaciones a lo largo del tiempo en el
analisis ANOVA de medidas repetidas, que a continuacién se especifican para cada
una de las pruebas efectuadas (cuadro 6).

4.2.3.A. Test de Schirmer

Con el objeto de analizar si la variacion del test Schirmer es la misma en los
tres momentos considerados se aplica el test ANOVA de dos factores con medidas
repetidas en un factor. Al aplicar el test de Mauchly para analizar si la matriz de las
varianzas es circular o esférica, condicion necesaria en los modelos de medidas
repetidas, obtenemos p = 0,0007, por tanto no se cumple condicién de esfericidad.
Al no cumplirse el requisito de esfericidad, utilizaremos un indice corrector Ilamado
Epsilon obtenido seglin las estimaciones de Greenhouse-Geisser, segun estos
resultados: la variable tiempo obtenemos p = 0,012 <0,05, por lo tanto los resultados
apuntan a que las puntuaciones de Schirmer varian de forma significativa a lo largo
del tiempo. En el caso del SA, de una media de 4 (1,75 —5) mm en la primera visita
mejord a 6 (2 -12) mm en la visita 3 (cuadro 6). Con respecto al SCU, de una media
de 3 (2 — 4,25) mm en la primera visita mejoré a 5,5 (2 -10) mm en la visita 3
(cuadro 6).
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4.2.3.B. BUT

Con el objeto de analizar si la variacion de BUT es la misma en los tres
momentos considerados se aplica el test ANOVA de dos factores con medidas
repetidas en un factor. Al calcular la prueba de esfericidad de Mauchly obtenemos
p =0, 771 > 0.05 y aceptamos por tanto la hipotesis de esfericidad. Cuando
asumimos esfericidad obtenemos que la variable tiempo (momento factor) es
significativo, p < 0,001, por lo que los resultados sugieren que las puntuaciones del
BUT o tiempo de rotura lagrimal varian de forma significativa a lo largo del tiempo.
En el caso del SA, de una media de 4 (2 — 5) segundos en la primera visita mejor6 a
6 (5 -8) segundos en la visita 3 (cuadro 6). Con respecto al SCU, de una media de 4
(3 = 5) segundos en la primera visita mejor6 a 7,5 (5 -10) segundos en la visita 3
(cuadro 6).

4.2.3.C. Tincién con fluoresceina

Con el objeto de analizar si la variacién en la tincion de la superficie ocular
con fluoresceina es la misma en los tres momentos considerados se aplica el test
ANOVA de dos factores con medidas repetidas en un factor. Al aplicar el test de
Mauchly para analizar si la matriz de las varianzas es circular o esférica, condicion
necesaria en los modelos de medidas repetidas, obtenemos p = 0,049, por tanto no se
cumple condicion de esfericidad. Al no cumplirse el requisito de esfericidad,
utilizaremos un indice corrector llamado Epsilon obtenido seguln las estimaciones de
Greenhouse-Geisser, segun estos resultados: la variable tiempo obtenemos p < 0,001
<0,05, por lo tanto los resultados apuntan a que las puntuaciones de la tincién con
fluoresceina varian de forma significativa a lo largo del tiempo. En el caso del SA,
de una media de puntuacion de 3 (2 — 3) en la escala de Oxford en la primera visita
disminuyd a 2 (1 - 2) puntos en la visita 3 (cuadro 6). Con respecto al SCU, de una
media de puntuacién de 3 (2 — 4) en la escala de Oxford en la primera visita
disminuy6 a 1,5 (1 - 2) puntos en la visita 3 (cuadro 6).

4.2.3.D. Tincion con verde de lisamina

Con el objeto de analizar si la variacién en la tincion de la superficie ocular

109



con verde de lisamina es la misma en los tres momentos considerados se aplica el
test ANOVA de dos factores con medidas repetidas en un factor. Al calcular la
prueba de esfericidad de Mauchly obtenemos p = 0, 29 > 0,05 y aceptamos por tanto
la hipdtesis de esfericidad. Cuando asumimos esfericidad obtenemos que la variable
tiempo (momento factor) es significativo, p < 0,012 <0,05, por lo que los resultados
indican que las puntuaciones de la tincion con verde de lisamina varian de forma
significativa a lo largo del tiempo. En el caso del SA, de una media de puntuacion
de 3 (3 - 5) en la escala de van Bijsterveld en la primera visita disminuy6 a 2 (1,25
— 4,75) puntos en la visita 3 (cuadro 6). Con respecto al SCU, de una media de
puntuacion en la escala de van Bijsterveld de 4,5 (3 — 6) en la primera visita
disminuyé a 3 (2 — 4,75) puntos en la visita 3 (cuadro 6).

4.2.3.E. Cuestionario

Con el objeto de analizar si la variacién el cuestionario es la misma en los
tres momentos considerados se aplica el test ANOVA de dos factores con medidas
repetidas en un factor. Al calcular la prueba de esfericidad de Mauchly obtenemos
p = 0,0793 > 0,05 y aceptamos por tanto la hipétesis de esfericidad. Por lo tanto
cuando asumimos esfericidad obtenemos que la variable tiempo (momento factor)
es significativo, p < 0,001 <0,05, los resultados apuntan a que las puntuaciones del
cuestionario varian de forma significativa a lo largo del tiempo. En el caso del SA,
de una media de puntuacion de 40 puntos en el cuestionario de Donate en la primera
visita disminuyd a 28 puntos en la visita 3 (cuadro 6). Con respecto al SCU, de una
media de puntuacion en el cuestionario de Donate de 40 puntos en la primera visita

disminuyd a 30 puntos en la visita 3 (cuadro 6).

4.2.4. Anélisis de los indicadores de mejoria para cada una de las

pruebas

Para valorar la respuesta al tratamiento con cada uno de los sueros por
separado, se considerd mejoria:

a) Test de Schirmer: incremento de 3 mm.

b) Tiempo rotura lagrimal: incremento 2 segundos.

c) Fluoresceina: decremento de un area.
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d) Verde lisamina: decremento de dos puntos.

e) Cuestionario: decremento de tres puntos.

Se aplicd un test de Fischer para comprobar si existe asociacion entre el

tratamiento que recibe el paciente y el valor de la respuesta. No se hallo

significacion estadistica para ninguno de los tests (cuadro 8):

a) La mejoria en el test de Schirmer fue del 38,5% para SA y 37,5% para
SCU, con una p = 1,00.
b) La mejoria en el BUT fue del 69,2% para SA y 65.5% para SCU, con
unap = 0,84.

c) La mejoria en la tincion con fluoresceina fue del 80,8% para SA y
70,8% para SCU, con una p = 0,62.
d) La mejoria en para la tincién con verde de lisamina fue del 34,6% para
SA'y 45,8% para SCU, con una p = 0,60.

e) La mejoria en el cuestionario fue del 92,3% con el SA'y 75% para SCU,

con unap =0,53.

Variable Nivel de mejoria SA % | SCU %] Ntodos %todos
Schirmer
Incremento <3mm 16 615 15 62,5 31 62,0
Incremento =3mm 10 385 9 1375 19 38.0
p=1,00 Todos 26 100,0| 24 100,0 50 100,0
BUT
Incremento <2sg 8 308 9 375 17 34,0
Incremento >2sg 18 69,2 15 62,5 33 66,0
p=10,84 Todos 26 100,0| 24 100,0 50 100,0
Fluoresceina
Descenso <1 unidad 5 192 7 292 12 24,0
Descenso =1 unidad 21 808 17 70,8 38 76,0
p=0,62 Todos 26 100,0| 24 100,0 50 100,0
Verde Lisamina
Descenso <2puntos | 17 654 13 542 30 60,0
Descenso =2 puntos 9 346 11 458 20 40,0
p=20,60 Todos 26 100,0| 24 100,0 50 100,0
Cuestionario
preme im0l s m ¢
12 923 9 750 21 84,0
p=0,53 Todos 13 100,00 12 100,0 25 100,0

Cuadro 8. Descriptivo indicadores mejora de cada uno de los tests.

104



4.3. Comparacion de la respuesta al tratamiento entre SA 'y
SCU

Al comparar los resultados de ambos grupos de tratamiento para cada uno
de las pruebas realizadas, los datos indicaron que no existen diferencias
significativas entre SA y SCU para el test de Schirmer (cuadro 9), el BUT (cuadro
10), la tincion con fluoresceina (cuadro 11), ni la puntuacion del cuestionario
(cuadro 13). Si se encontraron diferencias significativas en la tincion con verde de
lisamina (cuadro 12), en la que el grupo tratado con SA obtiene mejores resultados

es decir, menor puntuacion (cuadro 6).

4.3.1. Test de Schirmer

Al considerar el factor tratamiento (SA vs SCU) en la mejoria del test de
Schirmer  obtenemos una p = 0,268, por lo tanto no existen diferencias
significativas entre ambos tratamientos.

El gréafico de perfil muestra las puntuaciones de Schirmer en cada uno de los
momentos considerados en funcion del tratamiento (cuadro 9). Se observa que en la
segunda visita las puntuaciones de Schirmer en el grupo tratado con suero de SA
son mas elevadas y que en la tercera visita las puntuaciones en este grupo

descienden.

Puntuaciones Schrimer

Tratamiento

—— Suero autologo
© - —— Suero CU

Puntuaciones Schrimer

Visita-1 —
Visita-2 —
Visita-3 =

Cuadro 9. Comparacidn de las puntuaciones del test de Schirmer entre SA'y SCU.
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4.3.2. BUT

Se evalua el factor tratamiento (SA vs SCU) en la mejoria del BUT
mediante el test ANOVA de dos factores con medidas repetidas en un factor, no
encontrdndose un efecto significativo en funcién del tratamiento (p = 0,1610).

El grafico de perfil muestra las puntuaciones de BUT en cada uno de los

momentos considerados en funcion del tratamiento (cuadro 10).

Puntuaciones BUT_seg

7.0
)

Tratamiento

6.5

—— Suero autologo
—— Suero CU

g
6.0
1

55

Puntuaciones BUT_se:
50

45

4.0

35
L

Visita=1 —
Visita-2 —
Visita-3 —

Cuadro 10. Comparacion de las puntuaciones del test BUT entre SA 'y SCU.

4.3.3. Tincion con fluoresceina

Se evalua el factor tratamiento (SA vs SCU) en la mejoria del BUT
mediante el test ANOVA de dos factores con medidas repetidas en un factor, no
encontrdndose un efecto significativo en funcién del tratamiento (p = 0,925).

El grafico de perfil muestra las puntuaciones de fluoresceina en cada uno de

los momentos considerados en funcion del tratamiento (cuadro 11).

Puntuaciones Fluoresceina

Tratamiento

—— Suero autologo
—— Suero CU

24

Puntuaciones Fluoresceina
22
|

20
1

1.8

Visita-1 —
Visita-2 —
Visita-3 —

Cuadro 11. Comparacion de las puntuaciones de la tincion con fluoresceina entre SA'y SCU.
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4.3.4. Tincion con verde de lisamina

Se evalUa el factor tratamiento (SA vs SCU) en la mejoria de la tincién de la
superficie ocular con verde de lisamina mediante el test ANOVA de dos factores
con medidas repetidas en un factor, encontrdndose un efecto significativo en
funcién del tratamiento (p = 0,0106). Por lo tanto los datos pauntan a que en este
caso si existen diferencias significativas entre ambos tratamientos, siendo el SA
mas efectivo que el SCU.

El gréfico de perfil muestra las puntuaciones de verde de lisamina en cada

uno de los momentos considerados en funcion del tratamiento (cuadro 12).

Puntuaciones Verde Lisamina

Tratamiento

4.0

—— Suero autologo
—— Suero CU

35
1

Puntuaciones Verde_Lisamina
3.0
1

Visita=1 —
Visita-2 —
Visita-3 =

Cuadro 12. Comparacion de las puntuaciones de la tincién con verde de lisamina entre SA'y SCU.

4.3.5. Cuestionario

Se evalua el factor tratamiento (SA vs SCU) en la mejoria de la puntuacion
del mediante el test ANOVA de dos factores con medidas repetidas en un factor, no
encontrdndose un efecto significativo en funcién del tratamiento (p = 0,4502).

El gréafico de perfil muestra las puntuaciones de cuestionario en cada uno de

los momentos considerados en funcion del tratamiento (cuadro 13).
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40

35
1

Puntuaciones Cuestionario

30
L

Visita-1 —

Visita-2 —

Visita-3 =

Puntuaciones Cuestionario

Tratamiento

—— Suero autologo
—— Suero CU

Cuadro 13. Comparacion de las puntuaciones del cuestionario entre SA y SCU.

