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RESUMEN

1. Introduccion

La unidad funcional lagrimal esta compuesta por las glandulas
lagrimales (principales y accesorias), las glandulas de Meibomio (GM), la
superficie ocular (SO), y el sistema de inervacion (la rama oftalmica del
nervio trigémino) que regula estas estructuras.! Su funcién es mantener
el equilibrio homeostatico de la SO aportando una pelicula lagrimal (PL)
de buena calidad, por lo que una alteracion en cualquiera de sus

componentes puede derivar en enfermedad de la SO.?

Las GM son glandulas sebaceas localizadas en los tarsos de los
parpados superior e inferior,® cuya funcién es secretar el meibum
(compuesto principalmente por ésteres de ceras y ésteres de
colesterol),*” a la PL para mejorar su estabilizacién y evitar su
evaporacion.? Las GM se disponen de manera fisioldgica paralelamente
a lo largo del tarso palpebral, aunque su distribucién puede variar en
funcién de diferentes condiciones oculares, como por ejemplo la
enfermedad de ojo seco (EOS).2 Cuando se altera la composiciéon del
meibum, se produce la disfuncion de GM (DGM),®~'? produciendo un ojo
seco de subtipo evaporativo.'® La prevalencia de la DGM aumenta con la

edad,' y varia desde el 3,5% al 70%.15-2?

El diagnostico de la DGM se basa en los sintomas referidos por el
paciente, en la evaluacion de la secrecion de las GM y en su morfologia.?
Los sintomas estan muy relacionados con la EOS, como sensacion de
cuerpo extrafio, fotofobia, vision borrosa o dolor.?#26 Los signos
principales son los cambios en la morfologia del borde palpebral, la
alteracion de la secrecion del meibum y la pérdida o disminucion del

numero de GM.?3 La pérdida o disminucion de GM se define como la
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pérdida de tejido glandular que puede observarse bajo luz infrarroja
mediante la técnica de meibografia.?’?8 Esta pérdida aumenta con la
edad en sujetos sanos,?” pero también aumenta en pacientes con DGM.%
Actualmente, no existe un consenso a la hora de evaluar las imagenes
de meibografia. EIl método mas utilizado es la evaluacion el grado de
pérdida de GM mediante escalas subjetivas,?%3 por parte del observador
o con softwares de clasificacion automatica, como el sistema JENVIS
incorporado en el topografo Keratograph 5M (OCULUS, Wetzlar,
Alemania), o el software Me-check® (Hanson Instruments Ltd,
Worcestershire, Reino Unido). Otros autores han evaluado diferentes
caracteristicas de las GM como la longitud,3'-34 la anchura,®?-3% o la
tortuosidad.?6-3° Se han utilizado diferentes técnicas para cuantificar
estas caracteristicas, desde softwares con gran intervencion manual
como el Image J,31:33-36:40-43 hasta otros programas automaticos o semi
automaticos.3?44-5" Aunque estos métodos automaticos han supuesto un
gran avance en el estudio de la morfologia de las GM, algunos de ellos
aun necesitan correcciones manuales,*>®! mientras que otros solo
analizan el parpado superior,**52 0 necesitan una muestra mas grande

para ser validados.5?

La alteracion de la morfologia de las GM esta presente en diferentes
condiciones. En esta tesis doctoral se han seleccionado tres condiciones
concretas para evaluar estos cambios morfolégicos. En primer lugar, se
selecciond la edad. Es ampliamente conocida la relacion entre la pérdida
o disminucion de GM y la edad,?®3".535%4 por lo que es necesario tener en
cuenta este factor a la hora de considerar la pérdida de GM como normal
o no normal. En segundo lugar, se seleccioné la EOS. La DGM es la
causa mas comun de la EOS.%® Algunos estudios afirman que entre un
63,6%"® y un 61,7%%° de sujetos con EOS tienen DGM. La alteracion de
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la funcion de las GM, por un aumento de la viscosidad del meibum o por
la ausencia de secrecion, puede dar lugar a la atrofia de las mismas v,
por tanto, a una pérdida de tejido de las GM.?3 En tercer y ultimo lugar,
se seleccionod el trasplante de células hematopoyéticas. Se ha descrito
una pérdida de GM asociada a la enfermedad de injerto contra huésped
con afectacion ocular (EICH ocular).>-6" Esta enfermedad es una de las
principales complicaciones del trasplante de células hematopoyéticas,®?
que se prescribe como tratamiento en alteraciones de la funcién de la
médula ésea y tumores malignos.®® Previo al trasplante, es necesario
someter al paciente a un régimen de acondicionamiento en el que se
prescriben una serie de tratamientos de quimioterapia, radioterapia y/o
terapia anti supresora. Existe cierta controversia sobre si la pérdida de
GM se produce incluso antes del trasplante debido a estos tratamientos,?*
por lo que es necesario evaluar la morfologia de las GM en pacientes
sometidos al trasplante de células hematopoyéticas antes y después del

trasplante.

El tratamiento mas comun para la DGM es la higiene palpebral.®®
Este tratamiento consiste en la aplicacion de calor en los parpados y en
la realizacion de masajes con los dedos en el borde palpebral con el fin
de mejorar la secrecion de las GM.%%57 Aunque mejora los signos y
sintomas asociados a la DGM, es un tratamiento que requiere tiempo,
impactando directamente en el compromiso del paciente para realizarlo,
ya que el cumplimiento suele disminuir a partir de los 2 meses®® y, por
tanto, en la efectividad del tratamiento.%%7° Ademas, la falta de consenso
sobre la frecuencia con la que debe realizarse también hace que
disminuya su efectividad.®® Basandose en el mismo principio, en los
ultimos afios se han desarrollado diferentes dispositivos que aplican

calor, humedad o masaje. Un ejemplo de dispositivo que aplica calor y
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realiza un masaje en los parpados es el dispositivo LipiFlow®.”" Este
dispositivo consiste en un calentador de parpados que alcanza 42,5°C y
una copa ocular que aplica la presion gracias a una camara de aire
hinchable, llamado ‘Activador’. El tratamiento dura 12 minutos y se aplica
en ambos ojos a la vez,”> mejorando con una sola aplicacién tanto los
sintomas como los signos de la DGM hasta un afio después.”>"° Este
tratamiento supone una gran ventaja para el paciente ya que no tiene que
realizar higiene palpebral de manera diaria y sus efectos son duraderos.
En esta tesis doctoral se ha querido comprobar el efecto sobre la
superficie ocular de una exposicion de los pacientes a un ambiente
adverso en la eficacia del tratamiento. Ya que es ampliamente conocido
que los sujetos con EOS sufren un aumento de los sintomas y los signos
en condiciones ambientales adversas como es, por ejemplo, una

humedad baja.”6-80

2. Justificacion

La DGM es la causa principal de la EOS, y su diagndstico se basa en
los sintomas referidos por el paciente y la evaluacion de la funcion y la
morfologia de las GM (con imagenes de las glandulas mediante
meibografia de no contacto). Existen diferentes escalas para graduar
estas imagenes segun el grado de pérdida de GM, como la desarrollada
por Arita et al.?® que gradua de 0 a 3, o la desarrollada por Pult et al.,*°
de 0 a 4, ambas de menor a mayor grado de pérdida. Aunque la
meibografia es el unico método que permite observar la morfologia de
las GM, no existe un consenso a la hora de evaluar estas imagenes. Por
este motivo, en esta tesis doctoral se propone el desarrollo de nuevos

métodos de analisis objetivos para caracterizar la morfologia de las GM
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segun diferentes condiciones como son la edad, la EOS, y el trasplante

de células hematopoyéticas.

Ademas del diagnostico, también es importante la evaluacién del
tratamiento para la DGM. Actualmente, las personas estamos
continuamente expuestas a condiciones ambientales adversas, como
baja humedad, alta temperatura, o la existencia de flujo de aire,
especialmente en espacios interiores. Se conoce que una disminucion de
la humedad relativa aumenta los signos y sintomas de la EOS,”® por esta
razon en esta tesis doctoral se ha evaluado también el efecto de una

exposicion ambiental adversa en la eficacia del tratamiento de la DGM.

3. Hipotesis y objetivos

3.1. Hipdtesis

La morfologia de las glandulas de Meibomio cambia con la edad y en
diferentes condiciones oculares, y el analisis de estos cambios puede ser
util para la evaluacion del diagnostico y tratamiento de dichas

condiciones.

3.2. Objetivos

Objetivo 1: Caracterizar la morfologia de las glandulas de Meibomio
en sujetos sanos, definiendo intervalos de referencia para cada una de

las caracteristicas observables en la meibografia.

Objetivo 2: Evaluar la morfologia de las glandulas de Meibomio en

sujetos con enfermedad de ojo seco.

Objetivo 3: Evaluar la morfologia de las glandulas de Meibomio en

sujetos sometidos al trasplante de células hematopoyéticas.
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Objetivo 4: Evaluar el efecto del tratamiento para la disfuncién de

glandulas de Meibomio en condiciones ambientales controladas.

