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RESUMEN

La cornea es uno de los tejidos méas profusamente inervados del cuerpo
humano. Sus terminaciones sensitivas responden a estimulos quimicos,
mecanicos y térmicos de la superficie ocular, y su activacion pone en marcha
un complejo mecanismo regulador que genera respuestas compensadoras para
el mantenimiento de la homeostasis de la superficie ocular. La lesion de estos
receptores unido a la insuficiencia de los mecanismos compensadores vy el
mantenimiento en el tiempo de esta condicidn, conducen a la aparicién de la

enfermedad de ojo seco (EQOS).

El objetivo de esta tesis doctoral ha sido evaluar en seres humanos la
contribucidn de los termorreceptores de frio y los nociceptores polimodales de
la superficie ocular a la patogenia de la EOS, valiendonos del uso de técnicas
indirectas, como la termografia corneal, que permite obtener una estimacion
indirecta del grado de actividad de los termoreceptores de frio y la
estimulacion quimica de los nociceptores polimodales mediante la aplicacion

de CO, sobre la superficie corneal.

Un total de 104 sujetos fueron estudiados y divididos en dos grupos: 1.
Grupo de estudio preliminar: integrado por 23 voluntarios sanos en los que se
evalud Unicamente el incremento del flujo lagrimal producido por la
estimulacion de CO, sobre la superficie corneal; 2) grupo de pacientes
oftalmoldgicos: formado por los 81 sujetos restantes que a su vez se
dividieron en: 30 pacientes diagnosticados de sindrome de Sjégren (SS)
primario o secundario, 30 controles, 13 sujetos con enfermedad subclinica y,
finalmente, 8 excluidos . En todos los pacientes del grupo oftalmoldgico se
aplicaron las siguientes pruebas: test de Schirmer en condiciones basales
(FSB) vy tras la aplicacion del estimulo de CO; sobre la superficie corneal

(FSR), medida de la altura del menisco lagrimal determinada por tomografia
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de coherencia 6ptica (OCT), tiempo de ruptura de la pelicula lagrimal
(TBUT), grado de dafio de la superficie corneoconjuntival tras tincién con
fluoresceina segun la escala Oxford y un cuestionario de sintomatologia de
Mcmonnies. Ademas, estudiamos la temperatura de la superficie corneal
(TSC) mediante termografia; analizando los valores de temperatura maxima
(Twmax), temperatura minima(Tmin ), temperatura media (Tr,), variacion de TSC
por segundo, tiempo medio de oclusién palpebral y pendiente de caida de la
temperatura durante el intervalo entre dos parpadeos consecutivos (intervalo

inter-parpadeos).

Los pacientes con SS presentaban, por definicion, todos los parametros
clinicos indicativos de la presencia EOS con respecto a los sujetos normales
(Test Schirmer p<0,001; TBUT p<0,001; Tincién corneal p<0,001;
cuestionario de Mcmonnies p<0,001 y altura del menisco lagrimal p<0,001;U
de Mann-Whitney).

El grupo SS mostro valores de temperatura significativamente superiores
a los controles inmediatamente tras el parpadeo (Twmax: SS 34,77+ 0,61°C vs
controles 33,93 £ 0,84 °C; p<0,001 t-student) y a los 2s tras la apertura
palpebral (T,:SS 34,23+0,69 °C vs 33,56 + 0,84 °C controles, t-student,
p=0,001), siendo ligeramente superiores al final del intervalo inter-parpadeos
(T min: SS 33,63 £0,7°C vs 33,23 £0,9 °C controles; p=0,078 t-student). La
pendiente de caida de la TSC durante un periodo inter-parpadeos mostrd un
perfil bifasico tanto en los pacientes SS como en los controles: un descenso
rapido durante los primeros segundos tras la apertura palpebral (pendiente
M), seguida de otra mas lenta (pendiente M,) y ambas pendientes de caida
fueron ligeramente superiores en el grupo SS que en los controles (M; SS:-
0,37%0,31 °c/s vs control -0,26+0,2 °C/s; p=0.22 y M, SS: -0,09 +0,07 °C/s vs
Control: -0,22 +0,83; p=0.35). El ritmo de caida medio de la TSC por

segundo en los pacientes con SS fue mayor que en los controles (SS: -0,116
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+0,69 °C/s vs Controles: -0,080 £ 0,61 °C/s; p=0,011; U Mann Whitney) al
igual que el tiempo medio de oclusion palpebral a pesar de que no llego a
alcanzar la significacion estadistica (SS: 1,18 £0,6 s vs controles 1,11 + 0,44s;
p=0,62 t-student).

El anélisis de Pearson no mostrd correlaciones entre los parametros
termograficos y clinicos excepto en el grupo SS en el que se observo una
relacion inversa entre la severidad de afectacion corneoconjuntival y el valor
de Tmin (p=0,04) v la edad con la Tmin ¥ Tmax (p=0,04 y p=0,01,
respectivamente). El descenso de TSC con la edad fue de -0,02°C al afio
(Correlacion de Pearson Tyax R=-0,36 p=0,04; Tnin r=0,46; p=0,01).

La estimulacion corneal con CO, mostré un incremento significativo en
el flujo de secrecion lagrimal basal en los dos grupos en respuesta a la
estimulacion quimica de los nociceptores polimodales: 1. Grupo de ensayo
preliminar (FSB=16,28 + 8,7mm vs FSR=21,26 +8,9mm; p=0,034; U de
Mann-Whitney); 2. Grupo de pacientes oftalmoldgicos: (SS: FSB
6,6£3,02mm vs FSR 8,5£3,2mm ; Controles: FSB 13,83+6,7mm vs FSR
19+9,9mm; p<0,05; U Mann-Whitney), al tiempo que generaba una
sensacion razonablemente poco irritante para el paciente (SS EVA=3 vs
control EVA=2; p<0,05, U Mann-Whitney). La determinacion del flujo de
secrecion lagrimal refleja nos permite diferenciar claramente el paciente sano
del afecto de EOS, incluso de los casos dudosos de enfermedad subclinica
(FSR: Controles: 19,949,9 mm vs subclinicos: 9,3£3,9mm; p<0,001; U de
Mann Whitney). La temperatura y humedad ambiental media registrada
fueron 23,29 + 0,93 °C y 42,48 + 7,12%, respectivamente.

La temperatura corneal superficial refleja en gran medida la de la
camara anterior, fundamentalmente dependiente de la irrigacion sanguinea
ocular. Los mayores valores medios de temperatura en la cornea en los

pacientes de SS sugiere un cierto grado de hiperemia debida a inflamacion en
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el segmento anterior. La menor actividad esperable en los termoreceptores de
frio de la cornea con temperaturas mas altas deberia acompafiarse de menor
molestia e irritacion en estos pacientes. El resultado contrario sugiere que la
persistencia de sequedad ocular y la hiperosmolaridad de la pelicula lagrimal
lesiona las terminaciones de frio, dando lugar a su actividad anémala
(neuropatica). La secrecion lagrimal refleja evocada por estimulacion de los
nociceptores polimodales en los pacientes con SS es méas baja que en sujetos
normales, como cabe esperar del dafio en la glandula lacrimal provocado por
la SS. EIl porcentaje de aumento sobre el valor basal es significativamente
méas bajo que en los controles pero la persistencia de un aumento reflejo
sugiere que la capacidad de respuesta de las fibras nerviosas nociceptoras se
mantiene en estos pacientes, posiblemente sensibilizada por la inflamacién, lo
que explica tambien las sensaciones aumentadas de molestia ocular presentes

en los pacientes de 0jo seco.
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SUMMARY

The cornea of the eye is the most profusely innervated tissue of the
human body. Its sensory nerve endings respond to chemical, mechanical and
thermal (cold and heat) stimuli of the ocular surface activating some
regulatory mechanisms for the protection of the ocular surface such as
flickering and tearing. The integrity of the ocular surface basically depends on
the lacrimal, nutritive and lubricating layer, which requires a continuous flow
and a homogeneous distribution on the surface of the anterior segment of the
eye thanks to the regular flickering. The insufficiency of those compensatory
mechanisms in dry eye disease (DED) and its maintenance over time lead to

the damage of cornea receptors and ocular surface.

The aim of this PhD thesis was to evaluate the specific contribution of
cold thermoreceptors and polymodal nociceptors of the ocular surface to the
pathogenesis of DED in humans. For this purpose, we use indirect techniques
such as corneal thermography, which obtain an estimation of the activity of
cold thermoreceptors, and as chemical stimulation of the polymodal

nociceptors through the application of CO, upon the corneal surface.

A total of 104 subjects were studied and splitted in two groups: 1)
Preliminary study group: 23 healthy volunteers were evaluated to study the
increase in lacrimal flow produced by the stimulation of CO, on the corneal
surface; 2) group of 81 ophthalmological patients divided into: 30 patients
diagnosed by primary or secondary Sjogren's syndrome (SS), 30 controls, 13
subjects with subclinical disease and, finally, 8 subjects excluded. In the
patients of the ophthalmological group the following tests were applied:
Schirmer's test in basal conditions (STB) and after the application of the CO,
stimulus on the corneal surface (STS), height of the lacrimal meniscus
determined by optical coherence tomography (OCT), tear film break-up time
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(TBUT), damage of the corneoconjunctival surface after fluorescein staining
according to the Oxford scale and Mcmonnies symptomatology questionnaire.
In addition, we studied the temperature of the cornea surface (CST) by
thermography, analyzing the values of maximum temperature (TMax),
minimum temperature (Tmin), average temperature (Tm), variation of CST
per second, average time of eyelid occlusion and slope of falling temperature
during the interval between two consecutive blinks (inter-blink period).
Patients with SS presented significative differences in all the clinical features
indicative of DED with respect to normal subjects (STB p <0.001, TBUT p
<0.001, corneal staining p <0.001, McMonnies questionnaire p <0.001 and
height of the lacrimal meniscus p <0.001; U of Mann-Whitney). The SS
group showed significantly higher temperature on the ocular surface than the
controls immediately after blinking (TMax: SS 34.77 + 0.61 ° C vs. controls
33.93 £ 0.84 ° C, p<0.001 t-student) and after 2 secs from the palpebral
opening (Tm: SS 34.23 + 0.69 °C vs 33.56 = 0.84 °C controls, t-student, p =
0.001), being just slightly superior at the end of the inter-blink period (T min:
SS 33.63 £ 0.7°C vs 33.23 + 0.9°C controls, p = 0.078 t-student). The slope of
CST’s fall during the inter-blink period showed a biphasic profile both in SS
patients and in controls: a rapid decrease during the first seconds after
palpebral opening (slope M;), followed by a slower one until eye closure
(slope M) and both fall slopes were slightly higher in the SS group than in
the controls (M SS: -0.37 £ 0.31 °% / s vs control -0.26 £ 0.2°C /s, p = 0.22
and M, SS: -0.09 £ 0.07 °C / s vs Control: -0.22 + 0.83, p = 0.35). The rate of
average fall of the CST per second in the patients with SS was higher than in
the controls (SS: -0.116 £ 0.69 °C / s vs Controls: -0.080 £ 0.61°C /s, p =
0.011; U Mann Whitney) as well as the mean time of palpebral occlusion
despite the fact that it did not reach statistical significance (SS: 1.18 £ 0.6s vs
controls 1.11 £+ 0.44s, p = 0, 62 t-student). Indeed, an inverse relationship was

observed between the severity of corneoconjunctival involvement and the Tpin
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value (p = 0.04) and between age with the Tmi, and Tmax (p = 0.04 and p =
0.01, respectively) in the SS group; however, Pearson’s analysis didn’t show
any other correlation between thermographic and clinical parameters. The
decrease in CST with age was -0.02 ° C per year (Pearson's correlation Tyax R
=-0.36 p = 0.04, Tmin r = 0.46, p = 0.01). The corneal stimulation with CO;
showed a significant increase in the basal tearing flow in response to the
chemical stimulation of the polymodal nociceptors in the two study groups: 1)
preliminary test group: STB = 16.28 £ 8.7mm vs STS = 21.26 £ 8.9mm, p =
0.034; U of Mann-Whitney; 2) group of ophthalmological patients: (SS: STB
6.6 £ 3.02mm vs STS 8.5 + 3.2mm; Controls: STB 13.83 £ 6.7mm vs STS 19
+ 9.9mm; p<0, 05; U Mann-Whitney), while generating a sensation that is
slightly irritating to the patient: SS EVA = 3 vs control EVA = 2, p<0.05, U
Mann-Whitney. The determination of the reflex tearing flow allows us to
clearly differentiate the healthy patient from the DED, even in the doubtful
cases of subclinical disease (STS: Controls: 19.9 £ 9.9 mm vs subclinical: 9.3
+ 3, 9mm; p<0.001; U from Mann Whitney). The average environmental
temperature and humidity recorded were 23.29 £ 0.93 ° C and 42.48 = 7.12%,

respectively.

As the superficial cornea temperature reflects that of the anterior
chamber of the eye and mainly depends on the ocular blood supply, the higher
temperature in the SS patient’s corneas suggests a certain degree of
hyperemia due to inflammation in the anterior segment. Despite the fact that
higher temperature in the cornea should slow the cold thermoreceptors
activity and should be accompanied by less discomfort and irritation in these
patients, the opposite result suggests that the persistence over time of ocular
dryness and hyperosmolarity of the tear film damages the cold thermal
endings, giving rise to its anomalous (neuropathic) activity. The reflex tearing

secretion evoked by stimulation of polymodal nociceptors with CO; in
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patients with SS is lower than in normal subjects, as can be expected given
the damaged lacrimal gland in SS. Eventhough the basal tearing flow is
significantly lower in SS, the persistence of a reflex response suggests that the
activity of the nociceptors nerve fibers is maintained in these patients,
possibly sensitized by inflammation, which also explains the increased

sensations of ocular discomfort present in dry eye patients.
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“El investigador sufre las decepciones, los
largos meses pasados en una direccién
equivocada, los fracasos. Pero los fracasos son
también Utiles, porque, bien analizados, pueden
conducir al éxito”.

Sir Alexander Fleming

. INTRODUCCION

La enfermedad de o0jo seco (EOS) es en la actualidad una de las patologias
que concentra un mayor esfuerzo en el campo de la investigacion ocular. Este
fenomeno se justifica por diversas razones. En primer lugar, es una de las
enfermedades mas prevalentes que encontramos en las consultas de
oftalmologia estimandose en torno al 18,4% en nuestro pais (*). En segundo
lugar, sus bases fisiopatoldgicas se conocen todavia de forma incompleta lo
que conlleva, en tercer lugar, a que no exista un tratamiento curativo basado

en la etiologia.

De manera general esta establecido que la causa fundamental del ojo seco
es un defecto en la produccién lagrimal o un exceso en la evaporacion de la
misma 22 y que existe un complejo mecanismo regulador encargado de
mantener la homeostasis de la superficie ocular, cuyas alteraciones juegan un
papel decisivo en la patologia de la enfermedad. Sin embargo, se ignoran
todavia muchas de las caracteristicas funcionales del sistema de regulacion de
la humedad en la superficie ocular y sus trastornos en circunstancias

patoldgicas.

La superficie ocular mantiene un grado adecuado de humedad gracias a la
pelicula lagrimal que la recubre, formada por una capa mucoacuosa en

contacto con el epitelio y una capa lipidica externa. Las lagrimas son
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segregadas de modo continuo por glandulas especializadas, distribuyéndose
de modo homogéneo por toda la superficie ocular gracias al cierre regular de
los parpados. Por otro lado, la evaporacion, dependiente fundamentalmente de
factores ambientales, tiende a reducir de modo continuo el componente
acuoso de la pelicula lagrimal. A pesar de los variables factores intrinsecos
(cambios en la composicién y volumen de la lagrima) o ambientales
(humedad, viento, temperatura) que tienden a modificar la pelicula lagrimal,
esta mantiene una composicion y volumen constantes gracias a complejos
mecanismos de regulacion nerviosa, que ajustan el flujo de lagrimas y el
ritmo de parpadeo a las cambiantes condiciones ambientales a las que estan

continuamente expuestos los ojos de los mamiferos terrestres.

La cdrnea posee numerosas terminaciones nerviosas sensitivas que
responden a estimulos quimicos, mecanicos y térmicos sobre la superficie
ocular®. La estimulacion de estos terminales, especialmente sus nociceptores
polimodales y termorreceptores de frio, activa un arco reflejo que tiene la
finalidad de reestablecer el equilibrio homeostatico de la superficie ocular
mediante el aumento de la secrecién lagrimal y la frecuencia de parpadeo?.
Estos hallazgos se han confirmado mediante registros electrofisioldgicos in
vivo e in vitro de la actividad de las terminaciones nerviosas. Sin embargo, en
los seres humanos dada la imposibilidad de realizar estos registros la

estimacion de esta actividad ha de hacerse empleando técnicas indirectas.

Una de estas técnicas es la termografia corneal que determina de forma
dinamica la TSC. Las variaciones en la temperatura son detectadas por los
termorreceptores de frio corneales cuya activacién produce la sensacion de

disconfort ocular propia de la EOS.

Por otra parte, los nociceptores polimodales responden a estimulos
quimicos como la variacion del pH lagrimal. Esta modificacion del pH se

puede lograr experimentalmente dirigiendo un flujo controlado y conocido de
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CO; hacia la superficie corneal que genera acido carbonico al contacto con la
lagrima, provocando una disminucién de su pH (4,%,%,7.8). La activacion de los
nociceptores polimodales es percibida por los sujetos como una sensacion de
“quemazon” o molestia “punzante” (*8) y desencadenara un incremento de la
secrecion lagrimal. La medida objetiva de esa secrecidn lagrimal estimulada
por CO; refleja de forma indirecta la actividad de los nociceptores

polimodales.

