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CapiTULO 1

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.1. Hipotesis

Existen cambios morfolégicos y funcionales en la superficie ocular de pacientes trata-
dos mediante trasplante alogénico de precursores hematopoiéticos (TPH) que pueden ser
observados de forma preclinica, permitiendo el diagnostico precoz y un mejor tratamiento
de la Enfermedad Injerto contra Huésped Ocular .

1.2. Objetivos

1. Conocer los cambios inmunohistoquimicos en pacientes tratados con TPH median-

te muestras tomadas por citologia de impresion conjuntival.

2. Cuantificar la gravedad de sequedad ocular en pacientes tratados con TPH mediante

test de Schirmer.
3. Conocer la calidad visual de pacientes tratados con TPH.

4. Investigar la aparicion de los cambios en la superficie ocular en pacientes tratados
con THP en relacién con la posible apariciéon de una enfermedad injerto contra
huésped crénica (EICH).

5. Comparar las caracteristicas morfolégicas y funcionales de la superficie ocular de
pacientes tratados con TPH que presentan enfermedad injerto contra huésped

ocular con respecto a una poblacion sana.

6. Analizar las diferencias morfolégicas y funcionales de la superficie ocular de pacien-

tes tratados con trasplante de precursores hematopoiéticos que han desarrollado



Hipétesis y objetivos

enfermedad injerto contra huésped ocular con respecto a los que no la han desarro-
llado.



CAPITULO 2

INTRODUCCION

2.1. Justificacion

Desde el punto de vista oftalmolégico, la mayoria de pacientes que presentan compli-
caciones provienen de un estado de EICH crénico. Entre un 40-60 % diagnosticados de esta
entidad desarrollan clinica ocular!. Sin embargo, dichas complicaciones oftalmolégicas y
suimpacto en la calidad de vida visual no estdn suficientemente estudiados? y es por ello
que nos resulta interesante la caracterizacion de las repercusiones oculares en pacientes
sometidos a trasplante alogénicos de precursores hematopoiéticos. Las principales ma-
nifestaciones clinicas que apreciamos en el ojo se dan en el polo anterior, siendo la mas
frecuente la queratoconjuntivitis sicca®. Asi, aunque se hace una exploracién completa
oftalmoloégica de cada paciente, este trabajo se detiene en los pardmetros que se ven
afectados en los trastornos de la superficie ocular.

Consideramos que la importancia de esta tesis doctoral reside en la oportuna caracte-
rizacion de los efectos del Trasplante de Precursores Hematopoiéticos sobre la superficie
ocular para la deteccion precoz de signos oftalmolégicos subsanables en los sujetos con
enfermedades hematol6gicas que precisan de €l, y asi evitar complicaciones oculares

irreversibles.

2.2. Contexto

2.2.1. Contexto global

Las neoplasias malignas de la sangre han sufrido un incremento en incidencia y

prevalencia en los ultimos afios en el mundo desarrollado. Se estima que el incremento
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anual serd de 81.080 nuevos casos de linfoma, 30.330 de mieloma y 60.140 de leucemias
en EEUU*,

El trasplante alogénico de precursores hematopoiéticos (TPH) es cada vez més utiliza-
do para el tratamiento de estas enfermedades malignas®.

La media de trasplantes alogénicos al afio es en E.E.U.U. de 50.000, en Europa de 14.000
y en Espana de 1.700 segun los datos de la ONT (organizacion nacional de trasplantes).

En Espafa se realizaron durante el afio 2015 un total de 1188 trasplantes alogénicos
de precursores hematopoiéticos, 732 casos con donante procedentes de un familiar y 456
con donante procedente de un no familiar.

El TPH estd indicado en el tratamiento de diversos trastornos linfoproliferativos como
leucemias mieloides y linfoides, mieloma multiple y linfomas, asi como de otras discra-
sias sanguineas como la aplasia medular, drepanocitosis y otros problemas de origen
inmunoldégico.

Sin embargo, el trasplante alogénico de médula 6sea tiene que ser adecuadamente
indicado ya que, aunque so6lo el 10% de los pacientes presentan muerte directa por
el trasplante, el 40% presentan complicaciones entre las cuales la més frecuente es la
Enfermedad Injerto contra Huésped (EICH)®.

Por tanto, aunque el TPH se considera el Gold Standard para el tratamiento de en-
fermedades hematoldgicas, es necesario encontrar el equilibrio entre la curaciéon y el no
desarrollo de EICHS.

2.2.2. Contexto particular

El Servicio de Hematologia del HRU Madlaga abarca los pacientes trasplantados de
precursores hematopoiéticos de la provincia de Mdalaga y Almeria, y de las ciudades
auténomas de Ceuta y Melilla.

Durante el afio 2015 se realizaron 119 Trasplantes de precursores hematopoiéticos,
de los cuales 57 fueron alogénicos. De estos pacientes inicamente 8 (14 %) desarrollaron
Enfermedad Injerto Contra Huésped Cronica moderada/grave.

La incidencia de EICH en el afio 2016 en nuestro centro ha sido del 23 % para la forma
aguday del 9% para la forma crénica.

En los meses que llevamos de 2017 la tasa de EICH agudo ha sido del 18% (3 de 16
TPH alogénicos realizados). Atin no ha tenido lugar la aparicién de ningun caso de EICH
crénico ni afectacién ocular.

La bajada de incidencia en los tltimos afos se debe al uso de Ciclofosfamida pre y
post TPH (niveles sanguineos de 200-300 ng/mL) en contraposicion a la profilaxis con

Tacrélimus y Sir6limus usada previamente.
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Sin embargo, aunque no fueron catalogados como EICH, la mayoria de los pacientes
desarrollaron cambios en la superficie ocular como disminucién de la secrecién lagrimal,
queratitis de repeticion o blefaritis, lo cual se ve traducido a una serie de sintomas oculares

como escozor, picor y disminucion visual que tuvieron repercusion en la calidad de vida.

2.3. Trasplante alogénico de precursores hematopoiéticos

El trasplante hemopoiético (TH) es un procedimiento médico altamente especializado
y complejo. Dentro del trasplante hematopoiético existen dos modalidades: Trasplan-
te Aut6logo y Trasplante Alogénico”’. En el trasplante Autélogo las células progenitoras
infundidas son las del propio enfermo; este procedimiento permite la administracion
de altas dosis de quimioterapia evitando la aplasia prolongada. La otra modalidad es el
Trasplante Alogénico, en el que las células progenitoras infundidas son las de un donante
emparentado o no emparentado. Es el tratamiento de eleccion de muchas enfermedades
malignas y no malignas -congénitas y adquiridas- del sistema hematopoiético. Durante
las tltimas décadas el TH ha evolucionado desde un procedimiento experimental hasta
convertirse en la terapéutica estindar de muchas enfermedades neoplédsicas como Leu-
cemias, Sindromes Mielodisplésicos, Linfomas, Mieloma Multiple y otras hereditarias,
inmunes o genéticas como Talasemia, Anemia Apldsica, enzimopatias etc. 3,

El primer trasplante alogénico lo realiz6 E. Donnall Thomas en 1957. Desde enton-
ces, este procedimiento se ha incrementado exponencialmente, incorporando nuevas
indicaciones ya aceptadas o en investigacién, que incluyen enfermedades no neopldsicas
-congénitas y adquiridas como las inmunodeficiencias, anemias, enfermedades metabdli-
cas y autoinmunes- siendo la indicacion mads frecuente las neoplésicas hematolégicas.

Los primeros trasplantes alogénicos se realizaron a partir de médula 6sea (MO) de
hermanos gemelos; aunque posteriormente el conocimiento més profundo del Sistema
HLA (antigenos leucocitarios humanos) permiti6 crear los registros de donantes de forma
que en la actualidad, existen mdas de 20 millones de donantes no emparentados. Ello
posibilita que mds de la mitad de los trasplantes en pacientes que no tienen un donante
familiar HLA idéntico se realicen a partir de un donante no emparentado®. Ademas,
con la utilizacién de los factores de crecimiento, la donacién de sangre periférica esta

sustituyendo a la MO como fuente de progenitores®.

Hitos historicos del trasplante hematopoiético

= 1977: se reportan los primeros 100 trasplantes alogénicos y los primeros aut6logos.
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= 1978: primeros trasplantes aut6logos para el tratamiento de linfomas. Se crea el
European Bone Marrow Transplant Group (EBMT). Se realiza el primer trasplante

con sangre periférica.
= 1980: se publican los primeros datos de CSA en la profilaxis de EICH.
= 1986: se crea en EEUU el National Marrow Donor Program( NMDP).
= 1988: se crea en Europa el Bone Marrow Donor Worldwide(BMDW).

= 1989: primer trasplante alogénico de sangre periféricay primer trasplante de cordén

umbilical.
= 1989: primer trasplante alogénico realizado en Mélaga.

= 1990: primera infusion de linfocitos para tratar recaida de leucemias. D. Thomas

recibe el Premio Nobel de Medicina.

= 1990: se crea en Espana el Grupo Espafiol de Linfomas/Trasplante de Médula (Gru-
po GELTAMO).

= 1994: se crea en Espana el Grupo espafiol de Trasplante (GETH). Se crea en EEUU el
CIBMTR (Center International Bone Marrow Transplant Registry)

En los dltimos afnos la mortalidad relacionada con el trasplante (MRT), que sigue
siendo la primera causa de fracaso de este procedimiento después de la recaida, se ha
reducido gracias a los avances tratamiento de soporte, con mejor control de las infecciones
y de la enfermedad injerto contra huésped (EICH), asi como al uso de Regimenes de
Acondicionamiento de Intensidad Reducida (IR), lo que ha permitido ademas ofrecer el
trasplante a pacientes mayores de 60 afios o con comorbilidades. Sin embargo, la EICH y
las recaidas por fracaso del Efecto Injerto Contra Leucemia (EICL) siguen siendo un reto
en el trasplante; el mejor conocimiento de los mecanismos biolégicos de la EICH y de la
célula neopldsica harad que, en los préximos anos, el trasplante se realice de una forma

mas individualizada y eficaz.

2.4. Enfermedad injerto contra huésped

2.4.1. Concepto

La enfermedad injerto contra huésped es la complicacién principal de los trasplantes

alogénicos de 6rganos hematopoiéticos.
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Ocurre entre un 30 y 70% de los pacientes sometidos a trasplantes de hermanos
HLA idénticos. Su incidencia es muy variable y dependiente de los factores de riesgo
implicados®.

Puede presentarse tras trasplante de médula 6sea, transfusiones sanguineas, nenotatos
sometidos a exanguinotrasfusiones o fetos que han recibido linfocitos maternos

En 1959, Billingham y Bent!* describen por primera vez cémo la inyeccién de esple-
nocitos a ratones de camadas diferentes provocan la “runt disease”, que se asemeja a lo
que hoy conocemos como EICH. “La primera manifestaciéon de la enfermedad consiste
en el adelgazamiento y pérdida de elasticidad de la piel con eritema en palmas, plantas y
orejas, aparecerdn dreas de exfoliacion y déficit en la ganancia de peso”

Billinghan, en 1966, describi6 los criterios que deben cumplirse para el criterio diag-
néstico de esta entidad !!.

= Elinjerto debe tener células inmunocompetentes
= Los antigenos de los tejidos del huésped deben ser diferentes a los del donante.

= Elreceptor deberd estar inmunocomprometido

Las diferencias antigénicas entre el huésped y el donante favorecen la batalla inmuno-
l6gica basada principalmente en Linfocitos T, en la que se liberan una serie de mediadores
que desarrollan dafio tisular'?. Los principales 6rganos afectados son el tubo digestivo, la
piel y el higado. La enfermedad injerto contra huésped es, por tanto, una complicacién
temida a ser considerada previa al trasplante y ante la que se deben usar todos los métodos
de profilaxis y tratamiento. Esta enfermedad genera en torno a un 30% de mortalidad de

los pacientes sometidos a TPH?3.

2.4.2. Epidemiologia

La enfermedad injerto contra huésped aguda en los primeros tres meses tras TPH
se desarrolla entre un 30% de pacientes con HLA idénticos frente a un 70% con HLA
no idéntico 3. Menos del 50 % de este grupo de pacientes tiene una respuesta rapida y
satisfactoria a corticosteorides, aunque sé6lo un 30% se hace resistente a dicha terapia'4.
El 90% de los pacientes resistentes a altas dosis de corticoides fallecen. Del 70% que
sobreviven a los 100 dias tras TPH(supervivientes a la fase aguda), un 20-75% desarrollan
la forma crénica de EICH'. El andlisis de la bibliografia muestra que un 35% de la EICH
cronica es de novo (sin EICH aguda previa), un 30-40 % ocurre tras EICH aguda resuelta

y un 20-40 % ocurre en el contexto de una EICH aguda sin resoluciéon '°. Estas cifras son
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controvertidas debido a que los criterios diagnésticos de enfermedad injerto contra hués-

L. 16

ped no estdn claramente delimitados. Harris et al. *® publicaron los criterios diagnésticos

de cara al inicio terapéutico corticoideo. Estos criterios serdn expuestos posteriormente.

2.4.3. Formas de presentacion

EICH agudo

Histéricamente se ha definido como EICH agudo aquel que se presentaba antes de los
100 dias 8. Suele aparecer entre el dia +7 y +20 después del trasplante. En la actualidad los
criterios de presentacion se basan mds en la clinica e histologia que en la cronologia de la
enfermedad. De esta forma el EICH agudo se divide en los siguientes'”:

= EICH agudo clasico: implicacion cutdnea (rash maculopapular), gastrointestinal
(nduseas, vomitos, anorexia, diarrea) o hepatica (colestasis) durante los primeros
100 dias tras TPH.

» EICH persistente, recurrente o agudo tardio: afectacion similar a la forma clésica-
mente aguda pero transcurridos los 100 dias tras trasplante y sin evidencia de EICH

crénico. Suele ocurrir al interrumpir el régimen inmunosupresor.

EICH croénico

Clasicamente se asignaba a la forma crénica todos los sintomas que cursaban tras 100

dias del TPH. En la actualidad se clasifica de la siguiente manera:

= EICH cronico clasico: cambios fibroéticos y cicatriciales en piel, higado, sistema
gastrointestinal, pulmon y ojos después de 100 dias de TPH.

= Sindrome de solapamiento : manifestaciones de la forma aguda y crénica solapa-
das, tras 100 dias del TPH 18,

2.4.4. Factores de riesgo

Aunque el desarrollo de EICH es a menudo impredecible e inevitable, hay determina-
dos factores modificables sobre los cuales podemos actuar para prevenir el EICH agudo .
Como los pacientes con EICH crénico han desarrollado casi en su totalidad EICH agudo
estos factores inciden en ambos grupos®. Las caracteristicas que predisponen por orden

de importancia son las siguientes?°2!:
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= Disparidad de HLA minor * %

= Mayor edad

= Sexo masculino

= Trasplante de individuo de sexo femenino a individuo de sexo masculino
= Trasplante de células de sangre periférica

= Mayor tiempo de régimen condicionante previo a TPH.

» Enfermedad de base

2.4.5. Fisiopatologia

La fisiopatologia de la enfermedad injerto contra huésped guarda un mecanismo
complejo. Es una enfermedad inmunolégica provocada por la interaccion entre el donante
y el receptor, mediante respuestas innatas y adaptativas donde cobran mayor importancia
los linfocitos T CD4+y CD8+ 7.

EICH agudo

La enfermedad injerto contra huésped aguda es una version exagerada de la respuesta
inmunitaria natural hacia antigenos desconocidos. El régimen condicionante previo al
trasplante constituye una estimulacion para los tejidos del receptor que promueven la
proliferacion de sefiales en el donante. Esta respuesta inflamatoria desorbitada se puede

dividir en varias fases?3.

Fase I: Efectos del régimen condicionante

El primer paso para el desarrollo de EICH se lleva a cabo antes del trasplante: el régimen
condicionante y la enfermedad de base provocardn la sobreexposiciéon de antigenos del
huésped con la posterior activacion de las células presentadoras de antigenos pertinente.
Esto explica por qué los pacientes con una leucemia severa o un régimen condicionante
mayor tienen més riesgo de presentar EICH?42%, Adems, el régimen condicionante altera

la mucosa gastrointestinal y aumenta los estimulos inflamatorios a este nivel haciendo

"Los antigenos leucocitarios humanos forman el complejo mayor de histocompatibilidad, sefia de
identidad de cualquiera de las células de un sujeto. El HLA se compone de unas proteinas basicas (HLA
mayor) y otra serie de proteinas menos caracteristicas del individuo (HLA minor) En la seleccion de donante
se busca compatibilidad de HLA mayor, pero es imposible conseguir compatibilidad 100 % de HLA minor.
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mads facil la presentacion de antigenos en el tejido, ya que las sefiales pro-inflamatorias en

los tejidos favorecen la proliferacién de células dendriticas en el huésped?S.

Fase II: Activacion de linfocitos T
La fase de activacion de los linfocitos T es la fase crucial para el desarrollo de la enfer-

medad y cursa de la siguiente manera?’:

Para el desarrollo de la EICH se requiere que las células inmunocompetentes del
injerto reconozcan proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad del huésped
no expresadas en el donante, siendo también importantes las discrepancias a nivel de
antigenos menores de histocompatibilidad (mHA) en caso de sujetos HLA idénticos.
Los mHA se definen como aloantigenos capaces de generar una respuesta linfocitaria T
entre sujetos HLA idénticos y son péptidos derivados de proteinas intracitoplasmaticas
polimorficas que pueden presentarse en la membrana celular asociados a moléculas HLA
de clase I 0 11?8, Una vez que el antigeno ha sido procesado y presentado por las células
dendriticas, la interaccién del complejo HLA-antigeno con el receptor TCR-CD3 conduce
a la activacion de seiiales intracitoplasmaéticas que finalmente provocan la activacion
linfocitaria.?®. Las citoquinas mds importantes en este proceso son la Interleuquina 1,
el TNF alfa (tumoral necrosis factor), INF gamma, Interleuquina 6, Interleuquina 21 e
Interleuquina 223. Este paso ha sido durante muchos afios la diana de la profilaxis del
EICH. Sin embargo, mds recientemente han cobrado importancia la via de Linfocitos T
reguladores-CD4 ayudados mediante la interleukina 23, El interferén gamma también
juega un papel muy importante, aumentando los receptores de citoquinas implicadas
y favoreciendo la presentacién de antigenos mediante la estimulacién de monocitos y
macrdéfagos. En contraposicion la interleuquina 10 y el TGF-b (transforming growth factor)
secretado por los linfocitos T reguladores podrian suprimir la presentacién de antigenos
disminuyendo la probabilidad de EICH agudo aunque podrian estar implicados en el

desarrollo de EICH crénicol”.