4. Caracterizacion de las glandulas de Meibomio

4 1.Intervalos de referencia para la morfologia de las glandulas de

Meibomio en sujetos sanos

4.1.1. Justificacion

La meibografia es la técnica mas utilizada para evaluar la morfologia
de las GM,®'y se han desarrollado diferentes métodos para evaluar las
imagenes obtenidas con esta técnica, desde escalas graduadas, a
softwares automaticos o semi automaticos.3244-5282 Se ha descrito
anteriormente que la morfologia de las GM cambia debido a factores
externos como la edad,?%3° y a otras condiciones oculares como la EOS
o la EICH ocular.>>83 La caracterizacién de los cambios asociados a cada
factor podria mejorar el diagnéstico de la DGM asociada a estas
condiciones. Por este motivo, el propdsito de este estudio es caracterizar
de manera objetiva la morfologia de las GM en sujetos sanos y definir
unos intervalos de referencia (IR) para estas caracteristicas morfoldgicas
en funcion de la edad y el sexo que puedan servir como herramienta

diagnostica para la identificacion de anomalias en dicha morfologia.
4.1.2. Material y métodos

Se llevé a cabo un estudio prospectivo y observacional, de acuerdo
con los principios de la Declaracion de Helsinki, en el que se incluyeron
sujetos sanos no usuarios de lentes de contacto y sin enfermedades
oculares activas o crénicas. El estudio fue aprobado por el Comité Etico
del Area de Salud de Valladolid Este y la Comisién de Investigacién del

IOBA.
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4.1.2.1. Evaluacion clinica

Los participantes acudieron a una sola visita en la que se evaluaron
sus sintomas oculares con el cuestionario Ocular Surface Disease Index
(OSDI) y se les realizaron las siguientes pruebas clinicas: agudeza visual
(AV), medida del espesor de capa lipidica de la PL, grado de hiperemia
conjuntival y papilas, tiempo de ruptura lagrimal con fluoresceina
(TFBUT), tincién corneal con fluoresceina, evaluacion de la linea de Marx
con fluoresceina, tincion conjuntival con verde de lisamina, signos
inflamatorios del parpado, evaluacion de la expresion y calidad de la
secrecion de las GM tras aplicar presién digital, meibografia del parpado

superior y test de Schirmer sin anestesia.
4.1.2.2. Analisis objetivos de imagenes de las GM

Las imagenes de meibografia fueron analizadas utilizando un
software propio implementado en el lenguaje estadistico R que consistié
en cuatro etapas: seleccion manual de la region de interés a analizar,
pre-procesado de la imagen para obtener una imagen binaria y una
imagen tipo skeleton, modelizacién de cada GM, utilizando funciones
lineales a trozos, y cuantificacién de las siguientes caracteristicas de las
GM: longitud, distancia euclidea entre los extremos, anchura media,
nuamero de GM, numero de segmentos por GM (cada GM se divide en
segmentos en funcibn de sus cambios de direccidén), indice de
tortuosidad de 0 a 1 (indice adimensional desarrollado especificamente
para este trabajo donde 0 = poco tortuoso y 1 = muy tortuoso), desviacion
de la vertical, area global de GM de 0% a 100%, y area superior
(considerando solo la mitad de la region de interés mas cercana al borde
libre del parpado) de 0% a 100%.
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4.1.2.3. Analisis estadistico

Los valores se presentan como media e intervalo de confianza (IC)
al 95%. Se calcularon los IR para cada una de las caracteristicas de las
GM, de forma que pudieran utilizarse como regla diagndstica al clasificar
un valor como normal o no-normal. Se utilizaron modelos GAMLSS
(Generalized Additive Models for Location, Scale and Shape) para
estimar las curvas de percentiles de cada una de las variables
relacionadas con la morfologia de las GM, teniendo en cuenta la posible
influencia de la edad y el sexo del individuo. Para llevar a cabo el ajuste
del mejor modelo para cada una de las caracteristicas se tomaron dos
decisiones. En primer lugar, para cada una de las distribuciones de un
conjunto elegido atendiendo a la naturaleza de cada variable, se decidio,
utilizando un algoritmo automatico, el tipo de dependencia del sexo y la
edad en cada uno de los parametros que caracterizaban a dicha
distribucion. En segundo lugar, se decidié cual de todas las distribuciones
de la familia elegida se ajustaba mejor a los datos. La decision se
fundament6 en el criterio de informacion de Akaike (AIC). Todos los
modelos fueron validados utilizando los residuos cuantil aleatorizados

(randomized / normalised quantile residuals).®*
4.1.3. Resultados

Se incluyeron 156 sujetos con una media de edad de 43,88 (IC 95%:
41,38 — 46,37) anos, rango 16 — 76 afios. El valor medio de la longitud de
las GM fue de 1,91 mm (IC 95%: 1,82 - 2,01) y su IR depende de la edad
(0,87 — 2,51 mm < 20 afios; 0,95 - 2,93 mm 21- 30 afios; 1,05 - 3,14 mm
31 — 40 anos; 1,11 - 3,22 mm 41 — 50 afos; 1,11 — 3,13 mm 51 — 60
afos; 1,03 — 2,81 mm 61 — 70 anos y 0,92 — 2,57 mm 71 — 80 afios). El

valor medio de la distancia euclidea fue 1,8 mm (IC 95%: 1,71 —1,89) y
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su IR también depende de la edad (0,82 — 2,28 mm < 20 afios; 0,9 — 2,73
mm 21 — 30 anos; 1,02 — 2,94 mm 31 — 40 anos; 1,07 — 2,98 mm 41 — 50
afos; 1,07 — 2,9 mm 51 — 60 anos; 0,98 — 2,57 mm 61 — 70 anos y 0,87
— 2,37 mm 71 — 80 afios). El valor medio de la anchura fue 0,3 mm (IC
95%: 0,29 — 0,31) y su IR depende de la edad (0,22 — 0,38 mm para 20
- 60 afos; 0,23 — 0,35 mm 61 — 70 afios y 0,26 — 0,33 71 — 80 anos). El
numero de GM fue 16,05 (IC 95%: 15,28 — 16,82) (IR: 8 — 27). El numero
de segmentos fue 6,07 (IC 95%: 5,77 — 6,36) (IR: 3 — 9). El valor medio
del indice de tortuosidad fue 0,3 (IC 95%: 0,3 — 0,31) y su IR depende de
la edad (0,19 — 0,4 < 20 anos; 0,19 — 0,41 21 — 30 afos; 0,2 - 0,4 31 —
40 anos; 0,22 — 0,39 41 — 50 anos; 0,24 — 0,39 51 — 60 afios; 0,23 — 0,41
61 —-70 anos y 0,22 — 0,43 71 — 80 afos). El valor medio del indice de la
desviacién de la vertical fue 0,37 (IC 95%: 0,36 — 0,38) (IR: 0,29 —-0,45).
El valor medio del area global de GM fue 14% (IC 95%: 14 — 15) (IR: 8,17
- 19,81%). Por ultimo, el valor medio del area superior de la region de
interés del parpado fue 63% (IC 95%: 62 — 64) y su IR depende de la
edad y del sexo (IR hombres: 58 — 74% < 20 afos; 57 — 74% 21 — 30
anos; 54 — 74% 31 — 40 afos; 54 — 76% 41 — 50 afios; 51 — 77% 51 — 60
anos; 53 — 81% 61 — 70 afios y 57 — 84% 71 — 80 anos ; IR mujeres: 56
—71% < 20 afnos; 55 — 71% 21 — 30 afios; 52 — 81% 31 — 40 afios; 52 —
73% 41 — 50 anos; 50 — 74% 51 — 60 anos; 51 - 77% 61 — 70 anos y 55
—82% 71 — 80 anos).

4 .2.Morfologia de las glandulas de Meibomio en sujetos con enfermedad

de ojo seco
4.2.1. Justificacion

La principal causa de la EOS es la DGM.?® Dado que la

caracterizacion de la morfologia de las GM en sujetos sanos podria
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mejorar el diagndstico de la DGM, el objetivo de la segunda parte de este
estudio es evaluar las diferencias clinicas entre sujetos sanos y sujetos
con EOS vy aplicar los IR para clasificar a sujetos con EOS segun la

morfologia de sus GM.
4.2.2. Material y métodos

Se reclutaron sujetos con EOS definido como OSDI = 13 y al menos
dos de los siguientes test alterados en ambos ojos: TFBUT < 7 segundos,
tincion corneal con fluoresceina = 1 en escala Oxford, tincion conjuntival
con verde de lisamina = 1 en escala Oxford, y test de Schirmer <5 mm

en 5 minutos.
4.2.2.1. Evaluacion clinica

Se llevaron a cabo las siguientes pruebas en una sola visita: OSDI,
AV, hiperemias conjuntivales bulbar y tarsal, grado de papilas, TFBUT,
tincion corneal con fluoresceina, linea de Marx, tincion conjuntival con
verde de lisamina, signos de inflamacién del parpado (irregularidad del
borde palpebral, vascularizacion, obstruccion de los orificios de las GM y
desplazamiento de la linea de Marx), evaluacion de la expresién y calidad
de la secrecion de las GM (de 0 a 3 siendo 0 una expresiéon clara y
transparente, y 3 opaca y espesa),® meibografia del parpado superior y
test de Schirmer sin anestesia. La morfologia de las GM se evalué

también con el software desarrollado en R descrito anteriormente.
4.2.2.2. Analisis estadistico

Por un lado, se compard la muestra de sujetos con EOS con un
subgrupo de sujetos sanos mayores de 45 afos. Se evalu¢ la diferencia
en el sexo con el test Chi cuadrado. Para las variables en las que pudo

asumirse distribucion normal se utilizo el test T de Student para muestras
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independientes, mientras que para el resto de las variables se utilizo el
test no paramétrico U de Man Whitney. Por otro lado, un sujeto con EOS
fue clasificado como no-normal cuando el valor observado en al menos
una de las caracteristicas relacionadas con la morfologia de sus GM
estaba fuera del IR correspondiente. Se compararon las caracteristicas
clinicas entre el grupo de clasificados como normales y no-normales.
Para comparar los dos grupos, se utilizé el contraste T de Student para
dos muestras independientes cuando se cumplieron la hipdtesis de

normalidad, y el contraste U de Mann-Whitney para el resto.
4.2.3. Resultados

Se incluyeron 76 sujetos sanos, con una media de edad de 57,63 (IC
95%: 56 — 59,26) afios, y 39 sujetos en el grupo de EOS, con una media
de edad 61,56 afios (IC 95%: 58,2 — 64,92). El grupo de EOS tuvo un
porcentaje significativamente mayor de mujeres (74,36% frente a 50%, p
= 0,012). También tuvo un mayor valor de OSDI: 32,75 (IC 95%: 26,36 —
39,13) frente a 3,24 (IC 95%: 2,44 — 4,03); p < 0,001. La hiperemia
conjuntival bulbar y tarsal fue mayor en los sujetos con EOS (bulbar: valor
mediano 2 [Rango intercuartilico (IQR): 1] frente a 1 [IQR: 0], p = 0,003;
tarsal: 2 [IQR: 2] frente a 1 [IQR: 1], p = 0,004). EI TFBUT fue menor en
los sujetos con EOS: 3,3 segundos (IC 95%: 2,87 — 3,73) frente a 9,29
segundos (IC 95%: 7,84 — 10,74); p < 0,001. Los valores de tincién
corneal: 3,38 (IC 95%: 2,5 — 4,27) frente a 0,45 (IC 95%: 0,27 — 0,65);
linea de Marx: 9,26 (IC 95%: 8,13 — 10,38) frente a 6,24 (IC 95%: 5,4 —
7,08); y tincion conjuntival: 2,33 (IC 95%: 1,92 — 2,75) frente a 0,68 (IC
95%: 0,4 — 0,96), también fueron mayores en el grupo con EOS (todos p
< 0,001). Los signos de inflamacion (2 [IQR: 0] frente a 1 [IQR: 1)), la
funcion (2 [IQR: 1] frente a 1 [IQR: 1]), y la calidad de la secrecion (2 [IQR:

25



1] frente a 1 [IQR: 1]) de las GM fueron significativamente mayores en el
grupo con EOS (p < 0,001). La longitud de las GM: 1,72 mm (IC 95%:
1,49 — 1,94) frente a 1,95 mm (IC 95%: 1,81 — 2,09); p = 0,023; y la
distancia euclidea: 1,66 mm (IC 95%: 1,43 — 1,89) frente a 1,83 mm (IC
95%: 1,7 — 1,96); p = 0,041, fueron menores en los sujetos con EOS.
También fue menor el numero de segmentos: 5,35 (IC 95%: 4,76 — 5,94)
frente a 6,28 (IC 95%: 5,85 — 6,71); p = 0,011. No hubo diferencias

significativas en el resto de las variables.