En nuestro estudio se desarrollara el método para la estimacion de la
actividad de los termorreceptores de frio mediante el registro termogréafico de
la superficie ocular y de los nociceptores polimodales mediante la
determinacion del flujo de secrecion lagrimal tras estimulo quimico

controlado.

En los siguientes apartados abordaremos la anatomia y fisiologia de los
componentes que conforman la superficie ocular como unidad funcional, y

caracterizaremos la enfermedad de o0jo seco.

A.ESTRUCTURA Y FISIOLOGIA DE LA SUPERFICIE
OCULARY EL SISTEMA LAGRIMAL.

A.1 Superficie ocular: descripcion anatdmica e inervacion.

A.1.1 La cdérnea

La cornea es un tejido avascular y transparente que esta ricamente
inervado. Estructuralmente se distinguen 5 capas que enumeramos de
superficie en profundidad: 1) Epitelio, 2) Capa de Bowman, 3) Estroma, 4)

Membrana de Descemet y 5) Endotelio?.

El epitelio corneal, de origen ectodérmico, es estratificado, escamoso y

no queratinizado. Esta integrado en los mamiferos por 5 o 6 capas celulares,
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dependiendo de la especie, de unas 50 micras de espesor por donde discurren
las terminaciones nerviosas sensitivas. Desde la superficie hacia la base,
encontramos en el epitelio distintos tipos celulares: celulas escamosas, células
aladas y células columnares que son las Unicas del epitelio con capacidad de
reproduccion (>>%19), Estas Ultimas células descansan sobre una ldmina basal
que se adhiere a la capa de Bowman subyacente mediante fibras de colageno
tipo VII.

La capa de Bowman, que solo se encuentra en primates, se compone de
un tejido acelular y carece de capacidad regenerativa. Seguidamente, se sitla
el estroma que constituye el 90% del espesor total corneal. Esta integrado
principalmente por fibras de colageno tipo I, cuya disposicion uniforme y bien
organizada en ldminas determina la transparencia corneal. Esta estructura se
asienta sobre la membrana de Descement, secretada por el endotelio desde la
8% semana de gestacion. La membrana de Descemet esta compuesta por
colageno tipo IV y VIII, glicoproteinas, fibronectina y laminina, y posee

capacidad de regeneracion.

Por ultimo, la capa mas interna la constituye el endotelio corneal,
compuesto por una monocapa de células hexagonales intimamente unidas
entre si y sin propiedad de renovacion. La principal funcion del endotelio es la
regulacion de la hidratacion y la nutricion corneal, permitiendo el movimiento

a su través de agua, iones y pequefios nutrientes hacia el estroma (%3%10)

La inervacion sensorial del globo ocular, depende principalmente de las
neuronas localizadas en la region dorsomedial del ganglio trigémino
homolateral, denominada regién oftdlmica (*','?). Las fibras sensoriales
alcanzan el ojo a través de los nervios ciliares largos y cortos, desde la rama
nasociliar de la division oftdlmica del V par craneal. Estas fibras contienen
ademas inervacién simpatica y parasimpatica y conforman un anillo alrededor

del nervio optico, manteniéndose la ldmina cribosa desprovista de inervacion.
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Desde ahi avanzan recorriendo el globo ocular en direccion postero-anterior
entre la coroides y la esclera (Figura 1).

Las fibras que van a inervar la cérnea se originan en el plexo ciliar,
separandose de las que inervaran el iris o el cuerpo ciliar. En la cérnea los
troncos nerviosos se distribuyen formando un sistema de plexos con varias
capas interconectadas de fibras nerviosas (‘%) y finalizan como terminaciones
nerviosas libres mostrando, a lo largo de su trayecto terminal pequerios
engrosamientos, o varicosidades (*). La cérnea recibe una parte muy
significativa de la inervacion ocular total alcanzazndo una densidad de fibras
nerviosas que se estima es 300-400 veces superior a la de la yema de los
dedos o los dientes (>*>1%). La mayoria de los axones dirigidos al ojo son
amielinicos (fibras C) rodeadas, de forma incompleta, por células de
Schwann, mientras que algo menos del 30% presentan una vaina mielinica
(fibras A-delta y A-beta) 3.

Internal carotid artery  Upper division of
and carotid plexus oculomotor nerve

,
Sensory_
rool
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.

Motor root-
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i
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Figura 1. Trayecto de los nervios aferentes corneales desde el ganglio trigémino.
Anatémicamente, la inervacion sensorial de la cdrnea se organiza en

cuatro niveles: plexo estromal, plexo subepitelial, plexo subbasal y

terminaciones intraepiteliales (Figura 2).

28


https://www.google.es/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiMk9qPhuHXAhVCiRoKHUZhBuoQjRwIBw&url=https://dic.academic.ru/dic.nsf/ruwiki/1769886&psig=AOvVaw1PnB_vm1YFVvUhtN35Fqb-&ust=1511950886964913

Plexo Sub-basal

Terminaciones

. . Plexo estromal
nerviosas libres

Figura 2. Inervacion corneal de interior a capas mas externas: plexo estromal,
plexo sub-basal y terminaciones nerviosas libres.

A.1.1.1 Caracteristicas funcionales de la inervacién sensorial
corneal:

El estudio de la respuesta electrofisiologica de las fibras nerviosas
periféricas del ojo a estimulos fisicos y quimicos (}"81%) ha permitido
identificar varias modalidades funcionales de receptores sensoriales en la

cornea y la conjuntiva (%°,2%,22).

On - gqing Stimuli Receptor
Activity Type

Mechanical Thermal Chemical
Heat Cold

Mechanoreceptor
(low threshold)

Mechano-nociceptor
(high threshold)

Polymodal nocicepto

.
—HH-
-
mN[ —

—Hi
—1— Cold receptor
]

Figura 3. Receptores sensoriales de la cornea. (A) Descripcion de la variedad de
terminales sensoriales B. Relacion de los campos receptores en la cdrnea de estas fibras
nerviosas.

= Nociceptores polimodales: Corresponden aproximadamente a dos tercios
de las fibras sensoriales de la cdrnea, en su mayoria amielinicas y se han
distinguido diferentes subpoblaciones de acuerdo con su fenotipo molecular,

la morfologia de sus terminaciones nerviosas y la distribucién epitelial dentro
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de la cornea (*3). Son activados por un amplio espectro de estimulos que
incluyen fuerzas mecanicas, calor, frio intenso, irritantes quimicos exdgenos y
moléculas endogenas liberadas por los tejidos lesionados. Se ha comprobado
que soluciones con un pH &acido (entre 5.0-6.5) o la aplicacion de CO, en
forma gaseosa (que en contacto con la superficie ocular forma &cido
carbonico, liberando protones) también activan estos receptores®”. En
estudios psicofisicos en humanos, se ha observado que la activacion de los
receptores polimodales con este estimulo quimico (0-80% CO,) evoca
sensaciones de dolor punzante y quemazén &7

La respuesta de los receptores polimodales a los diferentes estimulos
consiste en una descarga continua e irregular de impulsos nerviosos, de
frecuencia méas o menos proporcional a la magnitud del estimulo. Sus campos
receptores son circulares, ovales o redondos y usualmente, extensos,
abarcando hasta un 25% del area de la cornea. La gran amplitud de estos
campos receptores y su solapamiento explican la escasa capacidad de

localizacion de los estimulos en la superficie ocular (?4).

Figura 4. Incremento en la descarga de los receptores polimodales ante un
estimulo mecanico(A), quimico(B) y térmico(C). Ref (+°9)
= Mecano-nociceptores: Representan alrededor del 15-20% de las
fibras sensoriales y responden a fuerzas mecénicas de una magnitud proxima
a la requerida para producir dafio en las células epiteliales corneales (382); es

decir, se activan por estimulos de alta intensidad siendo, presumiblemente, los
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responsables de la sensacion de dolor aguda secundaria a un estimulo
mecanico. Se trata en su mayoria de fibras escasamente mielinizadas (AJ),
Cuyos campos receptores cubren aproximadamente un 10% de la superficie
corneal.

Recientemente se ha identificado un canal idnico de los receptores
mecanicos, denominado Piezo2, que parece ser un marcador de estas neuronas

mecano-nociceptoras (26:27:28),

e

Mech.

Figura 5. Respuesta de los receptores mecano-nociceptores ante un estimulo
mecanico. “56)-

= Termorreceptores de frio: Constituyen entre el 10 y el 15% del total
de los receptores sensoriales de la cornea. Presentan descarga espontanea a
temperaturas basales de la superficie ocular (34-35°C) y su actividad aumenta
o disminuye con el enfriamiento o calentamiento de la superficie ocular,
respectivamente (>52%3%31) (Figura 6-A). Estudios realizados en ratones han
documentado que los termorreceptores incrementan también su actividad en
respuesta a aumentos de la osmolaridad lagrimal (5343233 34) cuando ésta pasa
de 310mOsm/L a valores mayores de 340mOsm/L (Figura 6-B) (*°). Los
termorreceptores de frio poseen campos receptores pequefios (alrededor de
1mm de diametro) localizados en toda la superficie corneal, aunque son mas
abundantes en areas periféricas.
Experimentalmente se han distinguido dos subpoblaciones de
termorreceptores de frio: los llamados HB-LT (>%%), de las siglas en inglés

“high background, low threshold”, es decir, receptores de frio con actividad
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basal alta a la temperatura normal de la cornea, que aumenta con descensos
pequefios de temperatura (bajo umbral) y constituyen alrededor del 70% del
total de esta clase de terminales sensoriales; y los LB-HT(®%32) (“low
background, high threshold”), terminales con actividad basal muy baja a la
temperatura corneal basal y que responden sélo cuando esta desciende varios
grados, es decir con alto umbral. Estos suponen cerca del 30% del total de los
termorreceptores de frio (Figura 6-C).

Los HB-LT son, por tanto, muy susceptibles a cambios sutiles de la
temperatura de la superficie corneal (de 0,5°C o incluso menos) (5233%:37) y su
respuesta es proporcional a la magnitud del cambio (5),

La otra subpoblacion de termorreceptores corneales, LB-HT, presenta
una actividad espontanea muy baja y se activan solo con enfriamientos
corneales de gran magnitud (mayores de 4°C), generando una respuesta
menos energica (23%9).

Los terminales de frio deben su sensibilidad al frio a la presencia en su
membrana de un canal idnico llamado TRPMS8, que se abre con el
enfriamiento, el incremento de osmolaridad y la exposicion a algunas
sustancias quimicas como el mentol. (¥*3%). Se piensa que los
termorreceptores de frio corneales estan implicados en la deteccion de la

sequedad ocular y en el control de la frecuencia del parpadeo (324).
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Figura 6. Respuestas de los termorreceptores de frio corneales ante el descenso de la
TSC®(A) y el incremento de la osmolaridad® (B). C. Descarga de las dos subpoblaciones de
termorreceptores de frio (HB-LT vs LB-HT) con el enfriamiento corneal .

La informacidon sensorial del ojo es conducida por las neuronas
ganglionares a la porcién ventral del complejo nuclear del trigémino
homolateral en el tronco encefélico donde se encuentran las neuronas de
segundo orden. Desde alli, se proyectara hacia distintas regiones del sistema
nervioso central como el nucleo motor facial y el talamo contralateral y desde
este Gltimo, a las &reas corticales somatosensoriales responsables de la

sensacion consciente de dolor (*24).

A.1.2 Conjuntiva: anatomia y regulacion neural.

La conjuntiva es una membrana mucosa compuesta por un tejido
conectivo laxo al cual se asocia tejido linfoide y cubierta por un epitelio
estratificado no queratinizado. Sus funciones principales son: actuar como
barrera frente a agresiones externas y secretar una gran variedad de productos

que forman la pelicula lagrimal (?).

El epitelio deriva de células pluripotenciales, que son aquellas con una
alta capacidad de diferenciacion y cuya localizacion en la conjuntiva todavia
no esta clarificada (*°,%,%2,%). Entre sus tipos celulares destacan las células

epiteliales y caliciformes (?).
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Las celulas epiteliales producen agua, electrolitos, mucina y otras
proteinas funcionales (*,%°). Las capas mas superficiales de estas células
secretan una membrana integral de mucinas que constituyen el glicocalix (4°),
el cual, actia como lubricante reduciendo la friccion en la superficie ocular y
como anti-adhesivo combatiendo la colonizacién microbiana (*',%8,%). El
sistema nervioso auténomo regula la secrecion de estas células, mostrando
una clara predominancia la actividad del sistema simpatico sobre el

parasimpatico (*°).

Las células caliciformes de la conjuntiva sintetizan y almacenan
proteinas y mucina °°2% que, mediante secrecion apocrina, son liberadas
posteriormente hacia el exterior. Estas células estan reguladas por el sistema

auténomo con predominancia de la inervacion parasimpética (>4,>).

A.1.3 Glandulas secretoras de los componentes de la pelicula
lagrimal: anatomia y regulacién neural.

Las glandulas lagrimales, principal y accesorias, asi como las glandulas
de Meibomio, son las encargadas de la secrecion de los componentes acuoso

y lipidico, respectivamente, de la pelicula lagrimal (33).

La glandula lagrimal es la principal productora de electrolitos, agua y
proteinas de la lagrima (°6,%7,%8%° 0 61) Se trata de una glandula serosa de
estructura tdbulo-acinar integrada por celulas acinares, tubulares vy
mioepiteliales. Las células acinares se encargan de generar, almacenar y
liberar el agua, electrolitos, proteinas y mucinas que estan contenidos en unos
granulos situados en su porcion mas apical (2,%%). Las células ductales, en
cambio, se encargan de modificar el fluido secretado por las células acinares
mediante la absorcién o secrecion de electrolitos y agua (®4,%°). Ademas, la
glandula lagrimal presenta, en condiciones normales, abundantes células

inmunoldgicas que ocupan el espacio intersticial: células plasmaticas,

34



linfocitos B y T, células dendriticas, macréfagos, monocitos y mastocitos (°°).
Las células plasmaticas son las sintetizadoras de numerosas
inmunoglobulinas, entre las que destaca la inmunoglobulina A que confiere a

la lagrima propiedades bactericidas (63%4).

El sistema auténomo, simpético y parasimpatico, regula la labor
secretora de la glandula lagrimal. La actividad de estos nervios eferentes esta
dirigida por reflejos iniciados por la activacion de los receptores sensoriales
de la superficie ocular. Estudios recientes indican que los termorreceptores de
frio corneales captan cambios en la superficie ocular secundarios a la
sequedad ocular que activan la secrecion basal lagrimal (3*). La secrecion
refleja viene dada por el estimulo nocivo inicial registrado por los

polimodales o mecano-nociceptores sensoriales de la cdrnea y conjuntiva (°7).

A pesar de que tanto el sistema simpatico como el parasimpatico
participan en la inervacion de la glandula lagrimal, la contribucion de este
ultimo es mas considerable. El sistema parasimpatico regula la secrecion
mediante la estimulacién de las células acinares (68,5707t 72 73): mientras que
el sistema simpatico, que se situa principalmente alrededor de las arterias y
arteriolas presentes en el espacio intersticial entre los acinis de la glandula
("), regula la secrecion mediante dos mecanismos: por una parte, alterando el
flujo sanguineo mediante la vasodilatacion o vasoconstriccion de las arteriolas
(") y por otra parte, modificando directamente la secrecién de proteinas,

electrolitos y agua por las células acinares (7°,¢,7").

Las glandulas lagrimales accesorias contribuyen, al igual que la
principal aunque en menor medida, a la secrecion de electrolitos, agua y
proteinas hacia la superficie ocular; sin embargo, conocemos muy poco sobre
la regulacion neural de estas glandulas que parece ser muy similar a la de la

glandula principal (®).
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Las glandulas de Meibomio son de secrecion holocrina y producen el
componente lipidico de la pelicula lagrimal (*>%). Estos lipidos se sintetizan y
se acumulan en las células acinares de las glandulas hasta que maduran; la
ruptura de la célula libera el contenido hacia el lumen del sistema ductal.
Existen fibras simpaticas y parasimpaticas entre los acini y vascularizacion de
las glandulas (7°8%8L: que responden a maltiples factores: hormonas sexuales,
glucocorticoides, insulina... (828384858687.88) otc | as glandulas de Zeiss, de
secrecion sebacea, contribuyen junto a las de Meibomio a la secrecion lipidica

de la pelicula lagrimal.

A.2 Propiedades y componentes de la lagrima:

En condiciones de apertura palpebral, la lagrima se distribuye en tres
compartimentos: 1) el fornix conjuntival, ocupando el espacio comprendido
entre este y el area retrotarsal; 2) la pelicula preocular, donde recubre la
cdrnea y conjuntiva expuesta y mantiene aproximadamente 3um de espesor
(®); vy 3) el espacio prebulbar, donde reviste el contorno de la conjuntiva
bulbar.