4.4. Comparacion en pacientes con tratamiento previo

El 38% de los ojos (12) del grupo tratado con SA y el 25% de los ojos (8)

del grupo tratado con SCU (25%) usaban tratamiento previo con SA, todos mujeres

con enfermedades autoinmunes previas (Tabla 6, cuadro 14). El resto de los datos

demogréficos de los pacientes con tratamiento previo se describen en el cuadro 14.

Variable Categorias | SA % SCU % | Ntotal Y%total
Sexo
Hombre 0 0,0 0 0, 0 0,0
Mujer 12 100,0 8 100,0 20 100,0
Todos 12 100,0 8 100,0 20 100,0
Enf. autoinmune No 1 8,3 2 250 3 15,0
Si 11 91,7 6 750 17 85,0
Todos 12 100,0 8 100,0 20 100,0
Trat previo No 0 00 0 00 44 68,8
Si 12 100,0 8 100,0 20 31,2
Todos 12 100,0| 8 100,0 64 100,0
Menopausia No 4 444 0 0,0 4 235
Si 5 556 8 100,0 13 76,5
Todos 9 1000| 8 1000 17 100,0

Cuadro 14. Datos demogréficos de los pacientes con tratamiento previo al ensayo.

En el cuadro 15 se resume el analisis de variables cuantitativas para dos

grupos independientes (SA y SCU) en individuos con tratamiento previo. Se analiza

108



la mejora con respecto a valores basales del test de Schirmer, BUT, tincién con
fluoresceina, verde de lisamina y cuestionario. Los datos indican que no hay
diferencias entre los pacientes que empleaban previo al estudio SA y fueron
asignados al grupo de SA y los que empleaban previo al estudio SA y fueron
aleatorizados al grupo de SCU.

El Gnico valor significativo (p = 0,05) fue la puntuacion del cuestionario en
la tercera visita para los pacientes del grupo del SA, que empleaban previamente
SA previo al estudio.

SA SCuU p Test

Edad 49 (46 , 55) 63,5 (57,75, 69,25) 0,023 (c)
Schirmer (mm)

Visita 1 2(0,6,25) 2(0,75, 3,25) 0,782 ©)
Visita 2 1(1, 8,25) 1,5 (0,75, 3,5) 0,660 | (c)
Visita 3 2(1,5,25) 3(1,7,25) 1,000 ©)
BUT (seg)

Visita 1 4(2,4) 4(3,4) 0,713 | (©)
Visita 2 4,75 (2,55) 5,25 (1,98) 0,668 | ()
Visita 3 6,75 (2,12) 6,63 (2,2) 0910 (@
Fluoresceina (Oxford)

Visita 1 2,67 (0,89) 3,25(0,93) 0,058 (@
Visita 2 2,63(1,41) 3,13 (1,13) 0,446 | (a)
Visita 3 2(1,75, 2) 2(1,75,2) 0,952 | (¢
Verde lisamina (Bijsterveld)

Visita 1 4,33 (1,61) 5(1,51) 0,336 ©)
Visita 2 3(2,3) 4(2,6) 0,228 (©)
Visita 3 4,38 (2,72) 3,13 (2,1) 0,321 ©)
Cuestionario (Donate)

Visita 1 38,83 (11,81) 53,00 (9,56) 0,649 €))
Visita 2 31,50 (8,66) 42,75 (9,00) 0,985 €))
Visita 3 26,5 (13,92) 47,25 (9,00) 0,005 )]

Cuadro 15. Anélisis de variables cuantitativas en dos grupos independientes en individuos con
tratamiento previo. Analisis de variables cuantitativas en dos grupos independientes en el global de
individuos. (a) Test t-student asumiendo homogeneidad de varianzas. Se expresa en media (sd) (b) Test
t-student cuando no se cumple homogeneidad de varianzas. Se expresa en media (sd) (c) Test U
Mann Whitney - Wilcoxon. Se expresa en mediana IC (P25,P75). En negrita el Unico valor
significativo.

Al realizar un analisis de la variacion de los resultados de la tercera visita
comparada con la primera entre los pacientes tratados previamente con SA en
ambos sueros para los test oftalmoldgicos objetivos y el cuestionario, los datos
indican que no existen diferencias significativas (cuadro 16).
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SA SCuU p Test
Schirmer (mm) 2,75 (2,49) 2(2,67) 0,571 (1)
BUT (seg) 45(3,5,5) 2(1,4,5) 0,456| (c)
Fluoresceina (Oxford) -1(-1,25, -1) -2 (-2, -0,75) 0,373| (c)
Verde lisamina (Bijsterveld) 0(-0,25, 0,5) -3 (-4, -1,75) 0,070 (c)
Cuestionario (Donate) -16 (12,25) -5,75 (1,71) 0,193 (b)

Cuadro 16. Anélisis de la variacién (resultados tercera visita — resultados primera visita) en
individuos con tratamiento previo. Anélisis de variables cuantitativas en dos grupos independientes.
(a) Test t-student asumiendo homogeneidad de varianzas. Se expresa en media (sd) (b) Test t-student
cuando no se cumple homogeneidad de varianzas. Se expresa en media (sd) (c) Test U Mann Whitney
- Wilcoxon. Se expresa en mediana IC (P25,P75).

4.5. Comparacion en pacientes con enfermedades autoinmunes

El 67% (44 ojos) de los sujetos presentaba enfermedad autoinmune previa

(tabla 6, cuadro 4), de los cuales el 86% eran mujeres. El resto de los datos

demogréaficos de los pacientes con enfermedad autoinmune se describen en el

cuadro 17.

Variable Categorias SA % SCU % | Ntotal %total

Sexo
Hombre 0 0,0 6 27,3 6 13,9
Mujer 21 100,0 | 16 72,7 37 86,0
Todos 21 100,0 | 22 100,0 43 100,0

Trat previo No 10 476 | 16 727 | 26 60,5
Si 11 524 6 27,3 17 39,5
Todos 21 100,0 | 22  100,0 43 100,0

Menopausia No 6 31,6 2 12,5 8 22,9
Si 13 684 | 14 87,5 27 77,1
Todos 19 1000 | 16 1000 25 1000

Cuadro 17. Datos demogréficos de los pacientes con enfermedades autoimunes.

Las enfermedades autoinmunes que mostraban los pacientes fueron:

» Sindrome de Sjogren primario: 18 ojos (9 pacientes).

e Sindrome de Sjogren secundario:
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o0 Sarcoidosis: 2 ojos (1 paciente).

O Artritis reumatoide: 18 ojos (9 pacientes).

o0 Otras enfermedades del espectro reumatoldgico/auto-inmune:




= Patologia tiroidea autoinmune (tiroiditis de Hashimoto):
2 0jos (1 paciente).

= Enfermedad de Raynaud: 2 ojos (1 paciente).

= Espondiloartrosis: 2 ojos (1 paciente).

En el cuadro 18 se resume el analisis de variables cuantitativas para dos
grupos independientes (SA y SCU) en individuos con enfermedades autoimunes.
Para determinar si existen diferencias en la respuesta clinica segin el suero
empleado, se analiza la mejora con respecto a valores basales para test de Schirmer,
BUT, tincion con fluoresceina, verde de lisamina y cuestionario. Los analisis
estadisticos indican que no existen diferencias entre los pacientes que presentaban
enfermedad autoinmune y fueron asignados al grupo de SA y los que fueron
aleatorizados al grupo de SCU. El unico valor con significacion estadistica (p =
0,003) fue la edad de los pacientes.

Al realizar un analisis de la variacion de los resultados de la tercera visita
comparada con la primera entre los pacientes con enfermedades autoinmunes en
ambos sueros para el test de Schirmer, tiempo de rotura lagrimal, tincion de
fluoresceina, verde lisamina y cuestionario, los datos no mostraron diferencias

significativas (cuadro 19).



SA SCuU p Test

Edad 56 (46, 60) 69 (57,25 ,70,75) 0,003 (c)
Schirmer (mm)

Visita 1 3(0,5) 2,5(1,25, 4) 1,000 ©)
Visita 2 3(1.25, 16,5) 2,5(1,25 , 4,75) 0,453 | (c)
Visita 3 4(2,115) 2,5(1,25 , 11,25) 0,712 | (c)
BUT (seg)

Visita 1 4(3,5) 4(4,5) 0,210 | ()
Visita 2 517 (2,18) 6,5 (2,09) 0,070 | (3
Visita 3 6,61 (2,03) 6,17 (2,73) 0583 | (3
Fluoresceina (Oxford)

Visita 1 3(2,3) 3(2,3) 0,795 (c)
Visita 2 2(1,3) 2(1,275) 0,646 (©)
Visita 3 2(1,2) 2(1,275) 0,987 (c)
Verde lisamina (Bijsterveld)

Visita 1 3(3,5) 45(3,6) 0,229 ©)
Visita 2 3(1,25,3) 4(2,5,75) 0,082 ©)
Visita 3 2 (1,25, 475) 3(2,475) 0,608 | (c)
Cuestionario (Donate)

Visita 1 40,55 (10,93) 40,27 (11.93) 0,956 @)
Visita 2 28,89 (10,79) 26,89 (14,62) 0,746 @)
Visita 3 27,56 (14,40) 30,44 (15,49) 0,687 | (a)

Cuadro 18. Anélisis de variables cuantitativas en dos grupos independientes en individuos con
enfermedades autoinmunes. (a) Test t-student asumiendo homogeneidad de varianzas. Se expresa en
media (sd) (b) Test t-student cuando no se cumple homogeneidad de varianzas. Se expresa en media
(sd) (c) Test U Mann Whitney - Wilcoxon. Se expresa en mediana IC (P25,P75).

SA SCuU p Test
Schirmer (mm) 2,5(0,25, 6) 1(0,8) 0,589| (c)
BUT (seg) 42,25, 4,75) 15(1, 4) 0,224 (c)
Fluoresceina (Oxford) -1(-2,-1) -1(-2,0) 0,934| (c)
Verde lisamina (Bijsterveld) 0(-1,0) -1(-3,75, 0,75) 0,419| (c)
Cuestionario (Donate) -15 (11,60) -9,56 (12,02) 0,343 ()

Cuadro 19. Anélisis de la variacién (resultados tercera visita — resultados primera visita) en
individuos con tratamiento previo. (a) Test t-student asumiendo homogeneidad de varianzas. Se expresa
en media (sd) (b) Test t-student cuando no se cumple homogeneidad de varianzas. Se expresa en
media (sd) (c) Test U Mann Whitney - Wilcoxon. Se expresa en mediana IC (P25,P75).




4.6. Comparacion de la concentracion de las moléculas

Se determind la concentracion de albamina (g/dl), fibronectina (ug/ml), IgA
(mg/dl), 1gG (mg/dl), IgM (mg/dl), vitamina A (ug/dl), vitamina E (ug/dl), EGF
(ng/dl) y TGF (ng/dl):

* En 15 muestras de SA para todas las moléculas, excepto para vitamina E,

TGF y EGF, en el que se analizé en las 14 muestras disponibles.

» En 8 SCU procedentes de donantes (sueros elaborados a partir de la misma
donante se emplearon para varios pacientes).

El valor medio de cada molécula, la desviacion tipica y el error tipico de la
media para ambos sueros se muestran en el cuadro 20. Para comparar si las
concentraciones de dichos componentes eran similares en ambos sueros se empleo
la comparacion de medias con la prueba T para muestras independientes,
empleando la prueba de Levene para evaluar si existe 0 no homocedasticidad entre
las muestras de ambos sueros. Se hallaron diferencias estadisticamente

significativas en todas las moléculas a favor del SA (cuadro 20).



Cuadro 20. Datos estadisticos para la concentracion de las distintas moléculas en los sueros. Comparacion de
medias con la prueba T para muestras independientes de las concentraciones de las distintas moléculas entre
ambos sueros. Los valores de la Gltima columna en negrita sefialan las diferencias significativas.



4.7. Valores de las moléculas

que

Se representan los valores de las moléculas mediante diagramas de cajas,

proporcionan informacion sobre los valores minimo y maximo,

los cuartiles Q1, Q2 o mediana y Q3, la existencia de valores atipicos y la simetria

de la distribucion.

a)

Albumina

La media de concentracion en SA fue de 3,87 g/dl, con una desviacion tipica
de 0,66 y un error tipico de la media de 0,17 (cuadro 20).

La media de concentracion en SCU fue de 2,24 g/dl con una desviacién
tipica de 0,50 y un error tipico de la media de 0,17 (cuadro 20).

En la prueba T para igualdad de medias, asumiendo varianzas iguales, hubo
una significacién de p = 0,0001 (cuadro 20).
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Cuadro 21. Diagrama de cajas de las concentraciones de albimina entre ambos sueros.

b)

Fibronectina

La media de concentracion en SA fue de 255,13 pg/ml con una desviacion
tipica de 185,30 y un error tipico de la media de 49,52 (cuadro 20).