Segun los IR, el 66,7% de los sujetos con EOS se clasificaron como
‘normales’ (IR-normal) y el 33,3% como ‘no-normales’ (IR-no normal). El
grupo IR-no normal frente al grupo IR-normal tuvo un valor mayor del
OSDI: 40,14 (IC 95%: 28,87 — 51,4) frente a 29,06 (IC 95%: 21,18 —
36,93); p = 0,0342, y una peor expresion (2 [IQR: 0] frente a 2 [IQR: 1], p
= 0,041) y calidad (2 [IQR: 0] frente a 2 [IQR: 1], p = 0,0522) de la
secrecion de las GM. No se encontraron diferencias significativas en el

resto de las variables.

5. Efecto del trasplante de células hematopoyéticas en las

glandulas de Meibomio

5.1. Justificacion

La EICH es una de las principales complicaciones del trasplante de
células hematopoyéticas, y entre 60% y un 90%8"-# de los pacientes con
EICH crénico desarrolla afectaciéon de la SO, causando lo que se
denomina EICH ocular.%? Previo al trasplante, se prescriben una serie de
tratamientos de quimioterapia, radioterapia y/o terapia anti supresora que
afectan a diferentes estructuras de la SO, entre ellas las GM.8-%" Por

este motivo, el objetivo de este estudio es evaluar el estado de las GM
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en sujetos sometidos al tratamiento previo al trasplante alogénico de

células hematopoyéticas y su evolucion tras el trasplante.

5.2. Material y métodos

Este estudio retrospectivo se realizé en el Grupo de Superficie Ocular
del Hospital Universitario de Colonia, Alemania, a cargo del Dr. Philipp
Steven. Se recogieron imagenes de meibografia de ambos parpados de
un ojo de sujetos sometidos a trasplante de células hematopoyéticas
entre 2014 y 2020, y de sujetos control sanos. Este estudio fue aprobado
por el Comité Etico del Hospital Universitario de Colonia, bajo el cédigo
EPISODE: #16-405.

5.2.1. Analisis de las imagenes

Se graduo el area de pérdida de las GM con la escala meiboscale de
Pult et al.,’° y ademas se analizaron las imagenes con el software
MeVisLab (www-mevislab.de, MeVis Medical Solutions AG, Bremen,
Alemania), personalizado para la deteccién y analisis de las GM. El
analisis consiste en cuatro etapas: seleccidn manual del area total del
parpado, seleccién de las GM dentro de esa area, obtencién de la imagen
segmentada, y obtencién de la imagen tipo skeleton. Se cuantificaron las
siguientes medidas con el software Fiji (Fiji Is Just Image J, National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, Estados Unidos): area de GM,

numero de GM, longitud y tortuosidad.
5.2.2. Anélisis estadistico

Para evaluar el estado de las GM de los sujetos sometidos al
tratamiento previo al trasplante, se compararon las imagenes de
meibografia de los sujetos justo antes del trasplante (tras tratamiento con

quimioterapia y/o radioterapia) con imagenes de sujetos control. Los
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grupos fueron estadisticamente diferentes en cuanto a la edad, por lo que
se utilizd el método del indice de propensidén®? para balancear las
muestras tanto en edad como en sexo. Se asigndé un peso a cada
observacion, se ajustaron modelos lineales con dichos pesos y se evalué
la influencia del grupo en cada una de las caracteristicas relacionadas

con la morfologia de las GM.

Para comprobar la evolucion del estado de las GM tras el trasplante,
se compararon las imagenes pre-trasplante con al menos un mes de
seguimiento tras el trasplante. Se utilizé el test T de Student para
muestras relacionadas para las variables que cumplieron la hipétesis de
normalidad y el contraste de Wilcoxon para muestras relacionadas para

el resto de las variables.
5.3.Resultados

Se incluyeron 181 sujetos sometidos al tratamiento pre-trasplante y
24 sujetos control. La edad media estimada en cada grupo fue de 51,27
anos (IC 95%: 49,04 — 53,5) y 48,83 anos (IC 95%: 43,98 — 53,68), para
los grupos trasplante y control, respectivamente. El grupo de sujetos
trasplantados tuvo un mayor grado de pérdida de GM en el parpado
inferior: 2 (1C 95%: 2 — 3) frente a 0 (IC 95%: 0 — 2); p = 0,001. La longitud
de las GM fue menor en los sujetos trasplantados en ambos parpados:
superior = 1,31 mm (IC 95%: 1,23 — 1,40) frente a 2,79 mm (IC 95%: 2,50
- 3,08), p < 0,001; inferior = 0,75 mm (IC 95%: 0,70 — 0,80) frente a 1,12
mm (IC 95%: 1,00 — 1,25); p < 0,001. No se encontraron diferencias
significativas en el area de GM, el numero de GM, ni en la tortuosidad.

Se selecciond un subgrupo de 31 sujetos con una media de edad de
50,01 afos (IC 95%: 45,47 — 54,56) y con una media de 10,16 meses (IC
95%: 7,65 — 12,57) de seguimiento después del trasplante (rango 1 — 38
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meses). El grado de pérdida de GM fue mayor después del trasplante en
el parpado superior: 2 (IC 95%: 1,57 — 2,3); 2, (IC 95%: 1,16 — 1,68); p =
0,005. El area de GM fue menor después del trasplante en ambos
parpados: superior = 16,33% (IC 95%: 14,06 — 18,6) frente a 21,04% (IC
95%: 18,76 — 23,32); p < 0,001; inferior = 11,74% (IC 95%: 9,27 — 14,31)
frente a 16,41% (IC 95%: 14,04 — 18,79); p = 0,002).

La longitud de las GM fue mayor después del trasplante en ambos
parpados: superior = 2,26 mm (IC 95%: 2,04 — 2,47) frente a 1,58 mm (IC
95%: 1,36 — 1,8); p <0,001; inferior = 1,2 mm (IC 95%: 1,06 — 1,35) frente
a 0,88 mm (IC 95%: 0,78 — 0,98); p = 0,034. La tortuosidad en el parpado
inferior también fue mayor después del trasplante, 1,23 (IC 95%: 1,14 —
1,33) frente a 1,17 (IC 95%: 1,1 — 1,23), p = 0,048. No se encontraron

diferencias significativas en el resto de las variables.

6. Efecto del tratamiento con pulsacion térmica en pacientes con

disfuncion de glandulas de Meibomio bajo condiciones

ambientales controladas

6.1. Justificacién

La eficacia del dispositivo LipiFlow® para el tratamiento de la DGM ha
sido ampliamente probada y sus efectos perduran hasta un afio después
del tratamiento.”>’> Sin embargo, el estilo de vida actual hace que las
personas estemos expuestas a ambientes adversos como puede ser una
humedad relativa reducida. Estos ambientes adversos provocan un
aumento de los signos y sintomas asociados a la EOS.8 Por esta razon,
el objetivo de este estudio es evaluar la eficacia del dispositivo LipiFlow®
en sujetos con DGM durante un afio de seguimiento y bajo condiciones

ambientales normales y adversas.
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6.2. Material y métodos

6.2.1. Sujetos de estudio

Se reclutaron sujetos con EOS debido a DGM con una puntuacion =
13 en el cuestionario OSDI, una puntuacién de la secrecion de las GM en
el parpado inferior en ambos ojos < 12 segun Meibomian Gland Yielding
Liquid Secretion (MGYLS) score (evaluada con el Meibomian Gland
Evaluator, MGE),”* y al menos 10 de 15 glandulas funcionales en el
parpado inferior. El estudio se realizé de acuerdo con los principios de la
declaracion de Helsinki y con la aprobacién del Comité Etico del Area de

Salud de Valladolid Este y la Comisién de Investigacién del IOBA.
6.2.2. Diseno del estudio y evaluacion clinica

Los participantes acudieron a una visita inicial para evaluar su
inclusién en el estudio, una visita basal para la toma de datos, una visita
de aplicacion de LipiFlow® y 3 visitas de seguimiento a los 3, 6 y 12
meses. En la visita basal y en las visitas de seguimiento, los participantes
permanecieron durante 30 minutos en la camara de ambiente controlado
(Controlled Environmental Laboratory, CELab, Vision R&D)"® expuestos
a una condicion ambiental controlada normal: 23°C y 50% de humedad
relativa.”® A continuacion, se les realizo la exploracion clinica incluyendo
las siguientes pruebas: evaluacion de los sintomas con el cuestionario
OSDI, AV, medida del espesor de la capa lipidica de la PL con el
interferdmetro Lipiview I, grado de hiperemia conjuntival, grado de
blefaritis anterior, tiempo de ruptura lagrimal no invasivo (NIBUT) y con
fluoresceina (TFBUT), tincion corneal con fluoresceina, tincion
conjuntival con verde de lisamina y meibografia. Posteriormente, los
participantes estuvieron expuestos durante 2 horas a una condicion

ambiental controlada adversa: 23°C y 10% de humedad relativa. Tras
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estas 2 horas, se realizaron las siguientes pruebas clinicas: evaluacién
de los sintomas tras la exposicion con el cuestionario Change in dry eye
symptoms questionnaire (CDES-Q)®® y la escala visual analdgica 0 — 10
(EVA), medida del espesor de capa lipidica de la PL, NIBUT y TFBUT,
tincion corneal y conjuntival y evaluacion de la funcion de las GM con la
escala MGYLS. Ademas, se les recogié una muestra de meibum del
borde palpebral con un capilar para ser analizado posteriormente con

resonancia magnética nuclear de "H.%*
6.2.3. Andlisis estadistico

Como analisis primario de eficacia, se comparo el TFBUT de la visita
basal con la visita a los 3 meses de seguimiento en la condicion ambiental
normal mediante el contraste de Wilcoxon. Como analisis secundario, se
evaluo el MGYLS en todas las visitas utilizando modelos lineales mixtos.
Para analizar los valores del CDES-Q, se compar6 el porcentaje de
sujetos que se sintieron mejor, peor o igual tras la exposicion de 2 horas
a la condicién ambiental adversa, a los 3, 6 y 12 meses, con el resultado
de la visita basal, utilizando el test de McNemar. Para las variables
cuantitativas se ajustaron modelos lineales mixtos. En aquellas variables
medidas en ambas condiciones ambientales, se anadid al modelo el
efecto de la exposicion ambiental. Para cuantificar y describir cada efecto
incluido en el modelo, se estimaron las medias marginales y sus
diferencias. Se compararon los niveles 2 a 2 utilizando el método de
Tukey para el ajuste de comparaciones multiples. En el caso del modelo
con interaccion, se interpretd el efecto de dicha interaccion. Para las
variables ordinales se utilizaron modelos mixtos /logit acumulados. Se
utilizé la aproximacion de Laplace para obtener la maxima probabilidad

estimada, calculada como odds-ratio.