A.2.1 Menisco lagrimal:

Se llama asi a la fraccion de secrecion lagrimal que descansa sobre el
angulo formado por el globo ocular y la aposicion del margen palpebral
inferior. Se constituye a merced de las propiedades de las fuerzas de tension
superficial que presenta este fluido. Su presion hidrostatica negativa dentro
del propio menisco explica la concavidad de su disposicion e impide el
drenaje continuo de la lagrima a través del punto lagrimal (*°,°!). Este efecto
se incrementa conforme disminuye el volumen del menisco, quizas

favoreciendo la conservacion del mismo en el ojo seco lacrimodeficiente.
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La estimacion de la altura del menisco lagrimal mediante tomografia de
coherencia optica (OCT) se ha correlacionado directamente con el flujo de

secrecion lagrimal (%2).

A.2.2 VVolumen, secrecidon y evaporacion lagrimal:

El volumen del menisco lagrimal es directamente proporcional al
volumen lagrimal total (%) y al flujo de secrecion de la misma (*4), por lo que

supone un valor diagnéstico en la enfermedad de ojo seco (%3,%).

El volumen de la pelicula lagrimal se ha estimado en 7ul (%),
aproximadamente, y el flujo de secrecién en 1.03 £0,39 pl /min, con un
recambio lagrimal de 16,19 +5.10% /min (%').

Por otra parte, estudios con instrumentos no invasivos han determinado
una tasa de evaporacion lagrimal en torno a 0.4-0.5 x107g/cm?/s en unas
condiciones de humedad ambiental entre 30-40% (%899100.101) | 3 tasa de
evaporacion lagrimal se considera un indicador de la estabilidad de la capa
lipidica lagrimal (10210310410%) " pyesto que cifras altas de evaporacion se
asocian a disminuciones en el espesor de la pelicula lagrimal y al disconfort
ocular (196106107 " Sin embargo, hay teorias que explican la resistencia a la
evaporacion lagrimal mediante la presencia de un componente combinado de

mucinas y proteinas junto a la organizacion lipidica (19,109,110 111,

A.2.3 Componentes de la pelicula lagrimal:

En la pelicula lagrimal, clédsicamente, se distinguen 3 fases: la capa

lipidica, la capa acuosa y la mucinosa (%) (Figura 7).

La capa lipidica deriva de la grasa secretada por las glandulas de
Meibomio localizadas en el margen palpebral. Cumple un papel fundamental
en la estabilizacion de la pelicula lagrimal y se considera la principal barrera

fisica frente a la evaporacion lagrimal (*!2,11%). Esta integrada por lipidos
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polares y no polares, asi como por &cidos grasos de cadena larga. Se
intercalan también glicoproteinas como lisozima y mucina que contribuyen a

la estabilizacion de esta capa (14,115,116 117)

La capa acuosa y la mucinosa subyacente se sitdan en profundidad a la
capa lipidica y se integran en un mismo nivel conocido como mucoacuoso
(18). Este nivel presenta una consistencia de gel debido a la mucina secretada
por las células caliciformes (}'°) y posee una funcién de lubricacion y de
mantenimiento de la humedad de la superficie ocular (*%°,'?!). En esta capa
quedaran atrapadas células epiteliales muertas, células inflamatorias vy
microorganismos que posteriormente seran recogidos por la mucosa en el
fondo de saco conjuntival para ser finalmente eliminados a través del punto

Iagri mal (122,122,123).

Lipid

Muco-

Glycocalyx #¢

Epithelium

, Membrane-spanning mucin i- Immunoglobulin A
# Cleaved membrane-spanning mucin @ Lysozyme
>4 Gel-forming mucin ©® Transferrin

% Galectin-3 &  Trefoil factor

Figura 7.Componentes de la pelicula lagrimal: capa lipidica, capa muco-acuosa y el
glicocalix?°.
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A.3 Homeostasis de la superficie ocular.

El mantenimiento de la integridad de las estructuras superficiales del
ojo es llevado a cabo por la unidad funcional lagrimal, que estd constituida
por la superficie ocular, las glandulas secretoras lagrimales y el sistema neural

que conecta ambas estructuras (*?*) (Figura 8).

Integrated Lacrimal Functional Unit

Frontal Nerve

V Nucleus

xp,Salivat(Q&c.\

2 N\
I Motor Ndcleus r v

Geniculate Ganglion Afferent Sensory Fibers

Sphenopalatine Ganglion B Efferent Parasympathetic Fibers

B Efferent Sympathetic Fibers

Figura 8. Unidad funcional lagrimal. Integrada por la superficie ocular, las glandulas
secretoras lagrimales y la inervacion de ambas estructuras ?°

El nervio trigémino suministra la inervacion aferente a la cornea,
conjuntiva y margen palpebral, mientras que las fibras nerviosas
parasimpaticas que conforman la via eferente generan una respuesta
compensatoria activando las glandulas lagrimales, glandulas de meibomio y

células caliciformes conjuntivales (>3).

Profundizaremos en la contribucion de los receptores sensoriales

corneales al mantenimiento de la homeostasis de la superficie ocular.

En primer lugar, los termorreceptores de frio corneales, se activan por
cambios muy sutiles de la temperatura corneal (42334 y la osmolaridad
lagrimal (5332°38) que se producen entre los sucesivos parpadeos. Cuando se
detecta un enfriamiento en la superficie ocular o se incrementa la osmolaridad
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lagrimal, estos terminales restauran el equilibrio de la superficie ocular
mediante el control reflejo del parpadeo y la produccidén lagrimal en
condiciones basales (23%°) (Figura 9). Ademas, parecen ser los responsables de
la sensacion consciente de disconfort ocular (3,'%°). En este sentido, estudios
realizados con mentol (*°), han puesto de manifiesto que una estimulacion
débil de los termorreceptores provoca una sensacion de enfriamiento,
mientras que una activacion intensa origina una irritacion ocular. Esta
circunstancia podria ser explicada por el reclutamiento de las diferentes
subpoblaciones de termorreceptores de frio; en el primer caso responderian
los terminales HB-LT, mientras que en el segundo caso se activarian los LB-

HT (ver apartado anterior) (%),
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Figura 9. Los termorreceptores de frio corneales regulan el flujo de secrecion lagrimal
basal y el parpadeo 238, A. Incremento de la secrecion lagrimal al descenso de la temperatura
en humanos. B. Incremento de la frecuencia de parpadeo en ratones al estimularse el canal de
los termorreceptores de frio TRPM8 (t-student, p<0,001). C. Aumento del parpadeo en los
ratones TRPM8+ en respuesta al incremento de la osmolaridad lagrimal (Test de Tukey HSD,
p<0.001)

En el referencia a los mecano-nociceptores y polimodales, parece que
contribuyen al incremento de la produccién lagrimal respondiendo al estrés
mecanico intenso provocado por la sequedad ocular (Figura 10). Asi mismo,

en el caso de los nociceptores polimodales también se activan por el
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incremento de la osmolaridad propia de la EOS (%3%). La sensacion de
disconfort ocular en situaciones agudas con excesiva sequedad podria ser
explicada por el reclutamiento de estas subpoblaciones de fibras nerviosas
(40)_
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Figura 10.Incremento en el flujo de secrecion lagrimal en respuesta a un estimulo
intenso mecanico, quimico y térmico de la superficie corneal ¢27)

Finalmente, el parpadeo juega un papel fundamental en la regulacion de
la homeostasis de la superficie ocular mediante la dispersion y distribucion de
la pelicula lagrimal sobre la cornea (%%). Ademas, contribuyen, por mediacién
de los termorreceptores, a la regulacién de la temperatura corneal (%)
mediante la activacion de su canal TRPM8 ante un descenso de la temperatura

o incremento en la osmolaridad (?*2®) (Figura 9: B-C).

En el diagrama mostrado en la Figura 11, basada en los datos obtenidos
por Aracil et al. (2016),'% exponemos la hipétesis de la termorregulacion

corneal en ratones propuesta por nuestro laboratorio.

Las neuronas sensoriales corneales TRPM8+, que pueden ser activadas
bien por un enfriamiento de la TSC, bien por un incremento en la
osmolaridad, serian el principal estimulo aferente hacia el sistema nervioso
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central. En los experimentos realizados en animales despiertos, el principal
centro regulador recaeria en los centros superiores cerebrales, todavia por
determinar, y el principal activador de las estructuras eferentes (glandulas
lagrimales, células caliciformes, musculo orbicular...etc.) seria el resultado de
la integracion de una gran variedad de estimulos.

En condiciones de anestesia general con isofluorano, el sistema
funcionaria como un circuito autonomo. El blogueo de los impulsos aferentes
suprimiria todas las respuestas mediadas por centros superiores, de tal forma
que el control de la temperatura de la superficie ocular recaeria en los

mecanismos locales termorreguladores (*?).
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Figura 11.Hipotesis de la termorregulacion corneal en ratones. Adaptada de Aracil et
al., (2016).
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B. ENFERMEDAD DE OJO SECO

La ultima actualizacién del DEWS Report define ojo seco como una
“enfermedad multifactorial de la superficie ocular, caracterizada por la
pérdida de la homeostasis de la pelicula lagrimal y se acompafia de unos
sintomas oculares en la que jugan un papel etioldgico la inestabilidad de la
pelicula lagrimal, asi como la hiperosmolaridad, la lesién e inflamacion

ocular y las alteraciones neurosensoriales” (*?').

Se trata de una enfermedad muy frecuente en nuestro entorno clinico, los
estudios estiman su prevalencia en un 5-50% en EEUU (*?8) y en nuestro pais
en un 18,4% (}). Es mas frecuente en mujeres que en hombres y en la raza

asiatica frente a la caucasica (**°).

B.1 Clasificacion y patogenia de la enfermedad de 0jo seco.

El DEWS Report de 2007 (*?°) considerd la hiperosmolaridad y la
inestabilidad lagrimal como los dos mecanismos cardinales que conducen a la
EOS. Segun esta circunstancia, se diferenciaban claramente dos subtipos de
0jo seco, el evaporativo, resultado de una excesiva evaporacion lagrimal en
presencia de una glandula lagrimal integra, y el acuodeficiente, aquel que
presentaba un déficit de produccion lagrimal con una evaporacioén normal. Sin
embargo, existen subtipos de enfermedad de o0jo seco en los que confluyen
ambos mecanismos, como es el sindrome de Sjogren (*3°,131,132) "en el que el
dafio de la glandula lagrimal coexiste con una disfuncion de las glandulas de
Meibomio. Debido a esta y otras circunstancias, se elabor6 una nueva
clasificacion basada en la presencia o no de sintomatologia (Figura 12), sin

descartar la subclasificacion etioldgica (12°,1%%) (Tabla 1).

En esta nueva clasificacion se incluye, por primera vez, la presencia de

dolor neuropatico condicion secundaria a la afectacion del sistema
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somatosensorial que, sin embargo, no es causada por la patogenia propia de la
enfermedad de ojo seco. El dolor neuropatico relacionado con la enfermedad
de ojo seco se considera en aquellas situaciones en las que no existe
asociacion entre sintomas y signos de la enfermedad y aquellos en los que

persiste la sintomatologia a pesar de una correcta adherencia al tratamiento
(23,134 135).

Presenting patient
#TFOS DEWS Il Diagnosis
Asymptomatic
# TFOS DEWS Il Pathophysiology / Tear Film / Diagnosis 1
No treatment
required

Signs of Ocular Surface Disease

Triaging questions
# TFOS DEWS Il Diagnosis

v

Signs of Ocular Surface Disease [

Other Ocular Symptoms
Surface Disease: without signs:
E Differential Diagnoses pre-clinical state

Signs without symptoms:
predisposition to dry eye

Neurotrophic conditions
(dysfunctional sensation)

Neuropathic pain
(non-0SD)

Preventative management as Signs indicating management Refer / manage according | | Observe / offer education Refer for pain
appropriate (e.g. pre-surgery) of DED required to differential diagnosis / preventative therapy management
# TFOS DEWS Il latrogenic DED # TFOS DEWS Il Management 4 # TFOS DEWS |l Diagnosis # TFOS DEWS Il Management # TFOS DEWS Il Pain & Sensation

y
Dry Eye Disease

A

Aqueous deficient I Mixed Evaporative

. . b o

Management to restore homeostasis
# TFOS DEWS Il Management

Figura 12.Clasificacion actual de la enfermedad de ojo seco *?°.
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Tabla 1. Clasificacion etioldgica de la enfermedad de ojo seco®*®

ADDE EDE
ss 12 12
22: causa obstructiva cicatricial, no
Artritis Reumatoide, Poliarteriti’s ' cicatricial: blefaritis anterior,

55 22 2:adnoujzln::fssiseg;evr\?:gtzfmz:IStemICOI inflamacidn de la superficie ocular,
esclerosis sistémicas, cirrosisl biliar |?nt}es ,de conta(,:to. Enfermefiz.:ldes
primaria, enfermedades mixtas del sistémicas: rosacea, dermatitis
tejido conectivo. seborreica, dermatitis atdpica,

ictiosis, psoriasis.

Deficiencia glandula lagrimal 22 Exposicion quimica: 13-cios
primaria, ablacién glandula retinoico, bifenoles policlorados,
lagrimal, déficit congénito, DGM antiandrégenos.
sindrome triple A, ojo seco
ADDE relacionado con la edad,
otras enfermedades Alteracidn genética: agenesia
inflamatorias o infiltrativas de la meibomiana, distriquiasis, displasia
glandula lagrimal: sarcoidosis, ectodérmica anhidrética, sindrome
linfoma, infeccidn virica; lesion ectodactilia, epidermiolisis bullosa,
por radioterapia, conjuntivitis ictiosis folicular, sindrome de
cicatricial, obstruccién de la Turner, alteraciones de la apertura,
glandula lagrimal, sindrome de congruencia o dinamica palpebral,
Stevens-Johnson Sindrome, enfermedad de Parkinson

Ss pénfigo cicatricial, tracoma,

No- traumatismo quimico, estados
hiposecretores y fallo de la
unidad funcional lagrimal por
bloqueos de la reflejo aferente: EDE 22
anestesia tdpica, lesiéon del Enf.
nervio trigémino, cirugia Super- Conjuntivitis alérgicas,
refractiva, queratitis ficie deficiencia de vitamina A, TBUT
neurotrdfica; bloqueo del Ocu- acortado.
sistema secreto-motor: dafo lar
del sistema parasimpatico,
inhibicién farmacoldgica;
combinacion de lesién del
sistema auténomo:
disautonomia familiar. Otros
desérdenes: sindrome de

Otros enfermedades

Meige, diabetes mellitus,
pseudoexfoliacion.

iatrogénicas

ADDE: Enfermedad de ojo seco aquo-deficiente; EDE: 0jo seco evaporativo; SS: Sindrome de Sjogren;
DGM: disfuncion de las glandulas de meibomio. TBUT: tiempo ruptura de la pelicula lagrimal.
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En referencia a la patogenia de la EOS, se ha observado que la

hiperosmolaridad lagrimal, tras un exceso de evaporacion o tras una

disminucion en la produccién lagrimal, desencadena la liberacion de una

cascada de moléculas proinflamatorias (proteasas, TNF,, metaloproteinasa,

etc.) que provocan la reduccion del glicocalix de la superficie corneal y la

apoptosis tanto de las células epiteliales como de las caliciformes secretoras

de mucina(t¥136137.138) Todo ello conduce a una inestabilidad de la pelicula

lagrimal, que inicialmente es contrarrestada mediante los mecanismos reflejos

del lagrimeo y parpadeo. La perpetuacion en el tiempo de este mecanismo

ofensivo y la incapacidad de las respuestas compensatorias supondrian la

aparicion de la enfermedad cronificada de ojo seco (**°) (Figura 13).
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B.2 Modificacion de la actividad de los receptores sensoriales
corneales en la enfermedad de 0jo seco.

En virtud de los estudios electrofisiologicos realizados en animales
podemos conocer el efecto que genera la deficiencia cronica de secrecion

lagrimal en los terminales sensoriales de la cornea (3°7).

Los termorreceptores de frio en condiciones de enfermedad crénica de ojo
seco responden con un incremento en su actividad basal, un aumento en la
frecuencia del pico descarga ante el enfriamiento de la superficie corneal, un
cambio en el umbral de respuesta a la temperatura hacia valores mas calientes.
En aquellas condiciones de enfermedad, se han detectado modificaciones
funcionales sugestivas de lesion del terminal, basadas en un incremento en las
corrientes de Na* y disminucion de las de K* a través de los canales TRPMS,
que implican una hiperexcitabilidad neuronal. Dicha hiperpolarizaciéon podria

exp licar, parcialmente, la sensacion de disconfort propia de la EOS (Figura 14)
(23,35).
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Figura 14. Respuesta de los termorreceptores de frio al enfriamiento de la superficie
corneal en animales controles y con enfermedad de ojo seco (EOS). A. Registro de
descarga de un termorreceptor de frio en un raton sano y (B) en ratdén con EOS tras extirpacion
de la glandula lagrimal a las 4 semanas. (C). Incremento de respuesta de los termorreceptores
de frio ante un mismo valor de temperatura en cobayas con 0jo seco (n=57) con respecto a los
controles (n=45); ANOVA p <0,005). &5
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En los cobayas en los que se les ha extirpado la glandula lagrimal, se
registra un incremento transitorio en la actividad espontanea de los receptores
polimodales y mecano-nociceptores retornando a las 4 semanas de la cirugia

lagrimal a valores similares a los iniciales ®%)(Figura 15).

Mecano-nociceptores
0,6
0,5 A

0,4 4

0,3 1

0,2 A

Spontaneous activity (imp/s)

0,1 A

0,0 -

Control 1 week 4 weeks

Figura 15. Respuesta de los mecano-nociceptores en cobayas controles y con EOS. En
la primera semana tras la extirpacion de la glandula lagrimal, se observa un incremento en
la respuesta de estos receptores que, sin embargo, retorna a la normalidad a las 4 semana
del procedimiento *°.