La media de concentracion en SCU fue de 92,49 ug/ml con una desviacion
tipica de 41,09 y un error tipico de la media de 14,52 (cuadro 20).

En la prueba T para igualdad de medias, asumiendo varianzas iguales, hubo
una significacién de p = 0,025 (cuadro 20).
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Cuadro 22. Diagrama de cajas de las concentraciones de fibronectina entre ambos sueros.

c) IgA

» La media de concentracion en SA fue de 344,46 mg/dl con una desviacién
tipica de 232,92 y un error tipico de la media de 60,13 (cuadro 20).

» La media de concentracion en SCU fue de 8,43 mg/dl con una desviacion
tipica de 6,69 y un error tipico de la media de 2,36 (cuadro 20).

* Enlaprueba T para igualdad de medias, sin asumir varianzas iguales, hubo
una significacién de p = 0,0001 (cuadro 20).
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Cuadro 23. Diagrama de cajas de las concentraciones de IgA entre ambos sueros.



d)

1gG

La media de concentracion en SA fue de 1.663,53 mg/dl con una desviacion
tipica de 1.066,25 y un error tipico de la media de 275,30 (cuadro 20).

La media de concentracion en SCU fue de 705,62 mg/dl con una desviacién
tipica de 199,33 y un error tipico de la media de 70,47 (cuadro 20).

En la prueba T para igualdad de medias, sin asumir varianzas iguales, hubo

una significacion de p = 0,04 (cuadro 20).
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Cuadro 24. Diagrama de cajas de las concentraciones de IgG entre ambos sueros.

IgM

La media de concentracion en SA fue de 142,02 mg/dl con una desviacion
tipica de 87,56 y un error tipico de la media de 22,60 (cuadro 20).

La media de concentracion en SCU fue de 8,43 mg/dl con una desviacion
tipica de 6,12 y un error tipico de la media de 2,16 (cuadro 20).

En la prueba T para igualdad de medias, sin asumir varianzas iguales, hubo
una significacién de p = 0,0001 (cuadro 20).
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Cuadro 25. Diagrama de cajas de las concentraciones de IgM entre ambos sueros.

f) Vitamina A

* La media de concentracion en SA fue de 42,60 pg/dl con una desviacién
tipica de 15,37 y un error tipico de la media de 3,96 (cuadro 20).

* La media de concentracion en SCU fue de 12,12 pg/dl con una desviacion
tipica de 4,85 y un error tipico de la media de 1,71 (cuadro 20).

» Enlaprueba T para igualdad de medias, sin asumir varianzas iguales, hubo
una significacién de p = 0,0001 (cuadro 20).
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Cuadro 26. Diagrama de cajas de las concentraciones de vitamina A entre ambos sueros.



g) Vitamina E

* La media de concentracion en SA fue de 1.556,26 pg/dl con una desviacion
tipica de 344,96 y un error tipico de la media de 89,06 (cuadro 20).

» La media de concentracion en SCU fue de 230,50 pg/dl con una desviacion
tipica de 52,93 y un error tipico de la media de 18,71 (cuadro 20).

e Enlaprueba T para igualdad de medias, sin asumir varianzas iguales, hubo
una significacién de p = 0,0001 (cuadro 20).

3000

2000 o

1000 o

N= 5 s
AUTOLOGO CORDON

VITE

TIPO

Cuadro 27. Diagrama de cajas de las concentraciones de vitamina E entre ambos sueros.

h) TGF

* La media de concentracion en SA fue de 21,18 ng/dl con una desviacion
tipica de 5,66 y un error tipico de la media de 1,51 (cuadro 20).

* La media de concentracién en SCU fue de 3,04 ng/dl con una desviacion
tipica de 1,90 y un error tipico de la media de 0,72 (cuadro 20).

e Enlaprueba T para igualdad de medias, sin asumir varianzas iguales, hubo
una significacién de p = 0,0001 (cuadro 20).



40
30
20

10

==

TGF

N= 14 7
AUTOLOGO CORDON

TIPO

Cuadro 28. Diagrama de cajas de las concentraciones de vitamina TGF entre ambos sueros.

i) EGF

* La media de concentracion en SA fue de 0,81 ng/dl con una desviacion
tipica de 0,56 y un error tipico de la media de 0,15 (cuadro 20).

* La media de concentracién en SCU fue de 0,13 ng/dl con una desviacion
tipica de 0,24 y un error tipico de la media de 0,08 (cuadro 20).

e Enlaprueba T para igualdad de medias, asumiendo varianzas iguales, hubo
una significacién de p = 0,04 (cuadro 20).
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Cuadro 29. Diagrama de cajas de las concentraciones de vitamina EGF entre ambos sueros.
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Discusion y discussion
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5. Discusion

5.1. Datos demogréaficos

En el presente estudio se reclutaron y aleatorizaron 64 ojos de 32 pacientes,
todos de raza caucasica, con SOS moderado-severo para determinar el efecto del
SA vy el SCU, medido mediante las pruebas de Schirmer, BUT, tincion con
fluoresceina, verde de lisamina y cuestionario al mes y a los tres meses de

comenzar el tratamiento.

Yoon (174) compar6 92 ojos de 48 pacientes con SOS moderado-severo, de
los cuales tratd 41 ojos de 21 pacientes con SA 'y 51 ojos de 27 pacientes con SCU.
Realizd test de Schirmer, BUT, tincion con fluoresceina, aclaramiento lagrimal,
estesiometria corneal y cuestionario, al mes y a los dos meses de comenzar el

tratamiento.

Por su parte, Versura (175) empled SCU en 59 ojos 30 pacientes, 33 con
EICH y 26 con sindrome de Sjogren que tenian un grado 4 o mas en la escala de
Oxford. Realiz0 test de Schirmer, BUT, tincion con fluoresceina de los defectos
epiteliales, estesiometria corneal y cuestionarios de sintomas, satisfacciéon vy

tolerabilidad, al inicio y al mes de comenzar el tratamiento.

La mayoria de los pacientes del presente estudio eran de sexo femenino: 56
pacientes, el 86% del total, con un ratio femenino/masculino para el grupo del SA
de 32:0 y un ratio de 24:8 (3:1) para el grupo tratado con SCU. La edad media de
los pacientes de nuestro trabajo fue de 61,5 afios (rango 44 - 88). La edad media fue
de 56 afios (rango 45,9 - 64) en el grupo tratado con SA y de 62 afios (rango 57,75
— 69,25) en el grupo tratado con SCU. Esta diferencia fue estadisticamente
significativa (p = 0,010).

El trabajo de Yoon (174), sin embargo, presenta un grupo mas homogeéneo,
con un mayor porcentaje de varones: el ratio femenino/masculino para los pacientes
tratados con SA es de 11:10 y un ratio de 15:12 para los tratados con SCU.
Asimismo, Yoon (174) presenta en su trabajo un grupo de pacientes mas jovenes: la
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edad media fue de 39,95 afos (rango 20 - 59) y de 41,96 afios (rango 20 — 61) para
los ojos que recibieron tratamiento con SA 'y SCU, respectivamente.

Versura (174) presenta 59 ojos, de 19 de mujeres y 11 hombres. El grupo
con sindrome de Sjogren estaba formado Unicamente por mujeres con una edad
media de 59,6 + 13,1 afios. El afecto de EICH tenia mayor proporcién de varones

(11 versus 6 mujeres) y menor edad promedio: 38,8 + 5,8 afios.

La epidemiologia habitual del SOS afecta mas frecuentemente a mujeres
post-menopausicas, ancianos y pacientes con enfermedades autoinmunes (66-71).
Mientras el subgrupo de sindrome de Sjogren de Versura (174) y los pacientes de
nuestro estudio se aproximan mas a dicho perfil, los datos demograficos de los
pacientes del trabajo de Yoon (174) son poco coherentes con la epidemiologia del
0jo seco, incluso teniendo en cuenta la raza asidtica y concretamente la coreana,

donde el autor realizé su estudio (181).

5.2. Respuesta al tratamiento del 0jo seco

Al analizar la respuesta clinica al empleo de SA y SCU, medida por el
cambio producido por la terapia en el test de Schirmer (mm), el BUT (segundos), la
tincion de fluoresceina de la superficie ocular (medida segln la escala de Oxford),
la tinciéon con verde lisamina del epitelio corneo-conjuntival (evaluada segun la
escala de van Bijsterveld) y la puntuacién del cuestionario de Donate (104), se
evidencia que existen diferencias significativas en las puntuaciones a lo largo del
tiempo en los analisis de medidas repetidas, es decir, ambos sueros mejoran el
estado de la superficie ocular, a partir del primer mes y hasta el final del

tratamiento.

Los efectos del SA sobre la superficie ocular son bien conocidos. Casi todos
los autores observan una mejoria subjetiva considerable s6lo después de 48 horas
de iniciado el tratamiento (23,165,166): Tsubota (158) y Poon (162) hallan mejoria
en los sintomas, la tincién con fluoresceina (165) y el test de Schirmer, que
desaparecen tras cuatro semanas de suspender la aplicacion. Otros autores
encontraron pocos efectos sobre el test de Schirmer con el SA (5,23,158). Kojima
(164) encuentra mejoria en el BUT de pacientes tratados con SA al compararlos
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con el uso de humectantes comerciales. Se ha descrito una disminucion en el area

tefiida con fluoresceina tras el uso de SA (162,165).

Yoon (174) y Versura (175) han empleado el SCU para el tratamiento del
SOS. Yoon (174) encuentra mejoria en el cuestionario, BUT, tincién con
fluoresceina al mes y los dos meses de tratamiento, tanto con SA como con SCU.
Versura (175) describe cambio positivos en el test de Schirmer, el BUT, la

osmolaridad lagrimal, la metaplasia conjuntival y el cuestionario con SCU.

5.3. Comparacion del efecto de SA'y SCU

Los resultados del presente estudio muestran que el SCU no es inferior al
SA:

e Al comparar los resultados de ambos grupos de tratamiento para cada uno
de los tests, se concluye que no existen diferencias significativas entre SA 'y
SCU para el test de Schirmer, el BUT y la tincion con fluoresceina.

» Si se encontraron diferencias significativas en la tincién con verde de
lisamina, en la que el grupo tratado con SA obtiene mejores resultados (es
decir, menor puntuacion), pero no parece un resultado relevante dado que
partia de mejores valores basales en la primera visita.

* Al realizar un anélisis de la variacion de los resultados de la tercera
comparada con la primera visita entre ambos sueros para el test de
Schirmer, tiempo de rotura lagrimal, tincion de fluoresceina, verde lisamina
y cuestionario, se concluye que no existen diferencias significativas entre

ambos tratamientos.

Yoon (174) describe que ambos sueros mostraron mejoria en los sintomas,
el BUT, la tincién corneal y la citologia de impresion conjuntival (en SA, s6lo en
los pacientes sin sindrome de Sjogren), siendo mas efectivo el SCU que el SA en la
mejora del cuestionario, curacion de la querato-epiteliopatia y mejora de la
poblacién de células caliciformes conjuntivales. Por su parte, Shen (182) hall6 que
el SCU era superior al SA en la proliferacion y diferenciacion de las células
epiteliales.
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5.4. Pacientes con tratamiento previo

Habia 12 ojos (38%) del grupo tratado con SA y 8 ojos (25%) del grupo
tratado con SCU que usaban tratamiento previo con SA, todos mujeres con
enfermedades autoinmunes previas. Tras un periodo de lavado de aproximadamente
tres semanas empleando lagrimas artificiales y geles comerciales, se incluyeron en

el ensayo.

Al realizar el analisis estadistico se concluye que no hay diferencias entre
los pacientes que empleaban previo al estudio SA y fueron asignados al grupo de
SA y los que empleaban previo al estudio SA y fueron aleatorizados al grupo de
SCU.

Curiosamente, el Unico valor significativo (p = 0,046) fue la puntuacién del
cuestionario en la tercera visita, que era inferior (por tanto, mejor) en los pacientes
del grupo del SA que empleaban previamente SA. Puede que este hecho se deba al
efecto Hawthorne o sesgo de participacién en ensayos clinicos.

5.5. Pacientes con enfermedad autoinmune

El 67% de los pacientes de nuestro estudio presentaban enfermedad
autoinmune previa, el 86% de los cuales eran mujeres. Las enfermedades mas
frecuentes fueron el sindrome de Sjégren primario (18 ojos, 9 pacientes) y la artritis
reumatoide (18 ojos, 9 pacientes).