31



El analisis de la composicion del meibum se realizé de forma
separada para los dos compuestos mayoritariamente detectados: el
colesterol y la cera éster insaturada, dividiendo a los sujetos en dos
grupos para cada componente. Cuando el componente se detecto en la
visita basal y no se detectd en las visitas de seguimiento; y cuando el
componente no se detectdé en ninguna visita. Se analizaron las
diferencias entre grupos para las variables OSDI, grado de blefaritis
anterior, tincién corneal y conjuntival, y MGYLS, utilizando el estadistico
T-Student para las variables cuantitativas, y U de Man-Whitney para las

ordinales.
6.3. Resultados

Se incluyeron 17 mujeres y 4 hombres, con una edad media de 59,62
(IC 95%: 55,34 — 63,9) afios. Ni el tiempo ni las condiciones ambientales
tuvieron un efecto significativo en la variable primaria TFBUT entre la
visita basal y las visitas de seguimiento. Sin embargo, hubo un aumento
significativo en la variable secundaria MGYLS a los 12 meses de
seguimiento (basal = 10,3 (IC 95%: 9,6 — 11); 12 meses = 12,2 (IC 95%:
11,2 -13,2); p = 0,001).

6.3.1. Sintomas

Se observé un descenso significativo en la sintomatologia entre la
visita basal y la visita de seguimiento a los 12 meses, OSDI basal = 43,02
(IC 95%: 32,13 — 53,91); OSDI 12 meses = 28,98 (IC 95%: 18,86 — 39,1);
p = 0,003. Ni el tiempo ni las condiciones ambientales tuvieron un efecto
significativo en el CDES-Q ni en la EVA.
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6.3.2. Signos

No se encontraron diferencias significativas en la AV entre las visitas.
En el espesor de capa lipidica no hubo diferencias significativas entre
visitas bajo la condicion ambiental normal, aunque el modelo estimé una
disminucién de 6,5 nm tras la exposicién a la condicion ambiental adversa
(p <0,001). Ni el tiempo ni las condiciones ambientales tuvieron un efecto
significativo en la hiperemia conjuntival. El tiempo tuvo un efecto
significativo en el grado de blefaritis anterior a los 6 (p = 0,01) y a los 12
meses (p = 0,001). El riesgo de tener una blefaritis anterior un punto mas
severa en la visita inicial fue 12,5 y 125 veces mayor que en las visitas
de los 6 y 12 meses, respectivamente. EI NIBUT en la visita de
seguimiento a los 3 meses fue mayor en la condicion ambiental normal
que en la condicién adversa: normal = 12,2 segundos (IC 95%: 7,8 —
16,6); adversa = 6,8 segundos (IC 95%: 5,6 — 7,9); p < 0,001. No
encontrando diferencias en el resto de las visitas. La tincion corneal
disminuy® significativamente en cada visita: basal = 3,14 (IC 95%: 1,88 —
4,41); 3 meses = 2,38 (IC 95%: 1,52 — 3,24), p < 0,001; 6 meses =2 (IC
95%: 0,85 — 3,15), p < 0,001; 12 meses = 1,67 (IC 95%: 0,87 — 2,46), p <
0,0001. Ademas, el descenso de la tincidon corneal entre la visita de los 3

y los 12 meses también fue significativo (p = 0,031).

En relacion con la condicidén ambiental adversa, el modelo mostré un
descenso de la tincion corneal en todas las visitas tras 2 horas de
exposicion: basal = 3,98 (IC 95%: 2,96 — 5); 3 meses = 2,62 (IC 95%:
1,83 — 3,42); 6 meses = 2,19 (IC 95%: 1,3 — 3,09); 12 meses = 2,02 (IC
95%: 1,2 - 2,84); p = 0,017. La tincién conjuntival disminuyé a los 6 (p <
0,001) y 12 meses (p < 0,001). La probabilidad de disminuir una unidad

en la tinciéon conjuntival a los 6 y 12 meses fue 4,54 y 16,66 veces,
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respectivamente; mientras que la condicion ambiental no tuvo un efecto
significativo. No se encontraron diferencias significativas en el grado de
pérdida de GM entre visitas, ni en el parpado superior ni en el inferior. Se
observd una mejora de la funcién de las GM evaluadas con el MGYLS
score en todas las visitas: basal = 10,26 (IC 95%: 9,57 — 10 ,96); 3 meses
= 11,59 (IC 95%: 11,09 — 12,29); 6 meses = 12,45 (IC 95%: 11,36 —
13,55); 12 meses = 12,21 (IC 95%: 11,22 — 13,21); p < 0,001.

6.3.3. Composicion del meibum

En la composicién del meibum, se detecté colesterol y cera éster
insaturada, pero se observaron dos comportamientos diferentes,
dividiendo a los sujetos en 2 grupos en base a la deteccidn de cada
compuesto; colesterol y cera éster insaturada — en las visitas basal y el
resto de las visitas — resultando un total de 4 grupos: A) colesterol
detectado (12 sujetos, media de edad = 60,23 (IC 95%: 56,53 — 63,93)
anos), B) colesterol no detectado (9 sujetos, media de edad = 58,63 (IC
95%: 47,2 — 70,05) anos), C) cera éster insaturada detectada (8 sujetos,
media de edad = 60,88 (IC 95%: 54,45 — 67,3) afios) y D) cera éster
insaturada no detectada (13 sujetos, media de edad = 58,85 (IC 95%:
52,47 — 65,23) afos).

En el caso del colesterol, la tincion corneal fue mayor en el grupo A
(colesterol detectado) respecto al grupo B (colesterol no detectado) en la
visita basal: A = 4,15 (IC 95%: 2,3 -6,01); B =1,5 (IC 95%: 0,69 — 2,31),
p = 0,011; y a los 3 meses de seguimiento: A = 3,12 (IC 95%: 1,94 —
4,29); B=1,19 (IC 95%: 0,3-2,08), p = 0,009. En el caso de la cera éster
insaturada, la tincion corneal también fue mayor en la visita basal en el
grupo C (cera éster insaturada detectada) respecto al grupo D (cera éster
insaturada no detectada): C = 4,5 (IC 95%: 1,94 — 7,06); D = 2,13 (IC
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95%: 0,97 — 3,28), p = 0,041. En el resto de las visitas no hubo diferencias

significativas.

La tincion conjuntival, en el caso del colesterol, fue mayor en el grupo
A respecto al grupo B, a los 3 meses de seguimiento (A: 3 [IQR: 4]; B:
0,75 [IQR: 1]; p = 0,015). En el caso de la cera éster insaturada, no hubo
diferencias significativas. No hubo diferencias entre grupos en la

sintomatologia ni en el grado de blefaritis anterior, ni en el MGYLS.

7. Conclusiones

Conclusion 1: Es posible caracterizar la morfologia de las glandulas de
Meibomio del parpado superior de manera objetiva, definiendo nuevos
indices que permiten cuantificar diferentes propiedades de dichas
glandulas, y determinando los intervalos de referencia para cada una de
las caracteristicas morfologicas teniendo en cuenta la influencia de la
edad y el sexo. Estos valores pueden ser utilizados a la hora de describir
los cambios asociados a alteraciones de la superficie ocular en funcién

de la edad y el sexo.

Conclusion 2: Es posible evaluar la morfologia de las glandulas de
Meibomio en sujetos con enfermedad de ojo seco aplicando los indices
definidos en esta tesis doctoral y clasificar dicha morfologia en estos
sujetos aplicando los intervalos de referencia calculados en esta tesis
doctoral. De acuerdo con esta clasificacion, la alteracion de la morfologia
de las glandulas de Meibomio puede contribuir a detectar casos con una
peor funcion de las glandulas de Meibomio y un mayor grado de sintomas

cuando los signos oculares son iguales.

Conclusion 3: Los sujetos sometidos al trasplante de células

hematopoyéticas sufren un aumento del grado de pérdida de glandulas
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de Meibomio tras el trasplante, aunque los tratamientos previos al
trasplante como la radioterapia o la quimioterapia contribuyen también a

una alteracion de la morfologia de las glandulas de Meibomio.

Conclusién 4: Una sola sesion de tratamiento con LipiFlow® supone
una mejora objetiva y subjetiva de la unidad funcional lagrimal en
pacientes con disfuncion de glandulas de Meibomio en condiciones
ambientales controladas y sus efectos duran hasta un afio después del

tratamiento.
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INTRODUCCION

CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. Superficie ocular y unidad funcional lagrimal

El concepto de superficie ocular (SO) se define por primera vez en
1978 como una unidad compuesta por la cornea, la conjuntiva, el limbo
esclero-corneal y la pelicula lagrimal (PL).%> Posteriormente, se han
afadido otras estructuras oculares al concepto de SO, como son: la
conjuntiva, los parpados, las pestafias, las glandulas lagrimales
principales y accesorias (Zeiss, Moll, Krause y Wolfring), y las glandulas
de Meibomio (GM).%

Las glandulas lagrimales y la SO no funcionan de manera
independiente si no que lo hacen como un conjunto. Para describir esa
relacion surgié el concepto de unidad lagrimal funcional en 1998." Es
decir, la unidad lagrimal funcional se compone de las glandulas
lagrimales principales y accesorias, la SO, y el sistema de inervacion que
las conecta y regula su accién (Figura 1.1). Los estimulos recibidos por
las terminaciones nerviosas libres de la cérnea viajan a la corteza
cerebral a través de la rama oftalmica del nervio trigémino, y la respuesta
eferente a esos estimulos se envia a las glandulas lagrimales." La funcion
de la unidad lagrimal principal es mantener el equilibrio homeostatico de
la SO, aportando una PL de buena calidad. Por esta razon, cualquier
alteracion en uno o varios componentes de la unidad lagrimal funcional

puede desestabilizar la PL y derivar en enfermedad de la SO.?
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INTRODUCCION

(_

Nervios aferentes de la conjuntiva

z Fibras sensoriales aferentes
Ganglio esfenopalatino

1 Fibras eferentes parasimpaticas
= Fibras eferentes simpaticas

Figura 1.1. Representacion de la unidad funcional lagrimal. Los impulsos
de la superficie ocular se trasmiten por la via oftalmica del nervio
trigémino (V1), hacen sinapsis en el nucleo salival superior y modulan la
produccion lagrimal. Imagen adaptada de Pflugfelder, SC; Beuerman
RW; Stern, ME, eds. Dry Eye and Ocular Surface Disorders. New York,
NY: Marcel Dekker, Inc.; 2004.