Fase III: Fase efectora

La fase efectora se basa en la liberacion de mediadores y proliferacion celular que
conllevan a inflamacién y destruccion de los tejidos. Las células que se implican mas
frecuentemente son los linfocitos T citot6xicos (CD8) y los Natural Killer (NK). Los media-
dores principales son el IFN gamma, Interleuquina 1, dcido nitrico y TNF alfa3!. El TNF
alfa puede ser producido por el donante y el receptor; induce la apoptosis en tejidos diana;

activa los linfocitos B, linfocitos T, macréfagos, neutréfilos y eosinoéfilos, estimulando
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a su vez otras citoquinas como la Inteleuquina 1, Interleuquina 6, Interleuquina 10 e

Interleuquina 1232

EICH croénico

La fisiopatologia del EICH crénico no estd claramente definida. La teoria més acepta-
da es el funcionamiento aberrante del sistema inmune en un organismo que ha sufrido
desajustes previos por EICH agudo, enfermedad de base y tratamientos concurrentes. La
inadecuada funcién timica que todo esto provoca, favorece la circulacion de linfocitos
autoreactivos que reaccionan contra los propios tejidos del huésped, de una forma similar
a las enfermedades autoinmunes. En el EICH crénico los mediadores liberados conducen
a un aumento de la expresion de fibroblastos llevando a la fibrosis y destruccion de los
tejidos33. Se ha observado una disminucién del EICH crénico en pacientes que han sido
sometidos a una deplecion de linfocitos T con farmacos como alentuzumab o globulina
antitimocitica. Estos pacientes comparten con los pacientes de enfermedades autoinmu-
nes la disminucién de células T reguladoras®. Las fases del proceso fisiopatolégico del

EICH se pueden resumir en la Figura 2.1:

Implicacién de linfocitos B

Se sospecha que la enfermedad injerto contra huésped crénica esté relacionada con el

equilibrio alterado de células B, sobre todo con el aumento de células B de memoria. El

ety | FASE 1:régimen
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Figura 2.1 Fisiopatologia enfermedad injerto contra huésped
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factor de activacion de sobreexpresion de células B (BAFF) al estar aumentado en el EICH
cronico, induce un aumento de células B autoreactivas, lo que es en si una enfermedad

autoinmune'”.

2.4.6. Clinica del EICH

Como los tejidos afectados son practicamente los mismo en el EICH agudo que en el
crénico, hemos desglosado la clinica segtin el 6rgano comprometido3?.

Piel

La piel es el principal tejido afectado en la enfermedad injerto contra huésped. El
81 % de pacientes con EICH agudo presentan afeccién cutdnea'’. En las formas agudas
podemos encontrar rash cutédneo y eritema, es caracteristico que las lesiones son muy
pruriginosas. En EICH crénico puede haber poiquilodermia, liquen plano, esclerodermia,

morfea y vitiligo.

Anejos cutaneos
Las principales afectaciones son:

» Unas: Se da de forma muy frecuente la afectacién ungueal como onicolisis, pteri-
gium unguis, pérdida de brillo y moteado difuso.

= Cuero cabelludo: Podemos encontrar alopecia (cicatricial y no cicatricial), pérdida
de brillo y de la cantidad del cabello.

Mucosa bucal
En la mucosa bucal se dan lesiones variadas como liquen plano, leucoplaquia, xerosis,

mucocele, atrofia de la mucosa, infiltraciéon por VHS, gingivitis y mucositis.

Mucosa genital
Las lesiones genitales son parecidas a las de la mucosa oral, se ven zonas de leucopla-

quia, liquen plano, lesiones cicatriciales en vulva y clitoris, etc...

Sistema gastrointestinal

El sistema gastrointestinal estd implicado debido al dafo tisular previo a trasplante en
la fase de régimen condicionante, a la medicacion a la que el sujeto es expuesto y a la
propia enfermedad injerto contra huésped en si misma'®. E1 54 % de los pacientes con
117

EICH aguda presentan alteracién gastrointestinal ‘. Podemos encontrar anillo esofagico,
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sindrome constitucional, malabsorcion, diarrea, vomitos, dolor abdominal, anorexia,
sangrado e ileo. El diagnoéstico diferencial incluye: toxicidad gastrointestinal inducida
por el régimen de acondicionamiento o infecciones viricas o bacterianas, por lo que es
necesario realizar estudios microbiolégicos seriados. Los hallazgos endoscépicos son
variables y a menudo inespecificos, desde la normalidad al edema y al despegamiento de
la mucosa; las lesiones pueden ser mas prominentes en el ciego, ileon y colon ascendente
pero pueden afectar también al estomago, duodeno y recto. La biopsia es obligatoria
para el establecer el diagnéstico definitivo de EICH digestiva. Una reciente propuesta
de clasificacion de la EICH permite discriminar pacientes con diferente probabilidad de
responder al tratamiento inicial con esteroides, lo que seria ttil para plantear estrategias
terapéuticas alternativas en pacientes con escasas probabilidades de respuesta. Pues
bien, que la afectacién del tubo digestivo se acompafie de sintomatologia “alta” (anorexia,
dispepsia, natiseas y vomitos, sin diarrea) o “baja”, es una de las variables que permite
discriminar estos grupos de riesgo, ya que la afectacion alta, mas frecuente, es también

menos severa y habitualmente la que mejor responde el tratamiento.

Higado

El higado se ve mds afectado en las fases cronicas del EICH, suele cursar con hepatitis
virales (mds frecuentemente por la inmunosupresién concomitante), obstruccién de la
via biliar y elevacién de la bilirrubina, fosfatasa alcalina y transaminasas>®. E1 51 % de
los pacientes con EICH tiene afectacién hepatica®’. El diagnéstico diferencial incluye:
enfermedad veno-oclusiva hepatica, infeccion (generalmente por virus), sepsis y toxicidad
por farmacos como Metotrexate (MTX), Ciclosporina-A (CSA) y Tacrolimus. Es infrecuente
el fallo hepético debido tinicamente a EICH aguday asf, la presencia de hipoalbuminemia
debe hacer sospechar afectacion del tubo digestivo o balance nitrogenado negativo més
que insuficiencia hepdtica. La biopsia solo serd necesaria en aquellos casos en los que no
haya manifestaciones de EICH en otros 6rganos aunque si ésta es necesaria, los cambios
histolégicos observados en los conductos biliares son caracteristicos.

Pulmén

1.38 demostraron la afectacién pulmonar en forma de bronquiolitis, vasculitis

Cooke et a
y neumonia aguda. La patologia pulmonar del EICH suele cursar con patrones restrictivos,

con su consecuente disminucién de FEV (volumen espirado en el primer segundo)

Sistema hematopoiético
Podemos encontrar linfopenia (<500/mL), eosinofilia (>500/mL), hipogammaglobuli-

nemia o trombocitopenia (<100.000/mL)
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ORGANO DIAGNOSTICO CARACTERISTICAS OTROS COMUNES
Poiquilodermi
L?I?;;lo ermia Hipo/Hiper pigmentacién Eritema
Piel .q Despigmentacién Ictiosis Rash
Liquen plano . L .
Cambios sudoracién Prurito
Morfea
Distrofia
icolisi
Ufia Onl(’ZO isis
Estrias
Pérdida ungueal
Cuero Cabelludo AloPema . Pelo fino
Lesiones papuloescamosas Canas precoces
. Xerostomia Gingivitis
Liquen plano .
. Mucocele Mucositis
Boca Esclerosis .
Hiperqueratosis Atrofia mucosa Eritema
perq Ulceras Dolor
. COII]Lln.tl.VIUS sicca Fotofobia
Ojos Queratitis puncttata L.
. - Blefaritis
Sensacion de cuerpo extraio
Liquen plan Erosiones
Genitales d p a 0. Fisuras
Estenosis vaginal -
Ulceras
Nauseas
Tracto GI Liquen ;?lano o Insuﬁ.aen(:la pancredtica V?mltos
Estenosis esofdgica exocrina Diarrea
Pérdida de peso
Hizad Aumento X2 Bilirrubina,
'gaco FA,GOT, GPT
B iolitis obli
.ronquu? itis obliterante BO diagnosticada por
Pulmones diagnosticada . p
L PFR o Radiologia
por biopsia
Fascitis Miositis Edema
Ap. Locomotor .. . N Calambres
Rigidez articular Polimiositis .
Artalgias
Trombocitopenia
Sistema Linfopenia
Hematopoyético Eosinofilia
TPI
Derrame pleura o pericardico
Ascitis
Otros Pf)lmeuropatla/ .
Sindrome nefrético
Miastenia Gravis
Arritmia
Tabla 2.1 Clinica de EICH crénico
Otros

Se han descrito otras afecciones que cursan en el entorno de un EICH como serositis,

miastenia gravis, raynaud, neruropatia periférica o glomerulonefritis.

Los sintomas propios de la afectacién crénica estdn representados claramente deter-

minados en la tabla 2.1.

2.4.7. Diagnéstico

La confirmacién del diagnéstico de EICH es histopatolégica y por tanto es obtenida

por biopsia tisular. Sin embargo, se puede hacer una aproximacion clinica segun el grado

de afectacion cutdnea, hepdtica a intestinal, tal y como se refleja en la tabla 2.2.
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ORGANO | GRADO 1 GRADO 2 GRADO 3 GRADO 4
) Rash Rash
Piel <25% SC 95-50% SC Rash >50% SC con bullas

Higado Bilirrubina 2-3 mg/dL | Bilirrubina 3.1-6 mg/dL | Bilirrubina 6.1-15 mg/dL | Bilirrubina >15 mg/dL
Diarrea >2000/dia o dolor
abdominal severo

Intestino | Diarrea >500 mL/dia Diarrea >1000 mL dia Diarrea >1500 mL/dia

Tabla 2.2 Estadiaje de EICH

GRADO TOTAL PIEL | HIGADO | INTESTINO | ECOG
ILeve 1-2 0 0 0

II Moderado 1-3 1 1 0-1

III Severo 2-3 2-4 2-3 2-3

IV Peligro de muerte | 2-4 2-4 2-4 3-4

Tabla 2.3 Gradacion global de enfermedad injerto contra huésped.

Asi mismo, es posible realizar un estadiaje en funcion de la gradacion de estos tres

organos afectados (ver tabla 2.3).

2.4.8. Profilaxis

Desde su introduccion en la década de los 80, la combinacion de ciclosporina (CsA) y
metotrexate(MTX) se ha convertido en la aproximacion estdndar y la més frecuentemente
utilizada para prevenir la enfermedad injerto contra huésped. Sin embargo, el avance en el
conocimiento de los mecanismos implicados en su desarrollo estd permitiendo el disefio
de farmacos que estan demostrando una eficacia notable, tanto desde el punto de vista
profilactico como terapéutico Teniendo en cuenta las distintas fases de la EICH, se pueden
disenar estrategias encaminadas a la prevencion (actuando fundamentalmente sobre las
fases I yII) o el tratamiento (manipulando las fases II y III) de la misma. Obviamente, el
factor mds importante para prevenir la EICH es la eleccion del donante més adecuado,
teniendo en cuenta el grado de compatibilidad HLA, la edad y el sexo del donante, entre
otros factores. En relacion con el primero de ellos, la compatibilidad HLA, numerosos
estudios han confirmado que, en el contexto del trasplante alogénico de donante no
emparentado, la identidad en 8 antigenos (o alelos) A, B, Cy DRB1 entre donante y recep-
tor permite alcanzar unos resultados clinicos similares a los del trasplante de donante
emparentado. Por cada disparidad en cada uno de estos 8 locus la supervivencia cae un
10%, si bien esta diferencia inicamente se produce en pacientes en fase precoz de la

enfermedad, mientras que en fases mds avanzadas las diferencias son menores. El estudio
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de 10 (incluyendo DQB1) o 12 locus (DPB1) podria ser de utilidad en aquellas situaciones

en las que existen varios donantes disponibles3%4°,

La combinaciéon de CsA/MTX constituye atn en la actualidad la pauta de profilaxis
estandar. Frente a ésta, se han comparado otras estrategias como tacrolimus/MTX que
permitio reducir el riesgo de EICH en trasplante de donante no emparentado sin impacto
significativo en la supervivencia y con un mayor riesgo de recaida en trasplante de donante
emparentado (en pacientes en fase avanzada de la enfermedad), la combinacién de
inhibidor de calcineurina (CNI), sea CsA o tacrolimus mds metotrexate, representa el “gold
standard” en la actualidad °.

La adicién de ATG (Anticuerpos Anti Tiroglobulina) a la profilaxis de EICH se ha eva-
luado en numerosos estudios prospectivos aleatorizados, llegando a la conclusién comin
a todos ellos que permite reducir de manera significativa el riesgo de EICH aguda y sobre
todo crénica y, por tanto, con un impacto favorable en la calidad de vida postrasplante,
pero sin incrementar la supervivencia a largo plazo e incluso con descenso de la misma

en algtin estudio en el contexto del trasplante de intensidad reducida®!.

2.4.9. Tratamiento

La terapéutica estandar de la enfermedad injerto contra huésped contintia siendo los
esteroides. En cuanto a la dosis, un estudio reciente ha comparado la dosis estdndar de
6-metil-prednisonola (2 mg/kg/dia) frente a dosis mds bajas, concluyendo que la eficacia
podria ser similar*2. Ademads del sistémico, el tratamiento tépico constituye una herra-
mienta clave para el control de la sintomatologia sin tener que recurrir al incremento de
tratamiento inmunosupresor; en este sentido, la beclometasoma dipropionato ha mostra-
do su eficacia en estudios prospectivos randomizados en combinacién con dosis bajas
de 6-metil-prednisolona, aumentando la tasa de respuestas e incluso la supervivencia a
un afo en pacientes con EICH agudo digestivo e incluso permite obtener un elevado por-
centaje de respuestas en ausencia de tratamiento sistémico con esteroides*344. Diversos
estudios han intentado, tanto en EICH agudo como crénico, asociar un segundo farmaco
inmunosupresor a los esteroides dentro de la primera linea de tratamiento con el fin de
incrementar la tasa de respuestas; desafortunadamente, todos ellos han fracasado. Esto
constituye un severo problema para los pacientes corticoresistentes '6.

También se ha empleado mofetil micofenolato (MMF), sirolimus, alemtuzumab, ATG,
pentostatina, etc... Algunas estrategias como daclizumab, infliximab u otros anticuerpos
monoclonales dirigidos frente a citocinas implicadas en el proceso inflamatorio se pro-

ponen como alternativas eficaces de segunda o tercera linea, habiéndose descrito tasas
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de respuesta muy elevadas (67-100%) si bien la supervivencia a medio plazo de estos

pacientes se ve seriamente afectada por el elevado riesgo de infecciones*°.

2.4.10. Pronostico

La supervivencia de los enfermos con EICH a 10 afios est4 entre un 4-71%.2. La calidad
de vida de estos pacientes se ve profundamente mermada, aunque harian falta estudios
que estadifiquen correctamente la morbilidad.

2.5. Enfermedad injerto contra huésped ocular

La afectacion ocular en la enfermedad injerto contra huésped es de entre 40-60 %,
aunque pueden aparecer complicaciones oftalmoldgicas sin llegar a tener criterio de
EICH ocular hasta en un 90%33. Principalmente se altera la superficie ocular mediante la
inflamacioén y la cicatrizacién de las glandulas lagrimales o los conductos de las glandulas
de Meibomio. La mayoria de los sintomas transcurren en el contexto de una EICH croni-
ca y constituyen un marcador de progresion sistémica del EICH, viéndose relacionado
los test de confortabilidad oftalmolégica (OSDI) con el indice de funcionalidad vital de
Karnofsky®*®. El compromiso ocular es por tanto un factor pronéstico de aumento de
mortalidad?’. Sin embargo, que la enfermedad injerto contra huésped sistémica se haya
evitado con terapia inmunosupresora no previene de las complicaciones oculares®. Los
cambios leves en la superficie ocular no comprometen generalmente la agudeza visual,
que de hecho es bastante estable a lo largo de la enfermedad, pero si influye en la calidad
de vida diaria por disminuir la calidad de la visién“®. Los cambios graves en la superfi-
cie ocular pueden llevar incluso a la amaurosis. Se consideran factores de riesgo para

desarrollo de EICH ocular la previa afectacién cutdnea o de la mucosa bucal*®,

2.5.1. Clinica del EICH ocular

Afectacion ocular en EICH agudo

La forma aguda suele cursar con alteracion inflamatoria a nivel conjuntival y corneal.
En esta fase de la enfermedad, normalmente, los sintomas oftalmolégicos tienen correla-
cién sistémica®?. Los tejidos corneales y conjuntivales son tejidos diana con caracteristicas

similares a los cutaneos.
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La queratoconjuntivitis sicca es la complicacion mas frecuente en la EICH aguda y
crénica yla afectacion corneal se atribuye a este sindrome de ojo seco®. Se ha determinado
una escala para graduar la afectacién conjuntival aguda y crénica®!:

Clasificacién para la conjuntivitis en la forma aguda

= 0: No hay.

1: Hiperemia.

2: Hiperemia con secrecion serosanguinea.

3: Conjuntivitis pseudomembranosa.

4: Conjuntivitis pseudomembranosa con cicatrizacién conjuntival.

Clasificacién para la conjuntivitis en la forma crénica
= 0: No hay.
= 1: Hiperemia conjuntival.
= 2: Cambios fibrovasculares en la conjuntiva palpebral con queratinizacion.

= 3: Cambios fibrovasculares en la conjuntiva palpebral que afectan entre un 25 y un

75% de la superficie.

= 4: Cambios fibrovasculares en la conjuntival palpebral que afectan a mas del 75%
de la superficie.

La conjuntivitis pseudomembranosa se ha descrito en un 12-17% de los pacientes
con EICH aguda y constituye un marcador de enfermedad sistémica asi como indica-
dor de mal pronéstico®>%3, Hasta un tercio de pacientes acompafan la conjuntivitis

pseudomembranosa de desepitelizacién corneal®3.