Estos valores son coherentes con los estudios de prevalencia publicados
(67), en los que los pacientes con enfermedades autoinmunes presentaban con
mayor frecuencia sintomas de 0jo seco, y de los que el 78% eran de sexo femenino.
Yoon (174), por su parte, presenta en su trabajo un 37% de pacientes con
enfermedad de Sjogren (es la Unica enfermedad autoinmune que contempla), de los

cuales el 77% eran mujeres.

El SOS secundario al sindrome de Sjogren es uno de los mas graves y
resistentes al tratamiento (167). Tsubota (158) sefiala que el SA por presentar
caracteristicas bioquimicas y biomecanicas similares a la lagrima, ser

hipoalergénico y aportar factores troficos a la superficie ocular, es el tratamiento de
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eleccion en el SOS grave secundario al sindrome de Sjogren, ya que en éste, por
encontrarse tanto la produccion basal como refleja de lagrima muy disminuidas, es
necesario aportar exdgenamente los factores troficos para mantener la integridad de
la superficie ocular. Por su parte, Noble (23) y Kojima (157) en sus estudios
randomizados y prospectivos empleando SA en pacientes con sindrome de Sjogren,
solo encuentran mejoria en la sintomatologia y en la citologia de impresion

conjuntival.

Previo a la realizacién de este trabajo, nos plantedbamos si el padecimiento
de enfermedades autoinmunes o el hecho de estar en tratamiento con farmacos
inmunosupresores podia poner en tela de juicio la calidad y eficacia del SA de
dichos pacientes, debido a que, como ocurre con otras sustancias tréficas, la
concentracion plasmatica de factores de crecimiento se halla disminuida en estos
pacientes (174,175,183-186). Sin embargo, al realizar el anélisis estadistico se
concluye que no hay diferencias entre los pacientes que presentaban enfermedad
autoinmune y fueron asignados al grupo de SA y los que fueron aleatorizados al
grupo de SCU. El unico valor estadisticamente significativo (p = 0,003) fue la edad
de los pacientes.

Yoon (174), sin embargo, encuentra que el SCU era més efectivo en los
pacientes con sindrome de Sjogren (es la Unica enfermedad autoinmune que incluye
en su trabajo). En su publicacion describe que el tratamiento con SCU obtenia
mejores resultados en la sintomatologia, la tincion corneal y la citologia de
impresion conjuntival en pacientes con sindrome de Sjogren que el SA. Versura
(175) estudio ojos con defectos epiteliales persistentes en pacientes con sindrome
de Sjogren y EICH. Refiere que tras un mes de tratamiento con SCU, el test
Schirmer, el BUT, la osmolaridad lagrimal, la estesiometria, la metaplasia

conjuntival y la puntuacion del cuestionario mejoraron de manera significativa.

5.6. Concentracion de moléculas

Se hallaron diferencias estadisticamente significativas en la concentracion

de todas las moleculas a favor del SA: albumina (g/dl), fibronectina (ug/ml), IgA
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(mg/dl), 1gG (mg/dl), IgM (mg/dl), vitamina A (ug/dl), vitamina E (ug/dl), EGF
(ng/dl) y TGF (ng/dl).

Sin embargo, la literatura previa al inicio de este estudio, del que partié la
hipbtesis del mismo (174) y posteriores trabajos (175,187,188), es que la
concentracion de factores de crecimiento era mayor en el SCU que en el SA
(excepto la vitamina A).

Concretamente, Yoon y Versura (28,173-175,187) describen:

a) Moléculas cuyas concentraciones eran superiores en SCU que en SA

eran:

 EFGYy TGFp, tres veces y dos veces mas, respectivamente.

» Otros factores de crecimiento no valorados en el estudio presente: NGF
y VEGF.

» Lasustancia P.

b) Moléculas cuyas concentraciones eran inferiores en SCU que en SA eran:

» EI IGF (tampoco cuantificado en este estudio).
» Lavitamina A. Aungue en menor concentracion en el SCU, era superior
a la presente en la lagrima enddgena y suficiente para prevenir

metaplasia escamosa.

El Centro Regional de Transfusién Sanguinea de Malaga posee el banco de
cordon mas grande de Europa en unidades almacenadas. En principio descartamos
problemas asociados a la técnica de preparacion de los colirios, porque en el caso
de los colirios de SA, se obtienen valores similares a los descritos por otros autores
(157, 161,174,175,187).

Concretamente, al contrastar los valores medios de las muestras de SA de
nuestro estudio con las concentraciones publicadas por Geerling (157), resultan en
general comparables, salvo la concentracion de IgA, que es mucho mayor las
muestras de SA de nuestro trabajo. Los valores concretos de la moléculas

comparadas se muestran resumidas en la tabla 7.
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Sin

embargo, las concentraciones de la moléculas en el SCU de nuestras

muestras son inferiores a la del SA, al contrario de lo que cabria esperar segun lo

publicado en la literatura (28,173-175,187), con excepcién de la vitamina A, cuya

concentracion era esperable que fuese menor.

Nuestro estudio Geerling (157)
EGF (ng/ml) 0,81 0,5
TGF-B (ng/ml) 21,10 (%5,66) 6-33
Vitamina A (mg/ml) 42,60 (+15,37) 46
IgA (mg/dl) 344,46 (£232,92) 2
Fibronectina (ug/ml) 255 (+185,30) 205

Tabla 7. Comparacion de los valores medios de diversas moléculas entre el SA de nuestras muestras
y los publicados por Geerling (157).

Este hecho puede deberse a varias razones:

Es necesario tener en cuenta que las determinaciones en bibliografia se
realizan directamente a partir de muestras de suero y en nuestro centro
se emplean las determinaciones en plasma, que poseen diluciéon con
anticoagulante (por cada 60 ml de plasma aproximadamente 20 ml de la
solucion anticoagulante). Haciendo calculos aproximados esto
supondria:

0 En el caso concreto del EGF, pasa de una media de 0,13 a 0,20
ng/ml para EGF. Versura (175,187) presenta un rango de valores
de EGF entre 0,2-3 ng/ml. Nuestra media de EGF se encontraria,
por tanto, en el limite inferior.

Con respecto al TGF, haciendo la conversion de plasma a suero
se pasaria de 3,04 a 4,56 ng/ml. En este caso, la concentracion es
claramente inferior a los valores publicados por otros autores
(175), 30-51 ng/ml.

El tiempo entre la recogida de la muestra y el procesamiento del cordon
para elaborar los colirios podria influir en los resultados. Liu (188)
afirma que el tiempo de coagulacion puede influir aumentando los
niveles de EGF y disminuyendo los valores de TGF, pero sélo estudia el

efecto hasta 120 minutos de reposo. En nuestro estudio el tiempo
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maximo establecido entre la extraccién y procesamiento es 24 horas,
mientras que otros autores (174,175) preparan el colirio de SCU de
manera similar al SA, centrifugando la muestra de sangre tras dejarla
dos horas a temperatura ambiente. Si el TGF disminuye en funcion del
tiempo previo a la preparacion del suero, podria ser una explicacion

de los bajos niveles obtenidos en nuestras muestras de SCU.

5.7. Particularidades del procesamiento del SCU en nuestro

centro

5.7.1. Tiempo de procesamiento

La razén por la cual las muestras de SCU de este estudio tardaron méas en
procesarse que las de SA es que en nuestro centro primero se evaluaba la idoneidad
de la muestra de sangre de cordon umbilical para ser empleada como trasplante de
progenitores hematopoyéticos. En caso de que se descartase para este fin, la
muestra de sangre de cordon umbilical se destinaba al presente estudio. En todos
los casos se emplearon unidades con menos de 24 horas desde la extraccion a la

separacion.

Quiza por el tiempo transcurrido mientras se realizaba dicha valoracion, las
concentraciones de las diversas moléculas en el SCU descendian, como hipotiza
Liu (188) para el TGF y por tanto no son comparables a las publicadas por otros
autores (28,173-175,187), que procesaban con relativa inmediatez (dos horas) la
muestra para obtener el colirio de SCU. Sin embargo, es posible congelar las
muestras de SCU a - 80°C durante seis meses sin que desciendan el EGF y el TGF
(175).

Por nuestra parte, pretendemos realizar estudios de estabilidad de las
moléculas en el SCU segun el tiempo transcurrido entre la extraccion de sangre y la

preparacion del colirio para confirmar esta hipotesis.

5.7.2. Rentabilidad del colirio de SCU

La preparacion del colirio de SCU ha sido complicada: Se procesaron 34
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donaciones de SCU, de las cuales s6lo 17 (50%) resultaron validas, ya que las otras
17 (50%) muestras presentaron un severo grado de hemolisis tras la centrifugacion.
De estas 17 donaciones aptas, solo se pudieron emplear las muestras de 14
donantes, ya que otras tres (17,6%) fueron positivas a control de bacteriologia.

Sin embargo, el colirio de SCU presenta una gran rentabilidad en nuestras
manos: con una sola donacion, se han obtenido de media 15 viales. En total, de las

14 donaciones viables, se obtuvieron 211 viales de colirio de SCU.

La principal ventaja del SCU comparada con otros sueros heter6logos es
gue no es necesario emplear sangre de banco para elaborarlo, que es escasa, puede
destinarse a maltiples fines y ademas debe ser del exclusivamente del tipo AB para
evitar antigenicidad. Para la preparacion del colirio SCU siempre puede emplearse
la sangre de las donaciones de sangre de corddén umbilical no aptas para realizar un
trasplante de progenitores hematopoyéticos. Por otro lado, la sangre de cordon

umbilical no posee aglutininas, y por lo tanto no es antigénica.

5.8. Limitaciones del estudio

5.8.1. Célculo del nlmero muestral

Ha sido extremadamente complicado realizar un célculo del nudmero
muestral para este ensayo clinico. Las principales dificultades para el calculo del
numero muestras derivaron de que este es el primer ensayo clinico que compara el
efecto de los tres sueros (SA, SH, SCU) entre si de manera aleatorizada, por lo que
ha sido necesario recurrir a calculos estadisticos muy complejos (ver apartado
“Material métodos”).

5.8.2. Reclutamiento de pacientes

Es importante sefialar la enorme dificultad enfrentada en el reclutamiento de
pacientes en el presente estudio. Desde diciembre de 2012 hasta mayo de 2015 se
han evaluado casi 500 pacientes derivados por oftalmologos por presentar quejas de
0jo seco que no respondian a tratamiento habitual. Finalmente se incluyeron en el
estudio 96 ojos de 48 pacientes: tres grupos de 32 0jos de 16 pacientes tratados con

SCU, SA y SH, respectivamente. Para el presente trabajo solo se emplean los datos
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referidos al SA y al SCU. EI nimero total de pacientes del ensayo clinico es similar
al publicado por Yoon (174), que compard 92 ojos de 48 pacientes con SOS
moderado-severo. Sin embargo, es posible que con un mayor nimero de pacientes

incluidos se hubieran podido detectar diferencias entre SA'y SCU.

Muy pocos pacientes de nuestro medio presentan los criterios de inclusion
necesarios para participar en este ensayo, con excepcion de los pacientes con
enfermedades autoinmunes. De entre los pacientes que cumplian los criterios, un
porcentaje desestimaba la participacion debido a su rechazo a emplear suero
procedente de otros sujetos (heterélogo, sangre de banco / donantes de cordén),
mientras que otros manifestaban imposibilidad logistica para efectuar las visitas

periddicas necesarias para la extraccion sanguinea y las revisiones oftalmoldgicas.

Con respecto a los abandonos, 14 ojos de 7 pacientes firmaron el
consentimiento y comenzaron el estudio, pero lo abandonaron tras la primera visita
oftalmoldgica y no llegaron a extraerse la sangre. Es preciso sefialar que todos los
pacientes que se extrajeron sangre y comenzaron con el tratamiento topico con
hemoderivados completaron el estudio. Ningun paciente abandoné el ensayo entre

la segunda y tercera visita.

5.8.3. Ausencia de grupo control

No hemos considerado la inclusion de un grupo control de individuos sanos
en este estudio desde el punto de vista ético debido a la improbable, aunque posible,
transmision de enfermedades infecto-contagiosas via la instilacion de los sueros.
Asimismo, el requerimiento de la extraccion periddica de sangre durante tres meses
constituia un inconveniente al que no deseabamos someter a los posibles individuos

del grupo control.

5.8.4. Sesgos
5.8.4.A. Sesgo de seleccion.
a) Autoseleccion.
La decision final de participar en el ensayo clinico recae en el paciente.

b) Pérdida.
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La falta de seguimiento de pacientes durante el estudio puede estar causada
por ciertas caracteristicas intrinsecas a la efectividad del tratamiento o sus

efectos adversos.
5.8.4.B. Sesgo de medida.