La respuesta ante los estimulos mecanicos de los mecano-nociceptores
no se modifica en condiciones de EOS. Sin embargo, en el caso de los
polimodales, la estimulacién quimica con acido sobre la superficie corneal
enferma, provoca un incremento en su respuesta con una moderada
sensibilizacion posterior (Figura 16 A-B). Por otra parte, la hiperosmolaridad
presente en la EOS provoca la activacion de estos receptores polimodales
(Figura 17).
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Figura 16. Respuesta de los receptores polimodales al estimulo quimico con CO2
sobre la superficie corneal. A. En cobayas con ojo seco los receptores responden de
forma incrementada al estimulo quimico, sin embargo, su respuesta es fisioldgica al
mecanico. B. Sensibilizacion al estimulo quimico en cobayas con enfermedad de ojo seco a
las 4 semanas de extirpacion de la glandula lagrimal®.
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Figura 17. Respuesta de los receptores polimodales al incremento en la osmolaridad
de la pelicula lagrimal. En comparacion con los termorreceptores de frio corneales, los
polimodales se activan ante umbrales de osmolaridad mucho mayores, en torno a
600mOsm/L )
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B.3 Sindrome de Sjoqren v enfermedad de 0jo seco.

El sindrome de Sjogren es una enfermedad multisistémica, cronica y
autoinmune que se caracteriza por una infiltracion de células inflamatorias en
las glandulas salivares y lagrimales, provocando una xeroftalmia y sequedad
bucal (**1%°). Puede asociarse a manifestaciones sistémicas secundarias al

depdsito de complejos autoinmunes e infiltracion linfatica (Tabla 2) (4°)

Tabla 2. Manifestaciones del SS primario >

Epitelitis glandular exocrina

- Gléandulas lagrimales y salivales
- Otras glandulas: pancreas.
Epitelitis parenquimatosa (extra glandular):

- Bronquial, hepatica, renal-infiltracion linfocitica peri-epitelial.
Afectacion glandulas endocrinas:

- Tiroides, glandulas suprarrenales, ovarios
Enfermedades mediadas por inmunocomplejos:

- Vasculitis: afectacion de pequefios vasos de la piel, nervios, y rifién.
Enfermedades linfoproliferativas:

- Linfoma de células B.

La prevalencia del SS primario en EEUU se estima en un 0,6% (0.19-
1.39%) a pesar de que las cifras son muy variables por los diferentes criterios
utilizados®!3%, En Espafia se estd elaborando un estudio multicéntrico para
determinar los datos de prevalencia de esta enfermedad, pero en la actualidad
no se disponen de resultados concretos(**!). En cuanto a la incidencia, en
EEUU se ha estimado en 3.9 casos por 100.000 habitantes al afio, con una

ratio 14 veces mayor en mujeres que en varones 130142,
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Tradicionalmente el SS se ha clasificado como primario o secundario a un

proceso autoinmune sistémico como artritis reumatoide, lupus eritematoso

sistémico o granulomatosis de Wegener (}43).

Desde el afio 1965 hasta el 2002 se han publicado 11 clasificaciones o

criterios diagndsticos de SS, sin existir un consenso internacional (}*4). La

clasificacion propuesta por el grupo de consenso americano-europeo (AECG)

es la que se utiliza de manera mas extendida en el ambito clinico!* (Tabla 3).

Tabla 3. Criterios de clasificacion de la AECG %

SINTOMAS
OCULARES

SIGNOS
OCULARE

SINTOMAS
BUCALES

HISTOPATOLOGIA
MUCOSA

GLANDULA
SALIVAR

AUTOANTICUERPOS

1.

¢Ha padecido molestias de ojo seco de forma persistente y
diaria durante mds de 3 meses?

¢Tiene sensacién de arenilla recurrente en los ojos?

¢Usa lagrimas artificiales mas de 3 veces al dia?

T. Schirmer sin anestesia < 5mm en 5 min.
Tincidn Rosa Bengala 2 4mm en 5 min.

¢Ha sentido la boca seca durante mas de 3 meses?

¢Ha tenido, en la edad adulta, de forma recurrente o
persistente inflamacidn de las gldndulas salivares?
éNecesita frecuentemente beber para ayudar a masticar la
comida seca?

=

1. Focos linfociticos >1 en biopsia de gl. lagrimales menores

ns

Flujo salivar < 1.5ml en 15 min.

Sialografia de pardtida: Sialectasias sin obstruccion
Escintigrafia parétida: retraso en la captacién, excrecion o
concentracién del marcador.

1.

Positividad para SSA (ro) o para SSB (la)

Las causas del SS todavia hoy en dia se desconocen en profundidad. Se

sospecha que la respuesta del sistema inmune a determinados factores

ambientales o infecciones virales en un individuo genéticamente susceptible
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puede ser el desencadenante de la aparicion de la enfermedad y que el sistema

endocrino puede contribuir de alguna manera a ello 43149

Los sintomas derivados de la EOS producidos por el SS no difieren con
respecto a los de un ojo seco no SS. No obstante, la aparicion de estos
sintomas si suele acontecer de forma mas prematura y afectar a pacientes mas
jovenes en la poblacion SS 49, La prevalencia de estos sintomas en el
contexto del SS es considerable, en un estudio internacional de 1208 pacientes

con SS el 85% presentaban molestias oculares (46),

Los signos clinicos que observamos son: 1) disminucion en el flujo de
secrecion lagrimal, que se correlaciona con el grado de infiltracion linfocitaria
de la glandula lagrimal(**"), 2) queratinizacion del epitelio conjuntival y
pérdida de las células caliciformes secretoras de mucina; 3) afectacion de las
glandulas de Meibomio provocando mayor inestabilidad y evaporacion de la
pelicula lagrimal y cuya su disfuncion se encuentra en un 57,9% de los
pacientes (1*%) y 4) en los casos muy avanzados, la superficie ocular responde
a la inflamacion mediante una metaplasia escamosa, con pérdida del

glicocalix y queratinizacion corneal (135149.150,151)

Todos estos signos se derivan de la respuesta andémala del sistema
inmunoldgico cuyo escenario estd orquestado principalmente por los
linfocitos T; la estirpe predominante de estas células permite categorizar a los
pacientes y correlacionarlos con el grado de severidad de la enfermedad
(1351%2), De esta forma, Moutsopoulos (*°3) sugiere que la activacion de los
linfocitos Th; es la mas frecuente, mientras que la respuesta mediada por las
citoquinas provenientes de los linfocitos Th, suele vincularse a los SS
moderados. Ademas, la reactividad de los Th;7 se correlaciona con un mayor
grado de severidad de la enfermedad que puede derivar, incluso, en la
aparicion de linfoma, siendo de alto riesgo aquellos casos que presenten

centros germinales de células inmunolégicas (*°*'*°). Por otra parte, la
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hiperactividad de las células B es un elemento primordial en el proceso de
pérdida de la tolerancia inmunoldgica, la cual se manifiesta mediante una
hipergammaglobulinemia, crioglobulinemia y la produccion de multiples
autoanticuerpos (}*%). La contribucién de otras células como las epiteliales
acinares y ductales de las glandulas lagrimales se suman a esta respuesta
permutando su funcion y actuando como células presentadoras de antigenos
interviniendo, de este modo, en el reclutamiento y activacion de casi todos los

tipos de células inmunoldgicas (1351%9),

C.TERMOGRAFIA CORNEAL

C.1 Primeras referencias en la medida de la temperatura e
historia de la termografia.

La temperatura corporal, y en concreto el calor, ha sido una de las
variables clinicas mas observadas para el cuidado del ser humano desde
tiempos inmemorables. Hacia el afio 400 aC, el célebre médico griego
Hipocrates escribié que la pérdida de calor o frio en cualquier parte del
cuerpo indicaba que la enfermedad estaba presente y debia ser buscada. Los
egipcios y los griegos usaban para ello sus manos, técnica que persistio hasta
los siglos XVI1y XVII (**).

Fue en el afo 1592 cuando se le atribuye al
cientifico italiano Galileo Galilei el primer
termoscopio (**®) (Figura 18). Con este instrumento
solo podian obtenerse datos cualitativos, ya que
inicialmente carecia de una escala de referencia que

permitiese  cuantificar las  variaciones de

temperatura.

Figura 18. Termoscopio de Galileo
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A continuacién, en 1612, su médico y amigo Santorio Santorio afiadié

una graduacion numérica al dispositivo y le dio un uso medicinal °°,

Posteriormente, Gabriel Fahrenheit(**°), en el afio 1714, creé el primer
termdAmetro a base de mercurio, con una escala de 180 grados entre los puntos

de congelacién (32°F) y de ebullicion (212°F) del agua.

Pocos afios después, Anders Celsius propondria su escala que establecia
esta diferencia entre 0 y 100 grados, sin embargo, considerd que el punto de
ebullicion seria a los 0° y descongelacion a los 100°. No fue hasta el 1750
cuando el biologo danés Linnaeus propuso la inversion de la escala tal y como
la conocemos hoy en dia (*%%). En 1868 el Dr Carl Wunderlich desarrollé el
termometro clinico que ha sido universalmente utilizado en medicina durante
130 afios (*°°).

Todos aquellos instrumentos median el calor mediante el contacto
corporal, sin embargo, la busqueda de un dispositivo que permitiera medir la
temperatura mediante un sensor remoto, ha sido uno de los avances mas

importantes en este ambito en los Gltimos 60 afos.

Dado que el calor puede ser transferido mediante 3 mecanismos:
conduccion, conveccion y radiacion, es precisamente la medida de este ultimo
con el que se ha logrado un mayor desarrollo tecnologico. En 1934 Hardy
(*61) invent6 el primer detector de infrarrojos para la medida de la temperatura
corporal. Sin embargo, los avances mas relevantes tuvieron lugar en el
contexto del desarrollo armamentistico de los afios posteriores en los que
aparecieron instrumentos, valiéndose de la tecnologia infrarroja, que
permitian la vision nocturna, desarrollo de misiles localizadores de calor, etc.
Entre los afios 50 y 60, las investigaciones cientificas comenzaron a adaptar
esos prototipos militares para uso clinico en neurologia, cirugia, oncologia y
dermatologia (*2). Posteriormente, en los afios 90, gracias a exploraciones
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realizadas en el espacio y observaciones en el campo de la astronomia, se
facilité el desarrollo de sistemas muy cualificados de deteccion de rayos

infrarrojos tal y como los conocemos hoy en dia.

Los primeros datos de medida de la temperatura ocular fueron
reportados en el afio 1875 por Dohnberg (1%3), quien utilizaba un termémetro
de mercurio adaptado para colocarlo en el fondo de saco conjuntival,
observando un incremento en la temperatura ante inflamaciones agudas del
segmento anterior. Posteriormente, se sucedieron numerosas aportaciones
hasta que en los afios 60 Mapstone(164165.166.167.168,169.170) condujo una serie de
experimentos termograficos usando un bolémetro, dispositivo que se colocaba
a 0,5cm del ojo y recogia la radiacion emitida por el ojo. Ello le supuso la

consideracion de pionero en el &mbito de la termografia corneal (Figura 19).

L Y

Figura 19. Bolometro de Mapstone.

En los ultimos 40 afios se han desarrollado nuevos instrumentos que
aportan, ademas de una mayor resolucion, ventajas de portabilidad, menores

costes y mayor rapidez en el procesamiento de las imagenes.
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C.2 Perfil termografico de la superficie ocular.

El registro termografico del centro de la cérnea ha sido objeto de
estudio por numerosos autores. Los trabajos mas consistentes indican rangos
de temperatura entre los 32,9 y 36 °C(171.172173.174) " sjendo la temperatura en el
limbo corneal entre 0.45 y 1°C mayor que en el centro; asi mismo, la
temperatura registrada en el canto nasal (limbar y conjuntival) es superior

respecto al area localizada en temporal (*%°).

Por otra parte, la TSC viene determinada por numerosos factores:
temperatura corporal, temperatura ambiental, grado de vascularizacion
perilimbar, integridad de la superficie y de la pelicula lagrimal, parpadeo y
edad.

Numerosos estudios sefialan una variacion circadiana de la temperatura
corneal con un incremento durante el dia y descenso nocturno que podria estar
en relacion con la misma variacion de la temperatura corporal a lo largo del
dia (5176177178 En este sentido, un estudio sugiere que incrementos en la
temperatura corporal de 0,4°C supone un ascenso en la corneal de 2°C, sin
embargo, también apunta la presencia de un limite de temperatura corneal en

36,5-37°C a pesar de continuos incrementos en la temperatura corporal (*’°).

Por otra parte, la temperatura ambiental también modifica el registro
corneal, de tal forma que para generar un incremento de temperatura corneal
de 3°C se debe aumentar 20°C en la temperatura ambiental (3%2). La edad se ha
correlacionado inversamente con la temperatura de la superficie ocular en
numerosos estudios (180181.182.183) estapleciendo una tasa de descenso en torno a
0,020°C por afio de vida (*®). Finalmente, las modificaciones en la
temperatura de la superficie ocular secundarias al parpadeo fueron

documentadas por primera vez por Mapstone (%°) quien observd un
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incremento de temperatura corneal de 1,5°C tras 5 minutos de oclusién

palpebral.

En el presente trabajo estudiaremos el comportamiento indirecto de los
termorreceptores de frio corneales y la contribucion de los receptores
polimodales en la EOS mediante la posible existencia de diferencias en la
temperatura de la superficie corneal entre pacientes con SS y controles, en el
primer caso, y la activacion de secrecion refleja lagrimal tras estimulacion con

COg, en el segundo.
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Il.  OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis doctoral es estudiar en seres humanos la
contribucion de los termorreceptores de frio y de los nociceptores polimodales
de la superficie ocular a la patogenia de la enfermedad de 0jo seco, valorando
su estado funcional mediante el uso de técnicas indirectas. Para ello lo hemos

subdividido en dos objetivos generales:

1. Determinar la posible existencia de diferencias en la temperatura de la
superficie corneal (TSC) entre pacientes con SS y controles, asi como
su correlacion con signos y sintomas presentes en los sujetos.

2. Establecer si el estimulo quimico de CO; sobre los nociceptores
polimodales de la superficie ocular desencadena un incremento en la
secrecion lagrimal y supondria, por tanto, una herramienta en el

diagndstico de la EOS.

Para poder llevar a cabo estos objetivos, previamente fue necesario

establecer el método adecuado en las siguientes medidas:

1. Determinacién de la TSC durante un intervalo inter-parpadeos
mediante cAmara termogréafica de rayos infrarrojos.

2. Cuantificacion de las variables termograficas: temperatura maxima,
temperatura media, temperatura minima, variacion de TSC por segundo
durante un intervalo inter-parpadeos, tiempo medio de oclusion
palpebral, incremento de TSC tras un parpadeo, pendiente de caida
inicial, pendiente final y pendiente total durante un intervalo inter-

parpadeos.

3. Calculo del flujo de secrecion lagrimal basal y estimulada con CO,

sobre la superficie corneal en individuos sanos.
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|ll. MATERIAL Y METODOS

A.POBLACION

El estudio se ha llevado a cabo en un total de 104 sujetos adultos,

divididos en dos grupos:

1. Grupo de ensayo preliminar, destinado a estudiar experimentalmente el
equipo de estimulacion de la superficie corneal, formado por 23 voluntarios
sanos y asintomaticos, pertenecientes al Instituto de Neurociencias y de
edades comprendidas entre los 20 y 30 afios.

2. Grupo de pacientes oftalmologicos, pertenecientes al hospital Marina
Baixa de Alicante con edad comprendida entre los 20 y 69 afios y divididos en
3 grupos pareados en edad y sexo:

= Grupo 1: pacientes diagnosticados por el servicio de reumatologia
del Hospital Marina Baixa de SS primario o secundario segun los
criterios de la AECG (2012)'* establecidos para la identificacion
del mismo (ver introduccién).

= Grupo 2: sujetos sin ninguna sintomatologia de EQOS, con un T.
Schirmer > 8 mm en 3 minutos, TBUT >7s y 0 grados de queratitis
punctata superficial (QPS) bajo el examen en lampara de hendidura.

= Grupo 3: pacientes que presentaban un test de schirmer < 10mm en 3
minutos, asi como un TBUT < 7 segundos Yy, sin embargo, sin
sintomatologia de EOS. Dicha cohorte solo se incluy6 para el céalculo

de las tasas de secrecion lagrimal.

El trabajo fue disefiado como un estudio prospectivo y transversal,
aprobado tanto por el comité de ética de la Universidad Miguel Hernandez,
con cddigo de aceptacion IN-JGa-002-11, como por el comité de la comision

de investigacion del Hospital Marina Baixa (anexol), con el patrocinio del
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Ministerio de Ciencia e Innovacién (SAF2014-54518-C3-1-R, Mineco-
FEDER). Se calcul6 un tamafio muestral de 55 sujetos para un nivel de

confianza del 95%, ajustando las perdidas.

El estudio se desarrollo tanto en el Instituto de Neurociencias de la
Universidad Miguel Hernandez como en el Hospital Marina Baixa de
Alicante. Todo el protocolo de experimentacion fue ejecutado siguiendo las

normas definidas en la Declaracion de Helsinky.