1.2. Glandulas de Meibomio

Las GM son glandulas sebaceas localizadas en la zona tarsal de los
parpados. Su nombre se debe al médico anatomista aleman Heinrich
Meibom, quien las describié en 1666.3 Su funcién es secretar el meibum
a la PL para mejorar su estabilizacion y evitar su evaporacion. El meibum
estd compuesto principalmente por ésteres de ceras y ésteres de
colesterol y, en menor proporcion, de triglicéridos, ademas de colesterol
libre, acidos grasos de cadena corta, fosfolipidos y diésteres.*’ La
secrecion normal del meibum es clara y untuosa, similar al aceite de oliva,
y se vuelve opaca y mas viscosa cuando la funcion de las GM esta

alterada.?
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INTRODUCCION

1.2.1. Estructura

Cada GM esta formada por acinos dispuestos de manera circular
alrededor de un gran conducto principal y comunicados entre si por
conductos mas pequenos. El conducto principal termina en unos orificios
en el borde palpebral, antes de la unién muco-cutanea, a través de los
cuales se secreta el meibum al menisco lagrimal. Las GM se disponen
de manera fisiolégica paralelamente a lo largo del tarso palpebral (Figura
1.2), aunque su distribucion puede variar en funcion de diferentes
condiciones oculares, como se mencionara mas adelante. Dado que el
parpado superior tiene mas superficie que el inferior, el niumero de GM y
su distribucion es diferente en cada parpado. De esta manera, en
estudios histologicos se ha visto que en el parpado superior hay una
media de 31 GM, con una longitud media de 5,5 mm; mientras que en el
inferior hay una media de 26 GM con una longitud media de 2 mm y una

anchura mayor que en el superior.3

Figura 1.2. Distribucion de
S;j::;f:::;?;sde' las glandulas de Meibomio
: en los tarsos palpebrales.
Las glandulas se distribuyen
verticalmente desde el inicio
del tarso hasta el borde
palpebral. Imagen adaptada
de Knop N, Knop E.
[Meibomian glands. Part I:
anatomy, embryology, and
histology of the Meibomian
glands] Meibom-Drisen Teil
I:  Anatomie, Embryologie und Histologie der Meibom-Drusen.
Ophthalmologue. 2009;106:872-883. Numero de licencia: 1194579-2.

Gléandulas tarsales del
parpado inferior
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INTRODUCCION

1.2.2. Funcion

La accidon de secrecidn esta regulada por mecanismos hormonales,

neurologicos y mecanicos, gracias a la contraccion muscular durante el

parpadeo.?® Los meibocitos son las células que producen y acumulan los

lipidos, y migran desde los acinos

hacia los conductos laterales v,

posteriormente, al conducto central (Figura 1.3).%” La secrecion se libera

de manera continua a nivel del borde palpebral a través de los orificios

situados en é1.398 La accidén de secrecidén se desencadena durante el

parpadeo, cuando el musculo orbicular del parpado comprime el tarso y

favorece la secrecion. Sin embargo,

no todas las GM secretan meibum

a la vez, si no que aquellas situadas en la parte nasal son mas activas

que las de la parte central y temporal del parpado.”®

oorde palpebra
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muco-cutanea
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Meibomio

Figura 1.3. Morfologia de una
glandula de Meibomio y su
mecanismo de secrecion. Los
conductos laterales se disponen
circularmente  alrededor  del
conducto central, que termina en
el orificio del borde palpebral,
donde secreta el meibum. El
meibum se sintetiza en los acinos
secretores y se desplaza por el
conducto central hasta el borde
palpebral (flechas amarillas).
Imagen obtenida y adaptada de
Knop N, Knop E. [Meibomian
glands. Part l: anatomy,

embryology, and histology of the Meibomian glands] Meibom-Drusen Teil
I:  Anatomie, Embryologie und Histologie der Meibom-Drusen.
Ophthalmologue. 2009;106:872-883. Numero de licencia: 1194579-2.
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1.3.Disfuncion de las glandulas de Meibomio

1.3.1. Definicidn

La sociedad de pelicula lagrimal y superficie ocular (Tear Film &
Ocular Surface Society, TFOS, por sus siglas en inglés), propuso en su
ultimo informe del afo 2011 la siguiente definicion de disfuncion de GM
(DGM): ‘Anormalidad cronica y difusa de las GM, comunmente
caracterizada por la obstruccion del conducto terminal y/o cambios
cualitativos y cuantitativos en la secrecion glandular. El resultado es una
alteracion de la PL, sintomas de irritacion ocular, inflamacion clinica

aparente, y enfermedad de la superficie ocular’®”
1.3.2. Clasificaciéon

La funcién de las GM se ve alterada cuando se producen cambios en
la secrecion del meibum, dando lugar a dos tipos de DGM: alta secrecion

y baja secrecion (Figura 1.4).67

Cuando la secrecion es alta, se denomina DGM hipersecretora, y se
caracteriza por un exceso de secrecion de lipidos en el borde palpebral.
Este tipo de DGM no esta asociado a procesos inflamatorios activos ni a

pérdida de GM, sino que se asocia a dermatitis seborreica.'®

Cuando la secrecidén es baja, puede ser por una baja produccién
(DGM hiposecretora), o por la obstruccion de las GM. El primer caso esta
asociado a una atrofia de las GM,®’ y se caracteriza por un descenso en
la secrecién del meibum en ausencia de obstruccion. Este subtipo esta
asociado con el uso de lentes de contacto (LC).6719" Sin embargo, el tipo
de DGM mas comun es la obstructiva.?>92 Se produce por una hipertrofia
del conducto de la GM y una hiperqueratinizacion de los orificios del
borde palpebral. ElI conducto central de la GM se dilata debido a la

presencia de restos celulares y material sebaceo.’31% Los meibocitos,
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encargados de la produccion y secrecidén de meibum,'% se pierden,'% y
aumenta la viscosidad del meibum.? La queratinizacién es un proceso
fisiologico de las GM ya que su desarrollo embriolégico es similar al de
los foliculos pilosos de las pestanas, y se caracteriza por contener
granulos de queratohialina.? Estos granulos maduran en un tipo de célula
especializada denominada queratinocito.> En las pestafias, los
queratinocitos finalizan la queratinizaciéon. Sin embargo, en las GM, las
células pierden el nucleo y forman una lamina superficial con funcidn
protectora que se encuentra en el conducto central de las GM, "7 por lo
que el proceso de queratinizacion se bloquea. La hiperqueratinizacion
podria representar la eliminaciéon del bloqueo del desarrollo de la
queratinizacion completa en los conductos de las GM.®'%7 Como
consecuencia, la dilatacion de los conductos de las GM provoca su
atrofia, la GM se obstruye y disminuye la secrecion del meibum por la
pérdida de meibocitos.®” Esto se traduce en sintomas de ojo seco,'®
deficiencias en la capa lipidica,’® disminucién del tiempo de ruptura
lagrimal (Tear fluorescein break up time, TFBUT, por sus siglas en

inglés),?” atrofia y pérdida o disminucion de GM.?°

Se sabe que en la DGM se altera la composicién de los lipidos del
meibum,®'2 y en consecuencia, la PL, produciendo un ojo seco
evaporativo.'® La alteracion en la composicién tiene consecuencias
importantes, por ejemplo, modifica su punto de fusién, haciendo que la
secrecion sea mas viscosa.® Ademas, hay un aumento de ceras éster y
una disminucion de triglicéridos y colesterol.?”-1%° Concretamente, los
pacientes con DGM tienen alrededor de un 40% menos de ésteres de
colesterol que las personas sin DGM.'"® Borchman et al.'"" pensaron que
la razon era realmente la disminucidn de escualeno, que es un precursor

del colesterol. Sin embargo, el mismo autor observé que la cantidad de
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ésteres de colesterol en nifos era similar a la de pacientes con DGM.
Teniendo en cuenta que la estabilidad lagrimal es mayor en nifilos que en
adultos, se puede descartar la relacion entre el colesterol y la estabilidad
lagrimal.®* Como consecuencia, los autores sugirieron que la estabilidad
lagrimal en nifios se debe a que el meibum estd mas ordenado.** Sin
embargo, en otro estudio realizado por los mismos autores se observé
que un incremento en el orden del meibum estaba relacionado con la
inestabilidad lagrimal.''? En otro estudio, se observé que la insaturacion
de las cadenas contribuye a disminuir la estabilidad lagrimal en adultos
sanos, y que el descenso de lo ésteres de colesterol y el escualeno
disminuye la estabilidad lagrimal en pacientes con DGM.''3114 Estos
resultados sugieren que la relacion entre la estructura del meibum vy la
estabilidad lagrimal no es evidente, ya que pueden influir otros factores
como las proteinas o la presencia de inflamacion.''®

1.3.3. Prevalencia

La prevalencia de la DGM varia desde el 3,5% al 70%,'5-?? siendo
mayor en poblaciones asiaticas y llegando como maximo al 19,9% en
poblaciones caucasicas.?® Segregando por sexo y edad, la prevalencia
en hombres varia entre el 40,1% y el 46,1% para menores de 60 afios y
entre el 47,6% y el 48,8%; mientras que en mujeres varia entre el 40,2%
para menores de 60 afios y el 45,3% para mayores de 60 afios.?? Esta
variabilidad puede deberse principalmente a dos factores; en primer
lugar, la falta de un protocolo estandarizado para evaluar los sintomas y
signos de la DGM; y, en segundo lugar, las diferentes distribuciones de
edad entre grupos de estudio. Aunque se sospecha que la prevalencia
de la DGM aumenta con la edad, de la misma manera que ocurre en la
enfermedad de ojo seco (EOS), hay pocos estudios publicados que

analicen la prevalencia de la DGM especificamente en diferentes edades.
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Blackie et al.’'® obtuvieron una prevalencia del 47,8% en adultos mayores
y del 35,76% en nifios y adultos jovenes. Viso et al."'” obtuvieron una
prevalencia de DGM asintomatica del 21,9%, que aumentaba con la edad
y también en las mujeres. Sin embargo, la prevalencia de la DGM
sintomatica fue del 8,6%, también aumentaba con la edad, pero no
estaba relacionada con el sexo. Por ultimo, Arita et al.’'® observaron una

asociacion entre la prevalencia de la DGM con el sexo y la edad.