Afectacion ocular en EICH crénico

Aunque no hay un signo especifico de EICH ocular crénica, la queratoconjuntivitis
sicca se ha observado en 69-77% pacientes con EICH sistémica crénica, y aunque la
enfermedad general mejore, la mayoria no se recupera de la deficiencia acuosa®!. La
etiologia primaria de este ojo seco se debe a la fibrosis y destruccién de los conductos de

las glandulas lagrimales®*. Esto se ve acompafiado de la elevacién de fibroblastos CD4
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Figura 2.2 Ulcera neurotréfica en paciente con EICH ocular.

ademads de aumento de linfocitos®°. La cantidad de fibroblastos estd mds relacionada con
la clinica y es un dato caracteristico ya que no se encuentra en otro tipo de ojo seco como
la enfermedad de Sjogren®*. La etiologia secundaria del ojo seco se trata en el ojo seco
evaporativo por la disfuncion de glandulas de Meibomio con la consecuente disminucion

del tiempo de ruptura lagrimal>®

. Cuando el ojo seco se hace severo es posible observar
cambios corneales como queratitis puncttata, tilceras e incluso perforacién corneal®’.
Estas ulceras de complicado manejo requieren a veces tratamiento sistémico para su

curacién®® (ver Figura 2.2).

Ademads de la propia enfermedad, es necesario realizar un buen diagnéstico diferencial,
ya que la irradiacion total, la quimioterapia, la inmunosupresion y las infecciones pueden
alterar el flujo lagrimal y provocar ojo seco®>%. Por tanto, los sintomas maés frecuentes
estan asociados a los cambios en el polo anterior como irritacion, picor, sensacion de
cuerpo extrafio, dolor, enrojecimiento y visién borrosa®’. Los cambios cicatriciales y la
queratoconjuntivitis limbica superior son muy comunes y se pueden asociar a simblé-
faron, ectropion, entropion, atrofia de las glandulas de Meibomio y estenosis del punto
lagrimal (ver Figura 2.3).

Otras manifestaciones clinicas menos frecuentes son las siguientes:

= Cataratas: es una complicaciéon poco frecuente. Hay que hacer el diagnéstico di-
ferencial con el uso de corticoides tépicos y sistémicos. Aunque se ha descrito la

aparicion de cataratas independientemente a la terapia corticoidea®.
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Figura 2.3 Simbléfaron cicatricial en paciente con EICH ocular.

= Microangiopatia vascular: con la consecuente formacion de exudados algodonosos,

hemorragias y exudados lipidicos®!.

= Uveitis: por el ataque directo de los linfocitos del donante hacia los antigenos no
compatibles del huésped®?].

= Corioretinopatia serosa central: por alteraciéon vascular coroidea que promueve la
trasudacion.

= Edema del nervio 6ptico: es una patologia poco frecuente y habria que hacer un
diagnostico diferencial con los efectos secundarios por ciclosporina.

La clinica de EICH crénica puede aparecer en ausencia de ningun tipo de enfermedad
sistémica, por lo que hay que monitorizar a estos pacientes 3.

2.5.2. Diagnéstico

Agudeza visual

Aunque la agudeza visual no suele verse mermada en pacientes con EICH ocular, esta
puede verse alterada en diversos momentos por la afectaciéon de la superficie corneal.

Suele ser una pérdida de agudeza visual reversible .
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Biomicroscopia y funduscopia

Para poder detectar el estado de enfermedad injerto contra huésped ocular debemos
reunir una serie de signos y sintomas ya descritos que se apoyen en test diagndsticos
cuantitativos como el test de Schirmer. La biomicroscopia y el exdmen de fondo de ojo

exhaustivo deben ser llevadas a cabo en pacientes con sospecha de EICH.

Test de Schirmer

Es la prueba cldsica para el diagnéstico del ojo seco y la que sigue siendo més ttil en la
actualidad. El test de Schirmer es un método cuantitativo de estimacion de la secreciéon
glandular lagrimal. Sus diversas formas, asi como las distintas variantes introducidas para
la realizacion de este test, tratan de medir la produccién lagrimal tanto basal como refleja.

Se afecta sobre todo en casos de ojo seco acuodeficiente. Existen tres modalidades:

= Schirmer tipo I sin anestesia: Mide la secreciéon basal y refleja. Se considera normal

un valor >10 mm de la tira a los 5 minutos.

= Schirmer tipo I con anestesia: La prueba mide la secrecion basal incrementada por
el reflejo trigeminal naso-lacrimal. Se considera normal un valor >6 mm a los 5

minutos.

= Schirmer tipo II (con estimulacién nasal): Mide la secrecion basal y refleja maximas.
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 sidrome de Sjogren.

El test de Schirmer asociado a un sintoma caracteristico puede considerarse tan valido
como una biopsia para el diagnéstico de EICH '8, Asf, a nueva aparicién de queratocon-
juntivitis sicca acompafada de un test de Schirmer entre 6 a 10 mm o sintomas previos
acompafnados de un test de Schirmer menos de 5 mm asociados a clinica es criterio

diagnoéstico de EICH ocular.

Anatomia patolégica

La biopsia de rutina en los casos agudos no se considera necesaria. Los cambios
histolégicos son parecidos a los encontrados en piel, sistema gastrointestinal o higado:
disqueratosis con pérdida epitelial, exocitosis linfocitica, y necrosis de células epitelia-

les%. Una técnica a la biopsia de gran fiabilidad y sin necesidad de realizar maniobras
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invasivas es la citologia de impresion, mediante la cual se pueden alcanzar resultados con
técnicas de tincién e inmunohistoquimica. La citologia de impresion permite determinar
el grado de metaplasia escamosa de la superficie conjuntival. Fue utilizada por primera
vez por Egbert®®, siendo modificada posteriormente por otros autores de acuerdo con sus
necesidades. Hay varios criterios de graduacion de la metaplasia escamosa basados en
pardmetros morfolégicos omorfométricos®’.

Graeffes et al.%8 definieron la necesidad de tomar muestras para citologia e inmunihis-
toquimica, no tiinicamente de la conjuntiva bulbar sino también de la tarsal. Debido a la
dificultad de la técnica y a la poca significacién con respecto a los resultados obtenidos,
esto no se hace en la actualidad. La citologia de impresién conjuntival muestra grandes

ventajas:

= Permite evaluar la superficie ocular como tal en un mismo plano, por lo que es
posible hacer contajes celulares y hacerse una idea del conjunto, ver qué tipo de
células escasea o la dispersion de las mismas. Se obtiene una superficie lo bastante
extensa como para obtener células dendriticas y como para minimizar errores en

los contajes®¥"1.

= La conservacion de las células es muy buena, por lo que se convierte en la técnica

de eleccién para la mayoria de las evaluaciones de la superficie ocular’2.

» Es un método poco invasivo, no sangrante y no suele molestar. Puede realizarse en

nifos y en pacientes poco colaboradores "3, Resulta segura, barata y simple 4.
» No genera artefactos para su uso en inmunohistoquimica .

= Esuna técnica complementaria a la biopsia aunque no la sustituye, pero preferible
para el contaje de células caliciformes que se considera el mds importante para

evaluar la funcionalidad de la conjuntiva®.

= Existe una correlacion muy buena entre las muestras obtenidas mediante citologia

y las obtenidas por biopsia“”.

» Los cambios conjuntivales se dan previos a los clinicos por lo que la citologia es ttil

para el diagnéstico precoz ‘2.

En cuanto a los cambios anatomopatolégicos macroscépicos en la coérnea se puede
observar edema estromal, neovascularizacion e infiltrados inflamatorios. No se han des-
crito cambios endoteliales”?. El futuro del diagnéstico de la enfermedad injerto contra
huésped tanto ocular como sistémico serd la deteccién de marcadores especificos como

las interleuquinas asociadas.
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Figura 2.4 Tincion corneal con Fluoresceina, muestra queratitis punteada difusa.

Tinciones

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

Las tinciones mas usadas son el verde de lisamina y la fluoresceina, que tifien conjun-

tiva y cOrnea respectivamente.

Fluoresceina

Se fija a las membranas basales tifiendo las células epiteliales que presentan membra-
nas celulares danadas o abrasiones corneales. Por lo tanto sirve para observar defectos
epiteliales y dreas en las que las estructuras de unién intercelulares estan dafiadas® me-
diante la exploraciéon en lampara de hendidura bajo filtro cobalto (ver figura 2.4). El grado
de severidad de la tincion corneal puede ser evaluado mediante escala de Oxford (sera
expuesta mas tarde) que va desde el 0 al 5 mostrando de menos a mds intensidad de la
queratitis.

Rosa de Bengala y verde de lisamina

Muestran las zonas donde no existe epitelio corneal o conjuntival o estos estén alterado.
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Figura 2.5 Tinci6én con verde de Lisamina.

El rosa de Bengala, repelido por la mucina de la pelicula lagrimal, tifie las células degene-
radas, al igual que el verde lisamina, y las células viables, no afectadas por esa tincién. Se
utilizan para visualizar defectos mucinicos indistintamente ya que ambas presentan el
mismo patrén de tincién®!. El verde de lisamina es mejor tolerado, por lo que se emplea
mads a menudo (ver figura 2.5).

Para poder graduar correctamente la tincion corneal se usa la escala de Oxford (escala
Oxford Ocular Surface 2007) o la escala del NEI (National eye institute) %2,

Test de Ruptura de la lagrima: Break UptTime (BUT)

Se define como el intervalo de tiempo que transcurre entre un parpadeo y la primera
aparicion de un islote de desecacion en la superficie corneal. Es un test cualitativo y so-
metido a cierta subjetividad, sirve para hacer una aproximacién a la calidad de la pelicula
lagrimal, sin cuantificarla. Este test se ve alterado en el ojo seco de origen evaporativo, cu-
ya causa principal es la disfuncién de glandulas de Meibomio. El BUT normal se considera
mayor a 10 segundos, si este intervalo de tiempo es menor a los 10 segundos consideramos
que hay una alteracion de la estabilidad de la pelicula lagrimal. Recientemente Abelson
et al.®3 han propuesto reducir el nivel de corte a 5 segundos, aunque actualmente no se

disponen de datos que apoyen este cambio de criterio®!.
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Cuestionarios

A menudo los sintomas por afectacion de la superficie corneal son inespecificos y la
clinica se correlaciona poco con los signos observados por el oftalmoélogo. Los cuestio-
narios de calidad visual nos pueden acercar a un diagnostico mads preciso y conocer el
verdadero impacto de la enfermedad en la vida del paciente.

La evaluacion del impacto del EICH en la calidad de vida puede ser evaluada mediante
diversos cuestionarios. El més utilizado es el test de OSDI (Ocular Surface Index Test). Este
test muestra resultados numéricos elevados en pacientes con EICH crénica ocular. El test
de OSDI fue primriamente desarrollado para evaluar la progresion en la enfermedad de

)84 0 el

Sjogren. También se puede utilizar la escala de NIH (National institute of Health
VFQ-25 (Visual Function Questionnaire 25)8°. Estos cuestionarios revelan la verdadera
repercusion del EICH, ya que estos pacientes, aun con agudeza visual conservada, tienen
dificultad para el desarrollo de actividades cotidianas como leer, conducir, trabajar con

ordenador, etc®.

Test de Osmolaridad

La osmolaridad se ve aumentada en el sindrome de ojo seco. Se considera una osmo-

laridad aumentada si es >326mQOsm /18!

. La hiperosmolaridad de la ldgrima supone un
“estrés osmotico” a la superficie ocular que ocasiona inflamacién crénica, alteraciéon de
las células epiteliales y disminucion de células caliciformes, por lo que afecta la calidad de

187

la pelicula lagrimal®’. La medida de la osmolaridad lagrimal se correlaciona con la sinto-

matologia y gravedad del ojo seco y es una de las herramientas mds ttiles en diagnéstico,

aunque en la préctica clinica no se realiza de forma habitual®2.

Biomicroscopia confocal

En el estudio confocal de la cornea ha descrito un aumento de la tortuosidad y engro-
samiento de los nervios corneales, asi como disminucién del tamaino celular.

Tomografia corneal

El impacto de las alteraciones morfolégicas corneales en paciente con sindrome de
ojo seco debido a EICH no ha sido suficientemente estudiado a dia de hoy. Sin embargo,
numerosos estudios en pacientes con sequedad debido a artritis reumatoide o sindrome
de Sjogren, si muestran una alteracién paquimétrica con diminucién del grosor medio, el
groso del dpex y el punto mds fino detectados mediante cdmaras de Scheimpflug®®8. Los

valores paquimétricos del epitelio, la membrana de Bowman y la membrana de Descemet
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se han visto alterados de forma significativa en pacientes con queratoconjuntivitis sicca
de diferentes etiologias®°. El advenimiento del uso de médulos de superficie anterior
mediante tomografia de coherencia 6ptica podria suponer un avance en la caracterizacion

de estos pacientes.

1.91

Yoko Ogawa et al.”" definieron el diagnéstico de enfermedad injerto contra huésped

oftalmolégica basandose en cuatro pilares:

Test de Schirmer

Grado de Inyeccion conjuntival

Tincién corneal

Test de OSDI

2.5.3. Tratamiento

Ademas del tratamiento para erradicar la enfermedad injerto contra huésped de
base, es necesario actuar a nivel local para combatir los efectos 6rgano-especificos. No
ha sido demostrado que el hecho de aumentar el régimen inmunosupresor reduzca la
enfermedad ocular una vez que ésta ya ha aparecido, y ademds sélo serviria para reducir
la posibilidad de curacién de la enfermedad hematolégica en cuestion. Ademads, como
hemos comentado anteriormente, los sintomas oculares no tienen por qué estar siempre
relacionados con la afectacion sistémica. Sin embargo, el tratamiento especifico ocular no
debe ser demorado en cuanto tenemos la sospecha de EICH. Estudios retrospectivos del
instituto ocular de Massachusetts alegan que la causa del fracaso en el EICH ocular es casi
siempre el retraso en el inicio del tratamiento 2. Las opciones de tratamiento se basan en
cuatro principios bdsicos: Lubricacion, prevencién de la evaporacion lagrimal, reducir la

inflamacion y regenerar el epitelio.

Lubricacién y preservacion de la lagrima

Tanto en la enfermedad injerto contra huésped aguda como croénica, lo mas efectivo
es el uso de lubricantes artificiales sin fosfato para compensar el déficit lagrimal. Hay
diferentes tipos de lubricantes, algunos de composicién acuosa y otros de composicion
oleosa. No se ha visto una clara diferencia entre los diferentes tipos de lubricantes que
existen en el mercado®. Lo que si ha supuesto una diferencia relevante es el uso de

lubricantes sin conservantes??, asi como el empleo de agentes hipoosmolares%. Ademas,
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el uso de lagrimas artificiales promueve el aclarado de los mediadores inflamatorios de la
superficie ocular!.

La acetilcisteina al 5-10 % también puede ser Util para la queratitis filamentosa asociada
al ojo seco, acttia rompiendo las uniones disulftricas, disolviendo el moco M

Los secretagogos orales, como la pilocarpina, pueden promover el aumento lagrimal
pero la evidencia clinica de mejoria de los sintomas no ha sido demostrada, ademds
suponen un aumento de efectos secundarios en pacientes ya de por si muy sintomaticos
sitmaticamente.

La oclusion del punto lagrimal también ha resultado satisfactoria, se puede ocluir
el punto lagrimal de forma reversible con tapones de silicona o de forma definitiva con
cauterizacion térmica. La decisién de colocar o no tapones lagrimales se hace siempre en
funcion del test de Schirmer, ya que son recomendados en el ojo seco acuodefinciente y
no en el 0jo seco evaporativo. Ademads si se implantan en pacientes con disfuncién de las
glandulas de meibomio, deben extremarse las medidas de higiene palpebral. El uso de
tapones lagrimales disminuye la necesidad de lubricantes%. La caida espontdnea de los
tapones lagrimales es una complicacién poco frecuente en pacientes con EICH ocular,
ya que éstos normalmente presentan un elevado grado de fibrosis conjuntival. En caso
de caida repetida de tapdon lagrimal se puede optar por la cauterizaciéon termal del punto
lagrimal®”.

El suero autologo se usa desde la década de los 80 para el tratamiento del ojo seco.
El mecanismo de acciéon no es totalmente conocido, pero se sabe que sus componen-
tes estan implicados en la proliferacion, la migracion y la diferenciacion de las células
epiteliales de la superficie ocular. Tiene alta concentracion de factores de crecimiento
epitelial, fibronectina, vitamina A, factor trasformador de crecimiento de fibroblastos,
antiproteasas, anticolagenosas y factores neuronales como la sustancia P%8 También con-
tiene inmunoglobulinas como la igG, lisozima t otros factores que promueven su efecto
bactericida y bacteriostatico%.

Disminucién de la inflamacién.

La ciclosporina A tépica se ha utilizado para la enfermedad injerto contra huésped
ocular refractaria a tratamiento lubricante [Kiang 1998]. La cislosporina actiia inhibiendo
la proliferacién de células T y la produccion y liberacion de linfoquinas por parte de las
células T conjuntivales. También estd implicada en la reparacién de las células epiteliales
y el incremento en la densidad de células caliciformes!%. Es por tanto utilizada en el
tratamiento de ulceras corneales estériles y de casusa autoinmune sin que su uso pro-

mueva la aparicién de infecciones!%!. La posologia habitual es de dos veces al dia, sin
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embargo, se ha visto que el incremento de més de dos veces al dia puede mejorar los
sintomas, el grado de tincién y la secrecién basal'%2. El uso profil4ctico de ciclosporina
antes del trasplante también disminuye la inflamacion de la glandula lagrimal y favorece

la secrecion basal'%. Kim et al. 104

demostraron la eficacia del implante epiescleral de
ciclosporina A en conejos y observaron que podria tener consecuencias beneficiosas en el
futuro aplicadas al humano. La ciclosporina sistémica también puede usarse en caso de
gran afectacion.
Murphy et al proponen el uso de dcido retinoico en pacientes con EICH ocular '%°.
Las propiedades antiinflamatorias de los corticoesteroides topicos también estdn mas

que aprobadas en la enfermedad injerto contra huésped aguda. Kim et al. 1%

son grandes
defensores del uso de corticoides topicos asumiendo el mayor beneficio que riesgo de
los mismos. El uso de corticoides en la enfermedad crénica esté justificado en caso de
cambios cicatriciales %7, Los efectos secundarios son el aumento de presién intraocular y
la formacién de opacidad cristalina posterior, pero esto inicamente se observan cuando
la terapia es de larga evolucién. Los corticoides estdn contraindicados en caso de defectos
epiteliales, adelgazamiento estromal o infiltrados. La recomendacion actual se basa en
pautas cortas de corticoides y pautas prolongadas de ciclosporina A.