Los criterios de exclusién para ambos grupos fueron: pacientes usuarios de
lentes de contacto, cirugias oftalmoldgicas previas, embarazo, obstruccién de
glandulas de Meibomio, u otras enfermedades locales que pudieran causar
EOS.

B. PARAMETROS DE VALORACION DE LA HUMEDAD
EN LA SUPERFICIE OCULAR

En el presente trabajo se estudiaron las variables clinicas que utilizamos
frecuentemente en la préactica clinica diaria para identificar la presencia de
EOS.

B.1 Secrecion lagrimal: Test de Schirmer.

B.1.1 Test de Shirmer basal:

El test de schirmer consiste en una tira de papel absorbente milimetrado
(papel whatman 41, 35x5mm de Haag-streit®) que se inserta en el tercio
externo palpebral inferior durante un tiempo determinado, tras el cual, se

cuantifican los mm de longitud de la tira humedecidos por la lagrima.

El procedimiento consistio en instilar 3uL de lidocaina al 2% con una

micropipeta sobre la lenglieta de la tira de medida (que va aposicionada sobre
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la conjuntiva bulbar) midiéndose, de ésta forma, el flujo de secrecion lagrimal

basal durante 3 minutos.

B.2 Tiempo de ruptura de la pelicula lagrimal (TBUT)

Esta prueba se realiz6 empleando tiras de fluoresceina (Haag-streit®)
con la que que se impregna la conjuntiva bulbar inferior; tras varios
parpadeos, observando a superficie ocular iluminada con luz de cobalto se
media el tiempo, en segundos, que tardaba la pelicula lagrimal, inicialmente
homogenea en quebrarse, lo que sirve como indice de la estabilidad de la

pelicula lagrimal.

B.3 Grado de afectacidon de la superficie ocular:

Tras la aplicacion de tiras fluoresceina previamente descritas, se
valoraba la integridad de la superficie ocular observada con la lampara de
hendidura bajo la luz de cobalto, cuantificando la aparicion de epiteliopatia

superficial corneoconjuntival, segun la escala Oxford (Figura 21).

NOTA

La seccion B.1.2 esta protegida mediante acuerdo de confidencialidad por la Comisién de
Doctorado de la Universidad Miguel Hernandez el 16 de Enero de 2019.
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Staining appearnace Grade Verbal descriptor
0 Absent
[ Minimal
| Mild
[T Moderate
IV Marked
V Severe

Figura 20. Escala de gradacion del dafio de la superficie
corneoescleral segun el esquema Oxford.

B.4 Determinacion de la altura del menisco lagrimal mediante
tomografia de coherencia éptica (OCT):

Mediante esta técnica se mide el volimen de lagrima dispuesta en el
angulo formado por el globo ocular y la aposicién del margen del parpado,
aproximadamente en el tercio central del mismo.

B.4.1 Instrumento de medida:

La medida se llevo a cabo con un tomdgrafo de coherencia optica 3D-
OCT 2000, Topcon (Figura 22); la distancia de trabajo fué de 63,7mm.
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B.5.2 Procedimiento de medida:

En cada ojo se determinaba automaticamente mediante la opcidn
“measure”, la altura del menisco lagrimal resultante del triangulo que
conformaba la cornea con el parpado y su bisectriz; dicha medida se obtenia

en ambos 0jos, tomandose como valor final la media de las dos cifras

anteriores.

Figura 22. Determinacion de la altura
del menisco lagrimal mediante OCT. A.
Medida de la altura del menisco lagrimal
formado por la bisectriz entre la cornea
(superior) y margen palpebral (inferior).
B. Imagen fotografica de la medida de
W corte transversal para la determinacion del
“2 menisco lagrimal.

B.5 Cuestionario de Mcmonnies:

Este cuestionario de sintomatologia de EOS consta de 14 preguntas que
exploran la frecuencia de aparicion de una serie de sintomas de esta
enfermedad, ademas de considerar la presencia de patologia sistemica que

pudiera influir en dicha sintomatologia (ver Anexo 2).

C.TERMOGRAFIA DE LA SUPERFICIE CORNEAL

C.1 Instrumento de medida:

La TSC fue registrada mediante imagenes de video tomadas con una
camara termografica de rayos infrarrojos (InfRec R300SR, Nippon Avionics
Co. Ltd., Tokyo, Japan) (Figura 24). Este dispositivo es capaz de obtener
hasta 60 imagenes por segundo, con una emisividad programada (proporcion

de radiacion térmica debida a la temperatura de la superficie) de 0.96 y un
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amplio rango de temperatura desde los -20°C hasta los 60°C. Se utilizd un

zoom digital de 1x6 y la resolucion de la grabacion fue de 320x240 pixeles.

Figura 23. Camara termografica de
rayos infrarrojos InfRec R300SR,
Nippon Avionics Co. Ltd., Tokyo, Japan.

C.2 Protocolo de medida:

La camara se situaba a 50cm del ojo a estudiar; el paciente se colocaba
en la lampara de hendidura, con la cabeza inmovilizada mediante mentonera y
reposo frontal (Figura 25). Previamente al analisis, se instruia al sujeto sobre
el procedimiento a sequir, indicandole que debia parpadear normalmente y a
una sefial, abrir los ojos, manteniéndolos de modo forzado durante 10
segundos mirando a un punto fijo, tras los cuales se realizaba la oclusion
palpebral. Estos 10 segundos de apertura palpebral definen el intervalo inter-
parpadeos gque serd objeto de anélisis. Esta maniobra era repetida 3 veces, de

manera sucesiva obteniendo asi 3 intervalos inter-parpadeos en cada sujeto.
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Figura 24. Ubicacion de la camara termogréafica con respecto a la situacion del
paciente.

C.3 Procedimiento de analisis y variables termoqgraficas:

Los datos termograficos fueron analizados con el programa informatico
especifico proporcionado por la cadmara termografica (InfRec Analyzer
NS9500 Standard, Nippon Avionics Co. Ltd.). Posteriormente eran
exportados al programa excel, para ser analizados finalmente con el programa
estadistico Sigmaplot.

En cada paciente se registraba la trayectoria de la curva de la TSC en
un punto del centro de la cornea (figura 26) que dibujaba, generalmente, 3
picos, correspondientes a cada parpadeo (figura 27). Entre cada uno de
aquellos picos de temperatura se definia un intervalo inter-parpadeos en el
que descendia dicha temperatura. En los 30 segundos que duraba cada

procedimiento se registraba un total de 1822 valores de temperatura.
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Figura 25. Imagen termogréfica del globo ocular en el que se registra la temperatura
del centro de la cornea (punto a).

Temperatura de la Superficie Corneal (°C)

34,5

34,0 +

33,5 4

33,0 4

TSC (°C)

32,5 4

32,0 - * % *

31,5 T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (s)

Figura 26. . Temperatura de la superficie corneal en 3 secuencias de parpadeos.
Cada intervalo inter-parpadeos corresponde a 10segundos (*).

En la trayectoria de la curva de valores de la TSC registrada en el centro

de la cornea determinamos:

C.3.1 Temperatura maxima (Twax ): temperatura inmediata tras la apertura del
0jo, tras un parpadeo que es registrada en el pico de la curvatura,
despreciando los valores iniciales (0,10-0,15s) por considerarlos todavia

correspondientes a valores de la temperatura palpebral (Figura 28).

C.3.2. Temperatura minima (Tmin): temperatura previa al siguiente parpadeo
que es registrada al final de la caida de la TSC y justo previa al siguiente pico

correspondiente al parpadeo (Figura 28).
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C.3.3 Temperatura media (T): media aritmética entre la temperatura maxima
y la temperatura minima.
C. 3.4 Variacion media de la temperatura de la superficie corneal por

segundo. Media de la diferencia entre 1a Trax Y Tmin por segundo (Figura 28).

C. 3.5 Incremento de TSC durante un parpadeo por segundo: Diferencia entre

la Tmin Y la sucesiva Tmax de la superficie corneal por segundo (Figura 28).

C.3.6 Tiempo medio de oclusion palpebral: tiempo comprendido entre la Tnin

y la Trax.
34,0
33,8
369 TTTTTTT .0 Q@ T T T T T T T TTTTTTTTTTTTTTTTToTTTTTo
~ 334
O ..
o 32 Variacion de TSC
2 durante 10s

Tiempo (s)

Figura 27. Curvatura de la temperatura de la superficie corneal (TSC) durante un periodo
inter-parpadeo. TMax Temperatura méxima corneal; Tmin Temperatura minima de la superficie
ocular; C3.5 Incremento de TSC durante un parpadeo por segundo.

C.3.7 Pendiente de caida de TSC durante un intervalo inter-parpadeos (M):
C.3.7.1 Pendiente 1(M,): caida inicial tras el primer parpadeo. Se
registraba a partir del valor de Twmax hasta el punto de inflexion de la curva,

entre 1.5y 2 s tras la apertura.

C.3.7.2 Pendiente 2 (M,): caida de la TSC registrada a partir de los 2
s desde la apertura palpebral dentro de un intervalo inter-parpadeos, en el que

se alcanza la temperatura minima.
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C.3.7.3 Pendiente total (M+): resultado de la regresion lineal de la

variacion de temperatura en el intervalo inter-parpadeos.

34,5 ~
34,0 ~
33,5 -

33,0 -

Temperatura (°C)

32,5 A

32,0 ~

31,5

Tiempo (s)

Figura 28. Pendiente de caida de la TSC entre parpadeos. M pendiente de caida de la
TSC inicial; M2 pendiente de caida posterior, en la que se observa un descenso mas lento;
M, suma de las dos pendientes anteriores.

NOTA

Las secciones D (D.1, D.2, D.3) y E (Protocolo) estan protegidas mediante acuerdo de
confidencialidad, segun a la decisién de la Comisién de Doctorado de la Universidad Miguel
Hernandez fechado el 16 de Enero de 2019.
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D. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos fueron procesados por el programa estadistico Sigmaplot
(v11; Systat Software, London, UK). Los datos se expresaron como media
+SE.

Para la comparacion de las muestras paramétricas (temperatura ambiental,
temperatura maxima, media y minima de la superficie ocular, tiempo medio
de oclusion palpebral y edad) se utilizo la t-student; para el resto de variables
no paramétricas (parametros clinicos, el resto de los datos termograficos,
sexo, humedad ambiental y EVA del CO, sobre la superficie corneal) se
utilizé la U de Mann Whitney.

Se empled la prueba de correlacion de Pearson para medir la posible
relacion lineal entre los parametros clinicos y termograficos. Por Gltimo, en la
comparacion de tres 0 mas muestras (valores de secrecion lagrimal) se aplico

One Way ANOVA con el método de comparacion multiple post hoc de Dunn.

En todos los analisis se considerd estadisticamente significativo una
p<0,050; realizdndose todos los calculos con una n=60 (SS=30; controles =
30), excepto en los analisis de las tasas de secrecion lagrimal, en los que se
tuvo en cuenta también la muestra de poblacion de ojo seco subclinico
(n=13).
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V. RESULTADOS

A.DATOS DEMOGRAFICOS

Se incluyé en el estudio un total de 104 sujetos, 23 de ellos reclutados
unicamente para el estudio preliminar de la validacion del método de
estimulacion irritativa corneal. ElI grupo final de pacientes oftalmoldgicos
incluyo a 60 individuos: 30 correspondientes al grupo SS y 30 individuos
control, homogéneos en edad y sexo y con un predominio de mujeres en
ambas muestras (tabla 4). Trece pacientes correspondientes a la poblacion de
0jo seco subclinico se emplearon Unicamente para el estudio de los flujos de
secrecion lagrimal. Ocho pacientes fueron excluidos: 2 por enfermedad de
rosacea, 1 paciente por antecedente de parélisis VII par craneal y 5 por

obstruccién severa de las glandulas de meibomio.

CONTROL (n=30) SS (n=30) P-valor
EDAD 47+9 51+11 P=0,056
SEXO 30%V 10% V P=0,218
70%M 90% M

Tabla 4. Datos demograficos grupo control y SS

En el grupo SS se incluyeron 13 pacientes con SS primario y 17 con SS
secundario, de los cuales: 8 presentaban un lupus eritematoso sistémico, 7
artritis reumatoide y 2 espondilitis anquilopoyética. El tiempo medio de

evolucion de la enfermedad SS fue de 12 + 8 afios.

Otras comorbilidades presentes en la poblacion estudiada fueron (tabla 5):
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Enfermedad Control SS

HTA 3,3% 20%
DM 6,6% 3,3%
F. Raynaud - 6,6%
Enf. Distioidea - 6,6%
Tto antidepresivos - 13,3%
Fibromialgia - 6,6%

Tabla 5. Otras enfermedades presentes en la poblacion.

HTA: Hipertension arterial; DM: Diabetes mellitus. F. Raynaud: fendmenos de Raynaud.
Enf. Distiroidea: enfermedad distiroidea. Tto: tratamiento.

B. EVALUACION DE LA HUMEDAD DE LA SUPERFICIE
OCULAR.

B.1 Flujo de secreciéon lagrimal basal

Los valores medios de secrecion lagrimal medidos con el test de
Schirmer mostraron valores significativamente mas bajos en el grupo SS que
en los controles (controles:13,83 £6,7mm vs grupo SS:6,6£3mm; P<0,01; U
de Mann-Whitney, Figura 32).

35 1
30 o
25

20 -

15 + L J
®

10 - J_
5 -

T. Shirmer (mm)

o]

Control Ss

Figura 29. Comparacion del flujo de secrecion lagrimal basal entre pacientes

SS 'y controles. (p<0,001)
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B.2 Tiempo de ruptura de la pelicula lagrimal (TBUT)

Como se muestra en la Figura 33, la pelicula lagrimal se rompia en un
tiempo significativamente mas corto en los pacientes con SS que en los
individuos sanos (grupo control 13,83 +6,7s vs SS 6,6+3s;; p<0,001. U de
Mann Whitney).

14 4
12 4

10 4 [ ]

TBUT (s)
(2]

T T
Controles SS

Figura 30. Comparacion del TBUT entre pacientes SS y controles.

B.3 Dano en la superficie corneoconjuntival:

Los pacientes SS presentaron afectacion de la superficie ocular con un valor
medio de 1.8, segun la Escala de Oxford mientras que en los controles el valor
medio fue de 0 (p<0,001; U de Mann Whitney) (Figuras 34y 35).

Figura 31. Imagenes de la

superficie ocular de seis

pacientes con sindrome de

Sjoégren, que muestran la

S presencia de distintos grados de
epiteliopatia punctata superficial

secundaria a la enfermedad. A.

Grado | escala de Oxford. B.

Grado 11, C-D Grado Ill, E-F

® Grado IV.
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Grado escala Oxford

Control SS

Figura 32. Comparacion del dafio de la superficie corneoconjuntival entre pacientes
SSy controles.

B.4 VVolumen del menisco lagrimal.

Los pacientes SS presentaban un volumen lagrimal, estimado a partir
del valor de la altura del menisco inferior, significativamente inferior al de los
los individuos sanos (control 219,56 £ 70,78 pum vs SS:161,91+ 79,4um;
p<0,001; U de Mann-Whitney).

500 A

400 A

300 A _T_

.

200 A

altura del menisco lagrimal ()

100 o

Controles SS

Figura 33. Comparacion de la altura del menisco lagrimal entre grupo SS y sujetos
sanos.
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B.5 Cuestionario Mcmonnies

El grupo de pacientes SS mostré mayor sintomatologia de enfermedad
de o0jo seco que el grupo control (grupo control 3,7+2,2 vs SS:13,50 £3,2;;
<0,001. U de Mann-Whitney.

25 ~
20 A o

15 A

10 1

Puntuacién cuestionario

Controles SS

Figura 34. Comparacién cuestionario de McMonnies entre grupo SS y control. En
ordenadas se muestra la suma de los valores otorgados a las preguntas del cuestionario por
los individuos control y enfermos con SS.

C. TERMOGRAFIA:

Figura 35. Imagenes termogréficas de la
superficie ocular enfocadas al centro de
la cornea (A-C). Evolucion del descenso
de la TSC a lo largo del tiempo entre 2
parpadeos. La banda inferior muestra la
escala de temperaturas y su equivalencia
en colores.
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C.1 Los pacientes SS mostraban valores de temperatura corneal
maxima (T max) significativamente mayores que los controles.

Los pacientes con SS mostraron una Twax , contabilizada a partir de los
0,10-0,15s tras el pico del parpadeo (ver métodos), méas alta que los sujetos
sanos (controles 33,93 = 0,84 °C vs SS 34,77+ 0,61°C; p<0,001; t-
student).

37 4
36

T

34 4

il

32 A

Temperatura (°C)

31

Control SS

Figura 36. Comparacion de la media de la Tmaxentre los pacientes SS y los
controles (p<0,001; t-student)

C.2 La Temperatura media (Tm) fue mayor en los pacientes con
SS que en los controles.

Los pacientes SS registraron una Tm superior a los controles (controles:
33,56 = 0,84 °C vs SS:34,23+0,69 °C; t-student, p=0,001).
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°
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Figura 37. Comparacion de la temperatura media corneal durante un intervalo inter-
parpadeos entre pacientes SS y controles ( t-student, p=0,001).

C.3 La temperatura minima (Tmin) de la superficie corneal
durante el intervalo inter-parpadeos era mayor en los pacientes
SS pero su diferencia con los controles no fue significativa.

La temperatura minima (Tnin) de los pacientes con SS era algo mas alta
que la de los controles, aunque la diferencia no resultd significativa (grupo
control 33,23 0,9 °C vs SS 33,63 =#0,7°C; p=0,078 t-student).