Por todo lo comentado en el apartado 5.3.1., “Célculo del niamero muestral”, la
exploracion mediante pruebas objetivas del 0jo seco presenta un cierta variabilidad
intra e interobservador, al tratarse de pruebas no automatizadas y que pueden variar
segun las condiciones ambientales, con lo que puede incurrirse en un déficit de

concordancia.
5.8.4.C. Sesgo de participacion en ensayos clinicos (efecto Hawthorne).

Supone la alteracion en la actitud del paciente incluido en un ensayo clinico al saber
que esta siendo estudiado.

5.8.5. Test empleados

Para el presente trabajo hemos seleccionado como tests oftalmoldgicos
objetivos el test de Schirmer, el BUT, la tincion con fluoresceina y la tincion con
verde de lisamina, que son pruebas ampliamente contrastadas, validadas y
empleadas en multitud de estudios. Asimismo, practicamos una citologia de
impresion a todos los pacientes en cada una de las visitas, pero por problemas
logisticos y de conservacion de las muestras, no se han podido analizar

correctamente.

Por no disponer en nuestro centro de pruebas como la osmometria lagrimal,
la meibomiografia, la meniscografia, la medicion del aclaramiento lagrimal, la
estesiometria, la termografia, la microscopia confocal y la estimacion objetiva del
tiempo de parpadeo, no ha sido posible efectuarlas. Podria haber sido interesante
haber realizado pruebas topogréficas de la morfologia corneal y la determinacion de
los componentes lagrimales. Sin embargo, es necesario recalcar que varios autores
(189-191) y el propio Subcomité para el disefio de ensayos clinicos acerca de 0jo
seco del Taller Internacional de Ojo Seco (24) sefialan que ninguna variable para
ser tomada como variable principal y que no existe ninguna técnica que constituya

por si misma un Gold Standard para el diagndstico de SOS (24).
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5. Discussion

5.1. Demographic data

In the present study 64 eyes of 32 caucasian patients with moderate to
severe dry eye syndrome (DES) where recruited and randomized. The scope of the
present work is to assess the effect of autologous serum eye drops (AS) versus
umbilical cord blood serum (UCBS) eye drops at one and three months, measuring
the following ocular surface test: Schirmer test, BUT, fluorescein staining,
lissamine green staining and a questionnaire (104).

Yoon (174) compared 92 eyes of 48 patients with moderate to severe DES.
41 eyes of 21 patients were assigned to the AS Group and 51 eyes of 27 patients to
the UCBS group. Schirmer test, BUT, fluorescein staining, tear clearance, corneal
esthesiometry and a questionnaire where performed, at one and two months after

the beginning of the treatment.

Versura (175) applied UCBS in 59 eyes 30 patients, 33 with GVHD and 26
with Sjogren syndrome with a grade 4 or more in the Oxford scale. Schirmer test,
BUT, fluorescein staining, corneal esthesiometry and symptoms, satisfaction and
tolerability tests were performed before and one month after starting the treatment.

Most of the patients of our study were females: 56 patients (86%), with a
feminine/masculine ratio for the AS group of 32:0, and a 24:8 (3:1) ratio for the
UCBS group. The mean age of the patients of the present study was 61.5 years
(range 44 - 88). The mean age in the AS group was 56 years (range 45.9 - 64) and
62 years (range 57.75 — 69.25) in the UCBS group. This difference was statistically
significant (p = 0,010).

Yoon (174) provides a more homogeneous group, with a feminine/masculine
ratio of 11:10 for the AS group and a 15:12 ratio for the SCU Group. Besides, the
population in his work is also younger, the mean age was 39.95 years (range 20 -
59) and 41.96 years (range 20 — 61) in the AS group and in the UCBS group,
respectively.
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Versura (174) reported 59 eyes, 19 were female patients and 11 man
patients. The Sjogren syndrome group was constituted only by female patients with
a mean age of 59.6 + 13.1 years. EI GVHD group had a higher proportion of male
patients (11 versus 6 female patients) and lower mean age: 38.8 + 5.8 years.

DES affects mainly post-menopausal woman, elderly patients and patients
with autoinmune diseases (66-71). While the subgroup with auto-immune diseases
of Versura (175) and the patients of our study coherent with the described
epidemiology of DES, The demographic sample of Yoon’s article (174) is not (66-
71), even when considering the Korean population, where he performed the study
(181).

5.2. Response to the treatment

When analysing the clinical response to AS and UCBS eye drops, measured
by the changes in Schirmer test (mm), BUT (seconds), fluorescein staining of the
ocular surface (according to Oxford scale), lissamine green staining of the corneo-
conjunctival epithelium (according to the van Bijsterveld scale) and the
questionnaire of Donate (104), we found statistically significant changes in all the
tests. Thus, both treatments significantly improved the condition of the ocular
surface after three months of treatment.

The effects of AS eye drops for DES are well-known. Almost all authors
have found a subjective improvement of the ocular surface as soon as 48 after
starting the treatment (23,165,166): Tsubota (158) and Poon (162) described an
improvement in the fluorescein staining (165) and Schirmer test. Other authors did
not find changes in the Schirmer test with the AS (5,23,158). Kojima (164) reported
an improvement in the BUT of patients treated with AS compared to conventional
artificial tears.

Yoon (174) and Versura (175) have reported the outcomes of UCBS eye
drops treatment for DES. Yoon (174) found an improvement in the questionnaire,
BUT and fluorescein staining, both with AS and UCBS eye drops after one and two
months of treatment. Versura (175) reported positive changes in Schirmer test,
BUT, osmolarity, squamous metaplasia and questionnaire as soon as one month

after the treatment.
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5.3. Comparison between AS and UCBS eye drops

The results from the present study show that UCBS eye drops are not
inferior to AS eye drops for the treatment of DES:

* When comparing the outcomes of both treatments for the Schirmer test,
BUT and fluorescein staining, no statistically significant differences where
found.

» Statistically significant differences were found in the lissamine green
staining, wich showed slightly better results in the SA group. However,
given that the values were already better in the first appointment (previous
to treatment), it does not seems like a relevant outcome.

* When comparing the results from the third follow-up to the first one for all
the tests performed, including the questionnaire, there were no statistically
significant differences between both treatments.

Yoon (174) reported that eyes treated with both AS and UCBS eye drops
showed improvement in symptoms, BUT, corneal staining and citology (in AS, only
in patients without Sjogren syndrome). UCBS eye drops were more effective tha AS
in the punctuation of questionnaire, corneo-epitheliopathy healing and the density
of conjunctival goblet cells. Shen (182) showed that UCBS was superior to AS
regarding epithelial cells proliferation and differentiation.

5.4. Patients with previous treatment

There were 12 eyes (38%) in the AS group and 8 eyes (25%) in the UCBS
group that used previous treatment with AS an fulfilled the inclusion criteria of our
study, all of them women with autoimmune disease. After a whasout period of four
weeks using artificial tears and ointments, they were enrolled in the study.

There were not statistically significant differences between the patients that
have previously used treatment with AS and where assigned to the AS group and
those assigned to the UCBS treatment. Surprinsingly, the only statistically
significant value (p = 0.046) was the scoring of the questionnaire in the third
appointment, which was inferior (thus, better) in those patients assigned to the AS



group that previously used AS. This maybe caused by the Hawthorne effect, also
known as the observer effect.

5.5. Patients with autoimmune disease

In our study 67% of the patients showed previous autoimmune disease, 86%
of them were female patients. These figures are coherent with the works published
by other authors (67), that also find that patients with autoimmune diseases show
more often signs and symptoms of DES, and are generally female patients (78%).
The most prevalent illnesses in our study where primary Sjogren syndrome (18
eyes, 9 patients) and rheumatoid arthritis (18 eyes, 9 patients). Yoon (174),
however, reported a 37% of patients with Sjogren syndrome (the only autoimmune
disease he included in his study), of which 77% were women.

DES in Sjogren syndrome is often severe and refractary to treatment
because the lagrimal secretion is greatly impaired (167). Tsubota (158) argues that
AS is the preferred theraphy in these patients, due to the similar biochemichal
characteristics of AS compared to the tear fluid, for being hypoalergenic and for
containing growth factors and other necessary molecules for the ocular surface
homeostasis. Noble (23) and Kojima (157) in their prospective and randomized
studies treating Sjogren syndrome patients with AS, only found improvement in the

conjunctival citology and symptom scoring.

Before starting this study, we had a concern about using AS in patients with
autoimmune diseases, given that the concentration of growing factors is lower in
the serum of these patients (174,175,183-186). Nonetheless, the statistical analysis
performed in the present work did not show differences between patients with
autoimmune diseases assigned to SA group and those that were treated with UCBS
eye drops. The only statistically significant value was the difference in the age of
patients (p = 0.003).

On the other hand, Yoon (174), found that UCBS eye drops were more
effective than AS eye drops in the treatment of Sjogren syndrome, regarding
symptom scoring, corneal staining and conjunctival citology. Versura (175)
included graf-versus-host-disease and Sjogren syndrome patients with severe
persistent corneal defects. After one month of treatment with UCBS, BUT, Schirmer
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test, tear osmolarity, corneal esthesiometry, conjunctival epithelial metaplasia and
the scoring of the questionnaire improved significantly.

5.6. Concentration of molecules

There was a significant difference in the values of all the molecules in favor
of the AS: albumin (g/dl), fibronectine (ug/ml), IgA (mg/dl), 19G (mg/dl), IgM
(mg/dl), vitamine A (ug/dl), vitamine E (ug/dl), EGF (ng/dl) and TGF (ng/dl).

However, the previous work in which the present study was based (174) and
posterior articles (175,187,188), reported that the concentration of growth factors
is higher in UCBS that in peripheral blood serum (AS in our study), except for

vitamine A.
Specifically, Yoon and Versura (28,173-175,187) found:
a) Concentration of molecules that where higher in UCBS that AS:

* EFG and TGFg, three times and twice higher, respectively.
» Other growth factors not included in this study: NGF y VEGF.

e P substance.

b) Concentration of molecules that where lower in UCBS that AS:

* IGF (not included in this study).
» Vitamine A. Even with the lower concentration in UCBS than AS, it was
still higher than the concentration in tears and enough to prevent

squamous metaplasia.

The Centro Regional de Transfusion Sanguinea of Malaga owns the bigger
Cord Blood Bank in Europe in terms of stored units. We do not believe that there
were mistakes in the tecnique of preparation of the serum eye drops, because in the
AS eye drops we obtain similar values to those reported by other authors
(157,161,174,175,187).

When comparing the mean values of the molecules of the AS eye drops
samples with those reported by Geerling (157), they were equivalent, except for the

vitamine A, whose concentrations where higher in our samples (table 7).
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Our study Geerling (157)
EGF (ng/ml) 0.81 0.5
TGF-B (ng/ml) 21.10 (+5.66) 6-33
Vitamina A (mg/ml) 42.60 (+15,37) 46
IgA (mg/dl) 344.46 (+232.92) 2
Fibronectina (ug/ml) 255 (+185.30) 205

Table 7. Comparison of the values of various molecules in the AS eye drops of our samples and
Geerling’s (157).

Unexpectedly, the concentrations of the molecules in the UCBS eye drops
samples were inferior to those in AS, in contradiction to the results published by
other authors (28,173-175,187), except for the vitamine A which was reported to be
lower in UCBS. This fact may be caused by various reasons:

e It is important to take into account that the determinations reported
in the articles mentioned, are calculated directly in serum samples.
We have used the determinations in plasm, that is diluted in
anticoagulant (20 ml of anticoagulant solution for every 60 ml of
plasm, approximately). Performing the calculations the following

concentrations would result:

o0 For the EGF, it would pass from an average of 0.13 ng/dl in
our calculations in plasm to 0.20 ng/ml converted to the
serum concentration. Versura (175,184) reports a range of
0.2-3 ng/ml, thus, our average concentration would fall in
the inferior range of concentration.

o0 For the TGF, even making the conversion from plasm (3.04
ng/ml) to serum (4.56 ng/ml) concentrations, the values are
clearly lower to those reported by other authors (175), 30-51
ng/ml.

 The time ellapsed between obtaining the cord blood sample and
processing it to prepare the UCBS, could have influenced the
concentration of TGF. Liu (188) reports that coagulation time can

augment the concentration of EGF and diminish the levels of TGF,
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although he only studied the effect up to 120 minutes. In our study the
maximun time ellapsed between the extraction of the umbilical cord
blood and its processing is 24 hours. Other authors (174,175) prepare
the UCBS eye drops in a similar fashion to AS eye drops, centrifuging
the sample after two hours of storing it at room temperature. If TGF
dismishes constantly until the blood is processed, that could be an
explanation for the low concentrations in the UCBS eye drops we
obtained.