El uso de inhibidores de la Interleuquina 1(IL-1Ra) ha resultado beneficioso en los
estudios realizados con ratones'%8. La interleuquina 1 favorece la expresién de citoquinas
y la sintesis de metaloproteasas por parte de los queratocitos. Los niveles de interleuquina
1 estan directamente relacionados con el grado de tincién corneal'%. El uso off label de
IL-1Ra en pacientes con EICH crénica ocular estd demostrando resultados prometedores
en la calidad visual del paciente, lo cual se ve reflejado en el test de OSDI.

El Tacrolimus tiene un mecanismo de accién parecido a la ciclosporina A''? y una
mayor potencia inmunosupresora. El Tacrolimus sistémico tiene beneficios en caso de
enfermedad injerto contra huésped ocular avanzada, sobre todo para incrementar la

1111

produccién lagrimal***, sin embargo, no hay muchos estudios que justifiquen su uso

topico. Estd indicado el Tacrolimus en pacientes en los que otros inmunomoduladores

estén contraidicados o la enfermedad haya resultado refractaria a los mismos''2.

Regeneracion epitelial

El suero autdlogo ha sido utilizado, ademds de como lubricante, para promover la
regeneracion epitelial. Sus beneficios han sido demostrados en multitud de ensayos clini-
cos '3, Sus multiples componentes sirven como suplemento para lubrificacién y mejoran
la sensibilidad corneal. Yoon et al.''* estudiaron 12 pacientes con EICH ocular con ojo

seco severo y demostraron la gran utilidad del suero aut6logo con una mejora de signos
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y sintomas. La produccion de suero autologo debe hacerse en centros especializados y
de acuerdo a los posibles cambios sanguineos del paciente en cada momento, y siempre
evitando las infecciones.

Las lentes de contacto también constituyen una herramienta terapéutica en el ojo seco
moderado-severo. Las lentes blandas estabilizan la pelicula lagrimal y restauran la rege-
neraciéon normal de células epiteliales'!%. Las lentes esclerales !¢ y el PROSE (prosthetic
replacement of ocular surface ecosystem) pueden mejorar los sintomas y la visién en
pacientes con EICH ocular!!’. Las lentes permeables al gas esclerales mantienen una
capa fluida en contacto con la cérnea, lo que facilita la regeneracién celular. Se usan en
pacientes refractarios al tratamiento y se observa una gran mejoria visual con el test de
OSDI '8,

El uso de membrana amnidtica en pacientes con alteracion de la superficie corneal
también puede ser 1til para el manejo de la queratoconjuntivitis limbica superior y los
defectos epiteliales corneales en pacientes con EICH ocular!!®. La membrana amnié6-
tica favorece la migracion de células epiteliales, promueve la diferenciacion, refuerza
la adhesion y previene la apoptosis celular. Ademads contiene factores de crecimiento 'y
antifibroblasticos 2.

Los casos severos de pérdida e sustancia en la superficie ocular requieren cirugia.El

trasplante de células limbares'!®

y la queratoplastia penetrante o la DALK (Deep Anterior
Lamellar Keratoplasty) 12! son los procedimientos m4s utilizados, aunque la queratoplastia
tiene una menor tasa de éxito, ya que la misma sequedad ocular va a condicionar la mala
evaluacion postoperatoria.

El trasplante multicapas de membrana amnidtica supone también una alternativa

para la perforacién corneal 1?2,

Prevencion de la evaporacion lagrimal
La inestabilidad de la pelicula lagrimal con evaporacién de la misma en un tiempo
menor a 10 segundos es tipica de la disfuncién de glandulas de Meibomio. El uso de com-
presas calientes, lubricantes y antibi6ticos como la Eritromicina constituyen el manejo
esencial del cuadro. En casos severos se pueden pautar Tetraciclinas orales que, ade-
mas de por sus propiedades antibitticas, también tienen propiedades antiinflamatorias
bloqueando la actividad de la interleuquina 1123,
La inmunosupresion sistémica en pacientes que tienen un EICH exclusivamente
ocular no estd recomendada, ya que aumenta los efectos secundarios sin reportar gran
beneficio. Sin embargo, cuando disminuimos la dosis de inmunosupresores podemos

observar una recaida o empeoramiento del estado ocular. Solo en el caso en el que los
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sintomas y signos oftalmolégicos no puedan ser controlados con fadrmacos tépicos, se

recurrird al empleo de terapia sistémica.



CAPITULO 3

MATERIAL Y METODOS

3.1. Sujetos

3.1.1. Ambito de estudio

Pacientes con enfermedad hematolégica conocida tratados mediante trasplante de
precursores hematopoiéticos en el hospital regional de Mdalaga, provenientes de la provin-

cia de Mdlaga y Almeria, y las ciudades autobnomas de Ceuta y Melilla.

3.1.2. Sujetos de estudio

En esta tesis se incluyen varios grupos de pacientes, con diferentes caracteristicas, que

se han dividido del siguiente modo:

Grupo 1

27 sujetos, 54 ojos

Pacientes procedentes de la provincia de Malaga, Almeria y las ciudades autbnomas de
Ceuta y Melilla con enfermedad hematolégica conocida que fueron tratados mediante
TPH en el hospital regional de Malaga entre marzo de 2015 y diciembre de 2016. Los

pacientes fueron visitados antes del TPH y 100 dias después del mismo.

Grupo 2

14 sujetos, 28 ojos
Pacientes procedentes de la provincia de Malaga, Almeria y de las ciudades auténomas

de Ceuta y Melilla con enfermedad hematoldgica conocida que fueron tratados mediante
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TPH en el Hospital Regional y que desarrollaron enfermedad injerto contra huésped

cronica.

Grupo 3

20 sujetos, 40 ojos

Personas libres de enfermedad procedentes de la provincia de Mélaga sin enfermedad
hematolégica ni oftalmolégica conocida y de caracteristicas demogréficas similares a los
pacientes del grupo 2.

3.1.3. Seleccion de pacientes

Criterios de inclusion

Grupos1y?2

Enfermedad hematolédgica conocida

Ausencia de tratamiento quimioterdpico o radioterapico en el momento de estudio.

Realizacion de trasplante de precursores hematopoiéticos.

Mayores de edad, con edad comprendida entre 20 y 70 afios.

Ausencia de enfermedad ocular conocida.

Tratamiento y seguimiento en Hospital Regional de Malaga.

Grupo 3

= Ausencia de enfermedad hematolégica.
= Ausencia de enfermedad oftalmolégica.

= Mayores de edad entre 18 y 70 afos.

Criterios de exclusion
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Grupos1,2y3

3.2.

Menores de edad.
Embarazadas.

Cualquier otra enfermedad que pudiese alterar la superficie ocular.

Material

3.2.1. Material inventariable

Agudeza visual: Optotipo ETDRS CHART 2 (Zeiss Meditec AG, Germany).

Exdmen biomicroscépico: Limpara de hendidura Modelo 319900-9011 (Zeiss Me-

ditec AG, Germany).

Tomografia corneal: Mapas Topométricos Tomégrafo Pentacam Typ 70700 (Oculus,
E.E.U.U.).

Procesado y andlisis de muestras mediante inmunohistoquimica: Equipo de in-
munotincién automatizada Autostainer Plus (Dako, Glostrup, Denmark) y Micros-
copio BX41TF (Olympus, Tokyo).

3.2.2. Material fungible

Recogida de muestras: Filtro de acetato de celulosa Millipore tipo GVWB, de 0,22
micras de tamafo de poro (Merck, Germany); portaobjetos convencional sin recu-
brimiento con drea esmerilada para identificaciones de 76x26mm; acetona pura de
laboratorio; hemostetas convencionales estériles;colirio Oxibuprocaina clorhidrato

al 0.4 % (Llorens, Espana).

Procesado para microscopia 6ptica: Hematoxilina de Carazzi; 4cido periodico de
Schiff; agua sulfurosa; agua destilada; agua alcalinizada; xilol puRo; DPX (adhesivo
para montaje);etanol absoluto de 90°, 76° y 50°;Reactivo de Schiff;cubreobjetos de

vidrio

Procesado para inmunohistoquimica: Anticuerpo CD8 (clona C8/144B de Dako,
Glostrup, Denmark)
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» Test de Schirmer: Tiras estandarizadas de Schirmer de 35 mm (Alcon, 6201 South

Freeway, Texas, USA).

» Tinciones y BUT test: Colirio Fluoresceina, 1.7 mg de fluoresceina s6dica (Alcon
Pharma, Friburgo,Alemania)

3.2.3. Material bibliografico

Biblioteca y hemeroteca de los hospitales universitarios Virgen de la Victoria de
Malaga y Regional de Mdlaga.

Biblioteca y hemeroteca de la facultad de Medicina de Mdlaga.

Pubmed.

Andlisis estadistico de programacion en R, R Core Team (2016).

3.3. Metodologia

3.3.1. Diseiio experimental

El estudio se divide en tres ramas principales:

Rama 1

Comparacion entre Grupo 1(antes del TPH y Grupo 1 después del TPH) Estudio longitu-
dinal consecutivo de pacientes diagnosticados de enfemedad hematolégica que fueron
tratados mediante trasplante de precursores hematopoiéticos. Los pacientes fueron tra-
tados en el servicio de Hematologia del Hospital regional de Mdlaga y los pacientes
provenian de la provincia de Mdlaga, Almeria, Ceuta y Melilla. Todos los pacientes fueron
explorados antes del trasplante y después del trasplante una vez transcurridos 100 dias

desde el mismo. El total de pacientes incluidos fue de 26 (52 ojos).

Rama 2

Comparacion entre sujetos con EICH (Grupo 2) y personas sanas (Grupo 3) Estudio
transversal de casos y controles comparativo de pacientes con enfermedad injerto contra
huésped ocular activa versus personas sanas de caracteristicas demogréficas similares. El
grupo de casos fueron recogidos de pacientes en tratamiento y seguimiento por el servicio

de hematologia del Hospital regional de Mélaga con diagnoéstico de EICH activa. El total
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TIPO
VARIABLE DE VARIABLE VALOR
Agud C titati
gudeza Hantitaliva 4 052 logMaR
visual continua
Cuestionario Cuantitativa 0-100
0OSDI continua
Test C titati
es. uar} itativa 0-35 mm
Schirmer continua
Cuantitativa
BUT . v seg
continua
Linfocitos Categorica Si/no
CD8 dicotémica
C titati
Oxford ua'n rativa 0-5
ordinal
. , Cuantitativa .
Paquimetria . micras
continua
. Cuantitativa . ,
Queratometria . dioptrias
continua

Tabla 3.1 Variables analizadas

de casos explorados fue de 14 pacientes (28 ojos) y el total de controles de 20 personas (40
0j0s).

Rama 3

Comparacion entre sujetos tratados con TPH (Grupo 1) y sujetos con EICH (Grupo 2)
Estudio comparativo entre pacientes sometidos a trasplante alogénico de precursores
hematopiéticos que han desarrollado una enfermedad injerto contra huésped ocular (14
pacientes, 28 ojos) con respecto a los sometidos a TPH que no la han desarrollado (26

pacientes, 52 0jos).

Los pacientes fueron seleccionados mediante los criterios de inclusién y exclusion
previamente descritos. Todos los pacientes recibieron explicacién del estudio realizado y
firmaron el consentimiento informado que se anexa, sometiéndose voluntariamente a
las pruebas oftalmoldégicas practicadas. Se les realiz6 a todos los pacientes una historia
clinica general y oftalmolégica exhaustiva para analizar las caracteristicas de la superficie

ocular.

3.3.2. Variables analizadas

Las variables analizadas en el estudio se exponen en la tabla 3.1:
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Figura 3.1 Optotipo ETDRS

3.3.3. Exploraciones realizadas

Agudeza visual

@

Se realiz6 toma de agudeza visual de ambos ojos por separado utilizando el optotipo
ETDRS (Early Treatment Diabetic Retinopathy Study) CHART 2 en condiciones fotopicas

a 3.5 m de distancia de ambos ojos por separado. Los resultados se expresaron con los

numeros obtenidos de la fraccién resultante, con valores comprendidos entre 0y 1 (ver

figura 3.1).

Calidad visual mediante test estandarizado de OSDI

Se le realiz6 al paciente las preguntas del test de OSDI estandarizado. El test de OSDI

consta de 12 preguntas que analizan la presencia de sintomas y el impacto de la enferme-

dad en la funcion visual y en la vida diaria. Estos 12 items estdn graduados en una escala

de 0 a 4, correspondiendo 0 a “Nunca” y 4 a “Siempre”. El valor final del OSDI se calcula



3.3 Metodologia 37

¢HA TENIDD | SIEMPRE LA MAYOR | LA MITAD DEL | ALGUMAS NUNCA
DURANTE LA ULTIMA PARTE DEL | TIEMPO VECES

SEMANA ALGUNO DE TIEMPO

LOS SIGUIENTES?

Sensibilidod a lo luz 4 3 2 1 o
Sensacion de cuerpo | 4 3 2 1 a
extrafio

Dolor 4 3 2 1 a
Vision borrosa 4 3 2 1 a
Menos  wision que | 4 3 2 1 0
antes

Dificultad para leer 4 3 2 1 0
Dificultad para | 4 3 2 1 0
conducir de noche

Dificultad para | 4 3 2 1 0
trabajar con

ordenador

Dificultad para ver la | 4 3 2 1 Q
television

Molestios  con el | 4 3 2 1 a
viento

Molestios en | 4 3 2 1 o
ambiente seco

Molestios con  aire | 4 3 2 1 o
acondicionado

Figura 3.2 Test de OSDI

aplicando la siguiente ecuacion: OSDI = [(sumatorio de puntuaciones preguntas respon-
didas) x 100]/[(n° preguntas respondidas) x 4] De esta manera, la puntuaciéon del OSDI
se presenta en una escala de 0 a 100, donde valores elevados se correlacionan con una
mayor discapacidad (Figura 8). Los resultados del Test de OSDI se clasifican en normales
(valores <12), leves (valores entre 12 y 22), moderados (entre 22 y 50) y graves (valores>50)
(ver figura 3.2)

Exdmen del polo anterior mediante biomicroscopia

Se realiz6 un exdmen exhasutivo del polo anterior mediante biomicroscopia con lam-
para de hendidura (Zeiss), analizando caracteristicas de la cérnea, conjuntiva, parpados,

cédmara anterior, iris y cristalino.

Topografia corneal

Se le realiz6 a los pacientes una tomografia corneal mediante top6grafo Pentacam Typ
70700 (Oculus) en condiciones escotépicas. El modelo de andlisis utilizado es el mapa
Topométrico y se tienen en cuenta los valores de curvatura de la cara anterior (K1 y K2),
considerando patoldgicas curvaturas superiores a 48D, y valores de paquimetria central,
paquimetria del d4pex y paquimetria mas fina, considerando patolégicos valores menores

a 500 micras (ver figura 3.3).
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Figura 3.3 Mapa topométrico de Pentacam

Determinacion de secrecion lagrimal mediante test de Schirmer

Se deposit6 una tira estandarizada de celulosa (Alcon) de 35 mm sobre la conjuntiva
tarsal inferior en el canto externo del ojo. Se solicit6 al paciente que cerrara los ojos y se
esperaron 5 minutos. Durante la exploracion no debe haber luces fuertes ni corrientes de
aire.

Alos 5minutos se retir6 la tira y se anot6 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 %. Se realizo
el test de Schirmer sin anestésico, obteniendo por tanto la secrecién basal mds la secreciéon
refleja (ver figura 3.4). Se consideraron patolégicos valores inferiores a 10 mm.

Tincion corneal mediante escala de Oxford

Para la tincién corneal se instilé una gota de fluoresceina sédica al 2% (Fluoresceina,
1.7 mg de fluoresceina s6dica) en el fondo de saco conjuntival inferior.Tras2 minutos de
la instilacién se evalud el grado de tincién de la cérnea y de la conjuntiva con luz azul
cobalto. El grado de afectacion corneal se determina segtin una escala estandarizada o
escala de Oxford.

La escala de Oxford divide la afeccién gradada de menor a mayor gravedad que va
desde el 0 hasta el 5. (ver la figura 3.5).



3.3 Metodologia 39

Figura 3.4 Test de Schirmer

Determinacién de tiempo de ruptura de la pelicula lagrima: BUT test

Se realiz6 instilado una gota de fluoresceina sodica al 2% en el fondo de saco conjunti-
val inferior. Se esper6 hasta la eliminacién de exceso de colorante y se pidi6 al paciente
que parpadee y que tras ello dejara el ojo abierto. Mediante analisis de la superficie corneal
mediante ldmpara de hendidura con filtro azul cobalto se cont6 el tiempo que tard6 en
aparecer el primer islote de desecacion corneal o la primera irregularidad en la lagrima.
Este tiempo es el tiempo de ruptura de la pelicula lagrimal o Break Up Time (BUT). Se
consider6 un BUT patolégico cuando el tiempo transcurrido fue menor de 10 segundos.