36

35 ° °

T

33 A

N :

Controles SS

Temperatura (°C)

31

Figura 38. Comparacion de la temperatura minima (Tm) en el periodo interparpadeo
entre los pacientes SS y sujetos control.
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C.4 Los pacientes con SS presentaban una variacion media de
TSC durante el periodo interparpadeo (-AT), mayor que l0s
sujetos controles.

El ritmo de caida media de la TSC en los pacientes con SS fue de -0,116
+0,69 °C/s, mientras que en el grupo control fue de -0,080 + 0,61 °C/s. La

diferencia fue estadisticamente significativa (p=0,011; U Mann Whitney)

2,2 1
2,0 4
1,8 A
1,6

1,4 -

0,8 1

0,6

[ ]
°
1,2 A
-A°C/s
1,0 -
:

0,4

0,2 4 [ ]

0,0

Controles SS

Figura 39. Comparacion de la variacion media de TSC durante un periodo
interparpadeo entre pacientes SS y sujetos control. (p=0,011; U Mann Whitney)

C.5. La TSC al abrir el ojo tras un parpadeo era mas alta en los
pacientes SS que en los sujetos control.

El incremento de la TSC que tiene lugar durante el tiempo en el que el
0jo permanece cerrado se valoré determinando el incremento de temperatura
entre la Tmin del intervalo interpapadeos anterior y la Tmax del intervalo
siguiente, dividido por el tiempo comprendido entre ambas variables. Esta

medida fue superior en los pacientes con SS que en los sujetos control, sin

7



embargo, dicha diferencia no fue significativa entre ambos grupos (grupo
control: 0,98 + 0,6 °C/s vs SS: 1,19 = 0,58 °C /s; p=0,53 U Mann Whitney).

Variacién TSC (°C)
N

0 - + L

Controles SS

Figura 40. Aumento de TSC entre la Tmin y la Tmax inmediata tras un parpadeo.

Tabla 6. Comparacion de la temperatura corneal en pacientes SS y controles.

Controles SS P-valor
Tax 33,93#0,84°C 34,77+0,6 °C <0,001
Tmin 33,23+#0,9°C 33,63#0,7°C 0,078
AT -0,080 + 0,61 °C -0,116 +0,69°C 0,011
Tm 33,56 £ 0,84 °C 34,23+0,69°C 0,001

Twmax: Temperatura maxima; Tmin: temperatura minima; AT: variacion media de

temperatura durante un intervalo inter-parpadeos; Tm: temperatura media. Cada valor es
expresado como media = SE.
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C.6 El tiempo medio de oclusidn palpebral fue ligeramente mas
alto en los pacientes SS que en los controles.

Los pacientes con SS mostraron un tiempo de oclusion palpebral
ligeramente superior a los controles, a pesar de que dicha relacién no resultd
significativa. (controles 1,11 + 0,44s vs SS: 1,18 +0,6 s ; t-student; p=0,62).

3,0 1
2,5 A
2,0 A

W

1,0 A

0,5 J_
[ ]
[ ]

0,0

Tiempo(s)

T T
Controles SS

Figura 41. Tiempo medio de cierre palpebral en los pacientes SS y controles.

C.7 La caida de la TSC mostraba 2 velocidades de descenso
durante un periodo interparpadeo.

Los primeros analisis de determinacion de la pendiente de caida de la
TSC pusieron de manifiesto un descenso de la temperatura a diferente
velocidad a lo largo de un intervalo inter-parpadeos. Inicialmente la curva de
TSC adoptaba un perfil mas abrupto (pendiente M;) que era continuado con

otro de morfologia més lineal (pendiente M) (Figura 29).

Por ello, decidimos calcular dicho descenso en dos fases. La
comparacion entre ambos perfiles de la curva de TSC (M; y M;) en un
intervalo inter-parpadeos fue estadisticamente significativa tanto en los
pacientes con SS como en los controles (SS: M; -0,37+£0,31 °C/s vs M, -0,08
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10,07 °C/s; p<0,001; U de Mann Whitney. Controles: M; -0,26+0,2 °C/s vs
M, -0,22 +0,83 °C/s; p<0,001,; U de Mann Whitney).

C.7.1 Pacientes SS:

0,0 4

-0,2 %
L]

-0,4 -
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-1,0 -

[ )

1,2 4

Pendiente TSC (°C/s™)

-1,4

T T
M1 M2

B Pendiente M1
[ Pendiente M2

Figura 42. Comparacion descenso de TSC (inicial (M1) menos final (M2)) durante el
periodo inter-parpadeos en el grupo SS.

C.7.2 Controles:

05

Pendiente TSC (MCis)
&
e
1

M1 M2

H Pendiente M1
I Pendiente M2

Figura 43. Comparacion del descenso de TSC durante el periodo inter-parpadeos en
sujetos control. En la pendiente M; se ha desechado un valor outlander de -4,640.
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Tabla 7. Comparacion de las pendientes de descenso de temperatura corneal en
ambos grupos.

M, (°C/s) M, (°C/s ) P-valor
Controles -0,26+0,2 -0,22+0,83 <0,001
SS -0,37+0,31 -0,08+0,07 <0,001

Todos los valores son expresados como la mediat SE.

C.8 El descenso total de la TSC a lo largo de un intervalo inter-
parpadeos tendia a ser mas rapido en los pacientes SS que en los
controles.

Los pacientes SS mostraron una caida de la TSC mayor que los sujetos sanos,
a pesar de que dicha diferencia no resulto estadisticamente significativa. Esto
podria deberse, en parte, al empleo de test no-paramétricos al existir una
mayor dispersion de los datos. Para realizar esta valoracion comparamos la
pendiente total (My) entre los casos y los controles (controles: -0,11 + 0,05
°C/svs SS: -0,141 + 0,08 °C/s vs; p=0,35; U de Mann Whitney), haciendo lo
propio con la pendiente M; (controles :-0,26 = 0,20 °C/s vs SS:-0,37+ 0,315
°Cls; p=0,22 U Mann Whitney) y con la pendiente M, (controles: -0,22 + 0,8
°C/s vs SS: -0,087+0,07 °C/s; p=0,35; U de Mann Whitney).

0,00 4

-0,05 A T

-0,10 1

-0,15 A L

-0,20 A

-0,25 1

pendiente T2 (°C/s)

-0,30 1

-0,35 - °

-0,40

Control SS Figura 44. . Comparacién de

la pendiente total de descenso de la TSC entre pacientes SS y controles. Los sujetos
sanos mostraron una caida mas lenta que los pacientes SS durante el intervalo inter-
parpadeos, a pesar de no resultar significativa esta relacion (p=0,35; U de Mann Whitney).
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Figura 45. Comparacion de la pendiente M1 entre controles y pacientes SS. En los
pacientes SS la pendiente M: descendia ligeramente méas rapida que en los controles
durante el intervalo inter-parpadeos (p=0,22 U Mann Whitney).
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Figura 46.Comparacion pendiente M2 entre controles y pacientes SS. En el grupo SS la
pendiente M2 descendia ligeramente mas rapida que en los controles durante el periodo
interparpadeo (p=0,35; U de Mann Whitney). En la pendiente M2 de los controles se ha
desecha un valor outlayer de -4,640.
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Tabla 8. Comparacion de las pendientes de caida de la TSC entre controles y
pacientes SS.

Pendiente TSC Controles SS p-valor
M, (eC/s) -0,26+0,2 -0,37+0,31 0,22
M,(2C/s ) -0,22+0,83 -0,08+0,07 0,35
M (eC/s) -0,11+0,05 -0,14+,08 0,35

Todos los valores son expresados como media+ SE.

C.9 Correlaciones entre los parametros clinicos y termograficos

Todas las variables clinicas (flujo de secrecion lagrimal basal, flujo de

secrecion refleja estimulada mediante CO,, dafio de la superficie corneal,

altura del menisco lagrimal y cuestionario de Mcmonnies) se correlacionaron

con las variables termogréaficas (Temperatura maxima, temperatura minima,

variacion de temperatura en el periodo inter-parpadeos, pendiente de caida

M;, pendiente de caida M, y pendiente de caida total M) tanto en los casos

como en los controles. Se considerd significativo un p<0,05.
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= Pacientes SS
T. T. QPSs H. Varia Toin Toax M1 M2 MT Mcm 2 %Hu Edad
Schir  Schir- Meni - o. Amb  me-
mer, Mer s- cion dad
CO2 co TSC
TBUT 0,16 0,27 -0,7 0,08 -0,13 0,147 0,08 0,22 0,12 -007 -0,60 - 0,10 -0,30
5 0,13
T.Schirm 0,6* -0,28 0,43* 0,1 -007 0,01 -0,12 -0,19 -0,30 -0,16 - -0,25 0,07
er, 0,18
T. Schir- -0,33 0,45* -0,07 0,19 0,25 008 -0,03 -0,19 -0,29 0,09 -0,3 -0,18
Mer CO2
QPs -0,32 0,22 -0,37* - -0,16 0,05 0,23 0,6* - -0,02 0,30
0,32 0,05
H. -0,06 0,12 0,10 0,06 -012 -0,06 - 0,11 -0,2 0,06
Menis- 0,46*
Co
Variacio -0,67* - -0,4* -0,5* -0,6* 0,1 - -0,20 0,3
n 0,09 0,15
TSC
Toin 0,80 0,1 0,48 0,2 -0,18 - 0,28 -0,46*
& & 0,16
Thiax -0,19 0,18 -0,23 -0,13 0,10 0,21 -0,3*
M1 0,28 0,44* -0,18 0,11 -0,02 -0,27
M2 0,58* -0,02 0,03 0,11 -0,19
MT 0,13 0,03 -0,04 -0,09
Mcmo. - 0,2 -0,01
0,01
Ta 0,09 -0,3*
Amb
%Hu- -0,3*
medad

Tabla 9. Correlaciones entre los parametros termograficos y clinicos en los pacientes SS. *: pS0,0S. QPS: queratitis
punctata superficial; H. menisco: altura del menisco lagrimal; VariacionTSC: Variacion media de
la temperatura de la superficie corneal inter-parpadeos; Tmin : Temperatura minima inter-

parpadeos; Tmax: Temperatura maxima inter-parpadeos; Mi: Pendiente de caida de la TSC
inicial; M2: pendiente de caida de la TSC final; Mt: pendiente de descenso de la TSC total;

Mcmo: cuestionario de Mcmonnies; T# amb: Temperatura ambiental; % Hume.:% humedad.
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C.9.1 En los pacientes SS se observo una correlacion inversa
entre el dano de la superficie corneoconjuntival y Ia
temperatura minima de la superficie ocular.

Dicha correlacién supone que a mayor afectacion de la superficie corneal
menor temperatura minima registrada (r=0,37; p=0,04; Correlacién de

pearson).

36 -

35 4

34 4

33 A

Temperatura (°C)

32 A o

31 T T T T T 1
0 1 2 3

Grado QPS escala Oxford

N
(63}

Figura 47. Correlacion entre la afectacion de la superficie corneoconjuntival y
la temperatura minima de la superficie corneal.

C.9.2 La temperatura de la superficie ocular estaba
inversamente relacionada con la edad.

En los casos, los pacientes méas afiosos presentaban una TSC mas fria
que los mas jovenes. La disminucion de temperatura maxima por afio es a

razon de -0,032°C/afio (r=0,36; p=0,04; correlacion de Pearson) y la
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minima - 0,019°C/afio (r=0,46; p=0,01; correlacién de Pearson), siendo la
media de -0,020°C.

Temperatura corneal (°C)
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EDAD

Figura 48. Correlacion entre la edad y la temperatura maxima de la superficie ocular.
(r=0,36; p=0,04; correlacion de Pearson)
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Figura 49. Correlacion entre la edad y la temperatura minima de la superficie ocular.
(r=0,46; p=0,01; correlacion de Pearson).
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= Enlos controles:

No se encontraron correlaciones entre los parametros clinicos y los
termogréaficos (Tabla 12).
T.Schir- T. QPs  H. Varia- T Tux M1 M2 MT  Mc T@ %Hu Edad
mer, Schir- Me- cion mo. Amb. medad
Mer nis- TSC
CcOo2 co
TBUT -0,28 -0,33 0,07 0,120 -0,2 0,19 0,18 0,08 0,32 0,10 - -0,08 -0,03 -
0,21 0,27
T.Schirmer, 0,65* - 0,09 0,10 - - 0,12 0,10 -0,04 0,01 -0,27 0,3 0,07
0,05 0,08 0,13
T. Schir- 0,07 0,05 0,2 -0,2 -0,2 -0,06 0,12 -0,07 - -0,07 0,16 0,05
Mer CO2 0,07
QPs 0,18 -0,08 0,03 0,02 0,004 0,04 0,008 -0,2 -0,02 0,2 0,07
H. Me 0,11 -0,1 - -0,35 0,08 0,005 - 0,3 -0,1 0,3
nis- 0,14 0,04
Co
Variacion - - 0,006 -0,3 0,007 0,07 0,1 -0,1 0,04
TSC 0,7* 0,3*
T 085 017 025 0,18 - 0,02 0,04 -
0,22 0,08
LIV 0,31 0,14 0,2 -0,2 0,05 -0,004 -
0,14
M1 0,12 0,3 - -0,17 0,01 -
0,09 0,22
M2 -0,11 - 0,2 -0,03 0,02
0,06
MT - 0,06 0,42 -
0,10 0,15
Mc -0,29 0,007 0,2
mo.
T2 0,2 5
Amb 0,12
%Hume- -
dad 0,04

Tabla 10. Correlaciones entre los parametros termogréaficos y clinicos en los
controles. *: p<0,05. QPS: queratitis punctata superficial; H. menisco: altura del menisco
lagrimal; VariacionTSC: Variacion media de la temperatura de la superficie corneal inter-
parpadeos; Tmin : Temperatura minima inter-parpadeos; Tmax: Temperatura maxima inter-
parpadeos; M1: Pendiente de caida de la TSC inicial; M2: pendiente de caida de la TSC
final; M: pendiente de descenso de la TSC total; Mcmo: cuestionario de Mcmonnies; T?
amb: Temperatura ambiental; % Hume.:% humedad.

NOTA

La seccion D (Resultados de la estimulacion irritativa de la superficie corneal) esta
protegida mediante acuerdo de confidencialidad, segun a la decision de la Comision de
Doctorado de la Universidad Miguel Hernandez fechado el 16 de Enero de 2019.
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V. DISCUSION

En el presente trabajo hemos estudiado los cambios en la temperatura
corneal y la secrecion refleja lagrimal que pueden tener lugar en la
enfermedad de ojo seco secundaria al SS, empleando dos técnicas especificas:
la termografia corneal y la determinacion del FSR lagrimal evocado por
estimulacion quimica de la superficie corneal con CO,. Ninguna de ellas esta
siendo todavia utilizada en la préactica clinica diaria. Nuestro trabajo las
emplea por vez primera para este fin y sugiere que ambas pueden ser utiles
para un mejor diagnostico y consecuentemente, un tratamiento mas eficaz de
la enfermedad. Complementariamente, pueden también servir para el estudio
y la mejor comprension de las bases fisiopatoldgicas de la enfermedad de ojo

Seco.

A. CARACTERISTICAS DE LOS METODOS DE
EXPLORACION EMPLEADQOS

A.l. Termografia de la superficie ocular.

La termografia corneal realizada mediante camaras de rayos infrarrojos
de precision disponibles en el mercado, constituye un método no invasivo,
reproducible, objetivo y de sencilla utilizacion, para medir con exactitud la
temperatura de la superficie corneal a lo largo del tiempo. Su primer uso
oftalmolégico fue propuesto por Mapstone '™ en el afio 1968. Desde
entonces, numerosos trabajos han descrito los valores de la temperatura de la
superficie ocular en sujetos normales o en pacientes oftalmologicos, con
resultados muy dispares. Ello es atribuible por una parte a las diferencias en la
sensibilidad y rango dinamico de los sistemas de medida empleados y por otra

a la falta de homogeneidad en los protocolos experimentales empleados por
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los diferentes autores. Los avances tecnoldgicos conseguidos en afos
recientes han logrado aumentar acusadamente la capacidad de las cAmaras de
infrarrojos para detectar pequeiios cambios de temperatura, tanto en lo que se
refiere a su magnitud (cambios <0,025°C) como a la resolucién temporal (60
Hz).

El equipo empleado en nuestro estudio (cAmara termogréafica de rayos
infrarrojos InfRec R300SR, ver Métodos) nos ha permitido obtener un valor
de la temperatura corneal cada 16.6 milisegundos y discriminar diferencias
<0.03°C. Los resultados obtenidos, como se comenta mas abajo, indican que
esta capacidad de discriminacion es suficiente para detectar con precision
pequefias variaciones en la temperatura corneal y en el curso temporal de tales
cambios en el intervalo entre parpadeos. La comodidad y sencillez de esta
exploracion permite concluir que la termografia corneal superficial puede ser
un procedimiento Gtil para el diagnostico de algunas enfermedades oculares

que se acompafien de cambios térmicos.
A.2. Estimulacién de la secrecion lagrimal refleja

En nuestro trabajo, empleamos por vez primera un nuevo dispositivo
liberador de CO, sobre la superficie corneal, que estimula fundamentalmente
los nociceptores polimodales corneales, generando un incremento reflejo de la
secrecion lagrimal. Este dispositivo se basa en los estudios sobre la
sensibilidad corneal en animales de experimentacion y en seres humanos
llevados a cabo en los dltimos 25 afios por el grupo de trabajo de los

Directores de esta tesis #6:7:8:20.21,22,24,25,37,38,40
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B. SUJETOS DE EXPERIMENTACION

El grupo oftalmoldgico incluido en nuestro estudio fueron 30 pacientes
diagnosticados de SS por el Servicio de Reumatologia del Hospital Marina
Baixa y 30 sujetos controles. Existia una clara predominancia de poblacion
femenina. En referencia a la edad, la cohorte SS es ligeramente mas
envejecida que la muestra control (controles: 479 afios vs 51+11 SS), una
diferencia cercana a la significacion estadistica (p=0,056), que puede
introducir un sesgo en nuestro estudio, dado que la edad es uno de los

condicionantes tanto de la TSC como de la produccién lagrimal.