5.7. Particularities of the UCBS processing in our centre

5.7.1. Processing of the UCBS samples

The UCBS eye drops for the present study were prepared from those
samples that were no valid for the transplant of hemopoietic progenitors. In all
cases, the time ellapsed between the blood extraction and the preparation of the eye
drops was less than 24 hours, but this period is certainly higher than the time
reported by other authors (174,184).

This larger amount of time between extraction of the umbilical cord blood
and preparation of UCBS eye drops may have caused the decrease in molecules in
UCBS eye drops we found in our study compared to other authors (28,173-
175,187). The work of Liu (188) seems to support this hypothesis. However, it is
possible to freeze the samples of UCBS up to - 80°C during six months and preserve
the concentration of EGF and TGF (175).

To assess this issue we intend to perform a study regarding the stability of
the molecules in the UCBS eye drops depending on the time ellapsed between
extraction of the umbilical cord blood and preparation of teh eye drops, i.e., if
shorter periods of time Dbetween extraction and preparation yield higher
proportions of molecules in the UCBS eye drops.

5.7.2. Effectiveness of the UCBS eye drops
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The procedure of obtaining the UCBS eye drops was complicated. From the
34 umbilical cord blood samples there was a 50% (17 samples) of severe hemolysis
after centrifugation. From the remaining 17 valid samples only 13 could be finally
used, because three samples (17.6%) showed bacterial contamination.

However, the UCBS eye drops proceduce showed a good effectiveness: from
a single donation, an average of 15 vials were obtained. In total, from the 14 valid

donations, 211 vials of UCBS eye drops were obtained.

The main advantage of UCBS eye drops compared to other heterologous
eye drops is that for preparing the UCBS eye drops the discarded blood from
samples that are no valid for the transplant of hemopoietic progenitors are used.
Besides, UCBS does not contain agglutinins, and thus is not antigenic. However,
for preparing a regular heterologous serum eye drops, the blood comes from the
regular donations, and must be always from the AB group to avoid antigenicity.
Blood nowadays is scarce and can be used in other multiple procedures and

interventions.

5.8. Limitations of the study

5.8.1. Sample size calculation

We would like to emphasize the difficulty of recruiting the necessary number
of patients for the current study. From December, 2012 to May, 2015, almost 500
patients have been evaluated, all of them referred by ophthalmologists because of
dry eye symptoms that did not improved with convencional teraphy. Finally, 96
eyes of 48 patients were included in the clinical trial: three groups of 32 eyes of 16
patients treated treated with AS, UCBS and heterologous serum (HS). For the
present work, only the data of the AS and UCBS groups were included. The total
sample size of the clinical trial, including HS, was similar to that reported by Yoon
(174), that included 92 eyes of 48 patients with moderate to severe DES. However,
a higher number of patients included could have shown differences between AS and
UCBS.
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5.8.2. Patient enrollment

A very low rate of the studied patients fulfilled the inclusion criteria for the
study, except for the patients with autoimmune diseases. Among the patients that
meeted the criteria, a percentage neglected to participate because of the rejection
to use serum from other donors (heterologous / umbilical cord blood), while other
manifested their impossibility to attend the periodical appointments for blood
extraction and ophthalmologic follow-ups.

Regarding the patients that abandoned the study, 14 eyes of 7 patients
signed the informed consent and underwent the first ophthalmologic follow-up, but
did not complete it. Though, all patients that had the blood extraction performed,
completed the study. No patient abandoned the trial between the second and third
ophthalmologic follow-up.

5.8.3. Control group absence

We have not considered to include a control group in our study because
from the ethical point of view there is a minimal, but possible chance of adquiring
an infectious disease with the heterologous eye drops. Besides, the control group
should have undergone periodical blood extractions during the three months of the
study, fact that we find most inconvenient.

5.8.4. Biases

5.8.4.A. Bias of selection.
a) Auto-selection.

The decision to participate in the clinical trial is voluntary, up to the
patient.

b) Lost follow-ups.

Patients that voluntarily abandon the study may show some adverse effects

related to the treatment that can not be assessed.
5.8.4.B. Bias of measurement.

The regular, non-automated, available tests to explore the DES show a certain
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intrinsic intra and inter observer variability that may affect the precision of the

measurements.
5.8.4.C. The observer effect bias (Hawthorne effect).

The patients included in a clinical trial tend to modify or improve their compliance

and behavior in response to their awareness of being observed.

5.8.5. Performed tests

For the present work we have chosen as ophthalmologic tests: Schirmer
test, BUT, fluorescein staining, lissamine green staining and a questionnarie. These
tests are widely accepted, regularly included in clinical studies and performed by
ophthalmologists wordwide. We also performed a conjuntival impression citology
of every patient in all the visits, but unfortunately due to logistic reasons and
problems with the storage of the samples, most of them were damaged and could

not be analyzed.

Unfortunately, more advanced techniques and devices as an osmometer,
meibometry, meniscography, rate of tear clearance, esthesiometry, termography,
confocal microscopy and the objective assessment of the blinking time are not
available in our centre. On the other hand, it could have been interesting to
perform a corneal topography and to analyse the concentration of the molecules in
the tear fluid.

However, various authors (189-191) and specially the Report of the
Diagnostic Methodology Subcommittee of the International Dry Eye Workshops
(2007), both in “Methodologies to Diagnose and Monitor Dry Eye Disease and in
“Design and Conduct of Clinical Trials” sections, emphasize that no test can be
chosen as a Gold Standard for the DES diagnosis and no variable may be taken as
definitive (24).

149



Conclusiones y conclusions
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6. Conclusiones

Del analisis de los resultados obtenidos en el presente trabajo, se extrajeron las

siguientes conclusiones:

1. Ambos sueros son efectivos para el tratamiento del ojo seco.

El test de Schirmer, el BUT, la tincién con fluoresceina, la tincién con verde
de lisamina y el cuestionario mejoraron a lo largo de los tres meses del

estudio con ambos tratamientos.

2. EI SCU no es inferior al SA en el tratamiento del o0jo seco.

No ha habido diferencias estadisticamente significativas entre ambos
tratamientos en el test de Schirmer, BUT, tincién con fluoresceina y el
cuestionario, al mes y los tres meses de comenzar el tratamiento. Se
encontr6 una diferencia estadisticamente significativa en la tincion con

verde de lisamina a favor del SA.

3. EI SCU no presenta una mayor concentracion de moléculas que el SA.

En el presente estudio se ha hallado una menor concentracion de albimina,
fibronectina, IgA, IgG, IgA, vitamina A, vitamina E, EGF y TGF en el SCU
comparado con el SA. Este hecho puede ser debido a que el tiempo de
almacenamiento previo a la preparacion del colirio de SCU fue mucho
mayor que el del SA.

4. EI SCU presenta algunas ventajas con respecto al SA.

» Pueden prepararse varios viales de una sola donante (15 viales de

media por donacion).
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» Puede almacenarse de manera segura, por lo que puede administrarse
inmediatamente en pacientes con patologia urgente de la superficie

ocular.

* No es necesaria la extraccion sanguinea al paciente, sino que se
aprovechan las donaciones de sangre de corddén umbilical
descartadas para trasplante de progenitores hematopoyéticos. Por
tanto, es una opcion terapéutica en pacientes no candidatos a la

extraccion periddica de sangre.

5. Mas estudios prospectivos, aleatorizados y con nimero muestral amplio son
necesarios para comparar los efectos entre los distintos sueros, con el
objetivo de elaborar recomendaciones especificas para su empleo en los

diversos contextos clinicos.



6. Conclusions

After analyzing the data of the present study, we have arrived to the following

conclusions:

1. Both AS and UCBS eye drops are effective for the treatment of the dry eye.

Schirmer test, BUT, fluorescein staining, lissamine green staining and
questionnaire scores improved during the three months of the study both
with AS and UCBS eye drops.

2. UCBS is not inferior to AS in the treatment of the dry eye.

There have not been statistically significant differences between AS and
UCBS for the Schirmer test, BUT, fluorescein staining and the
questionnaire scores at one and three months after starting the treatment.
There has been, however, a statistically significant difference in the

lissamine green staining in favour of SA.

3. UCBS do not contain a higher concentration of molecules compared to AS.

In the current study we have been found a lower concentration of albumin,
fibronectine, 1gA, 1gG, IgA, vitamine A, vitamine E, EGF and TGF in the
UCBS eye drops compared to the AS eye drops. This may have been caused
because of the longer storage time before the preparation of the UCBS eye
drops compared to the AS eye drops.

4. UCBS eye drops show some advantages compared to AS eye drops.

» Various vials can be obtained from a single donor (15 on average).
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* It can be prepared and stored safely in advance, so it can be
administered immediatly in case of an urgent condition of the ocular

surface.

» lItis not necessary to perform the blood extraction to the patient. The
eye drops are prepared from those samples that are no valid for the
transplant of hemopoietic progenitors. Thus, UCS eye drops are an
excellent option in those patients not suitable for periodic blood

extraction.

J. The outcomes of the present study warrant further exploration in a larger,
prospective, aleatorized study in order to compare the effects of the different
serum eye drops, with the aim of developing specific recommendations for

the diverse clinical scenarios.
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Abreviaturas
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SOS =

SA=

SH =

SCU =

UFL =

OSAD =

OSE =

BUT =

EICH =

7. Abreviaturas

sindrome de ojo seco

colirio de suero autélogo

colirio de suero heter6logo

colirio de suero de sangre de cordén umbilical
unidad funcional lagrimal

0jo seco acuo-deficiente

0jO seco evaporativo

break up time, tiempo de rotura lagrimal

enfermedad injerto contra huésped.
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Anexo: Consentimiento informado
del estudio

FORMULARIO DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO
INFORMADO ESCRITO

Orden de 8 de julio de 2009 (BOJA no 152 de fecha 6 de agosto) por la que se dictan
instrucciones a los Centros del Sistema Sanitario PUblico de Andalucia, en relacion al
procedimiento de Consentimiento Informado.

CENTRO SERVICIO DE
SANITARIO  |OFTALMOLOGIA .BANCO DE TEJIDOS

DOCUMENTO DE INFORMACION PARA (*)
COLIRIO BIOLOGICO PARA EL ENSAYO

HOSPITAL CLINICO: Ensayo Clinico aleatorizado, doble ciego,
REGIONAL L

de grupos paralelos y unicéntrico comparando el
CARLOS , .
HAYA efecto del Suero Autdlogo, Heter6logo de donante de

Sangre Periférica y de Sangre del Cordon Umbilical
en el tratamiento del ojo seco

Este documento sirve para que usted, o quien lo represente, dé su consentimiento para esta
intervencion. Eso significa que nos autoriza a realizarla.

Puede usted retirar este consentimiento cuando lo desee. Firmarlo no le obliga a usted a hacerse la
intervencion. De su rechazo no se derivard ninguna consecuencia adversa respecto a la calidad del
resto de la atencidn recibida. Antes de firmar, es importante que lea despacio la informacion
siguiente.

Diganos si tiene alguna duda o necesita més informacion. Le atenderemos con mucho gusto.

(*) Indicar el nombre del procedimiento/intervencion a realizar; si es posible, ademés del nombre
técnico que siempre debe figurar, puede tratar de expresarlo con un nombre mas sencillo.

1.1 ‘LO QUE USTED DEBE SABER:

EN QUE CONSISTE. PARA QUE SIRVE:

Por su patologia oftalmoldgica, solo queda la alternativa terapéutica de utilizar un
colirio biologico. Esto es prepararle unas gotas con la parte liquida de la
sangre,suero o plasma, para mantener la humedad del ojo, asi como proporcionarle
factores cicatrizantes. Este colirio procede de la sangre despues de una preparacion
en el laboratorio.

Usted va a formar parte de un ensayo clinico donde se le va a administrar un colirio
preparado o bien de su propia sangre o de un donante de sangre o de una donante de
sangre de cordén umbilical.

Ni usted ni su oftalmologo sabran el origen del mismo, para asi valorar de forma
objetiva los resultados clinicos que se produzcan

COMO SE REALIZA:

Con el suero o plasma previamente analizado se prepararé un vial sobre una
solucion salina tamponada lista para su uso

Se le dara uno 6 mas viales dependiendo de la indicacion clinica 'y de la
disponibilidad en el banco de donantes analizados.