Enfermedades de glandulas de
Meibomio

| [ I ]
(Congénitas) [(Neoplasicas) (Agudas (otras)

Disfuncion de glandulas de
Meibomio

I
Baja
secrecion

Alta
secrecion

Hipersecrecién
Obstructiva (seborrea)
I |

Hiposecretora

Primaria Secundarla Cicatricial No cicatricial Dt
(por ejemplo: Seiocrr:zca
medicacion) L [ - rosacea

Secundaria Secundaria
Tracoma Dermatitis
Primarial Pengifoide seborreica
Eritema Acné
multiforme rosacea
Atopia Atopia
— Psoriasis

Figura 1.4. Clasificacion de la disfuncién de glandulas de Meibomio
propuesta en el afio 2011 y basada en la cantidad de meibum secretada
por las glandulas. Imagen obtenida y adaptada de Nelson, J. D. et al. The
international workshop on meibomian gland dysfunction: Report of the
definition and classification subcommittee. Investig. Ophthalmol. Vis. Sci.
2011;52:1930-1937. Numero de licencia: 1204149-2.
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1.3.4. Factores de riesgo

Existen diferentes factores de riesgo para la DGM, muchos de ellos
son los mismos que para el EOS.' Pueden dividirse en factores de riesgo
oftalmicos (Tabla 1.1), sistémicos (Tabla 1.2) y farmacolégicos (Tabla
1.3).14

Tabla 1.1. Factores de riesgo oftalmologicos de la disfuncion de
glandulas de Meibomio.

A

Aniridia Jastaneiah y Al-Rajhi.***
Auw-Haedrich y Reinhard,*?°
Blefaritis cronica (anterior Jackson,'?" Mathers et al.,113
o posterior) McCulley et al.,114 McCulley y
Shine.115

Arita et al.,' Marren,'?® Molinari y
Stanek,?* Ong y Larke.”

UsodeLC
Hom et al.,'”® Osae et al., Pucker et
al-129
Demodex folliculorum Czepita et al.,"3 Kheirkhah et al.’3’
Tatuajes palpebrales Kojima et al.'32
Sindrome del parpado laxo Gonnering y Sonneland.**
Conjuntivitis papilar Mathers y Billborough,*** Martin et
gigante al.,'3% Molinari y Stanek.?
Ictiosis Baden y Imber.:¢

Degeneracién corneal _
Farjo et al.¥’
nodular de Salzmann

Tracoma Bron y Tiffany.®

LC: lentes de contacto
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Tabla 1.2. Factores de riesgo sistémicos de la disfuncién de glandulas

de Meibomio.

Factor Referencia \

Edad

Den et al.,>* DEWS,'38 Hykin y
Bron,'3® Schaumberg et al., 40
Schaumberg et al.,'*' Sullivan et al.”

Deficiencia de andrégenos

Krenzer et al.,'*2 Sullivan et al.,43
Sullivan et al.1#

Atopia Bron et al .8
Hlperplas[a benigna de Schaumberg et al.140
prostata

Penfigoide cicatricial

Bron y Tiffany.%®

Sindrome de insensibilidad
androgénica completa

Cermak et al.,'5 Sullivan et al.46

Lupus eritematoso discoide

Ena et al.1%’

Sindrome de la displasia
ectodérmica

Kaercher.148

Trasplante de células
hematopoyéticas

Ogawa et al.%

Hipertension

Schaumberg et al.'40

Menopausia

Mathers et al.,’#° Sullivan et al.’#*

Enfermedad de Parkinson

Tamer et al.1%0

Penfigoide lovine et al.’®
Sindrome de ovario Yavas et al. 152
poliquistico
Psoriasi Horwath-Winter et al.,'®® Zengin et
soriasis 51,154
Akpek et al.,'®® Alvarenga y
Rosacea Mannis, "¢ Zengin et al.,">” Zuber, %8

Zuber.1%9

Sindrome de Sjogren

Goto et al.,'8 Krenzer et al.,4?
Pflugfelder et al.,'®' Shimazaki et
al.,'%2 Sullivan et al.’#*

Sindrome de Stevens-
Johnson

Sotozono et al.1%3

Necrosis epidérmica téxica

Di Pasquale et al.,'®* Sotozono et
a/_163

Sindrome de Turner

Bron y Tiffany.%®
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Tabla 1.3. Factores de riesgo farmacoldgicos de la disfunciéon de
glandulas de Meibomio.

— Facor Referencia \

Caffery y Josephson,'® Egger et
al.,'®® Mathers et al.'%”
Krenzer et al.,'*? Sullivan et al.,'*3
Sullivan et al.#4
Chia et al.,'%® Moss et al.,%°
Schaumberg et al.'4°
Antihistaminicos Moss et al.,'® Qusler et al.'7°
Barabino et al.,'”" Creuzot et al.,"2
Terapia para la hiperplasia  Kokke et al.,'”3 Macsai,'”* Miljanovic

Terapia con Isotretinoina

Antiandrégenos

Antidepresivos

benigna de prostata et al.,"”™ Pinna et al.,’® Rashid et
al.,'’® Viau et al.’"’
Terapia para la Chia et al.,"®8 Erdem et al.,'"® Lin et
postmenopausia al.,’ Schaumberg et al.’”®
Terapia topica para el

Soriano et al.'80

glaucoma

1.4.Diagnodstico de la disfuncion de glandulas de Meibomio y de la
enfermedad de ojo seco

La DGM puede aparecer de forma aislada o afectar a otras
estructuras de la SO, causando EOS.?® El diagnéstico de la DGM se
basa en la evaluacién de la secrecion de las GM y en su morfologia, ya
que la enfermedad puede presentarse de forma asintomatica.?®
Siguiendo estos criterios, se definen las fases de la DGM recogidas en la
Tabla 1.4.°
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Tabla 1.4. Fases de la disfuncion de glandulas de Meibomio de acuerdo
con la severidad de sintomas y signos.

Grado de DGM Sintomas
corneal

+ (expresion y calidad de
1 la secrecion Ninguno Ninguna
minimamente alteradas)
++ (expresion y F:’a|ldad De minimos |
2 de la secrecion a De ninguna a
medianamente minima
moderados
alteradas)
+++ (expresion y calidad De media a
3 de la secrecion Moderados moc}erada,
moderadamente localizada en
alteradas) la periferia
++++ (expresion y Marcado,
4 calidad de la secrecion Marcados localizada en
severamente alteradas) el centro
Enfermedad Acompanado de alteraciones en la superficie ocular
severa y/o los parpados

Obtenida y adaptada de Geerling, G. et al. The international workshop on
meibomian gland dysfunction: Report of the subcommittee on
management and treatment of meibomian gland dysfunction. Investig.
Ophthalmol. Vis. Sci. 2011;52:2050-2064.

1.4.1. Sintomas

Cuando la DGM aparece de forma aislada en su fase preclinica es
asintomatica.03181-18  Sin embargo, también puede ocurrir que la
sintomatologia no tenga relacion con el dafio en la SO."7 En su forma
sintomatica, los pacientes refieren sintomas relacionados con la EOS,
como sensacion de cuerpo extrario, fotofobia, vision borrosa o dolor.24-26
Otros sintomas referidos por pacientes con DGM son fatiga ocular,

sequedad, incomodidad ocular, picor o enrojecimiento.84
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Hasta ahora se ha asumido que sus sintomas son los mismos que
los de la EOS evaporativa, ya que no existe un cuestionario especifico
para la DGM.?® Dentro de los cuestionarios para la EOS, se diferencian
aquellos que no ofrecen una puntuacidén especifica para determinar la
presencia de EOS de aquellos que si lo hacen y, por otro lado, estarian

aquellos cuestionarios que evaluan los cambios en la sintomatologia.

En el primer grupo estaria el Dry Eye Questionnaire (DEQ), cuyas
preguntas hacen referencia a la frecuencia e intensidad de los sintomas
y es especifico para el ojo seco acuodeficiente;'8® y el Dry Eye-Related
Quality-of-Life Score (DEQS), cuyas preguntas son sobre frecuencia y

severidad de los sintomas.'86

Por otro lado, se encuentran los cuestionarios que ofrecen una
puntacion determinada para determinar si existe EOS. En esta categoria
estarian el 5-ltem Dry Eye Questionnaire (DEQ-5),'®" que define una
puntuacion mayor o igual a 6 como EOS, y mayor o igual a 12 como
sospecha de sindrome de Sjogren. Este cuestionario también pregunta
sobre frecuencia e intensidad de los sintomas y es especifico del ojo seco
acuodeficiente. El cuestionario Impact of Dry Eye on Everyday Life
(IDEEL),'® que clasifica en funcion de la severidad de los sintomas como
leve si la puntuacion se encuentra entre 40 y 50, moderado entre 51y 63,
y severo por encima de 64. El cuestionario de McMonnies,®® que
determina la presencia de EOS si la puntuacion es mayor a 14,5 y
pregunta solo por la frecuencia de los sintomas. Finalmente, el
cuestionario mas utilizado es el Ocular Surface Disease Index (OSDI,
Allergan Inc., Irvine, California, Estados Unidos). Su puntuacion varia de
0 a 100, considerando a un sujeto asintomatico si su puntuacién esta

entre 0y 12, con sintomas leves entre 13 y 22, moderados entre 23 y 32,

56



INTRODUCCION

y severos entre 33 y 100. Un cambio de 7 puntos se considera

clinicamente significativo.%°

Por ultimo, para evaluar cambios en la sintomatologia, se encuentra
el Symptom Assessment in Dry Eye (SANDE)."®" Se trata de una escala
visual analdgica horizontal de 100 mm que cuantifica la severidad (de
muy leve a muy severa) y la frecuencia (de ocasionalmente a
continuamente) de los sintomas y esta recomendado para la practica
clinica. Por otro lado, el Change in dry eye symptoms questionnaire
(CDES-Q).% valora si los sujetos se encuentran mejor, peor o igual con
respecto a una situacién anterior (antes de un tratamiento, una visita
previa, la instilacion de un colirio...). Si su respuesta es mejor o peor,
deben cuantificar esa mejoria 0 empeoramiento en una escala de 0 a 10,
donde 0 significa ‘ligeramente mejor o peor’ y 10, ‘extremadamente mejor
o peor’ (CDES-Q-2).%® Ademas, esta el Standard Patient Evaluation of
Eye Drenes (SPEED),'®? que también hace referencia a la frecuencia e
intensidad, estando este recomendado para ojo seco evaporativo

relacionado con DGM especificamente.