Citologia de impresion conjuntival para procesado de muestras mediante inmunohis-

toquimica

La citologia de impresion de la superficie ocular se realiz6 con anestesia topica de la
coérnea y conjuntiva mediante instilacién de una gota de colirio anestésico, hidrocloruro
de tetracaina y oxibuprocaina (Colircusi Anestésico Doble, Alcon Cusi SA). A continua-
cién, con una pinza se tomo una tira de papel de filtro de acetato de celulosa (Millipore
HAWP304) y se deposito6 sobre la superficie ocular que deseemos estudiar, sobre la que se
comprimi6 suavemente durante unos segundos con la parte plana de la pinza, y se retiré
el papel de filtro, que arrastrard pegadas a él una o dos capas superficiales del epitelio
conjuntival. Se suelen realizar tomas de varias dreas, la mas adecuada es la superficie

temporal inferior de la conjuntiva bulbar expuesta (ver figura 3.6).
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Imagen A

Igual o menos que &n b imagen A. Grado 0

Imagen B

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

Imagen C

Mas que eb b imagen B, igual o0 manos que
an b imagen C. Grado 2

Imagen D

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

Imagen E

Mas que eb b imagen D, igual o0 menas gue
en b imagen E. Grado 4

Mas que ob b imagen E.Grado 5

Figura 3.5 Escala de Oxford

3.3.4. Procesado y andlisis de las muestras de citologia conjuntival pa-

ra inmunohistoquimica y deteccion de linfocitos CD8

El estudio inmunohistoquimico se realiz6 en el Dpto. de Anatomia Patolégica de la
Facultad de Medicina en la Universidad de Mdlaga, con la finalidad de identificar pre-
sencia de linfocitos CD8, utilizando el protocolo que describimos a continuacién. Antes
de la inmunotincion, las preparaciones celulares previamente fijadas fueron sometidas
a un proceso de desenmascaramiento antigénico en moédulo PT-LINK en buffer pH al-
to. El anticuerpo utilizado ha sido el CD8 (clona C8/144B de Dako, Glostrup, Denmark)

prediluido (listo para su uso), una glicoproteina transmembrana de 68 kDa de masa
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Figura 3.6 Proceso de toma de muestra mediante citologia de impresién

molecular. CD8 se expresa en forma de heterodimero unido por puentes disulfuro. Este
anticuerpo constituye una herramienta ttil para la identificacion de las células T citot6-
xicas/supresoras y sus homadlogas tumorales. La técnica inmunohistoquimica se llevo a
cabo en el equipo de inmunotincién automatizada Autostainer Plus (Dako, Glostrup, Den-
mark). En primer lugar, se realizé bloqueo de la peroxidasa enddgena (DAKO Peroxidase
Block), incubacién con anticuerpo primario, utilizando como método de visualizacién de
la reaccion antigeno-anticuerpo el sistema EnVision Flex (Dako, Glostrup, Denmark) con
diaminobencidina(DAB) como cromégeno, contratincion con hematoxilina y montaje
. Como control de calidad técnica, en cada grupo de preparaciones inmunotefiidas se
incluy6 una muestra de que expresa el anticuerpo utilizado y un control negativo, donde
el anticuerpo primario es sustituido por suero no inmune de la misma especie que el
anticuerpo primario.

Las muestras, una vez procesadas, fueron analizadas en el Departamento de Anatomia
Patolégica del Hospital Clinico Virgen de la Victoria de Mdlaga [Microscopio BX41TF
(Olympus)].

Se consideraron positivas a linfocitos CD8+ aquellas que contenian células alargadas
con nucleo prominente y coloracién de la membrana marrondcea propia de la inmuno-

tincién especifica utilizada ( ver las figuras 3.7 y 3.8).

3.3.5. Procesado de datos

Todos los datos fueron recogidos en un ordenador especifico del servicio de Oftalmo-
logia del Hospital Regional de Mélaga: PC Windows 10.
Los textos fueron procesados con el programa Microsoft Word 2007 y los datos archi-

vados en tablas con el programa Microsoft Excel 2005.
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Figura 3.8 Citologia conjuntival que muestra células epiteliales con infiltracién linfocitaria CD8
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El anélisis estadistico fue realizado mediante programacion en R usando para cada

rama de estudio las pruebas estadisticas adecuadas:

Analisis de variables cuantitativas continuas

= T-test: Permite analizar si las medias de dos grupos son estadisticamente diferentes.
Requiere normalidad en la distribucion.

= Test de Wilcoxon: Es una prueba no paramétrica para comparar el rango medio de
dos muestras relacionadas y determinar si existen diferencias entre ellas. Se usa
como alternativa a la prueba t de Student (t-test) cuando no se puede asegurar la

normalidad de las muestras.

Analisis de variables cualitativas

= Chi-cuadrado: En general, se usa para analizar la asociacion entre variables cualita-
tivas. Permite analizar si las medias de dos grupos son estadisticamente diferentes.
Requiere normalidad en la distribucion.

= Test de Fisher:Se usa cuando la muestra a estudiar es demasiado pequena (alguna
celda <5) no se cumplen las condiciones necesarias para la aplicacién del test Chi-

cuadrado.

3.3.6. Aspectos éticos

= Esta investigacion se ha realizado en condiciones de respeto a los derechos fun-
damentales de la persona y a los postulados éticos que afectan a la investigacion
biomédica con seres humanos, siguiéndose a estos efectos las recomendaciones

internacionales recogidas en la declaracién de Helsinki, y sus revisiones posteriores.

= Atendiendo a los criterios de buena préctica clinica, los sujetos fueron debidamente
informados de todos aquellos detalles concernientes a su participacion en el estudio

y dardn libremente su consentimiento por escrito.

= La informacién obtenida en el presente estudio es confidencial. Igualmente, se
respetard la confidencialidad de la identidad de los voluntarios cuando los datos

obtenidos en este estudio sean publicados.
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= El tratamiento de los datos de cardcter personal se ha realizado de acuerdo a la
normativa vigente el RD 223/2004 de 6 de Febrero y la Ley Orgdnica 15/1 999 de 13
de Diciembre sobre proteccion de datos de caracter personal.
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RESULTADOS

4.1. Estadistica descriptiva

4.1.1. Hallazgos encontrados en la superficie ocular mediante micros-
copia optica

Grupo 1 (Sujetos sometidos a TPH):
20 de los 26 pacientes del Grupo 1 presentaban sintomas de picor y sensacion de cuerpo
extrafo tras el TPH. Los resultados de los signos explorados mediante microscopia 6ptica

tras TPH fueron los siguientes:

Blefaritis: 7 pacientes.

Queratitis puncttata: 4 pacientes

Fibrosis del punto lagrimal: 2 pacientes

Cataratas: 2 pacientes (presentaban catarata antes del TPH y las caracteristica de la

misma no habian cambiado)

Grupo 2 (Sujetos con EICH ocular):
El 100 % de los pacientes presentaban sintomas de alteracion de la superficie ocular (mo-
lestias, dolor, sensacién de cuerpo extrafio, vision borrosa, lagrimeo, etc). Los resultados

de signos biomicroscopicos de los pacientes con EICH ocular fueron los siguientes:

= Conjuntivitis folicular: 7 pacientes.

= Blefaritis: 6 pacientes.
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Figura 4.1 Distribucién de ntimero de pacientes por grupos

Queratitis puncttata: 5 pacientes.

Fibrosis del punto lagrimal: 3 pacientes.

Ulcera corneal neurotréfica: 1 paciente.

Queratitis filamentosa: 2 pacientes.

Catarata: 3 pacientes.

Retinopatia Purtscher-like: 1 paciente

Grupo 3 (Sujetos del Grupo control):
Ningun paciente mostro signos de afectacion de la superficie ocular, salvo uno de ellos
que presentaba blefaritis leve.

4.1.2. Datos demograficos

Numero de pacientes:
El total de ojos estudiados fue de 120 pertenecientes a 60 pacientes: 26 pacientes del
grupo 1, 14 pacientes del grupo 2 y 20 pacientes del grupo 3 (ver figura 4.1).

Sexo:
El total de pacientes varones fue de 36 (18 del grupo 1, 8 en el grupo 2y 10 en el grupo
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3). El total de pacientes mujeres fue de 24 (8 en el grupo 1, 6 en el grupo 2 y 10 en el grupo

3)(ver figura 4.2).

Edad:

La media de edad de los pacientes estudiado fue de 49.6 (obteniendo una media de

edad de 47 en el grupo 1, 51 en el grupo 2 y 49 en el grupo 3) (ver figura 4.3 ).

52

51

50

49

47 -

46 -

45 1

Edad

B Grupo 1
N Grupo 2

W Grupo 3

Figura 4.3 Distribucién de edad por grupos
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Abandonos:

3 pacientes del Grupo 1 abandonaron el estudio antes de que trasncurrieran los 100
dias tras el TPH por fallecimiento, estos pacientes no han sido computados en nuestro
estudio.

4.1.3. Caracteristicas de las variables en cada subgrupo

Grupo 1: Pacientes Tratados mediante TPH, antes y después del mismo

a) Agudeza visual:

Los hallazgos en la agudeza visual antes y después del trasplante fueron los siguientes:

Antes del trasplante:

= Media: OD: 0.83 // OI: 0.86 logMar
= Rango: OD: [0-1] // OI: [0.3-1] logMar

= Desviacion tipica: OD: 0.09// OI: 0.06 logMar

Después del trasplante:

= Media: OD: 0.8 // OI: 0.81 logMar
= Rango: OD: [0-1] // OI: [0.5-1] logMar

= Desviacion tipica: OD: 0.08// OI: 0.1 logMar
b) Test de Schirmer:
Los datos resultantes en el test de Schirmer son los siguientes:
Antes del trasplante:
= Media: OD: 18 // OI: 21.15 mm

= Rango: OD: [5-30] // OI: [5-30] mm

= Desviacion tipica: OD: 5.61 // OI: 6.75 mm
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Después del trasplante:

» Media: OD: 17.46 // OI: 18.57 mm
= Rango: OD: [4-30] // OI: [5-30] mm

= Desviacion tipica: OD: 5.3 // OI: 0.06 6.78 mm

c) Test de OSDI:
Los datos correpondientes al test de OSDI se muestran a continuaciéon

Antes del trasplante:

= Media: 11.2 puntos
= Rango: [10.4-20.8] puntos

= Desviacion tipica: 0 puntos

Después del trasplante:

= Media: 16.9 puntos
= Rango: [10.4-52.1] puntos

= Desviacion tipica: 10.1 puntos

d) Escala de Oxford:
Con respecto a la escala de Oxford encontramos lo siguiente:

Antes del trasplante:

= Media: OD: 0.11 // OI: 0.2 puntos

= Rango: OD: [0-2] // OI: [0-2] puntos

= Desviacion tipica: OD: 0// OI: 0 puntos
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Después del trasplante:

= Media: OD: 0.46 // OI: 0.54 puntos
= Rango: OD: [0-3] // OI: [0-4] puntos

= Desviacion tipica: OD: 0.8 // OI: 0.9 puntos

e) BUT test:
En cuanto al BUT test los datos se muestran a continuacion:

Antes del trasplante:

= Media: OD: 13.68 // OI: 12.18 seg
= Rango: OD: [8-15] // OI: [9-16] seg

= Desviacion tipica: OD: 2.24 //0I: 2.10 seg

Después del trasplante:

= Media: OD: 8.26 //OI: 6.3 seg
= Rango: OD: [3-12] // OI: [3-14] seg

= Desviacion tipica: OD: 2.1 // OI: 1.8 seg

f) Paquimetria corneal central, del 4pex y punto mas fino :
Los datos de la paquimetria en el punto mads fino, en el 4pex corneal y en el centro son

los siguientes:

Central:
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Antes del trasplante:

= Media: OD: 572// OI: 574 micras
= Rango: OD: [507-630] // OI: [516-635] micras

= Desviacion tipica: OD: 31.61// OI: 28.7 micras

Después del trasplante:

» Media: OD: 565 // OI: 571 micras
= Rango: OD: [512-628] // OI: [510-655] micras

= Desviacion tipica: OD: 30.9// OI: 29.2 micras

Apex:

Antes del trasplante:

= Media: OD: 568 // OI: 561 micras
= Rango: OD; [477-656] // OI: [466-656] micras

= Desviacion tipica: OD: 32.55// OI: 27.03 micras

Después del trasplante:

» Media: OD: 570 // OI: 575 micras
= Rango: OD [476-656] // OI: [507-645] micras

= Desviacion tipica: OD: 31.9// OI: 28.1 micras

Punto mas fino:
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Antes del trasplante:

s Media: OD: 566 // OI: 561 micras
= Rango: OD: [470-620] // OI: [473-622] micras

= Desviacion tipica: OD: 31.6 // OI: 27.5 micras

Después del trasplante:

» Media: OD: 550 // OI: 555 micras
= Rango: OD: [478-615] // OI: [469-639] micras

= Desviacion tipica: OD: 30.9// OI: 27.4 micras

g) Queratometria corneal en la cara anterior :
En cuanto a los datos de curvatura corneal encontramos lo siguiente:
K1:

Antes del trasplante:

» Media: OD: 43 // OI: 42.8 D
= Rango: OD: [41.8-46.3] // OI: [39.7-44.5] D

= Desviacion tipica: OD: 1.9 // OI: 1.7 D

Después del trasplante:

» Media: OD: 42.8 // OI: 42.5D

= Rango: OD: [40.4- 45.8] // OI: [41.5-44.8] D

= Desviacion tipica: OD: 1.8 // OI: 1.7 D



4.1 Estadistica descriptiva 53

Antes del trasplante:

m Media: OD:43.8 // Ol: 44.1 D
= Rango: OD: [39.8-46.9] // OI: [40.6-45-4] D

= Desviacion tipica: OD: 2.02 // OI: 1.9

Después del trasplante:

» Media: OD: 44// OI: 43.7 D
= Rango: OD: [40.8-45.8]// OI: [40.6-46.2] D

= Desviacion tipica: OD: 1.8// OI: 1.7 D

h) Citologia de impresién conjuntival :
De los 10 pacientes del grupo 1 en los que se analiz6 la presencia de linfocitos CD8+
mediante IMQ, los resultados fueron los siguientes:
Antes del trasplante:0 muestras positivas para linfocitos CD8+.
Después del trasplante: 13 muestras positivas para linfocitos CD8+, 5 pacientes bila-
teral y 3 pacientes unilateral.

Los datos del Grupo 1 se representan en la tabla 4.1

Grupo 2: Pacientes con EICH Ocular

a) Agudeza visual:

Con respecto a los datos de agudeza visual en el Grupo EICH apreciamos:

= Media: OD: 0.77 // OI: 0.77 logMar
= Rango: OD: [0.05-1] // OI: [0.15-1]

= Desviacion tipica: OD: 0.22// OI: 0.31 logMar
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VARIABLE MEDIA VISITA1 | RANGO VISITA 1 | MEDIA VISITA 2 | RANGO VISITA 2
AV OD 0.83 [0-1] 0.8 [0-1]

AV OI 0.86 [0.3-1] 0.81 [0.5-1]

0SDI 11.2 [1.4-20.8] 16.9 [10.4-52.1]

SCHIRMER OD 18 [5-30] 15.45 [4-30]

SCHIRMER OI 18.15 [5-30] 15.57 [5-30]

OXFORD OD 0.11 [0-2] 0.46 [0-3]

OXFORD OI 0.2 [0-2] 0.54 [0-4]

BUT OD 13.68 [8-15] 8.26 (3-12]

BUT OI 12.18 [9-16] 6.3 [3-14]

PAQUIMETRIA

CENTRAL OD 572 [507-630] 565 [512-628]

PAQUIMETRIA

CENTRAL OI 574 [516-635] 571 [510-655]

PAQUIMETRIA

APEXOD 568 [477-656] 570 [476-656]

PAQUIMETRIA

APEX OI 561 [516-635] 575 [507-645]

PAQUIMETRIA

MAS FINA OD 566 [460-620] 550 [478-615]

PAQUIMETRIA

MAS FINA OI 561 [473-622] 555 [469-639]

K1 0D 43 [41.8-46.3] 42.8 [40.4-45.8]

K1 01 42.8 [39.7-44.5] 42.5 [41.5-44.8]

K2 OD 43.8 [39.8-46.9] 44 [40.8-45.8]

K2 OI 44.1 [40.6-45.4] 43.7 [40.6-46.2]

CD8 + OD (valor absoluto) | 0 7

CD8 + OI (valor absoluto) | 0 6

Tabla 4.1 Estadistica descriptiva de Grupo 1 antes y 100 dias después del TPH

b) Test de Schirmer:

En cuanto al test de Schirmer podemos observar los siguiente:

s Media: OD: 9.4 // OI: 8.64 mm

= Rango: OD: [5-25] // OI: [3-25] mm

= Desviacion tipica: OD: 5.7 // OI: 6.4 mm

c) Test de OSDI:

Los datos correpondientes al test de OSDI se muestran a continuacion

= Media: 47.1 puntos

= Rango: [20.8-62.5]

= Desviacion tipica: 18.19
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d) Escala de Oxford:
Con respecto a la escala de Oxford encontramos lo siguiente:

= Media: OD: 2 // OI: 2.07 puntos
= Rango: OD: [0-4] // OI: [0-4] puntos

= Desviacion tipica: OD: 1.3 // OI: 1.5 puntos

e) BUT test:

En cuanto al BUT test los datos se muestran a continuacion:
= Media: OD: 6 // OL: 5.7 seg
= Rango: OD: [3-8] // OI: [4-8] seg

= Desviacion tipica: OD: 1.6 // OI: 1.4 seg

f) Paquimetria corneal central, del 4pex y punto mas fino :
Los datos de la paquimetria en el punto mads fino, en el 4pex corneal y en el centro son
los siguientes:

Central:

» Media: OD: 575 // OI: 591 micras
= Rango: OD: [538-664]// OI: [529-677] micras

= Desviacion tipica: OD: 36.9// OI: 45.03 micras

Apex:

» Media: OD: 591 // OI: 589 micras
= Rango: OD: [539-665] // OI: [537-671] micras

= Desviacion tipica: OD: 35.7 // OI: 44.5 micras

Punto mas fino:
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s Media: OD: 575 // OI: 573 micras
= Rango: OD: [534-654] // OI: [516-653] micras

= Desviacion tipica: OD: 41.6 // OI: 36.7 micras

g) Queratometria corneal en la cara anterior :
En cuanto a los datos de curvatura corneal encontramos lo siguiente:
K1:

s Media: OD:42.1 // Ol:42.3D

= Rango: OD: [39.7-45.25] // OI: [39.1-44.6]

= Desviacion tipica: OD: 1.4// OI: 2.05 D

K2:

» Media: OD: 44 // OI: 439D
= Rango: OD: [41.8-46.25] // OI: 42.8-45.7] D

= Desviacion tipica: OD: 1.4// OI: 2.6 D

h) Citologia de impresién conjuntival :

Los resultados de la citologia conjuntival se muestran de la siguiente manera: De los 14
pacientes recogidos se obtuvieron 17 muestras positivas para linfocitos CD8. 8 pacientes
de forma bilateral y 1 unilateral.