QUE EFECTOS LE PRODUCIRA:
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La evidencia cientifica del momento demuestra su eficacia , en casos como el suyo,
si bien no es una practica muy extendida, pero si esta plenamente indicada en su
caso concreto

EN QUE LE BENEFICIARA:
En la mejoria de los sintomas y en la cicatrizacién de su proceso

OTRAS ALTERNATIVAS DISPONIBLES EN SU CASO:

QUE RIESGOS TIENE:

Cualquier actuacién médica tiene riesgos. La mayor parte de las veces los riesgos no se materializan,
y la intervencion no produce dafios o efectos secundarios indeseables. Pero a veces no es asi. Por eso
es importante que usted conozca los riesgos que pueden aparecer en este proceso o intervencion.

« LOS MAS FRECUENTES: COLIRIO:

-Como otro colirio habitual,reacciones de tipo local:escozor,picor enrojecimiento ¢
LOS MAS GRAVES:

COLIRIO:

-Al ser un producto biolégico sin conservantes, puede producirse una
contaminacion microbiologica en raros casos y ocasionar un proceso infeccioso de
tipo local en el lugar de la aplicacion .

-Como producto bioldgico no esta exento de transmision de agentes infecciosos a
pesar de estar debidamente analizado.

* LOS DERIVADOS DE SUS PROBLEMAS DE SALUD:

SITUACIONES ESPECIALES QUE DEBEN SER TENIDAS EN CUENTA:

Si su oftalmologo indica mas tiempo de tratamiento debe ponerse en contacto con
el banco de tejidos antes de terminar el vial para la preparacioén programada de otro
nuevo,con objeto de no quedarse sin gotas.

OTRAS INFORMACIONES DE INTERES (a considerar por el/la profesional):
Se le realizara previamente un control analitico para HIV, hepatitis B, hepatitisC y
sifilis, del cual serd debidamente informado de los resultados.

Se le realizaran visitas por su oftalmologo para verificar la evolucion y eficacia del
tratamiento empleado

Se le entregara un cuestionario de autoevaluacion que debera rellenar antes y
despues del tratamiento,para que usted exprese la intensidad de los sintomas y la
posible mejoria de los mismos.

Finalmente en cumplimiento de la Ley de proteccion de datos de caracter personal
(Ley Orgénica 15/1999 de 13 de Diciembre) ponemos en su conocimiento que la
informacion obteni—da en la asistencia sanitaria a su persona ha sido incorporada
para su tratamiento a un fichero automatizado. Asi mismo se le informa que la
recogida y tratamiento de dichos datos tienen como finalidad, el estudio
epidemioldgico, cientifico y docente, respetando en todo momento su anoni-mato.
Si lo desea, puede ejercitar los derechos de acceso, rectificacion, cancelacion y
oposicion, previstos por la ley. .

OTRAS CUESTIONES PARA LAS QUE LE PEDIMOS SU
CONSENTIMIENTO:

- A veces, durante la intervencion, se producen hallazgos imprevistos. Pueden obligar a tener que
modificar la forma de hacer la intervencion y utilizar variantes de la misma no contempladas
inicialmente.
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- A veces es necesario tomar muestras biolégicas para estudiar mejor su caso. Pueden ser
conservadas y utilizadas posteriormente para realizar investigaciones relacionadas con la
enfermedad que usted padece. No se usaran directamente para fines comerciales. Si fueran a ser
utilizadas para otros fines distintos se le pediria posteriormente el consentimiento expreso para ello.
Si no da su consentimiento para ser utilizadas en investigacion, las muestras se destruiran una vez
dejen de ser Utiles para documentar su caso, segun las normas del centro. En cualquier caso, se
protegerd adecuadamente la confidencialidad en todo momento.

- También puede hacer falta tomar iméagenes, como fotos o videos. Sirven para documentar mejor el
caso. También pueden usarse para fines docentes de difusion del conocimiento cientifico. En
cualquier caso serdn usadas si usted da su autorizacién. Su identidad siempre seré preservada de
forma confidencial.

1.2 IMAGENES EXPLICATIVAS

En este espacio podréan insertarse con caracter opcional imégenes explicativas, esquemas
anatomicos, pictogramas etc. que faciliten y permitan explicar de manera més sencilla la
informacion al paciente.

DATOS DEL/DE LA PACIENTE Y DE SU

2.1 REPRESENTANTE (solo en caso de incapacidad del/de
la paciente)

APELLIDOS Y NOMBRE, DEL

PACIENTE DNI/NIE

APELLIDOS Y NOMBRE, DEL/DE DNI/ NIE

LA REPRESENTANTE LEGAL

99 PROFESIONALES QUE INTERVIENEN EN EL PROCESO DE
' INFORMACION Y/O CONSENTIMIENTO

APELLIDOS Y

NOMBRE FECHA FIRMA

APELLIDOS Y

NOMBRE FECHA FIRMA

APELLIDOS Y

NOMBRE FECHA FIRMA

APELLIDOS Y

NOMBRE FECHA FIRMA

APELLIDOS Y

NOMBRE FECHA FIRMA

2.3 CONSENTIMIENTO

Yo, D/Dia

, manifiesto que estoy conforme con la intervencion que se me ha propuesto. He
leido y comprendido la informacidon anterior. He podido preguntar y aclarar todas
mis dudas. Por eso he tomado consciente y libremente la decision de autorizarla.
También sé que puedo retirar mi consentimiento cuando lo estime oportuno.

SI NO Autorizo a que se realicen las actuaciones oportunas, incluyendo
modificaciones en la forma de realizar la intervencion, para evitar los peligros o
darios potenciales para la vida o la salud, que pudieran surgir en el curso de la
intervencion.

SI NO Autorizo la conservacion y utilizacion posterior de mis muestras bioldgicas
para investigacion relacionada directamente con la enfermedad que padezco.

SI NO Autorizo que, en caso de que mis muestras bioldgicas vayan a ser utilizadas
en otras investigaciones diferentes, los investigadores se pongan en contacto
conmigo para solicitarme consentimiento.

SI NO Autorizo la utilizacion de imagenes con fines docentes o de difusion del
conocimiento cientifico.

1A




NOTA: Mé&rquese con una cruz.

En ade de

EL/LA PACIENTE EL/LA REPRESENTANTE LEGAL (sélo en caso de incapacidad
del paciente) Fdo.: Fdo.:

2.4 ‘RECHAZO DE LA INTERVENCION

Yo, D/Dfa. , no autorizo a la realizacion de esta intervencion. Asumo las
consecuencias que de ello puedan derivarse para la salud o la vida.

En

EL/LA PACIENTE

Fdo.:

adede

EL/LA REPRESENTANTE LEGAL (solo en caso de incapacidad del paciente)
Fdo.:

25 |REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Yo, D/Diia , de forma libre y consciente he decidido retirar el consentimiento para
esta intervencion. Asumo las consecuencias que de ello puedan derivarse para la
salud o la vida.

En a de de

EL/LA PACIENTE EL/LA REPRESENTANTE LEGAL (sélo en caso de incapacidad
del paciente)

Fdo.: Fdo.:
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Resumen en inglés —

English summary

Abstract

The dry eye syndrome (DES) is a group of ocular illnesses that have in
common the ocular discomfort and the diminished tear secretion or the abnormal

evaporation of the tear film.

The DES is a multifactorial, frequent condition: depending on the series, 8
to 33% of the population is affected. The signs and symptoms can vary greatly,
from occasional pain and redness to severe conditions of the ocular surface.
Despite of the multiple treatments available, a high percentage of patients do not

show improvement or show sequelae.

The autolous serum (AS) eye drops are prepared from the patient’s own
blood. It has showed to be useful in refractory DES and other conditions of the
ocular surface. However, there are some patients with severe DES that are not
candidates for blood extraction, because of their physical condition, contagious
ilinesses or lack of collaborative attitude. Apart from avoiding the periodical blood
extraction needed for AS treatment, promising results have been published
regarding the use of umbilical cord serum (UCS) eye drops, that may have a higher
percentage of growing factors that the AS.

With this clinical trial we intend to compare the clinical effects of the AS
and the UCS eye drops and quantify the growing factors, vitamins and other
essential molecules for the ocular surface homeostasis, in order to explore new
therapies for the DES.
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Discussion

a) Demographic data

In the present study 64 eyes of 32 caucasian patients with moderate to
severe dry eye syndrome (DES) where recruited and randomized. The scope of the
present work is to assess the effect of autologous serum eye drops (AS) versus
umbilical cord serum (UCS) eye drops at one and three months, measuring the
following ocular surface test: Schirmer test, BUT, fluorescein staining, lissamine

green staining and a questionnaire (104).

Yoon (174) compared 92 eyes of 48 patients with moderate to severe DES.
41 eyes of 21 patients were assigned to the AS Group and 51 eyes of 27 patients to
the UCS group. Schirmer test, BUT, fluorescein staining, tear clearance, corneal
esthesiometry and a questionnaire where performed, at one and two months after
the beginning of the treatment. Versura (175) applied UCBS in 59 eyes 30 patients,
33 with GVHD and 26 with Sjogren syndrome with a grade 4 or more in the Oxford
scale. Schirmer test, BUT, fluorescein staining, corneal esthesiometry and
symptoms, satisfaction and tolerability tests were performed before and one month
after starting the treatment.

Most of the patients of our study were females: 56 patients (86%), with a
feminine/masculine ratio for the AS group of 32:0, and a 24:8 (3:1) ratio for the
UCS group. The mean age of the patients of the present study was 61.5 years
(range 44 - 88). The mean age in the AS group was 56 years (range 45.9 - 64) and
62 years (range 57.75 — 69.25) in the UCS group. This difference was statistically
significant (p = 0,010).

Yoon (174) provides a more homogeneous group, with a feminine/masculine
ratio of 11:10 for the AS group and a 15:12 ratio for the SCU Group. Besides, the
population in his work is also younger, the mean age was 39.95 years (range 20 -
59) and 41.96 years (range 20 — 61) in the AS group and in the UCS group,
respectively. Versura (174) reported 59 eyes, 19 were female patients and 11 man
patients. The Sjogren syndrome group was constituted only by female patients with
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a mean age of 59.6 + 13.1 years. EI GVHD group had a higher proportion of male
patients (11 versus 6 female patients) and lower mean age: 38.8 + 5.8 years.

DES affects mainly post-menopausal woman, elderly patients and patients
with autoinmune diseases (66-71). While the subgroup with auto-immune diseases
of Versura (175) and the patients of our study coherent with the described
epidemiology of DES, The demographic sample of Yoon’s article (174) is not (66-
71), even when considering the Korean population, where he performed the study
(181).

b) Response to the treatment

When analysing the clinical response to AS and UCS eye drops, measured
by the changes in Schirmer test (mm), BUT (seconds), fluorescein staining of the
ocular surface (according to Oxford scale), lissamine green staining of the corneo-
conjunctival epithelium (according to the van Bijsterveld scale) and the
questionnaire of Donate (104), we found statistically significant changes in all the
tests. Thus, both treatments significantly improved the condition of the ocular
surface after three months of treatment.

The effects of AS eye drops for DES are well-known. Almost all authors
have found a subjective improvement of the ocular surface as soon as 48 after
starting the treatment (23,165,166): Tsubota (158) and Poon (162) described an
improvement in the fluorescein staining (165) and Schirmer test. Other authors did
not find changes in the Schirmer test with the AS (5,23,158). Kojima (164) reported
an improvement in the BUT of patients treated with AS compared to conventional
artificial tears.

Yoon (174) and Versura (175) have reported the outcomes of UCS eye
drops treatment for DES. Yoon (174) found an improvement in the questionnaire,
BUT and fluorescein staining, both with AS and UCS eye drops after one and two
months of treatment. Versura (175) reported positive changes in Schirmer test,
BUT, osmolarity, squamous metaplasia and questionnaire as soon as one month

after the treatment.
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c) Comparison between AS and UCS eye drops

The results from the present study show that UCS eye drops are not inferior
to AS eye drops for the treatment of DES:

» When comparing the outcomes of both treatments for the Schirmer
test, BUT and fluorescein staining, no statistically significant
differences where found.

» Statistically significant differences were found in the lissamine green
staining, wich showed slightly better results in the SA group.
However, given that the values were already better in the first
appointment (previous to treatment), it does not seems like a
relevant outcome.

* When comparing the results from the third follow-up to the first one
for all the tests performed, including the questionnaire, there were
no statistically significant differences between both treatments.

Yoon (174) reported that eyes treated with both AS and UCS eye drops
showed improvement in symptoms, BUT, corneal staining and citology (in AS, only
in patients without Sjogren syndrome). Shen (182) showed that UCBS was superior
to AS regarding epithelial cells proliferation and differentiation.

d) Patients with previous treatment

There were 12 eyes (38%) in the AS group and 8 eyes (25%) in the UCS
group that used previous treatment with AS an fulfilled the inclusion criteria of our
study, all of them women with autoimmune disease. After a whasout period of four

weeks using artificial tears and ointments, they were enrolled in the study.