La TFOS en su informe ‘DEWS II' de 2017 recomienda los
cuestionarios OSDI o DEQ-5 para detectar la presencia de EOS, vy el

cuestionario SANDE para evaluar cambios.'®3

1.4.2. Signos

Los signos principales de la DGM son los cambios en la morfologia
del borde palpebral, la alteracion de la secrecion del meibum (Figura 1.5)
y la pérdida de GM.2® Otros signos que pueden acompafar a la DGM
son: obstruccién de los orificios del borde palpebral (Figura 1.6), queratitis

punteada superficial (Figura 1.7), aumento de la evaporacién y, como
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consecuencia, disminucion de la estabilidad lagrimal e

hiperosmolaridad.?318

Dentro de los cambios en la morfologia del borde palpebral destacan
la irregularidad, la congestion vascular o la presencia de telangectasias,
la obstruccion de los orificios y el desplazamiento de la union muco-
cutanea.’® Ademas, el borde palpebral puede estar engrosado,

redondeado, o hiperqueratinizado (Figura 1.8).2

Mol 1 i

Figura 1.5. Ejemplo de alteracion Figura 1.6. Ejemplo de obstruccion
leve en la viscosidad del meibum, de los orificios del borde palpebral
observada en lampara de hendidura.  del parpado superior, observada en
Fuente: IOBA. lampara de hendidura. Fuente:
IOBA.

Figura 1.7. Ejemplo de queratitis Figura 1.8. Ejemplo de cambios
punteada superficial, observada bajo = morfolégicos en el borde palpebral
tincién con fluoresceina, luz azul (irregularidad, telangectasias,
cobalto y filtro amarillo en lampara engrosamiento), observados en
de hendidura. Fuente: IOBA. lampara de hendidura. Fuente:

IOBA.

Con respecto a la alteracion de la secrecion del meibum, para el
diagnostico de la DGM se evalua la calidad y la expresion de la secrecion
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del meibum. La calidad se refiere a su apariencia, siendo mas opaca,
mas viscosa o incluso llegando a desaparecer en pacientes con
DGM.8:122 | g expresion de la secrecion hace referencia a la cantidad de
presion que ha de realizarse en el borde palpebral para obtener la
secrecion, 04162194 ¢ g |a cantidad de GM que secretan meibum.70.181.182
Cuanto mayor sea la presion ejercida y/o menor sea el numero de GM
que secretan meibum, mayor sera el grado de DGM. Al alterarse la
composicién del meibum, la capa lipidica de la PL se ve comprometida y
disminuye la estabilidad lagrimal.’®19%1% Tanto la calidad como la

expresion de la secrecion se miden con escalas graduadas.86:162,197,198

La pérdida o disminucion de GM se define como la pérdida de tejido
glandular que puede observarse mediante la técnica de meibografia
(Figura 1.9).27-?8 Esta pérdida aumenta con la edad en sujetos sanos,?’

pero también aumenta en pacientes con DGM.23

Area de pérdida

Figura 1.9. Ejemplo de pérdida de glandulas de Meibomio (GM). La
imagen de la izquierda representa un parpado sin pérdida de GM,
mientras que en la imagen de la derecha se observa una zona de
pérdida en la parte inferior, delimitada por la linea amarilla. Fuente:
IOBA.
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La TFOS recomienda seguir estos criterios para el diagndstico de la
DGM: presencia de sintomas oculares, anormalidad anatémica en los
orificios del borde palpebral (presencia de al menos uno de los siguientes
signos: telangectasias, desplazamiento de la union muco-cutanea, y/o

irregularidad) y obstruccion de las GM.23

1.4.3. Meibografia

La meibografia es una técnica utilizada para tomar imagenes de la
parte interna del parpado y asi poder observar las GM.?3 La principal
ventaja que ofrece esta técnica es la evaluacion de la morfologia de las
GM en vivo de una manera minimamente invasiva. La incorporacion de
esta técnica en la practica clinica diaria puede mejorar el diagndstico de
la DGM.

1.4.3.1. Definicion

La meibografia fue introducida por Tapie en el afio 1977,'®° aunque
el término ‘meibografia’ aparece por primera vez utilizado por Mathers et
al.'?2 en 1991. Consistia en iluminar directamente la zona interna del
parpado y tomar fotografias. Esta técnica se denomina transiluminacion.
Este tipo de iluminacion resultaba molesta para el paciente y, ademas, el
area fotografiada era muy pequeiia.?® Con el fin de solucionar estos
problemas, Arita et al.?® desarrollan en 2008 la meibografia infrarroja de
no contacto (Figura 1.10).

El sistema desarrollado por Arita consistia en una lampara de
hendidura a la que se le afiadia un filtro de luz infrarroja y sistema de
captacion de imagenes sensible a la luz infrarroja (Figura 1.11). Esta
técnica es menos molesta, ya que la luz infrarroja no es detectada por el
paciente, y ademas, es mas rapida.?® En 2013, el mismo grupo desarrolld

un sistema mdvil que permitia explorar también a bebés y nifios.?® Esta

60



INTRODUCCION

técnica ha significado un antes y un después en la investigacion de las
GM, hasta tal punto que los sistemas que se han desarrollado
posteriormente para realizar meibografias, como el topdgrafo
Keratograph 5M, o el interferometro Lipiview Il (TearScience, Morrisville,

Carolina del Norte, Estados Unidos), se basan en esta tecnologia.?0'-203

Figura 1.10. Comparacién entre la técnica de transiluminacién y la
iluminacion con luz infrarroja. En la imagen de la izquierda se observan las
GM en el parpado inferior mediante transiluminaciéon. En la imagen de la
derecha, se observa el parpado superior evertido con la lampara de hendidura
(A) y bajo iluminacion infrarroja (B). Imagen obtenida con permiso de Pult H,
Nichols JJ. A review of meibography. Optom Vis Sci 2012(5);89:760-9.
Numero de licencia: 5251250989241.

Figura 1.11. Meibografia de no contacto. A la izquierda de la imagen se
observa el sistema de iluminacion de luz infrarroja al que se acopla la camara
fotografica (Easy Tear View+, EASYTEAR s.r.l, Trento, ltalia), todo ello
integrado en la lampara de hendidura (modelo SL-D7, TOPCON corporation,
Tokio, Japén). El parpado superior del paciente se evierte para obtener la
imagen de la derecha. Las glandulas de Meibomio se observan en color gris
claro. Imagen propia del Grupo de Superficie Ocular del IOBA.
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1.4.3.2. Clasificacion de imagenes de meibografia

Actualmente, la meibografia es el unico método desarrollado para
observar y analizar la morfologia de las GM.?®® Sin embargo, existen
discrepancias en la interpretacion de las imagenes.”® El método mas
utilizado es evaluar el grado de pérdida de GM mediante escalas
subjetivas, como la escala meiboscore desarrollado por Arita et al.,?° y la

escala meiboscale desarrollada por Pult et al.30

La escala meiboscore puntua el area de pérdida de 0 a 3 en cada
parpado, siendo 0 equivalente a ausencia de pérdida, 1 equivalente a
menos de un tercio de area de pérdida, 2 equivalente a un area de
perdida entre un tercio y dos tercios, y 3 equivalente a mas de dos tercios.
La puntuacion total de cada ojo varia de 0 a 6.2° La escala meiboscale
puntua el area de pérdida de 0 a 4, siendo 0 equivalente a un 0% de
pérdida, 1 equivalente a menos de un 25% de pérdida, 2 equivalente a
entre un 25% y un 50% de pérdida, 3 equivalente a entre un 51% y un
75% de pérdida, y 4 si el area de pérdida es mayor al 75% (Figura
1.12).30.204

Con respecto a otros parametros medibles diferentes al area de
pérdida de GM, algunos estudios han medido la longitud de las GM,31-34
o su anchura.?>3% Sin embargo, no existe un consenso a la hora de
evaluar estos parametros ya que algunos de los estudios incluyen todas
las GM,3?:33 otros solo incluyen las tres3* o cinco centrales.3"35 Otros
grupos han utilizado el término ‘tortuosidad’ o ‘distorsion’ para referirse a
aquellas GM que no siguen una linea recta vertical a lo largo del parpado.
Con respeto a este parametro, tampoco existe un consenso ya que
algunos estudios evaluan la tortuosidad como presencia o ausencia,*?

mientras otros la definen como una angulacion igual o mayor a 45°,3436-
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39,205 Algunos autores como Arita et al.3” han desarrollado una escala a
partir de este criterio (0 = sin distorsién, 1 = de 1 a 4 GM distorsionadas,
2 = mas de 5 GM distorsionadas), mientras otros como Zhao et al.®®
desarrollan otra escala en combinacion con el area de GM
distorsionadas.

Finalmente, algunos autores han descrito los cambios que pueden
sufrir las GM en su morfologia, como el acortamiento, el solapamiento
entre ellas, o la forma de garfio, en poblacion asintomatica y con EOS
(Tabla 1.5).39.206

Por todas las razones mencionadas anteriormente, es necesario
desarrollar un método objetivo no solo para medir el area de pérdida de
GM, si no también otros parametros como la longitud o la tortuosidad, o
las distintas formas que pueden adoptar las GM, ya que la DGM esta
asociada a ciertos cambios en la morfologia de las GM, como el

acortamiento o la irregularidad.4?184.207

i | rea de pérdida H
Meiboscale freadepérdida | pigura  1.12.  Meiboscale

Grado0
i para graduar la pérdida de
glandulas de  Meibomio.

Imagen obtenida y adaptada

|

con permiso de Pult H,
Nichols JJ. A review of
meibography. Optom Vis Sci
2012(5);89:760-9. Numero
de licencia: 5251250989241.
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CAPITULO 1 INTRODUCCION

Tabla 1.5. Ejemplos de las formas que pueden adoptar las glandulas de Meibomio (GM)
en pacientes con ojo seco moderado y severo.