Los datos del Grupo 2 se representan en la tabla 4.2

Grupo 3: Controles Sanos

a) Agudeza visual:
Con respecto a los datos de agudeza visual en el grupo control apreciamos:

= Media: OD: 0.95 // OI: 0.98 logMar
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VARIABLE MEDIA | RANGO
AV OD 0.77 [0.05-1]
AV OI 0.77 [0.15-1]
0OSDI 47.1 [20.8-62.5]
SCHIRMER OD 9.4 [5-25]
SCHIRMER OI 8.64 [3-25]
OXFORD OD 2 [0-4]
OXFORD OI 2.07 [0-4]

BUT OD 6 (3-8]

BUT OI 5.7 [4-8]
PAQUIMETRIA CENTRALOD | 575 [538-664]
PAQUIMETRIA CENTRALOI | 591 [529-677]
PAQUIMETRIA APEX OD 591 [539-665]
PAQUIMETRIA APEX OI 589 [537-671]
PAQUIMETRIA MAS FINA OD | 575 [534-654]
PAQUIMETRIA MAS FINAOI | 573 [516-653]
K1 0D 42.1 [39.6-45.25]
K1 OI 42.3 [39.1-44.6]
K2 OD 44 [41.8-46.25]
K2 01 43.9 [42.8-45.7]
CD8 + OD (valor absoluto) 9

CD8 + OI (valor absoluto) 8

Tabla 4.2 Representacién de datos descriptivos en Grupo 2

= Rango: OD: [0.7-1] // OI: [0.8-1] log Mar

= Desviacion tipica: OD: 0.26// OI: 0.18 logMar

b) Test de Schirmer:

En cuanto al test de Schirmer podemos observar los siguiente:
= Media: OD: 26.4 // OI: 25.8 mm
= Rango: OD: [15-35] // OI: 9-35] mm

= Desviacion tipica: OD: 8.16 // OI: 7.70 mm

c) Test de OSDI:
Los datos correpondientes al test de OSDI se muestran a continuaciéon

= Media: 10.4 puntos
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= Rango: [10.4-10.4] puntos

= Desviacion tipica: 8.45 puntos

d) Escala de Oxford:

Con respecto a la escala de Oxford encontramos lo siguiente:
= Media: OD: 0 // OI: 0 puntos
= Rango: OD: [0-0] OI // [0-0] puntos

= Desviacion tipica: OD: 0.65 // OI: 2.7 puntos

e) BUT test:
En cuanto al BUT test los datos se muestran a continuacion:

= Media: OD: 12.1 // 12.3 seg
= Rango: OD: [8-16] // OI: [10-17] seg

= Desviacion tipica: OD: 3.9 // OI: 4.2 seg

f) Paquimetria corneal central, del 4pex y punto mads fino :
Los datos de la paquimetria en el punto mds fino, en el 4pex corneal y en el centro son
los siguientes:

Central:

s Media: OD: 544.3 // OI: 550 micras
= Rango: OD: [490-590] // OI: [499-588] micras

= Desviacion tipica: OD: 43 // OI: 42.3 micras

Apex:

» Media: OD: 544 // OI: 553 micras

= Rango: OD: [487-586] // OI: [497-590] micras
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= Desviacion tipica: OD: 42.2 // OI: 45.3 micras

Punto mas fino:

= Media: OD: 538.4 // OI: 545.6 micras
= Rango: OD: [475-482] // OI: [480-481] micras

= Desviacion tipica: OD: 42.3 // OI: 46.9 micras

g) Queratometria corneal en la cara anterior :
En cuanto a los datos de curvatura corneal encontramos lo siguiente:
K1:

s Media: OD: 43.3 // OI: 43.01 D
= Rango: OD: [39.4-45.8] // OI: [39.4-45.8] D

= Desviacion tipica: OD: 1.3 // OI: 1.5 D

K2:

s Media: OD: 43.3 // OI: 43.16 D
= Rango: OD: [39.8-46.8] // OI: [40-46] D

= Desviacion tipica: OD: 1.58// OI: 1.8

h) Citologia de impresién conjuntival :
Todos los sujetos del grupo Control resultaron negativos para linfoncitos CD8 en con-

juntiva.

Los datos del Grupo 3 se representan en la tabla 4.3
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VARIABLE MEDIA | RANGO
AV OD 0.95 [0.7-1]

AV OI 0.98 [0.8-1]
0SDI 10.4 [10.4-10.4]
SCHIRMER OD 26.4 [15-35]
SCHIRMER OI 25.8 [9-35]
OXFORD OD 0 [0.0]
OXFORD OI 0 [0.0]

BUT OD 12.1 [8-16]
BUT OI 12.3 [10-17]
PAQUIMETRIA

CENTRAL OD 544.3 [490-590]
PAQUIMETRIA

CENTRAL OI 550 [499-588]
PAQUIMETRIA

APEXOD 544 [487-586]
PAQUIMETRIA

APEX OI 553 [497-590]
PAQUIMETRIA

MAS FINA OD 538.4 [475-482]
PAQUIMETRIA

MAS FINA OI 545.6 [480-481]
K1 OD 43.3 [39.4-45.5]
K1 OI 43.01 [39.4-45.8]
K2 0D 43.3 [39.8-46.8]
K2 OI 43.16 [40-46]

CD8 + OD (valor absoluto) | 0
CD8 + OI(valor absoluto) 0

Tabla 4.3 Representacién de datos descriptivos del Grupo 3

4.2. Anadlisis comparativos entre los diversos grupos

A continuaciéon hemos realizado un anadlisis comparativo entre los diferentes grupos.

Los resultados obtenidos fueron representados mediante diagrama de cajas:

La linea negra central corresponde a la mediana.

La caja es el rango intercuartilico (Q3-Q1) y corresponde al 50 % de la poblacién.

Las velas representan el 25 % inferior y el 25 % superior hasta completar el 100 %.

Si existen outliers se representan como circulos.

Las medias se representan numéricamente junto a la figura.
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4.2.1. Rama 1: Andlisis comparativo entre la visita 1 y 2 de pacientes

del Grupo 1

El andlisis compara la diferencia (media) de los datos recogidos para cada variable
entre la visita 1 (antes del trasplante) y la visita 2 (100 dias después del trasplante) en los
pacientes del Grupo 1.

Los resultados para cada una de las variables analizadas son los siguientes:

a) Agudeza visual :

Al analizar la agudeza visual previa y posterior al trasplante no se observaron cambios
estadisticamente significativos entre los dos grupos [OD: p=0.08 // OI: p=0.35] (ver figuras
4.4,4.5).

Ojo derecho:

= Media Grupo 1 Visita 2: 0.8
= Media Grupo 1 Visita 1:0.83
Ojo izquierdo:

= Media Grupo 1 Visita 1:0.86

= Media Grupo 1 Visita 2: 0.81
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Figura 4.4 Comparacién de AV OD mediante Test de Wilcoxon p= 0.08
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Figura 4.5 Comparacién de AV OI mediante Test de Wilcoxon p=0.35

b) Test de Schirmer :

Analizando los cambios en secrecion basal y refleja lagrimal en los pacientes antes y des-
pués del trasplante se comprobd que no existian cambios estadisticamente significativos
en las medias entre ambas visitas [OD p=0.5 // OI p=0.8] ( ver figuras 4.6, 4.7).

Ojo derecho:

= Media Grupo 1 Visita 1: 18

» Media Grupo 1 Visita 2: 15.46

Ojo izquierdo:

= Media Grupo 1 Visita 1: 18.15

» Media Grupo 1 Visita 2: 15.57
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Figura 4.7 Comparacién de test de Schirmer OI mediante Test de Wilcoxon p=0.8

c) Test de OSDI :

Con respecto a la evaluacion del cuestionario de calidad visual en los pacientes antes
y después del trasplante vemos que hay un aumento en la media del test de OSDI (peor
calidad visual) con significancia estadistica (p=0.003) mediante test de Wilcoxon ( ver
figura 4.8).

= Media Grupo 1 Visita 1: 11.2

= Media Grupo 1 Visita 2: 16.9
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Figura 4.8 Comparacion de test de OSDI mediante Test de Wilcoxon p=0.003.

d) Paquimetria corneal del centro, 4pex y punto mas fino mediante topografia:

En cuanto a los grosores corneales; las diferencias entre la visita previa y posterior al
trasplante no se demuestran cambios estadisticamente significativos mediante test t de
Student en la paquimetria media central[OD p=0.8 // OI p=0.7], paquimetria del &pex [OD
p=0.8// OI p=0.74]y paquimetria del punto mas fino [OD p=0.5 p=//0I p=0.8] ( ver figuras
4.9,4.10,4.11,4.12,4.13, 4.14).

Central:
Ojo derecho:

» Media Grupo 1 Visita 1:572

= Media Grupo 1 Visita 2: 565
Ojo izquierdo:
= Media Grupo 1 Visita 1:574

» Media Grupo 1 Visita 2: 571

Apex:

Ojo derecho:
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Figura 4.9 Comparacion entre paquimetrias centrales de OD mediante test T de Student p=0.8
= Media Grupo 1 Visita 1:568
= Media Grupo 1 Visita 2: 570
Ojo izquierdo:
= Media Grupo 1 Visita 1:561

= Media Grupo 1 Visita 2: 575

Punto mas fino:

Ojo derecho:

= Media Grupo 1 Visita 1:566

= Media Grupo 1 Visita 2: 550
Ojo izquierdo:

= Media Grupo 1 Visita 1:567

= Media Grupo 1 Visita 2: 555
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Figura 4.10 Comparacion entre paquimetrias centrales de Ol mediante test T de Student OI p=0.7
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Figura 4.11 Comparacién de paquimetrias en el 4pex de OD mediante T de Student p=0.8
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Figura 4.12 Comparacion entre paquimetrias del 4pex Ol mediante test T de Student p=0.74
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Figura 4.13 Comparacién de paquimetrias en punto mas fino de OD mediante test T de Student
OD p=0.5
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Figura 4.14 Comparacién de paquimetrias en punto més fino de Ol mediante test T de Student
OD p=0.8
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e) Queratometrias de la cara anterior corneal mediante Topografia :
K1:
Con respecto al cambio de K1 en pacientes analizados antes y después del trasplante
se vio que no hay una diferencia estadisticamente significativa en t de Student . [OD p=
0.44 // Ol p=0.89] ( ver figuras 4.15,4.16).

Ojo derecho:

» Media Grupo 1 Visita 1:43

= Media Grupo 1 Visita 2: 42.8
Ojo izquierdo:

= Media Grupo 1 Visita 1:42.8

= Media Grupo 1 Visita 2: 42.5
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Figura 4.15 Comparacién de K1 en OD mediante test T de Student p= 0.44

K2:

Con respecto al cambio en K2 en pacientes vistos antes y después del trasplante se vio
que no hay cambios en la queratometria media estadisticamente significativos K2 [OD
p=0.19 // OI p=0.91] ] ( ver figuras 4.17,4.18).

Ojo derecho:
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Figura 4.16 Comparacion de K1 en OI mediante test T de Student p=0.89
= Media Grupo 1 Visita 1:43.8
= Media Grupo 1 Visita 2: 44
Ojo izquierdo:
= Media Grupo 1 Visita 1:44.1

= Media Grupo 1 Visita 2: 43.7

K2.0D
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Figura 4.17 Comparacién entre K2 de OD mediante test T de Student p=0.19
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K2.0l
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Figura 4.18 Comparacion entre K2 Ol mediante test T de Student p=0.91

f) Escala de Oxford :

En cuanto al grado de tincion corneal diferencial entre los sujetos antes y después del
trasplante se vio que existe un incremento en el test de Oxford de los pacientes sometidos
a TPH, esta diferencia fue mas notable en OD que en OI, siendo ambos estadisticamente
significativos en el test de Wilcoxon [ OD p=0.01 // OI p=0.05] ( ver figuras 4.19,4.20).

Ojo derecho:

= Media Grupo 1 Visita 1: 0.11

= Media Grupo 1 Visita 2: 0.46

Ojo izquierdo:

» Media Grupo 1 Visita 1: 0.2

= Media Grupo 1 Visita 2: 0.54
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Figura 4.19 Comparacion entre escalas de Oxford de OD mediante Test de Wilcoxon p=0.01
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Figura 4.20 Comparacion entre escalas de Oxford de OI mediante Test de Wilcoxon p=0.05

g) BUT test:

Con el objetivo de analizar los cambios en la evaporacion lagrimal de los pacientes
antes y después del trasplante se conoci6é que habia una clara diferencia, observandose
una disminucién en la media de evaporacion lagrimal tanto en ojo derecho como en ojo
izquierdo y resultando ambas estadisticamente significativas en test de t Student [ OD p=
0// OI p=0.0003] (ver figuras 4.21, 4.22).

Ojo derecho:
= Media Grupo 1 Visita 1: 11.68
= Media Grupo 1 Visita 2: 8.26

Ojo izquierdo:
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Figura 4.21 Comparacién entre BUT test de OD mediante test T de Student p=0
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Figura 4.22 Comparacién entre BUT test de Ol mediante test T de Student p=0.0003

= Media Grupo 1 Visita 1: 11.18

= Media Grupo 1 Visita 2: 8.3

h) Cambios Inmunohistoquimicos :

En lo que atafie a la actividad inflamatoria en la superficie ocular, la deteccion de
pacientes con tincion positiva a CD8 en la visita 1 fue 0, mientras que la deteccién en
la visitan 2 fueron 13 muestras (5 bilaterales, 2 unilateral en OD y 1 unilateral en OI);

mediante el test de Fisher se observa una diferencia estadisticamente significativa entre el
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grupo antes y después del trasplante en ambos ojos [OD p=0.03// OI p= 0.01] (ver figuras

4.23,4.24).

Los datos de ambos ojos se representan en la tabla 4.4

PRESENCIA LINFOCITOS CD8 | ANTES TRASPLANTE | DESPUES TRASPLANTE
CD8 + OD 0 7
CD8+ 01 0 6

Tabla 4.4 Presencia de Linfocitos CD8+ antes y después del TPH
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Figura 4.23 Comparacion ente muestras conjuntivales de OD segtin presencia o ausencia de
linfocitos mediante Test de Fisher p=0.03

Los resultados se muestran representados en la tabla 4.5
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Figura 4.24 Comparacién entre muestras conjuntivales de OI segin presencia o ausencia de
linfocitos mediante test de Fisher p=0.01

MEDIA EN VISITA1 | MEDIA EN VISITA 2 - .
VARIABLE DE GRUPO 1 DE GRUPO 1 SIGNIFICACION ESTADISTICA
AVOD 1 1 0.08
AV O1 1 1 0.35
SCHIRMER OD 18 20 0.514
SCHIRMER OI 20 20 0.86
0OSDI 9 14 0.003
BUT OD 14 7 0
BUT OI 13 7 0.0003
OXFORD OD 0 0 0.01
OXFORD 01 0 1 0.05
PAQUI CENTRAL OD 560 560 0.87
PAQUI CENTRAL OI 560 560 0.70
PAQUIAPEX OD 580 570 0.81
PAQUI APEX OI 560 550 0.74
PAQUI FINA OD 560 560 0.56
PAQUI FINA O1I 650 560 0.89
K1 0D 429 42.5 0.44
K1 Ol 42.2 43 0.89
K2 0D 43.4 43.3 0.19
K2 01 44.1 43.7 0.85
CD8+ OD (valor absoluto) | 0 7 0.003
CD8+ OI(valor absoluto) 0 6 0.01

Tabla 4.5 Andlisis comparativo Rama 1
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4.2.2. Rama?2 : Andlisis comparativo entre sujetos con EICH ocular

(Grupo 2) y sujetos sanos (Grupo 3)

Este andlisis compara la diferencia de las medias de los datos recogidos para cada
variable entre la grupo 2 (pacientes con EICH ocular) y el grupo 3(grupo control).
Los resultados para cada una de las variables analizadas son los siguientes:

a) Agudeza visual :

Se han observado cambios estadisticamente significativos entra la AV en pacientes con
EICH (Grupo 2) con respecto a la poblacion sana (Grupo 3) para ambos ojos mediante
test de Wilcoxon [OD p=0.0001 // OI p=0.0001] ( ver figuras 4.25y 4.26 ).

Ojo derecho:

= Media Grupo 2:0.77
= Media Grupo 3: 0.95
Ojo izquierdo:

= Media Grupo 2:0.77

= Media Grupo 3:0.98

o ]
L | 1
(sa)
= o 38
ol
B e
- Mo
< =<
=
L5, S
o
220
| |
NO Sl

TRASFLANTE

Figura 4.25 Comparacion entre AV de OD mediante Test de Wilcoxon OD p=0.0001
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Figura 4.26 Comparacion entre AV OI mediante Test de Wilxcocon OD p=0.0001

b) Test de Schirmer :

Con respecto al test de Schirmer el valor medio en el grupo EICH fue considerablemente
menor que el grupo de personas sanas de forma estadisticamente significativa para ambos
ojos [OD p=0// OI p=0.0005] (ver figuras 4.27, 4.28).

Ojo derecho:

= Media Grupo 2:9.4

= Media Grupo 3: 26.4

Ojo izquierdo:

= Media Grupo 2: 8.64

= Media Grupo 3: 25.8
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Figura 4.27 Comparacion entre test de Schirmer de OD mediante Test de Wilcoxon p=0
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Figura 4.28 Comparacién de test de Schirmer OI mediante Test de Wilcoxon p=0.0005

c) Testde OSDI :

En el grupo EICH la media del test de OSDI fue de 47.1, mientras que en el grupo control
el 100 % de los casos presentaron un test de OSDI de 10.4, el valor minimo correspondiente
a buena calidad visual. Es decir, hay una diferencia estadisticamente significativa en la

medicion de dicho pardmetro intergrupos [p=0] ( ver figura 4.29).

= Media Grupo 2:47.1

= Media Grupo 3: 10.4
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Figura 4.29 Comparacion de test de OSDI mediante Test de Wilcoxon p=0.

d) Paquimetria corneal del centro, d4pex y punto mads fino mediante topografia:

No se han demostrado diferencias estadisticamente significativas en cuanto a los valores
paquimétricos de dpex [OD p=0.99 // OI p= 0.98], punto mds fino [ OD p=0.99 // OI
p=0.98]y centro corneal [ OD p=0.99// OI p= 0.99] (ver figuras 4.30, 4.31, 4.32, 4.33, 4.34,
4.35).