Del mismo modo, en la poblacion de pacientes SS aparecen, ademas,
una serie de enfermedades sistémicas, tales como hipertension arterial,
diabetes mellitus, fibromialgia o enfermedad distiroidea, que podrian haber
influido en la mayor frecuencia y/o intensidad de los sintomas de 0jo seco,

constituyendo del mismo modo un sesgo en el estudio.

La poblacion SS esta caracterizada, por definicion, por la afectacion de
todos los pardmetros clinicos con los que evaluamos rutinariamente la
enfermedad de ojo seco, siendo estadisticamente significativa su diferencia

con respecto a la cohorte control.

C. RESULTADOS TERMOGRAFICOS

C.1. Estudios previos en el raton sugieren que la reduccion de la
pelicula lagrimal con la edad y la disminucion de la produccién
de lagrima producen cambios en la temperatura de la
superficie corneal.

Los estudios preliminares en ratones intactos de edades diferentes
incluidos en este trabajo, realizados por A. Aracil et al,'?® mostraban una
correlacion inversa entre la edad y la TSC, medida con el mismo sistema que
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en el presente trabajo. No existen, hasta donde sabemos, estudios sistematicos
previos, analizando en ratones u otros animales de experimentacion las
diferencias en la TSC con la edad. Sin embargo, los datos disponibles sobre
los cambios en la secrecion lagrimal basal en ratones de 2 a 24 meses indican
que ésta se va reduciendo paulatinamente (Alcalde et al., 2018), lo que
sugiere que el menor espesor de la pelicula lagrimal con el envejecimiento
favorece el enfriamiento corneal. Por el contrario, cuando se produce una
desecacion mas intensa, como la que tiene lugar tras la reseccion aguda de la
glandula lagrimal principal, la inflamacién concomitante puede dar lugar a

una elevacion de la temperatura, como se comenta mas adelante.

En conjunto, los datos experimentales en ratones, ademas de ser utiles
para la puesta a punto del método de medida de la temperatura corneal en 0jos
humanos, indicaban que los cambios de esta variable podian estar asociados
tanto al grado de humidificacion de la superficie ocular como a la integridad

del epitelio corneal y la presencia de procesos inflamamtorios en el mismo.

C.2 Los pacientes con SS presentan una temperatura media de
la superficie corneal mayor que los sujetos control.

Los resultados de la TSC observada en nuestros pacientes SS son
coincidentes con los obtenidos por Morgan et al 8 y Mori et al . Sin
embargo, difieren de otros muchos en los que se encuentra una TSC menor en

los pacientes con enfermedad de ojo secol’>177:186.187.188.189, (tah]a 13).
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Autor TSC Enf. Ojo seco (°C) TSC Control (°C)  P-valor

Morgan et al. (1) 32,38+0,69 31,94+0,54 p<0,001
Mori et al.(*8") 35,6+1,6 35,4+1,8 P=0,78
Fujishima et al.(1%) 34+0,5 34,2+0,4 p<0,001
Kamao et al.(**9) 34,45+0,86 34,58+0,75 p<0,05
Azharuddin et al.(**°) 30,33-39,37* 33,26-36,26* p<0,001
Abreau et al.(*'") 34,40 +0,62 35,11+ 0,64 p<0,001
P. Vesura et al.(**}) 34,1 34,6 p<0,001
Craig et al.(*®) 33,24+ 0,78 33,82+0,36 p=0,032

Tabla 11. Valores de la TSC durante el periodo inter-parpadeos en pacientes con
enfermedad de 0jo seco y en sujetos sanos.Todos los valores son expresados como la
mediatSE, excepto los marcados con * que representan el rango de variacion de la TSC.

Las divergencias en los resultados obtenidos pueden deberse a la
heterogeneidad de las diferentes poblaciones de pacientes de 0jo seco
estudiadas, la intensidad de la afectacion, la variabilidad de instrumentos
utilizados o el diferente protocolo de experimentacion desarrollado en cada

estudio.

La mayor TSC en los pacientes con SS con respecto a los controles,

observada en nuestro trabajo se puede explicar por varias razones.

En primer lugar, numerosos estudios han mostrado un aumento de la
temperatura corneal conforme se incrementa el flujo vascular al segmento
anterior o en caso de inflamacién del mismo 169172.174.190.181 “Mapstonel’? cifra
este incremento de temperatura en 1,75°C cuando lo compara con el ojo sano.
Por tanto, es razonable esperar que un ojo con enfermedad de 0jo seco en el
que subyace un ambiente inflamatorio pueda presentar un incremento en su

temperatura corneal con respecto al sano.

En segundo lugar, nuestros pacientes con SS presentaban una
disminucién en la produccion lagrimal (tabla 11), asi como una mayor
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inestabilidad de la misma. La reduccion del espesor de la capa lipidica de la
pelicula lagrimal en los pacientes con ojo seco parece desencadenar valores
de TSC mayores®? que en los sujetos sanos debido a la mayor evaporacion,
fundamentalmente cuando hay los patrones lipidicos marmoreos visualizados
mediante Tearscope'®®. En conjunto estas alteraciones conducen a un
debilitamiento de la capacidad amortiguadora que ejerce la pelicula lagrimal

en la termorregulacién corneal.

En tercer lugar, el parpadeo juega un importante papel en el
mantenimiento de la homeostasis de la superficie ocular, a través de una
estimulacion de la secrecion lagrimal y a la dispersion de la lagrima por la
superficie ocular. Estudios previos han mostrado un incremento significativo
de la frecuencia de parpadeo en los pacientes con enfermedad de ojo seco®,
desencadenado tanto por la inestabilidad de la pelicula lagrimal como por el
de la superficie corneoconjuntival’®*. Con cada parpadeo se produce una
transferencia de calor desde el parpado hacia la cdrnea, registrandose un pico
en la temperatura de ésta Ultima y posteriormente un descenso tras la apertura
del parpado (Figura 27). Por lo tanto, la mayor frecuencia de parpadeo en los
pacientes SS podria contribuir también a la mayor temperatura de la

superficie ocular registrada.

C.3 Los pacientes con SS presentan mayor descenso de
temperatura de la superficie corneal con respecto a los controles
durante el periodo interparpadeo.

A pesar de que nuestros resultados no alcanzan a arrojar unos valores
significativos, son numerosos los estudios previos que apoyan esta

conclusion. Todos !77-186.189,190,191

excepto uno'®®, reportan un mayor descenso
en la TSC en los pacientes con enfermedad de ojo seco en comparacién con
los sujetos sanos (tabla 14). Quizas podrian haber contribuido a la falta de
significacion estadistica de nuestro estudio las diferencias poblacionales en
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cuanto a la edad, asi como a la presencia de otras comorbilidades en la

cohorte SS.
Autor Pendiente Enf.ojo Pendiente P-valor
seco Control
Morgan et al 18 0,88+0,23 0,21+0,27 p<0,0001
Fujishima et al 88 0,2 0,61 P=0,0001
Kamao et al -0,32+0,23 -0,06+0,008 p<0,001
Azhauddin et al 30,33-39,37* 33,26-36,26 p<0,001
190
Abreau et al '’ -0,73 -0,52 -

Vesura et al 1% -0,2(-0,2 a 0)* -0,1(-0,3a0) p<0,01
Craig et al 1"® 0,24+0,06 0,17+0,73 P=0,024

Tabla 12. Comparacion de las pendientes de descenso de la TSC entre parpadeos por
diferentes autores. Las medidas son expresadas como la media + SE, excepto (*)
expresadas en rango de variacion.

Los mecanismos de pérdida de calor desde la superficie lagrimal son
diversos®®. En primer lugar, se produce un fenémeno de conveccion generado
por el flujo de aire sobre la superficie corneal. En segundo lugar, cuando
existe un gradiente de temperatura entre el medio ambiente, més frio, y la
superficie corneal, méas céalida, se genera una pérdida de calor por radiacion.
En tercer lugar, durante la apertura palpebral se produce una transferencia de
calor por evaporacion desde la superficie ocular al ambiente exterior debida
al cambio de estado, de la fase liquida a la gaseosa, lo que absorbe calor. Este
ultimo dato es estimado por Scott et al 1*°, quienes estiman en 0.24 °C por
cada 20W m el descenso de la TSC por la evaporacion. Es conocido que las
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soluciones con mayor capacidad de evaporacion generan una mayor tasa de
enfriamiento®®®!%’, por lo que cabe esperar que en los pacientes con
enfermedad de 0jo seco, en los que el porcentaje de evaporacion es mayor que
en los sanos®®1% 19 | grado de enfriamiento de la superficie corneal sera

mayor.

Adicionalmente, la mayor oscilacién de temperatura en los pacientes
con enfermedad de 0jo seco puede explicarse por las alteraciones cualitativas
en la pelicula lagrimal. Como se ha mencionado anteriormente, la
disminucidn en el espesor de la capa lipidica y la predominancia de un patron
morfoldgico inestable, provocarian una mayor evaporacion de la lagrima con
el consiguiente enfriamiento de la superficie corneal 1"®1%, En este sentido, un
estudio realizado por Li y colaboradores 2% en el que analizan de forma
simultanea el TBUT y la TSC, encuentra areas localizadas de enfriamiento de
la superficie corneal que preceden a la observacion del TBUT y que
representarian zonas concretas de elevada evaporacidn. Por lo tanto, estiman
que el TBUT podria considerarse una medida indirecta del grado de

evaporacion que se da en la cornea.

Craig et al'”® apuntan, ademas, que el gradiente de temperatura
existente entre el centro de la cornea, mas frio y la zona limbar, mas caliente
por la inflamacion local en los pacientes SS, podria contribuir a la mayor
fluctuacion de temperatura en éstos. Por otra parte, dado que en nuestro
estudio dichos pacientes con SS registraban una TSC superior a los sanos, el
gradiente existente entre la temperatura ambiental y el corneal es, en
conjunto, mayor que en los sujetos sanos, por lo que cabe esperar que la

fluctuacion de temperatura también sea mayor gque en estos.

Finalmente, el mecanismo del parpadeo puede contribuir igualmente a
este fenomeno. El ritmo de parpadeo parece determinado por factores locales

de la superficie ocular, mecanismos psicologicos y circunstancias ambientales
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201 Todos aquellas circunstancias que disminuyen la humedad de la superficie
ocular, por evaporacion de la lagrima, disminuiria la temperatura y activaria
el mecanismo reflejo del parpadeo, por mediacion de los termorreceptores de
frio, para el mantenimiento de la homeostasis de la superficie ocular. Dado
que los pacientes con EOS presentan una mayor frecuencia de parpadeo, asi
como un menor intervalo méaximo inter-parpadeos!®®® y que con cada
parpadeo se incrementa la temperatura de la superficie ocular, la fluctuacion

de la misma también sera mayor en estos pacientes.

En referencia a las correlaciones obtenidas en nuestro estudio,
encontramos que, en los pacientes con SS, aparecia una correlacion inversa
significativa entre el grado de lesion de la superficie corneoconjuntival y la
temperatura minima durante un intervalo inter-parpadeos (r=0,37; p=0,04;
correlacion de pearson). Este hallazgo podria reflejar que en los pacientes con
mayor inflamacion se produce tambien una mayor pérdida de calor. No
obstante, hay que precisar que la presencia de lesion en la superficie corneal
no implica necesariamente un mayor ambiente inflamatorio puesto que esta
respuesta se observa a veces en las fases iniciales de la enfermedad, en las que

todavia no se ha evidenciado la queratopatia corneoconjuntival.

Por otra parte, tanto la temperatura corneal maxima (r=0,36; p=0,04;
correlacion de Pearson) como la minima (r=0,46; p=0,01; correlacion de
Pearson) registrada durante un intervalo inter-parpadeos se correlacionaron
negativamente con la edad. Este dato coincide con los resultados publicados
por otros autores 183184185202 que tratan, por otra parte, de establecer una tasa

especifica de descenso de temperatura a lo largo del tiempo.

Tanto Hoven y colaboradores (**°) como Isenberg y Green(!%)
coinciden en un descenso de temperatura de -0,02°C al afio utilizando un
instrumento de contacto. Alié y Padrén (2%4) establecen la misma tasa que los

anteriores midiéndolo, por primera vez, con una camara no invasiva. Morgan
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et al (182) establece que el cambio de temperatura a lo largo del afio es de -
0,010 °C vy en el estudio mas reciente publicado por Acharya (184 analiza la
temperatura en 3 grupos de edad en los que demuestra el descenso de la
temperatura con el paso del tiempo (tabla 15), sin embargo, no establece una
tasa especifica de descenso. En nuestro estudio la obtencién de una
disminucién de -0,025°C en la superficie corneal al afio coincide con los datos

propuestos por los 3 primeros autores.

Parameters Below 30 30 to 50 years P-value

years old 49 years old and
old above

Temperature  0.137+£0.10  0.175+0.11  0243+0.16 <0.05
deviation
across
cornea
(TDC)
(°C)
Average 34.038+0.59 33354053 32644022 <0.0001
comea
temperature
(ACT) (°C)

Tabla 13. Comparacién de cambio de temperatura corneal a través del tiempo en los
diferentes grupos de edad?*? .

C.4 El patron de descenso de la temperatura de la superficie
ocular muestra dos velocidades de caida, una inicial mas
abrupta seguida de otra mas lenta.

Nuestro trabajo evidencia que la trayectoria de caida de la TSC entre 2
parpadeos tiene, tanto en los pacientes SS como en los controles, dos
pendientes de descenso de temperatura, uno inicial, brusco (M;) que se
produce tras la apertura del parpado (fig. 59, linea roja) que interpretamos
como resultante de los mecanismos fisicos pasivos de pérdida de calor:
conveccién, radiacion y evaporacion; y una segunda pendiente (M,), de

morfologia mas aplanada (fig. 59, linea azul), que podria corresponder a la
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activacion de los mecanismos compensadores de la termorregulacion corneal

y que amortiguarian el descenso de la TSC.

Pendiente de caida de la temperatura
de la superficie corneal (°C/s)

33,8 1

33,6

33,4 1

33,2 1

33,0

32,8 1

32,6

32,4 1

32,2

T T T T T T T
9 10 11 12 13 14 15 16 17

Tiempo(s)

Figura 50. Pendiente de TSC entre 2 parpadeos en humanos (°C/s). El descenso de
temperatura perfila 2 fases: una inicial méas rapida (pendiente My, linea roja) seguida de
otra mas lentificada (pendiente My, linea azul).

P. Vesura et al** describen un perfil diferente de enfriamiento maximo
de la TSC tras la apertura palpebral, distinguiendo entre los pacientes con
enfermedad de 0jo seco de tipo evaporativo y los controles. En los primeros,
los autores distinguen 3 fases de descenso, una primera, suave, seguida de
otra mas pronunciada que termina aplanadose. En sus controles, el descenso

general de temperatura es mucho méas suave y homogéneo (Figura 60).

DE patients Control subjects
34 6+ 34.6-
Trryrxrzsz

34 .44 34.4 T x += F =
O 34 2 l ; S 342
= -} {. {_ HD point 5 HD point
8 34.04 {' ':E O 340

33.8- -} '} _} _} 33.8

B33 1 3 & 7 & &5 10 B3 3 7 5 & 7 & 5 10

A Time frame (seconds) B Time frame (seconds)

Figura 51. Descenso de la temperatura de la superficie corneal durante un intervalo
inter-parpadeos °! (A) Pacientes con enfermedad de ojo seco, donde se muestran 2
pendientes de caida de la temperatura; (B) Controles, en los que el descenso de
temperatura es mucho mas lineal. HD: Punto de maximo descenso de temperatura.
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No tenemos una explicacion obvia a estas diferencias, excepto
atribuirlas a una mayor sensibilidad y velocidad de respuesta de nuestra
camara, que nos permitié apreciar una doble pendiente también en los sujetos
normales, no evidente en los datos de Vesura et al. Asi como a diferencias
tanto en el tipo de enfermedad de ojo seco evaluada que en nuestro caso fue
lacrimodeficiente mientras que en el estudio de Vesura fue evaporativo y la
realizacion de una metodologia dispar. En este estudio los sujetos debian
parpadear de forma natural, y a una sefial mantener los ojos cerrados durante
5 segundos, tras lo cual debian abrirlos de forma forzada todo el tiempo que

fueran capaces de aguantar sin parpadear.

En todo caso, ambos estudios ponen en evidencia la mayor velocidad de
caida de la temperatura en los pacientes SS que en los controles,lo que podria
deberse, entres otros factores, a una mayor tasa de evaporacion como
consecuencia de la baja estabilidad de la pelicula lagrimal en estos

pacientes, 176.201.202

C.5 Hipotesis fisiopatoldgica de la termorregulacion corneal en
pacientes con SS.