There were not statistically significant differences between the patients that
have previously used treatment with AS and where assigned to the AS group and
those assigned to the UCS treatment. Surprinsingly, the only statistically significant
value (p = 0.046) was the scoring of the questionnaire in the third appointment,
which was inferior (thus, better) in those patients assigned to the AS group that
previously used AS. This maybe caused by the Hawthorne effect, also known as the
observer effect.
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e) Patients with autoimmune disease

In our study 67% of the patients showed previous autoimmune disease, 86%
of them were female patients. These figures are coherent with the works published
by other authors (67), that also find that patients with autoimmune diseases show
more often signs and symptoms of DES, and are generally female patients (78%).
The most prevalent illnesses in our study where primary Sjogren syndrome (18
eyes, 9 patients) and rheumatoid arthritis (18 eyes, 9 patients). Yoon (174),
however, reported a 37% of patients with Sjégren syndrome (the only autoimmune
disease he included in his study), of which 77% were women.

DES in Sjogren syndrome is often severe and refractary to treatment
because the lagrimal secretion is greatly impaired (167). Tsubota (158) argues that
AS is the preferred theraphy in these patients, due to the similar biochemichal
characteristics of AS compared to the tear fluid, for being hypoalergenic and for
containing growth factors and other necessary molecules for the ocular surface
homeostasis. Noble (23) and Kojima (157) in their prospective and randomized
studies treating Sjogren syndrome patients with AS, only found improvement in the
conjunctival citology and symptom scoring.

Before starting this study, we had a concern about using AS in patients with
autoimmune diseases, given that the concentration of growing factors is lower in
the serum of these patients (174,175,183-186). Nonetheless, the statistical analysis
performed in the present work did not show differences between patients with
autoimmune diseases assigned to SA group and those that were treated with UCS
eye drops. The only statistically significant value was the difference in the age of
patients (p = 0.003).

On the other hand, Yoon (174), found that UCS eye drops were more
effective than AS eye drops in the treatment of Sjogren syndrome, regarding
symptom scoring, corneal staining and conjunctival citology. Versura (175)
included graf-versus-host-disease and Sjogren syndrome patients with severe
persistent corneal defects. After one month of treatment with UCS, BUT, Schirmer
test, tear osmolarity, corneal esthesiometry, conjunctival epithelial metaplasia and
the scoring of the questionnaire improved significantly.
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f) Concentration of molecules

There was a significant difference in the values of all the molecules in favor
of the AS: albumin (g/dl), fibronectine (ug/ml), IgA (mg/dl), 1gG (mg/dl), IgM
(mg/dl), vitamine A (ug/dl), vitamine E (ug/dl), EGF (ng/dl) and TGF (ng/dl).

However, the previous work in which the present study was based (174) and
posterior articles (175,187,188), reported that the concentration of growth factors
is higher in UCS that in peripheral blood serum (AS in our study), except for

vitamine A.
Specifically, Yoon and Versura (28,173-175,184) found:
a) Concentration of molecules that where higher in UCS that AS:

* EFG and TGF, three times and twice higher, respectively.
* Other growth factors not included in this study: NGF y VEGF.

e P substance.

b) Concentration of molecules that where lower in UCS that AS:

* IGF (not included in this study).
* Vitamine A. Even with the lower concentration in UCS than AS, it was
still higher than the concentration in tears and enough to prevent

squamous metaplasia.

The Centro Regional de Transfusion Sanguinea of Malaga owns the bigger
Cord Blood Bank in Europe in terms of stored units. We do not believe that there
were mistakes in the tecnique of preparation of the serum eye drops, because in the
AS eye drops we obtain similar values to those reported by other authors
(157,161,174,175,187).

When comparing the mean values of the molecules of the AS eye drops
samples with those reported by Geerling (157), they were equivalent, except for the

vitamine A, whose concentrations where higher in our samples (table 7).
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Our study Geerling (157)
EGF (ng/ml) 0.81 0.5
TGF-B (ng/ml) 21.10 (+5.66) 6-33
Vitamina A (mg/ml) 42.60 (+15,37) 46
IgA (mg/dl) 344.46 (+232.92) 2
Fibronectina (ug/ml) 255 (+185.30) 205

Table 7. Comparison of the values of various molecules in the AS eye drops of our samples and
Geerling’s (157).

Unexpectedly, the concentrations of the molecules in the UCS eye drops
samples were inferior to those in AS, in contradiction to the results published by
other authors (28,173-175,184), except for the vitamine A which was reported to be
lower in UCS. This fact may be caused by various reasons:

e It is important to take into account that the determinations reported
in the articles mentioned, are calculated directly in serum samples.
We have used the determinations in plasm, that is diluted in
anticoagulant (20 ml of anticoagulant solution for every 60 ml of
plasm, approximately). Performing the calculations the following
concentrations would result:

o0 For the EGF, it would pass from an average of 0.13 ng/dl in
our calculations in plasm to 0.20 ng/ml converted to the
serum concentration. Versura (175,184) reports a range of
0.2-3 ng/ml, thus, our average concentration would fall in
the inferior range of concentration.

0 For the TGF, even making the conversion from plasm (3.04
ng/ml) to serum (4.56 ng/ml) concentrations, the values are
clearly lower to those reported by other authors (175), 30-51
ng/ml.

 The time ellapsed between obtaining the cord blood sample and

processing it to prepare the UCS, could have influenced the

concentration of TGF. Liu (188) reports that coagulation time can
augment the concentration of EGF and diminish the levels of TGF,
although he only studied the effect up to 120 minutes. In our study the
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maximun time ellapsed between the extraction of the umbilical cord
blood and its processing is 24 hours. Other authors (174,175) prepare
the UCS eye drops in a similar fashion to AS eye drops, centrifuging the
sample after two hours of storing it at room temperature. If TGF
dismishes constantly until the blood is processed, that could be an
explanation for the low concentrations in the UCS eye drops we

obtained.

g) Particularities of the UCS processing in our centre

a. Processing of the UCS samples

The UCS eye drops for the present study were prepared from those
samples that were no valid for the transplant of hemopoietic
progenitors. In all cases, the time ellapsed between the blood extraction
and the preparation of the eye drops was less than 24 hours, but this
period is certainly higher than the time reported by other authors
(174,184). This larger amount of time between extraction of the
umbilical cord blood and preparation of UCS eye drops may have
caused the decrease in molecules in UCS eye drops we found in our
study compared to other authors (28,173-175,184). The work of Liu
(188) seems to support this hypothesis.

To assess this issue we intend to perform a study regarding the stability
of the molecules in the UCS eye drops depending on the time ellapsed
between extraction of the umbilical cord blood and preparation of teh
eye drops, i.e., if shorter periods of time between extraction and
preparation yield higher proportions of molecules in the UCS eye drops.

b. Effectiveness of the UCS eye drops

The procedure of obtaining the UCS eye drops was complicated. From
the 34 umbilical cord blood samples there was a 50% (17 samples) of
severe hemolysis after centrifugation. From the remaining 17 valid
samples only 13 could be finally used, because three samples (17.6%)

showed bacterial contamination.
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However, the UCS eye drops proceduce showed a good effectiveness:
from a single donation, an average of 15 vials were obtained. In total,

from the 14 valid donations, 211 vials of UCS eye drops were obtained.

The main advantage of UCS eye drops compared to other heterologous
eye drops is that for preparing the UCS eye drops the discarded blood
from samples that are no valid for the transplant of hemopoietic
progenitors are used. Besides, UCS does not contain agglutinins, and
thus is not antigenic. However, for preparing a regular heterologous
serum eye drops, the blood comes from the regular donations, and must
be always from the AB group to avoid antigenicity. Blood nowadays is

scarce and can be used in other multiple procedures and interventions.

h) Limitations of the study

a. Sample size calculation

We would like to emphasize the difficulty of recruiting the necessary
number of patients for the current study. From December, 2012 to May,
2015, almost 500 patients have been evaluated, all of them referred by
ophthalmologists because of dry eye symptoms that did not improved
with convencional teraphy. Finally, 96 eyes of 48 patients were included
in the clinical trial: three groups of 32 eyes of 16 patients treated
treated with AS, UCS and heterologous serum (HS). For the present
work, only the data of the AS and UCS groups were included. The total
sample size of the clinical trial, including HS, was similar to that
reported by Yoon (174), that included 92 eyes of 48 patients with
moderate to severe DES.

b. Patient enrollment

A very low rate of the studied patients fulfilled the inclusion criteria for
the study, except for the patients with autoimmune diseases. Among the
patients that meeted the criteria, a percentage neglected to participate
because of the rejection to use serum from other donors (heterologous /
umbilical cord blood), while other manifested their impossibility to
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attend the periodical appointments for blood extraction and
ophthalmologic follow-ups.

Regarding the patients that abandoned the study, 14 eyes of 7 patients
signed the informed consent and underwent the first ophthalmologic
follow-up, but did not complete it. Though, all patients that had the
blood extraction performed, completed the study. No patient abandoned
the trial between the second and third ophthalmologic follow-up.

c. Control group absence

We have not considered to include a control group in our study because
from the ethical point of view there is a minimal, but possible chance of
adquiring an infectious disease with the heterologous eye drops.
Besides, the control group should have undergone periodical blood
extractions during the three months of the study, fact that we find most

inconvenient.
d. Biases
- Bias of selection.
c) Auto-selection.

The decision to participate in the clinical trial is voluntary, up to
the patient.

d) Lost follow-ups.

Patients that voluntarily abandon the study may show some

adverse effects related to the treatment that can not be assessed.
- Bias of measurement.

The regular, non-automated, available tests to explore the DES show a
certain intrinsic intra and inter observer variability that may affect the

precision of the measurements.
- The observer effect bias (Hawthorne effect).

The patients included in a clinical trial tend to modify or improve their
compliance and behavior in response to their awareness of being

observed.
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e. Performed tests

For the present work we have chosen as ophthalmologic tests: Schirmer
test, BUT, fluorescein staining, lissamine green staining and a
questionnarie. These tests are widely accepted, regularly included in
clinical studies and performed by ophthalmologists wordwide. We also
performed a conjuntival impression citology of every patient in all the
visits, but unfortunately due to logistic reasons and problems with the
storage of the samples, most of them were damaged and could not be

analyzed.

Unfortunately, more advanced techniques and devices as an osmometer,
meibometry, meniscography, rate of tear clearance, esthesiometry,
termography, confocal microscopy and the objective assessment of the
blinking time are not available in our centre. On the other hand, it could
have been interesting to perform a corneal topography and to analyse

the concentration of the molecules in the tear fluid.

However, various authors (189-191) and specially the Report of the
Diagnostic Methodology Subcommittee of the International Dry Eye
Workshops (2007), both in “Methodologies to Diagnose and Monitor
Dry Eye Disease” and in “Design and Conduct of Clinical Trials”
sections, emphasize that no test can be chosen as a Gold Standard for
the DES diagnosis and no variable may be taken as definitive (24).
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Conclusions

After analyzing the data of the present study, we have arrived to the following

conclusions:

1.

4.

Both AS and UCS eye drops are effective for the treatment of the dry eye.

Schirmer test, BUT, fluorescein staining, lissamine green staining and
questionnaire scores improved during the three months of the study both
with AS and UCS eye drops.

UCS is not inferior to AS in the treatment of the dry eye.

There have not been statistically significant differences between AS and
UCS for the Schirmer test, BUT, fluorescein staining and the questionnaire
scores at one and three months after starting the treatment. There has been,
however, a statistically significant difference in the lissamine green staining
in favour of SA.

UCS do not contain a higher concentration of molecules compared to AS.

In the current study we have been found a lower concentration of albumin,
fibronectine, 1gA, 1gG, IgA, vitamine A, vitamine E, EGF and TGF in the
UCS eye drops compared to the AS eye drops. This may have been caused
because of the longer storage time before the preparation of the UCS eye
drops compared to the AS eye drops.

The procedure of obtaining the UCS eye drops is complicated.

There was a 50% of hemolysis in the umbilical cord blood samples, so it
was necessary to process a high number of samples in order to optimize the
preparation of the UCS eye drops.
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5. UCS eye drops show some advantages compared to AS eye drops.

a) Various vials can be obtained from a single donor (15 on average).

b) It can be prepared and stored safely in advance, so it can be

administered immediatly in case of an urgent condition of the ocular

surface.

It is not necessary to perform the blood extraction to the patient. The eye
drops are prepared from those samples that are no valid for the
transplant of hemopoietic progenitors. Thus, UCS eye drops are an
excellent option in those patients not suitable for periodic blood

extraction.
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