Central:

Ojo derecho:

= Media Grupo 2:575

= Media Grupo 3:544.3
Ojo izquierdo:
= Media Grupo 2:591

= Media Grupo 3: 550

Apex:

Ojo derecho:

= Media Grupo 2:591
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= Media Grupo 3:544
Ojo izquierdo:
= Media Grupo 2:589

= MMedia Grupo 3:553

Punto mas fino:

Ojo derecho:

= Media Grupo 2:575

= Media Grupo 3:538
Ojo izquierdo:
= Media Grupo 2:573

= Media Grupo 3:545.6
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Figura 4.30 Comparacién entre paquimetrias centrales de OD mediante test T de Student p=0.99
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Figura 4.31 Comparacion entre paquimetrias centrales de OI mediante test T de Student OI p=0.98
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Figura 4.32 Comparacion de paquimetrias en el 4pex de OD mediante T de Student p=0.99
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Figura 4.33 Comparacion entre paquimetrias del 4pex OI mediante test T de Student p=0.98
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Figura 4.34 Comparacion de paquimetrias en punto mds fino de OD mediante test T de Student

OD p=0.99
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Figura 4.35 Comparacion de paquimetrias en punto mds fino de OI mediante test T de Student

OD p=0.99
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e) Queratometrias de la cara anterior corneal mediante Topografia :

Con respecto al cambio de K1 y K2 en pacientes EICH no se observan diferencias
significativas desde el punto de vista estadistico tanto para K1 [ OD p=0.28 // OI p=0.14]
como para K2 [OD p=0.86 // OI p=0.88], los valores permanecen estables (ver figuras 4.36,
4.37,4.38,4.39).

K1:

Ojo derecho:

= Media Grupo 2:42.1

= Media Grupo 1 Visita 2: 42.8
Ojo izquierdo:

= Media Grupo 2: 42.3

= Media Grupo 3: 43.1
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Figura 4.36 Comparacion de K1 en OD mediante test T de Student p=0.28

K2:

Ojo derecho:

= Media Grupo 2:44
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Figura 4.37 Comparacién de K1 en OI mediante test T de Student p=0.14

= Media Grupo 3:43.3

Ojo izquierdo:

= Media Grupo 2:43.9

= Media Grupo 3:43.16
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Figura 4.38 Comparacion entre K2 de OD mediante test T de Student p=0.86
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Figura 4.39 Comparacion entre K2 Ol mediante test T de Student p=0.88

f) Escala de Oxford :

En cuanto al grado de tincién corneal diferencial la diferencia entre el grupo EICH y el
grupo control encontramos una gran diferencia significativa entre ellos para ambos ojos
[OD p=0// OI p=0] ( ver figuras 4.40,4.41).

Ojo derecho:

= Media Grupo 2:2

= Media Grupo 3:0
Ojo izquierdo:

= Media Grupo 2: 2.07

= Media Grupo 3: 0

g) BUT test:

Con el objetivo de analizar los cambios en la evaporacion lagrimal de los pacientes
EICH con respecto a control, se vio que el BUT medio en el grupo EICH fue notablemente
menor que el grupo control con significancia estadistica [OD p=0 // OI p= 0] ( ver figuras
4.42,4.43).

Ojo derecho:
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Figura 4.40 Comparacion entre escalas de Oxford de OD mediante Test de Wilcoxon p=0.
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Figura 4.41 Comparacién entre escalas de Oxford de Ol mediante Test de Wilcoxon p=0

= Media Grupo 2: 6

= Media Grupo 3:12.1
Ojo izquierdo:

= Media Grupo 2: 5.7

= Media Grupo 3: 12.3
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Figura 4.42 Comparacion entre BUT test de OD mediante test T de Student p=0
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Figura 4.43 Comparacién entre BUT test de Ol mediante test T de Student p=0

h) Cambios Inmunohistoquimicos :

En lo que atafie a la actividad inflamatoria en la superficie ocular, la deteccién de
Linfocitos CD8 en el grupo control fue 0, mientras que en pacientes EICH resultaron
17 muestras positivas (8 pacientes bilaterales y 1 paciente unilateral en ojo derecho). Si
encontramos significacion estadistica en la comparacién de esta variable mediante test
de Fisher en ambos ojos [OD p=0.00004// OI p=0.00017] (ver figuras 4.44,4.45 ). Los datos
de ambos ojos se representan en la tabla 4.6

Los resultados del andlisis comparativo se representan en la tabla 4.7:
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PRESENCIA LINFOCITOS CD8 | EICH OCULAR | CONTROLES
CD8+ EN OJO DERECHO 9 0
CD8+ EN 0JO IZQUIERDO 8 0

Tabla 4.6 Presencia de Linfocitos CD8 segtin EICH ocular
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Figura 4.44 Comparacién ente muestras conjuntivales de OD seglin presencia o ausencia de
linfocitos mediante Test de Fisher p=0.00004
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Figura 4.45 Comparaciéon entre muestras conjuntivales de OI segliin presencia o ausencia de
linfocitos mediante test de Fisher p=0.00017
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VARIABLE MEDIA EN GRUPO 2 | MEDIA EN GRUPO 3 | SIGNIFICACION ESTADISTICA
AVOD 0.77 0.95 0.0001
AV Ol 0.77 0.98 0.0001
SCHIRMER OD 9.4 26.4 0
SCHIRMER OI 8.64 25.8 0.0005
0SDI 47.1 10.4 0

BUT OD 6 12.1 0

BUT OI 5.7 12.3 0
OXFORD OD 2 0 0
OXFORD OI 2.07 0 0
PAQUI CENTRALOD | 575 544.3 0.99
PAQUI CENTRALOI | 591 550 0.99
PAQUI APEX OD 591 544 0.99
PAQUI APEX OI 589 553 0.98
PAQUI FINA OD 575 538 0.99
PAQUI FINA OI 573 545 0.98
K1 0D 42.1 43.3 0.28
K1 Ol 42.3 43.1 0.14
K2 OD 44 43.3 0.86
K2 01 43.9 43.16 0.88
CD8+ 0D 9 0 0.0005
CD8+ OI 8 0 0.0001

Tabla 4.7 Andlisis comparativo Rama 2
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4.2.3. Anadlisis comparativo entre pacientes con EICH ocular (Grupo 2)

y pacientes tratados mediante TPH sin EICH ocular (Grupo 1)

Este andlisis compara la diferencia de las medias de los datos recogidos para cada
variable entre la grupo 2 (pacientes con EICH ocular) y la segunda visita (post-trasplante)
del grupo 1.

Los resultados para cada una de las variables analizadas son los siguientes:

a) Agudeza visual :

No se encontraron diferencias significativas entre las Agudeza visual de los pacientes
sometidos a TPH con EICH y aquellos sometidos a TPH sin EICH [ OD p=0.11// OI p=0.07]
(ver figuras 4.46 y 4.47 ).

Ojo derecho:

» Media Grupo 1 Visita 2: 0.77
= Media Grupo 2:0.8

Ojo izquierdo:

» Media Grupo 1 Visita 2: 0.81

= Media Grupo 2: 0.77
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Figura 4.46 Comparacion entre AV de OD mediante Test de Wilcoxon OD p=0.11
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IDG vs AV.OI (Wilcoxon rank sum pvalue = 0.07486)
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Figura 4.47 Comparaci6n entre AV Ol mediante Test de Wilxcocon OD p=0.07

b) Test de Schirmer :

En el grupo EICH encontramos valores del test de Schirmer menores que en el grupo de
TPH sin EICH, resultando en ambos ojos similar y de forma estadisticamente significativa
[OD p=0.001// OI p=0.00015]( Ver figuras 4.48 4.49)

Ojo derecho:

= Media Grupo 1 Visita 2: 15.46

= Media Grupo 2:9.4

Ojo izquierdo:

= Media Grupo 1 Visita 2: 15.57

= Media Grupo 2: 8.64
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Figura 4.48 Comparacion entre test de Schirmer de OD mediante Test de Wilcoxon p=0.001
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Figura 4.49 Comparacién de test de Schirmer OI mediante Test de Wilcoxon p=0.00015

c) Test de OSDI :

Hemos observado una diferencia estadisticamente significativa que muestra mayor
nivel den el test de OSDI en los pacientes EICH que en los pacientes sometidos a TPH sin
EICH [p=0.00005] ( ver figura 4.50).

= Media Grupo 1 Visita 2: 16.9

= Media Grupo 2 Visita 1: 47.1

d) Paquimetria corneal del centro, 4pex y punto mas fino mediante topografia:

En cuanto a los niveles paquimétricos, no hemos encontrado diferencias estadistica-
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Figura 4.50 Comparacién de test de OSDI mediante Test de Wilcoxon p=0.00005

mente significativas en el 4pex [OD p=0.54// OI p=0.69], del centro [OD p=0.5 // Ol:p=
0.86 ]ni punto mas fino [OD p=0.69// OI p=0.58] entre ambos grupos (ver figuras 4.51,
4.52,4.53,4.54, 4.55, 4.56).

Central:
Ojo derecho:

= Media Grupo 1 Visita 2: 565

= Media Grupo 2: 575
Ojo izquierdo:
= Media Grupo 1 Visita 2: 571

= Media Grupo 2: 591

Apex:

Ojo derecho:
= Media Grupo 1 Visita 2: 570

= Media Grupo 2: 591
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Ojo izquierdo:
» Media Grupo 1 Visita 2: 575

= Media Grupo 2: 589

Punto mas fino:

Ojo derecho:

= Media Grupo 1 Visita 2: 550

= Media Grupo 2: 575

Ojo izquierdo:

= Media Grupo 1 Visita 2: 555

= Media Grupo 2: 573
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Figura 4.51 Comparacion entre paquimetrias centrales de OD mediante test T de Student p=0.5
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Figura 4.52 Comparacién entre paquimetrias centrales de OI mediante test T de Student OI p=0.86

650
I

550
|

PAQUIAPEX.OD

500
1

800
1

PAQUIAPEX O

550
|

Figura 4.54 Comparacion entre paquimetrias del 4pex OI mediante test T de Student p=0.78
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Figura 4.55 Comparacién de paquimetrias en punto mas fino de OD mediante test T de Student
OD p=0.69
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Figura 4.56 Comparacion de paquimetrias en punto mds fino de OI mediante test T de Student
OD p=0.58

e) Queratometrias de la cara anterior corneal mediante Topografia :
K1:

Con respecto a las queratometrias, no encontramos diferencias significativas en la K1
[OD p=0.7// OI p=0.08] ni K2 [OD p=0.73// OI p=0.33]de la cara anterior corneal entre el
grupo EICH y el grupo TPH sin EICH (ver figuras 4.57, 4.58, 4.59, 4.60).

KL:

Ojo derecho:
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= Media Grupo 1 Visita 2: 42.8
= Media Grupo 2: 42.1

Ojo izquierdo:

= Media Grupo 1 Visita 2: 42.5

= Media Grupo 2: 42.3

- 022
<
Q e
= _| i
o : 1
(]
O o | | |
- | . ]
N i
o i
; 3Teo
T :
& ) T
= 3Bo
| I
1 2

Figura 4.57 Comparacién de K1 en OD mediante test T de Student p=0.7
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Figura 4.58 Comparacion de K1 en OI mediante test T de Student p=0.08
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Ojo derecho:

= Media Grupo 1 Visita 2: 44

= MMedia Grupo 2: 44

Ojo izquierdo:

= Media Grupo 1 Visita 2: 43.7

» Media Grupo 1 Visita 2: 43.7

[~ i H
b 1 ' 1

. i
2 4 ) H

a ¥

Or":—

g = 7 H
[ T 5
T : [ S
S i
o '

-
I I
1 2

Figura 4.59 Comparacion entre K2 de OD mediante test T de Student p=0.73
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Figura 4.60 Comparacion entre K2 OI mediante test T de Student p=0.33

f) Escala de Oxford :

[ImTed

En cuanto al grado de tincién corneal diferencial la diferencia entre el grupo EICH y el

grupo TPH muestra significancia estadistica, con valores mds aumentados para el Grupo2

y rangos mayores en ojo derecho [OD p=0.0001// OI p=0.003](( ver figuras 4.61,4.62).

Ojo derecho:

= Media Grupo 1 Visita 2: 0.46

= MMedia Grupo 2: 2

Ojo izquierdo:

= Media Grupo 1 Visita 2: 0.54

= Media Grupo 2: 2.07



100 Resultados

-
H
0 - 03 L
-
o
-
d o~ - —
o H
- H
5 s
- -
L}
]
o_

Figura 4.61 Comparacion entre escalas de Oxford de OD mediante Test de Wilcoxon p=0.0001
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Figura 4.62 Comparacion entre escalas de Oxford de OI mediante Test de Wilcoxon p=0.003

g) BUT test:

Con el objetivo de analizar los cambios en la evaporacion lagrimal de los pacientes
EICH con respecto a TPH no EICH, se vio que el BUT medio en EICH es menor para ambos
ojos, con significancia estadistical OD p=0.0001// OI p=0.0001] ( ver figuras 4.63,4.64).

Ojo derecho:

= Media Grupo 1 Visita 2: 8.26
= Media Grupo 2: 6

Ojo izquierdo:

= Media Grupo 1 Visita 2: 6.3
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= Media Grupo 2: 5.7
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Figura 4.63 Comparacién entre BUT test de OD mediante test T de Student p=0.0001

T _ _—
. T ]
i ,
o
[— R
=
o @ - ——
5. T
o © - |
:
- - i :
, ;
i P— ——
1
(o' B I
- :
I I
1 2

Figura 4.64 Comparacién entre BUT test de OI mediante test T de Student p=0.0001
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PRESENCIA LINFOCITOS CD8 | EICH OCULAR | TRAS TPH SIN EICH OCULAR
CD8+ EN OD 9 7
CD8+ EN Ol 8 6

Tabla 4.8 Presencia de Linfocitos CD8+ en EICH y en TPH sin EICH.

h) Cambios Inmunohistoquimicos :

En cuanto a la actividad inflamatoria en la superficie ocular encontramos que en el
Grupo EICH hay 17 muestras conjuntivales positivas a CD8 (9 en OD y 8 en OI), mientras
que en el grupo sometido a TPH sin EICH tenemos 13 muestras positivas para CD8 (7 en
OD y 6 en OI). No encontramos diferencias estadisticamente significativas en el grupo
EICH con respecto al grupo sometido a TPH sin EICH, comprobado mediante test de
Fisher [OD p=1// OI p=1]( (ver figuras 4.65,4.66 ). Los datos de ambos 0jos se representan
en la tabla 4.8

LY

IDG

CD8.0D

Figura 4.65 Comparacién ente muestras conjuntivales de OD segtin presencia o ausencia de
linfocitos mediante Test de Fisher p=1

Los resultados del andlisis comparativo se resumen en la tabla 4.9:
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Figura 4.66 Comparacioén entre muestras conjuntivales de OI segun presencia o ausencia de
linfocitos mediante test de Fisher p=1

MEDIA EN VISITA 2 “ .
VARIABLE MEDIA EN GRUPO 2 DE GRUPO 1 SIGNIFICACION ESTADISTICA
AVOD 0.8 0.77 0.11
AV Ol 0.81 0.77 0.07
SCHIRMER OD 15.45 9.4 0.0001
SCHIRMER OI 15.57 8.64 0.00015
0SDI 16.9 47.1 0.0005
BUT OD 8.26 6 0.00019
BUT OI 6.3 5.7 0.014
OXFORD 0D 0.46 2 0.0004
OXFORD 01 0.54 2.07 0.0003
PAQUI CENTRAL OD | 565 575 0.5
PAQUI CENTRALOI | 571 591 0.86
PAQUIAPEX OD 570 591 0.54
PAQUI APEX OI 575 589 0.78
PAQUI FINA OD 550 575 0.69
PAQUI FINA OI 555 573 0.58
K1 OD 42.8 42.1 0.57
K1 OI 42.5 42.3 0.089
K2 OD 44 44 0.73
K2 OI 43.5 43.9 0.33
CD8+ OD 7 9 1
CD8+ 01 6 8 1

Tabla 4.9 Anélisis comparativo Rama 3
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CAPITULO D

DISCUSION

La enfermedad injerto contra huésped es la complicacion més frecuente (30-70 %) tras
un trasplante de precursores hematopoiéticos en pacientes con enfermedad hematol6gi-
ca.

Las complicaciones mds importantes se dan en la piel y mucosas; el sistema digestivo,
y el higado.

Podemos discernir entre EICH agudo y EICH crénico en funcién del momento de la
presentacion del cuadro y de los resultados histolégicos.

En el caso de la afectacion ocular, el trastorno se da entre un 40 y un 60 % de pacientes
con EICH sistémico (normalmente encuadrado en la forma crénica) y las manifestaciones
mas caracteristicas engloban la queratoconjuntivitis sicca, conjuntivitis pseudomembra-
nosa, ulceras corneales y disfuncion delas glandulas de Meibomio. Otras manifestaciones
mads graves y menos frecuentes son la cicatrizacién conjuntival y de la via lagrimal; tlcera
neurotrofica, e incluso perforacion corneal. La incidencia de EICH en el afio 2016 en nues-
tro centro ha sido del 23 % para la forma aguda y del 9% para la forma crénica. Respecto
al EICH ocular solo un 1% ha sido considerado como tal.

Nuestro estudio se basa en la caracterizacion de la superficie ocular en los pacientes
trasplantados de forma alogénica de precursores hamtopoiéticos, presenten o no una en-
fermedad injerto contra huésped, ya que los criterios de EICH ocular no estan claramente
definidos.

Hemos analizado 120 ojos entre los 3 grupos pertenecientes a pacientes vistos antes y
después (100 dias) de un TPH, pacientes con EICH ocular y personas de un grupo control.

Hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas en las siguientes variables:
= Test de OSDI (calidad visual).

» Test de Oxford (grado de queratitis).
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= BUT test (tiempo de evaporacion lagrimal).

= Presencia de linfocitos CD8+ en conjuntiva (actividad inflamatoria).

De estas variables: el Test de OSDI, la Escala de Oxford y BUT test se han visto mads
afectadas en el grupo de EICH ocular seguidas del Grupo sometidos a TPH sin EICH y
seguidas del Grupo Control.

La presencia de linfocitos se ve aumentada de forma similar en el Grupo EICH y en el
grupo sometido a TPH sin EICH. No se encuentran linfocitos en el grupo control

En el resto de variables analizadas: Agudeza visual, Paquimetria corneal, Queratome-
tria corneal y test de Schirmer no encontramos cambios estadisticamente significativos.

A continuacién, haremos una discusion desglosada de cada uno de los resultados
encontrados en nuestro estudio.