Los pacientes con SS presentan varias condiciones que conducen a una
mayor fluctuacion de temperatura de la superficie ocular con respecto a los
sujetos sanos: 1) la mayor evaporacion lagrimal (176201:202) ' 2) la disminucion
en la secrecion lagrimal, 3) el mayor gradiente entre la temperatura ambiental
y corneal, asi como entre la temperatura limbar y el centro de la cérnea (1) y
4) un incremento en la frecuencia de parpadeo (1%2%%). Esta oscilacion en la

temperatura junto al incremento en la osmolaridad lagrimal presente en los
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pacientes con enfermedad de ojo seco (?%,2%4), activa los termorreceptores de

frio produciendo una sensacion de disconfort inicial.

Sin embargo, el sustrato inflamatorio subyacente en la enfermedad de
0jo seco inicialmente silenciaria estos receptores (%3°40,205 206) 'No obstante,
la perpetuacion en el tiempo de los mecanismos ofensivos propios de la
inflamacién producirian modificaciones anatémicas y funcionales en los
termorreceptores de frio constatando, como cambio mas evidente, la presencia
de un incremento en las corrientes de Na* y disminucion de las de K* en sus
canales de membrana (23%,2%7), De esta forma se produce una despolarizacion
mantenida en condiciones basales, que podria ser la responsable del
disconfort posterior y mantenido que padecen estos pacientes (°8). Ademas, se
especula que la inflamacion cronificada, podria desplazar el umbral de
respuesta de los termorreceptores de frio hacia niveles mas elevados de
temperatura (?%), lo cual podria estar sucediendo en los pacientes con SS en
los que hemos detectado un incremento en su temperatura corneal con

respecto a los sanos al igual que un mayor disconfort ocular.

Por otra parte, los nociceptores polimodales también contribuyen a la
termorregulacién de la superficie corneal. Tras su activacién por factores
inflamatorios, estimulan la secreccién lagrimal asi como el reflejo del
parpadeo, aunque en menor medida que los termorreceptores de frio y
aparecen implicados en situaciones agudas de disconfort ocular (35209
(Figura 61).
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Hipotesis fisiopatologica de la termorregulacion de la superficie
ocular en pacientes con S§8S.
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Figura 52. Hipdtesis fisiopatoldgica de la termorregulacion de la superficie corneal en
pacientes SS.

NOTA

La seccion D (Estimulacion corneal mediante co en la induccion de la secrecion lagrimal
refleja) esta protegida mediante acuerdo de confidencialidad, segun a la decision de la
Comision de Doctorado de la Universidad Miguel Hernandez fechado el 16 de Enero de
2019.
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VI. CONCLUSIONES

1. La termografia por infrarrojos es un método util, no invasivo, objetivo y
reproducible de medir de forma dindmica la temperatura de la superficie
corneal.

2. Con respecto a los sujetos controles, los pacientes con SS presentan una
mas elevada temperatura de la superficie corneal, asi como un mas rapido
enfriamiento durante el intervalo entre parpadeos.

3. El incremento de temperatura observado en pacientes con SS es
atribuible a la presencia de inflamacion en el segmento anterior del ojo y
al incremento en la frecuencia de parpadeo, que favorecen el
calentamiento de la superficie del tejido avascular corneal en estos
pacientes. Estos mismos factores, junto a la baja estabilidad de la pelicula
lagrimal precorneal y un mayor gradiente de temperatura entre el medio
ambiente y la cornea, y entre el limbo y el centro de la cdrnea,
explicarian también la mas pronunciada fluctuacion de temperatura
corneal observada en los pacientes con SS.

4. En sujetos normales, los valores de temperatura corneal presumiblemente
se codifican con fidelidad por la actividad en los termorreceptores
corneales de frio, de manera que los aumentos de temperatura tenderian a
disminuir su frecuencia de disparo y, consecutivamente, la sensacion de
disconfort ocular. Sin embargo, la coexistencia de temperaturas corneales
altas y de un mayor disconfort en los pacientes SS sugiere que dicha
sensacién se deba a una actividad aumentada y andémala de los
termorreceptores de frio en estos pacientes, similar a la observada en
animales con 0jo seco experimental crénico.

5. El envejecimiento va acompafiado de un descenso de la temperatura de la
superficie ocular a razon de -0,025°C/afio, que podria atribuirse a la

progresiva disminucién del metabolismo basal con la edad.
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6. Se describe un nuevo dispositivo que libera CO2 sobre la superficie
ocular, evocando volimenes maximos de secrecion lagrimal refleja en
sujetos normales. Este dispositivo estimulador con CO2 permite disponer
de un procedimiento sencillo, objetivo, reproducible y de bajo riesgo,
para estimular controladamente y evaluar la secrecion lagrimal refleja.

7. La elevada tasa de secrecion lagrimal refleja obtenida en sujetos control
es causada por una estimulacién total de los nociceptores polimodales
corneales, y puede interpretarse como una medida de la maxima
capacidad secretora de las glandulas lacrimales en respuesta a la
activacion refleja de su inervacion parasimpatica como consecuencia de
la actividad sensorial trigeminal.

8. En pacientes con ojo seco, el flujo de secrecion lagrimal refleja que se
evoca por la estimulacion corneal con CO2, aparece significativamente
reducido en comparacion con el de la poblacion normal. Los datos del
flujo de secrecion lagrimal refleja obtenidos con este procedimiento
pueden servir para un diagnostico mas preciso tanto de los pacientes con
SS, como de pacientes con 0jo seco subclinico, y abren la posibilidad de
una mejor planificacion del tratamiento sistémico a instaurar, al permitir
la identificacion objetiva de los pacientes susceptibles de beneficiarse del

tratamiento con secretagogos de las glandulas lagrimales.
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IX. ANEXOS:

ANEXO 1.
HOJA DE INFORMACION A PARTICIPANTES

Titulo del estudio: Bases fisiopatoldégicas del ojo seco: mecanismos de
membrana implicados en la modificacion de la actividad de los nervios oculares,

las sensaciones anormales y la reduccién de la tasa de lagrimacion basal
(Participacién de la inervacion sensorial del ojo en el control del parpadeo y la lagrimacién, y su

modificacién con la edad).
Cdédigo del estudio: IN-JGa-002-11
Introduccion

A usted se le pide que participe en un estudio de investigacion basica patrocinado
por el Ministerio de Ciencia e Innovacion. En esta hoja de informacion describe el
estudio, para ayudarle a decidir si desea participar en el mismo. Por favor plantee
al investigador cualquier pregunta o cuestion que no entienda de esta hoja de
informacion. No firme el consentimiento informado posterior a menos que esté

satisfecho con las respuestas a sus preguntas y desee participar en este estudio.
Objetivos y desarrollo del estudio

A usted se le propone participar como voluntario en un estudio cuyo objetivo es
determinar el papel de los diferentes tipos de receptores sensoriales que inervan
la superficie ocular en la determinacién de la frecuencia de parpadeo y el control
de la secrecion lagrimal cuando se estimula la cérnea. En el estudio van a
participar 80 voluntarios de ambos sexos y sera desarrollado en el Instituto de
Neurociencias de la Universidad Miguel Hernandez de Elche y en el Hospital
Marina Baixa de Alicante. El estudio ha sido aprobado por la Comision de Etica en

la Investigacion Experimental de la Universidad Miguel Hernandez (CEIE).

El instrumento que se va a utilizar es un instrumento disefiado y patentado por
nuestro grupo de investigacion (Belmonte et al, 1999) cuyo funcionamiento se
basa en la aplicacion sobre la cérnea de un chorro de gas de flujo, temperatura y
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composicién controlados, con lo que es posible realizar la estimulacion selectiva
de la superficie ocular.

El estesiometro de gas ha sido ampliamente usado en estudios previos de
nuestro grupo (Belmonte y cols, 1999; Rosenberg y cols., 2000; Vesaluoma y
cols., 2000a; Vesaluoma y cols., 2000b; Acosta y cols., 2001a; Acosta y cols.,
2001b; Gallar y cols, 2004; Acosta y cols., 2004; Bourcier y cols, 2005; Acosta y
cols., 2002005a; Acosta y cols., 2005b; 2006; Peral y cols, 2006; Gallar et al,
2009; 2010) y de otros equipos de investigacion (Feng y Simpson, 2003, 2004,
2005; De Paiva y Pflugfelder, 2004; Stappleton y cols., 2004; Henderson y cols,
2005; Benitez del Castillo y cols, 2007). Su uso se ha demostrado hasta ahora
totalmente inocuo y no ha supuesto ningun riesgo para los sujetos de
experimentacion, y cuenta con la conformidad CE.

Su participacion en el estudio, se llevara a cabo de la siguiente manera: Antes de
comenzar se le realizard una historia clinica abreviada y una exploracion fisica
ocular general, incluyendo un test para determinar si presenta sintomas de 0jo
seco. Si usted no presenta antecedentes de enfermedades graves (excluyendo
sd 0jo seco severo), no ha sido sometido a cirugia ocular ni a cirugia refractiva de
la cérnea y no es portador habitual de lentes de contacto, se le incluird en el
estudio, que consistira en una sesion  de aproximadamente 20 minutos de
duracion cada una, en las que, en una habitacion con temperatura y humedad
controladas, se realizaran estas tres determinaciones:

Determinacion de la secrecion lagrimal:
Al inicio de la sesion, tras 15 minutos de adaptacion a las condiciones

ambientales de la habitacidn, se le medira la produccién lagrimal usando el test
de produccién de lagrima. A tal fin, una tira comercial llamada tira de Schirmer,
se le colocara durante 3 minutos, en la conjuntiva tarsal temporal del parpado
inferior de ambos ojos. También se le medird la produccion de lagrimas tras
finalizar la determinacion de la sensibilidad corneal basal de cada ojo.

Estesiometria (medida de la sensibilidad de la superficie ocular):

La medida de el flujo de secreciéon lagrimal reflejo se realiza con un instrumento
cuya extension presenta un receptaculo que se coloca sobre la cuenca orbitaria,
sin establecer contacto ocular, a 1cm de separacion del mismo. Se aplicarg, a un
fluo muy ligero, un chorro de gas a temperatura neutra conteniendo un
porcentaje de CO:2 (80% de CO2 en aire), con lo que puede variarse de forma
progresiva la acidez corneal (estimulo quimico).
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Inmediatamente después de cada pulso, debera evaluar la intensidad subjetiva
de la sensacion que le ha producido el pulso de gas en una escala analdgica
visual (VAS), consistente en una linea continua de 10 cm de longitud sobre la que
debe realizar un trazo, considerando que el valor O (cero) equivale a ausencia de
sensacion y el valor 10 (diez) equivale al grado maximo de sensacion que pueda
imaginar. También tendra que describir la sensacion con sus propias palabras.

Determinacién del patron termografico corneal

Con ésta prueba, tras 10-15 minutos de adaptacion a la temperatura de la
habitacién, se le solicitara que permanezca con los parpados cerrados durante 3
segundos posteriormente, deberd mantener los ojos abiertos durante los 10
segundos, tiempo en el que se tomaran una secuencia de imagenes con una

camara termografica. Esta aportara unas imagenes de las zonas en las que se
objetiva un enfriamiento corneal.

Determinaciéon de la altura del menisco lagrimal mediante OCT

La tomografia de coherencia o6ptica (OCT) es una técnica de imagen
interferométrica, con capacidades de resolucién micrométrica y de corte transversal. Es
una técnica de diagndéstico, control y seguimiento, que nos permite el estudio de cortes
histolégicos de la retina en vivo, asi como el estudio de la altura del menisco lagrimal
analizando el segmento anterior del globo ocular. Es una prueba que no es molesta para el
paciente, que no requiere contacto con el o0jo, es rapida y carece de efectos secundarios.

Este instrumento dispone de una mentonera donde el paciente se coloca y permanece con

los ojos abiertos durante 3-5 segundos que dura la toma de la imagen.

Riesgos del estudio

No se preve ningun efecto adverso en el empleo del instrumento, ni tampoco con
el uso de las tiras de Schirmer comerciales. No obstante, si durante la realizacion
de las sesiones se presenta alguna incidencia, indiquelo inmediatamente al
investigador, que procedera al lavado ocular con solucién salina estéril y a aplicar
las medidas indicadas por el fabricante. Al finalizar puede realizar su actividad

normal (conduccion, etc.)
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Compensacion

Si como consecuencia de la participacién en este estudio, usted presentase algun
efecto indeseable derivado de las técnicas experimentales, el equipo investigador

le dispensara los cuidados médicos oportunos.

La UMH tiene suscrita una podliza de seguro por responsabilidad civil que cubre
los eventuales dafios y perjuicios que como consecuencia de este estudio de
investigacion competitiva pudieran resultar en la persona o0 personas
participantes, de conformidad con lo dispuesto en la Ley 14/2007,de 3 de julio, de

Investigacion Biomédica.

Usted no tendra ningun gasto adicional a causa del estudio.

Participacion

Su participacion es voluntaria y puede retirarse del mismo en cualquier momento
sin ningan perjuicio ni penalizacion. Si usted desea abandonar su participacion en
el ensayo, por favor, notifiqueselo al investigador responsable del estudio.
Asimismo, podra ser retirado del estudio, sin su consentimiento, si el investigador
responsable considera que es preferible para su salud o bienestar, o si incumple
sus compromisos. En caso de dudas sobre el estudio o sus derechos, debe

contactar con la investigadora responsable, Dra. Juana Gallar Martinez, en los
teléfonos 965919532 6 965919365 y Dra Merino Suarez 625114368.

Confidencialidad

El archivo con sus datos personales (iniciales de su nombre, edad, sexo, color de
los ojos, actividad profesional, actividades fisicas que realiza, fase del ciclo
menstrual, antecedente médicos significativos para el estudio) se realizara
guardando la mas estricta confidencialidad, de forma que no se viole en ningln
momento la intimidad personal de los participantes en el estudio. Sus datos seran
objeto de un tratamiento disociado, de modo que la informacion que se obtenga
se trasladard a una base de datos en la que no podra asociarse la informacion
recogida con una persona identificada. Ademas del investigador responsable, sélo

tendran acceso a los datos los cinco miembros del equipo investigador.
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Se le garantiza el estricto cumplimiento de la Ley 15/1999, de 13 de diciembre, de
Proteccion de Datos Personales. Cuando el investigador procese y trate sus datos
tomara las medidas oportunas para protegerlos y evitar el acceso a los mismos de
terceros no autorizados. Usted puede revocar el consentimiento para el
tratamiento de sus datos personales dirigiéndose al investigador responsable.
Ademas, se le permitira acceder a sus resultados en el estudio cuando éste haya

finalizado.

Su consentimiento para participar en el estudio implica que los resultados finales
obtenidos del estudio pueden ser publicados y presentados en reuniones
cientificas, si bien siempre de manera global, de manera que su nombre o
identidad no apareceran en ningun informe, resultado o publicacién relacionada

con el estudio.

Si no otorga su consentimiento firmando el documento que se le proporcionara a
continuacion, o si lo revoca en cualquier momento, no seré elegible para participar
en este estudio, sin que se vea afectado por tal motivo su derecho a la asistencia

sanitaria.
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ANEXO 2

CUESTIONARIO DE MCMONNIES

TEST DE McMONNIES: UNA HERRAMIENTA DE APOYO EN LA DETECCION DE LA SEQUEDAD OCULAR

APENDICE
Cuestionario de ojo seco (McMonnies)

Nombre: ..o s RS Fecha:

Por favor, marque con una cruz la opcion correcta:

Hombre: ] Mujer: |

Edad: Menos de 25 afos _ 25- 45 afios ] Més de 45 afos |

JActualmente usuario de lentes de contacto?
no [ si, lentes de conltacto rigidas | si, lentes de contacto blandas |

1) ¢Padece alguna de los siguientes sintomas oculares?
Picor: [  Sequedad: [ Sensaciéndearenilla: [  Quemazén: [l Molestia/ dolor: (]
¢ Con qué frecuencia?:
Siempre: _ Casi siempre: | Algunas veces: | Nunca: _

2) ¢Le han prescrilo alguna vez algun tratamiento para ojo seco?

sii No: ] Nolose: [l GEHAT M. 5. o e . L ...

3) ¢Padece artritis?

st [ No: [ Nolose: [

4) iTiene problemas de tiroides?

si: No: [l Nolose: [

5) ¢Tiene problemas de sequedad de las mucosas (nariz, boca, garganta, pecho o vagina)?
Nunca: ] Aveces: ] A menudo:  _] Constantemente:  _]

6) ;Cree gue sus ojos son especialmente sensibles al humo, aire acondicionado o calefaccion?
si: [l No: [ Aveces: [

7) :Se le ponen los ojos muy rojos e irritados al nadar en piscinas?

S No: [ Aveces: [ No aplicable: D
8) (Esta tomando algln medicamento?

Antihistaminicos (gotas o pastillas): |

Diuréticos: Ll

Tranquilizantes: l

Pastillas para dormir: _

Anticonceptivos orales: u

Pastillas para la presion de la sangre: _

Pastillas para problemas digestivos o intestinales: l

Oftro: ] GCUal?
9) ;Estan sus ojos secos e irritados el dia después de beber alcohol?

ST No: [] Aveces: ] No aplicable: |

10) ¢Sabe si duerme con los ojos abiertos?
si. MNo: A veces:; No lo se:

11) ¢Le molestan los ojos al levantarse por la manana?
Si: No: A veces:
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