Con respecto al nimero de ojos analizados fue de 120 pertenecientes a 60 pacientes:
26 pacientes del grupo 1, 14 pacientes del grupo 2 y 20 pacientes del grupo 3. El factor que
determina la variabilidad numérica la da la diferencia de tipo de estudio de cada Rama.
La Rama 1 (que comprende a los pacientes del Grupo 1) es un estudio longitudinal, por
lo que engloba a todos los pacientes tratados mediante TPH en una determinada fecha
(entre Marzo de 2015 y Septiembre de 2016, desechando todos los pacientes no reclutables
y los fallecimientos), mientras que la Rama 2 se trata de un estudio de casos y controles
realizado en un momento determinado en el tiempo, por lo que engloba a los pacientes
con EICH ocular en el momento de seleccion y su control apareado.

En relacion al sexo, 36 eran varones (18 del grupo 1, 8 en el grupo 2 y 10 en el grupo
3) y 24 mujeres (8 en el grupo 1, 6 en el grupo 2 y 10 en el grupo 3). Esta diferencia en
el nimero de pacientes segtn sexo se explica por la mayor incidencia de enfermedad
hematolégica en hombres en nuestro pais: incidencia en hombres 21.7casos/100000hab
y en mujeres 16.17/100000 habitantes (Datos actualizados de 2016 en pagina de SEOM:
Sociedad Espafola de Oncologia Médica), por lo que tenemos en nuestra muestra un
mayor numero de varones que se someten a TPH y por tantos subsidiarios de padecer
EICH. Esta diferencia no se refleja en el Grupo 3 (Grupo Control) ya que se ha tratado
de obtener un grupo lo mas homogéneo posible con el mismo niimero de varones que
mujeres. Esto podria generar un sesgo de confusion en el Grupo 1, ya que la mayoria
de los sujetos son varones y no se ha tenido en cuenta para determinar si las variables
analizadas estan sujetas al sexo.

Con respecto a la edad,los pacientes de los 3 grupos tienen homogeneidad en la edad
media, siendo la media de edad de todos los pacientes estudiados de 49.6 (obteniendo
una media de edad de 47 en el grupo 1, 51 en el grupo 2 y 49 en el grupo 3), no habiendo

diferencias significativas entre los 3 grupos.
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De los pacientes estudiados, 3 fueron excluidos por fallecimiento antes de los 100 dias

transcurridos tras el TPH (pacientes del Grupo 1).

La agudeza visual se mantiene estable tras el TPH tal y como se describe resultados
descritos en la Rama 1. Los pacientes tratados mediante TPH mantienen las mismas
agudezas visuales antes y después del mismo, sin evidencia de cambio estadisticamente

significativo. Esto concuerda con los estudios realizados por Allan et al. %

que describen
que un 96 % de sus pacientes tratados mediante TPH (con EICH) mantenian una AV igual
a la que tenian antes , a pesar de los cambios en la superficie ocular como queratitis,
conjuntivitis pseudomembranosa y fibrosis. Los autores atribuian el cambio visual tinica-
mente a los pacientes que habian desarrollado cataratas durante el proceso. Sin embargo
en la Rama 2, encontramos un cambio estadisticamente significativo para la agudeza
visual de OD (ojo derecho) y de OI (Ojo izquierdo) en los pacientes con EICH ocular
manifiesto; no obstante, esto puede atribuirse al efecto de valores extremos de uno de los
pacientes que desarroll6 una retinopatia tipo Purtscher en el contexto de su enfermedad
Injerto contra Huésped, lo que incide disminuyendo significativamente la agudeza visual
media. En la Rama 3 no se observan diferencias en la agudeza visual estadisticamente
significativas. A partir de nuestro estudio, podriamos considerar que la Agudeza Visual no
es un parametro alterado tras el trasplante de precursores hematopoiéticos, presenten o
no una enfermedad injerto contra huésped.

En cuanto al test de Schirmer,nuestros resultados muestran una disminucion en los
valores de secrecién con diferencias significativas en la Rama 2 y 3 y no significativas en la
Rama 1. Es decir, el test de Schirmer se ve claramente disminuido en los pacientes con
EICH ocular pero no en los pacientes tratados mediante TPH que no presentan EICH
ocular. El Instituto nacional de salud defini6 la enfermedad injerto contra huésped ocular
como el valor de Schirmer<5mm asociado a clinica en al menos un érgano. Filipovich '3
considera que un test de Schirmer disminuido es un criterio de EICH ocular. Yoko Ogawa

et al.!

incluso defienden el uso de test de Schirmer en el diagnéstico precoz de EICH
cronico ocular y sistémico, alegando que los pacientes con test de Schirmer disminuido
debieran tener exploraciones continuas o recibir mayor dosis de inmunosupresores para
evitar el desarrollo de EICH. Sin embargo, y aunque claramente un Schirmer menor de
5 mm denota acuodeficiencia, creemos que es necesario la evaluacion simultanea de
otros pardmetros oculares para el diagnoéstico de EICH por la alta tasa de falsos positivos
y negativos que puede dar esta prueba (uso de anestésico, variabilidad de secrecion
refleja, etc). Asi como seria necesario revisar los criterios diagnésticos de EICH ocular.
Nosotros hemos comprobado que por el mero hecho de tratarse mediante TPH no hay

una diferencia estadisticamente significativa en el test de Schirmer, diferencia que si
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es observada en el EICH ocular diagnosticado; asi que a tenor de nuestros resultados
no lo consideramos como un rasgo preclinico de EICH sino como diagnéstico de EICH

clinicamente manifiesto.

En relacion al test de OSDI,en nuestro estudio podemos observar una diferencia esta-
disticamente significativa en las 3 ramas de trabajo, siendo las diferencias més notables
para la Rama 2 seguidas de la Rama 3. Esto representa que el factor de haber sido tratado
TPH genera una disminucion de la calidad visual, la cual a su vez es menor cuando ademas
se desarrolla una enfermedad injerto contra huésped ocular. Yoko Ogawa®! definié un
consenso diagnoéstico basado en test de OSDI, test de Schirmer, grado de tincién corneal y
grado de inyeccién conjuntival. Segtin nuestros resultados podemos decir que mientras
los cambios en el test de Schirmer, la tincién corneal e inyeccion conjuntival se detectan
en EICH ocular establecido, el test de OSDI se utiliza para diagndstico precoz. Ademas el
hecho de que en el Grupo 2 obtengamos valores para OSDI mayores indica la correlacion

de la severidad clinica con la calidad visual. Nassar®

en sus publicaciones relacionaba
la afectacion del OSDI con el pronéstico sistémico, en el sentido de que los pacientes
sin EICH pero con afectacion en test de OSDI pudieran tener un peor prondstico vital
si tenemos en cuenta sus resultados. Seria interesante realizar en posteriores estudios
una comparacion entre los resultados en test de OSDI y el indice de calidad vital de
Karnofsky (indice que valora la capacidad de enfermos oncolégicos de realizar tareas
de la vida cotidiana). En muchas ocasiones existe una disociacion entre la exploracion
y la sintomatologia, es ahi donde debemos usar cuestionarios de calidad visual como el
que nosotros empleamos para dirigir nuestra actitud terapéutica. Hasanain !’ describe el
incremento de valores de OSDI en EICH ocular, sin embargo no diferencia entre poblaciéon
sanay sujetos tratados mediante TPH sin EICH; nuestro estudio concluye que el test de
OSDI puede verse alterado a nivel subclinico, pudiendo usarse como herramienta de
screening, estableciendo un valor determinado de OSDI que precise estrecha vigilancia

oftalmolégica o un mayor régimen inmunosupresor.

Con respecto al test de ruptura de la pelicula lagrimal, hemos encontrado una dismi-
nucién estadisticamente significativa en las 3 ramas de trabajo; siendo la mayor diferencia
en la Rama 2. Estos resultados estadisticos concuerdan totalmente con nuestra presunta
hipoétesis, ya que observamos que, aunque la evaporacion lagrimal se ve afectada tras el
TPH, esta repercusion es mayor en el grupo de pacientes trasplantados sin EICH ocular

(Grupo 1) que en los pacientes que si presentan EICH ocular. Wang Ogawa et al.>®

sugieren
que en la enfermedad injerto contra huésped ocular existe una disfuncién de glandulas de
Meibomio, aunque no aportan datos sobre la disminucion del BUT test, probablemente

porque aun siendo éste un test cuantitativo, la subjetividad del mismo hace que se trate
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como un test cualitativo y no se objetiven correctamente las mediciones. Nosotros pode-
mos concluir que el BUT test se ve disminuido en los pacientes tratados mediante TPH,
cursen o no con un EICH ocular. Podemos decir que el BUT test se considera un hallazgo
preclinico en el EICH ocular que complementando con el test de OSDI podria servir como

screening para iniciar un tratamiento preventivo sobre la superficie ocular.

En relacién a la Escala de Oxford,Nassar®

considera que el grado de queratitis punct-
tata deberia ser evaluado mediante test de Oxford y relacionado con el test de Schirmer
para asi establecer el diagnéstico de EICH si ademas el paciente tiene clinica en cualquier
otro 6rgano. Asi, los criterios clinicos de Jack®!para clasificar el EICH ocular agudo y
cronico se verian obsoletos, ya que estos no tienen en cuenta la afectacién corneal sino
simplemente la conjuntival. Xihui3define la necesidad de monitorizacién del grado de
queratitis de estos pacientes, ya que un grado de Escala de Oxford mayor supone un
riesgo de complicaciones corneales severas como ulceras y perforacion corneal asi como
un riesgo de empeoramiento vital. En nuestro estudio hemos observado que el test de
Oxford se ve aumentado de forma estadisticamente significativa en las 3 Ramas, siendo
mayor en la Rama2, después en la Rama 3. Esto quiere decir que efectivamente, tal y
como habiamos supuesto, la escala de Oxford muestra mayor afectacion en los pacientes
trasplantados y sobre todo en el grupo de pacientes que ya ha desarrollado EICH ocular.
Esto puede servirnos para monitorizar la severidad de EICH crénico y definir la necesidad
terapéutica con lubricacion, corticoides o inmunosupresores segun el grado en la Escala
de Oxford, asi como valorar el grado de respuesta al tratamiento segiin la mejoria, ya que
la escala de Oxford es menos subjetiva que el BUT (para el examinador) y que la escala de
OSDI (para el paciente). El rango de los valores es mayor en el Grupo 2, ya que dentro de
los pacientes con EICH ocular, el grado de severidad de la queratitis entre los diferentes
pacientes era muy dispar. Hemos observado que tanto en la poblacién sana como en
pacientes hematolégicos antes del trasplante, es raro encontrar queratitis, sin embargo
casi todos los pacientes después del trasplante la presentaban.

Con respecto a la evaluacion de los grosores corneales,la hipotesis de encontrar una
cornea mas adelgazada en el punto central, 4pex y punto mds fino se basa en la teoria de
la remodelacién morfolégica corneal en pacientes con sequedad ocular avanzada como

es el caso de nuestra poblacién de estudio. Gunes et al. 38

evaluaron el grosor corneal en
pacientes con 0jo seco por artritis reumatoide, demostrando que el grosor central, grosor
del 4pex, grosor maés fino y en los 4 puntos cardinales dentro de los 3mm centrales era
mads fino que en una poblacién sana. Esta teoria fue apoyada también por Cingu et al.®.
Sin embargo no correlacionaron estos valores con datos de Schirmer, BUT, OSDI y Oxford

y, mds que debido a la sequedad ocular, esta disminucion de espesor corneal podria
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estar atribuida a la artritis reumatoide y la modificacién del coldgeno corneal en esta
enfermedad. Meyer® si estudié6 el grosor corneal por tomografia en el ojo seco aislado,
concluyendo que todas las capas corneales se veian reducidas en grosor con respecto
a la poblaciéon sana. En nuestro estudio hemos observado que los resultados de grosor
corneal central, del 4pex y en el punto mads fino no son estadisticamente significativos en
ninguna de las tres ramas, por lo que no podemos afirmar que haya modificaciones en la

paquimetria en el ojo seco debido a enfermedad injerto contra huésped.

Resultados similares hemos obtenido al comparar las queratometrias en la Rama 1,2
y 3, ya que nuestros resultados no han sido no estadisticamente significativos. Podemos
afirmar que no hemos encontrado alteraciones en la curvatura de la cérnea anterior en
pacientes tratados mediante TPH ni en pacientes EICH, permaneciendo las medias de

curvatura dentro de los rangos de normalidad.

En relacion a la deteccion de linfocitos CD8 en conjuntiva mediante inmunohisto-
quimica; los resultados muestran que en la Rama 1, las muestras conjuntivales de 10
pacientes (20 muestras) fueron analizadas antes y después del trasplante; observando
que en 13 de las muestras analizadas se detectaban linfocitos CD8 en conjuntiva, como
sefnalizador de respuesta inflamatoria subclinica (5 pacientes de forma bilateral y 3 de
forma unilateral). En la Rama 2 observamos que de los 14 pacientes EICH, 17 muestras
presentan linfocitos CD8+ (8 pacientes de forma bilateral y 1 unilateral) en conjuntiva
frente al 0% de los controles. En la Rama 3 podemos observar que en ambos grupos (TPH
sin EICH y TPH con EICH) encontramos linfocitos CD8, siendo el nimero de pacientes
con muestra positiva mayor en el grupo 2, por tener una actividad inflamatoria mayor.
Al realizar el test de Fisher encontramos diferencias estadisticamente significativas en la
Rama 1y 2. Este hallazgo podria sugerir que independientemetente a la presentacién de
EICH ocular, los pacientes presentan linfocitos CD8 + en la citologia de impresion por el
hecho de haber sido tratados mediante TPH y no encontramos diferencias por presentar
clinica de la enfermedad. Esto podria servir como elemento screening de EICH ocular.
Hasanain !’ describi la fisiopatologia de la enfermedad injerto contra huésped aguda,
sin embargo, en el caso de la fase cronica (asociada a enfermedad ocular) el mecanis-
mo no esté claro. Nassar®sugiere que la deplecién de linfocitos reguladores puede estar
implicada, mientras que en las publicaciones de Hasanain-Amparo [Hasanain-Amparo]
abogan mdés por un mecanismo similar a enfermedades autoinmunes cldsicas como en
sindrome de Sjogren donde el problema es un mayor ntmero de linfocitos T activados
que provocan una cascada de marcadores inductores de fibrosis tisular. Eberwein '**habia
descrito la presencia de linfocitos CD8+ en sujetos trasplantados que tenian enfermedad

ocular activa, sin embargo no hay evidencia en la literatura de linfocitos CD8+ tras TPH
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en asintomaticos. Nosotros, apoyados en las sugerencias de Eberwein >4 hemos querido
demostrar la presencia de linfocitos T CD8+ en los pacientes trasplantados de precurso-
res hematopoiéticos como marcador precoz de la respuesta inflamatoria, antes de que
aparezcan los sintomas, tanto oculares como sistémicos. Dentro de nuestras limitaciones
tenemos que asumir que, ademads de que la muestra en la Rama 1 era pequefia y que la
actividad inflamatoria puede ser no solo debida al hecho de someterse a TPH sino que
otros factores (como el tratamiento) podrian condicionarla. Es por ello que debemos
continuar con el estudio de linfocitos CD8 conjuntivales e intentar hacer una correlaciéon
mas fiable con el TPH. Seria interesante hacer también una correlacién de la medicién
de linfocitos CD8 y la severidad de la afeccion ocular media en test de Schirmer o test de
OSDI.

En resumen, en nuestra poblacion estudiada se observan cambios estadisticamente
significativos en test de OSDI, BUT test, escala de Oxford y deteccién de linfocitos CD8+
en pacientes sometidos a TPH sin EICH. Y que ademas, las variables OSDI, BUT y Oxford

se ven mas afectadas en pacientes sometidos a TPH que ya presentan EICH.

Limitaciones y sesgos del estudio

= La muestra de pacientes estudiados es pequefia, por comprender inicamente suje-

tos tratados mediante TPH en nuestro Hospital.

= Los pacientes del grupo 1 contienen mayor niimero de varones que de mujeres por

lo que el sexo podria suponer un sesgo de confusion.

= Los pacientes del grupo 2 son pacientes con EICH ocular en el contexto de EICH
cronica, por lo que hay un sesgo de seleccion ya que s6lo son estudiados los sujetos
que han superado EICH aguda.

= Existe un sesgo de informacién de los resultados obtenidos en cada prueba, ya que

se ha demostrado una cierta variabilidad intraobservador en cada una de ellas.

= Los sujetos del grupo 1y 2 son pacientes con diversas enfermedades hematoldgicas
sometidos a TPH, por lo que hay un sesgo de confusion, ya que no sabemos qué
variables pueden verse afectadas por la enfermedad hematolégica y tratamiento

pertinente en cuestion en lugar de al TPH.
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CONCLUSIONES

10.

. No existen alteraciones en la superficie ocular de pacientes con enfermedad hema-

toldégica antes de ser trasplantados de precursores hematopoiéticos.

. La enfermedad injerto contra huésped provoca alteraciones sintomaticas y mesura-

bles en la superficie ocular.

El test de Schirmer no se ve influenciado por el hecho de tener enfermedad hemato-
l6gica o haber sido sometido a un trasplante de precursores hematopiéticos.

. El test de Schirmer se ve disminuido en pacientes con EICH ocular.

La calidad visual medida mediante test de OSDI no se ve comprometida en pacientes
con enfermedad hematolégica antes de someterse a trasplante de precursores
hematopoiéticos.

La calidad visual medida mediante test de OSDI se ve comprometida en pacientes
tratados mediante trasplante de precursores hematopoiéticos, incluso antes de

presentar EICH ocular.

. No existe queratitis puncttata en pacientes con enfermedad hematolégica antes de

someterse a trasplante de precursores hematopoiéticos.

Existe queratitis puncttata mesurada mediante test de Oxford en sujetos trasplanta-

dos de precursores hematopoiéticos, incluso antes de presentar EICH ocular.

. No se han detectado linfocitos CD8 en pacientes con enfermedad hematolégica

antes de ser tratados mediante trasplante de precursores hematopoiéticos.

Se han detectado linfocitos CD8 en pacientes tratados mediante trasplante de

precursores hematopoiéticos y en pacientes con EICH ocular.



114 Conclusiones

11. No existen cambios en la agudeza visual, paquimetria y queratometria de pacientes
tratados mediante trasplante de precursores hematopoiéticos, presenten o no EICH

ocular.
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