Caracteristicas

Definicion e identificacion

morfologicas

No siguen el patron de lineas paralelas de las GM

Distorsion .
normales. Es un grado menor que la tortuosidad

Deben tener al menos una configuracion tortuosa

Tortuosidad . .
prominente en la glandula

Con forma de . - )
Terminan en una forma curva similar a un garfio

garfio
Se observa un espacio vacio donde deberia estar
Pérdida una GM. Estos espacios forman parte del area de
pérdida, junto con las GM acortadas, si las
hubiera
Acortamiento No tiene la extensién de una GM normal

Su anchura es igual o superior a dos veces la

Engrosamiento
9 anchura de una GM normal

Su anchura es igual o menor a la mitad de

Adelgazamiento anchura de una GM normal

. Una GM se cruza con la subyacente, por encima o
Solapamiento

por debajo
GM fantasma GM con menor reflectividad
Forma de Engrosadas en el borde palpebral pero
renacuajo adelgazadas en la parte final
Espacio El espacio que separa a dos GM adyacentes es al
anormal menos el doble que el espacio normal
Zonas Areas amorfas de sustancia blanca donde deberia
esponjosas haber GM

Sin extension al

borde palpebral Su longitud no llega al borde palpebral

Obtenida y adaptada de Daniel, E. et al. Grading and baseline characteristics of
meibomian glands in meibography images and their clinical associations in the Dry Eye
Assessment and Management (DREAM) study. Ocul. Surf. 2019;17:491-501. Con
permiso de The Ocular Surface. Numero de licencia: 5250211421332.
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1.4.3.3. Meétodos de anélisis

Al igual que no existe un consenso para evaluar las caracteristicas
morfoldgicas de las GM, tampoco existe una unica técnica validada para
realizar su analisis, es decir, el método de medida.?8-30-32,38-4231,33-36,40-43
La técnica utilizada en la mayoria de los estudios consiste en delimitar
manualmente el area total del parpado y el area donde no hay GM y

obtener el area de GM restando ambas (Figura 1.13). El software Image

J también se ha utilizado para medir la longitud y la anchura de las GM.3'-
35

7 Figura 1.13. Calculo del area
Claf@ ol Ao s s sas - [l de pérdida de glandulas de
Meibomio con Image J. En la
parte inferior de la imagen se
observa el area total del
parpado inferior, delimitado por
la linea amarilla,
correspondiente al valor area =
38325. En la parte superior se
observa el area donde no
aparecen las glandulas,
delimitado por la linea amairrilla,
correspondiente al valor area =
Fle Eat Fort | 16214. Imagen obtenida con
1 l?:a:s |730:02&u T:DdSG IE_];} ];w“ J:Esa l:l;g:d lgusli:ny l permiso de Pult H, Nichols JJ.
i 16214 270874 138451 0186 0 4562 0219 0488 = A reV|eW Of me|bography
Optom Vis Sci 2012(5);89:760-9. Numero de licencia: 5251250989241.

Nichols et al.*® midieron la repetibilidad intra e inter observador de
esta técnica, analizando meibografias de 290 pacientes con dos
observadores. La clasificacion de las imagenes se basaba en la siguiente
escala: 1 = sin GM parciales, 2 < menos de un 25% de GM parciales, 3

= entre un 25 y un 75% de GM parciales, y 4 > 75% de GM parciales.
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Observaron que la repetibilidad intra observador era mayor ya que existia
un sesgo entre observadores en el numero de GM detectadas. Pult et
al.*" compararon el analisis cuantitativo utilizando /mage J (en escala de
0 a 100) con escalas graduadas de grado de pérdida de GM, utilizando
el meiboscore?®® (0 — 3; 0 = sin pérdida, < 33%, 2 = del 34 al 66%, 3 >
66%) y el meiboscale*®® (0 — 4: 0 = sin pérdida, 1 < 25%, 2 = del 26 al
50%, 3 =del 52 al 75%, 4 > 75%).%°*! Los resultaron reflejaron un mayor
acuerdo utilizando el Image J para calcular el porcentaje exacto de 0 a
100. Sin embargo, aunque esta técnica sea mas repetible que el uso de
escalas graduadas es una técnica laboriosa, semi objetiva y con una

repetibilidad moderada.3240 29

Con el fin de mejorar el analisis de meibografias, otros autores han
propuesto softwares automaticos o semi automaticos capaces de
detectar las GM con minima intervencion manual por parte del
observador.3244-5" Una vez detectadas las GM, algunos algoritmos
clasifican al individuo como sano o enfermo.3248.208 Koh et al.3? comparan
la clasificacibn sano/enfermo realizada por dos observadores
enmascarados, y la clasificacion del software, definiendo ‘sano’ como un
patrén de lineas finas y largas distribuidas por todo el parpado, y
‘enfermo’ como al menos un 50% de pérdida de GM. Obtuvieron una
especificidad del 96,1% y sensibilidad del 97,9% y no se ve afectado por
la variabilidad inter-observador. La limitacion del estudio es que las
imagenes que se encuentran en una situacion intermedia no pueden
clasificarse. En este aspecto, el estudio de Celik et al.*® supone un
avance ya que su software si permite detectar casos intermedios. Otros
softwares se han desarrollado para medir el area de pérdida de GM.
Shehzad et al.®® desarrollaron un software semi automatico en el que un

observador indica el area a analizar y el software realiza el analisis en
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menos de un minuto. Otros autores han publicado procesos totalmente
automaticos para calcular el area de pérdida de GM. Por ejemplo, el de
Arita et al.%" detecta automaticamente los bordes del parpado y el area
de GM. Wang et al.*° aplican técnicas de deep learning, para segmentar
y posteriormente calcular el area de atrofia de las GM. Posteriormente
han aparecido otros softwares automaticos o semi automaticos capaces
de calcular otros parametros como la longitud, anchura y tortuosidad.**-
46 Llorens-Quintana et al.** desarrollaron un método que detectaba
automaticamente el area del parpado y las GM, ademas de calcular el
area de pérdida, la longitud, la anchura y la irregularidad. Estos autores
compararon este método nuevo con la clasificacion subjetiva del grado
de pérdida de GM y concluyen que el nuevo método es menos variable
al ser mas objetivo. Otro ejemplo es el de Dai et al.,*> que detecta
automaticamente las GM, aplicando técnicas de deep learning, y calcula
el area de pérdida, la longitud y la anchura y ademas incluye el concepto
de tortuosidad. Otro ejemplo de deep learning es el algoritmo de Setu et
al.,®? validado en ambos parpados y con una precisiéon del 95% para las
medidas de longitud, anchura y tortuosidad. También Xiao et al.5? incluye
la tortuosidad, ademas del area, la longitud y la anchura, en su software
de segmentacién automatica. Aunque estos métodos automaticos han
supuesto un gran avance en el estudio de la morfologia de las GM,
algunos de ellos auin necesitan correcciones manuales,3?°! mientras que
otros solo analizan el parpado superior,**52 0 necesitan una muestra mas

grande para ser validados.%?

Ademas, el término ‘tortuosidad’ o ‘irregularidad’ tiene diferentes
definiciones en cada estudio. Llorens-Quintana et al.** utilizan una GM
vertical como referencia y definen la irregularidad como las diferencias
entre la GM de referencia y el resto de las glandulas. Dai et al.#® utilizan
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la minima distancia entre los extremos de la GM (Figura 1.14) para medir
la tortuosidad. Sin embargo, este término es la relacion entre la longitud
total de la GM vy la distancia que hay entre los dos extremos de la
glandula, en linea recta. Utilizando este término no es posible distinguir

aquellas GM con muchos y pequeinos cambios de direccion (en forma de

zig-zag) de aquellas no tortuosas.

Figura 1.14. Analisis de
meibografia. La imagen de
arriba representa las
glandulas en color blanco y
el area del parpado en color
gris. En la imagen de abajo
se representa la extension
total de las glandulas (lineas

negras) y la minima

/ distancia entre los

extremos, (en color

/ morado). La tortuosidad ha

sido definida por Dai et al.*
y Xiao et al® como la
relacion entre la longitud total y la minima distancia entre los extremos.

1.5. Relaciéon entre la funcion y la morfologia de las glandulas de
Meibomio

Uno de los problemas que aparecen en la practica clinica diaria en el
diagndstico de la EOS es la falta de correlacion entre los sintomas
referidos por el paciente y los signos encontrados durante la exploracion
clinica.?®®trados durante la exploracién clinica.?®® Este diagndstico se
complica aun mas cuando no hay relacién entre la funcién y la morfologia
de las GM. Existe cierta controversia en este aspecto en la literatura.
Mientras algunos autores encuentran relacion entre algunos
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parametros,?9:39.43.53.210-213 otros gseguran que la morfologia y la funcion

de las GM evolucionan de manera independiente. 54205214

Por este motivo, es necesario describir los cambios en la morfologia
de las GM a lo largo de la vida en primer lugar en sujetos sanos para
después categorizar los cambios especificos de diferentes condiciones

relacionadas con la DGM.

1.5.1. Relacioén con la edad en sujetos sanos

Siguiendo las recomendaciones de la TFOS,?® el diagndstico de la
DGM debe basarse en los sintomas oculares, el estado del borde
palpebral, y la funciéon y morfologia de las GM. Sin embargo, existen
cambios asociados a la edad en el borde palpebral y en las GM en
ausencia de sintomas oculares. Estos cambios suelen estar asociados a
un proceso inflamatorio relacionado con la edad denominada
inmunosenescencia. Este término hace referencia al proceso por el cual
las células del sistema inmune disminuyen o sufren alteraciones
asociadas a la edad, lo que aumenta el riesgo de infecciones.?'® Este
proceso ocurre por varias razones. En primer lugar, la inmunidad innata,
responsable de la respuesta inmune primaria ante una infeccion, es
menos efectiva con la edad.?'® En segundo lugar, los érganos que forman
las barreras fisicas del organismo ante una infeccién, como son la piel o
las mucosas, también sufren un deterioro con la edad.?'® En tercer lugar,
la respuesta inmune adaptativa, mas especifica que la innata, esta
principalmente formada por linfocitos T, cuya cantidad también disminuye

con la edad.2®

Respecto a la funcion de las GM y sus cambios con la edad, varios
autores han descrito un aumento de las anormalidades del borde

palpebral,®* como engrosamiento,®® telangectasias, 139210 ¢
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hiperqueratinizacion.861°®  Mucho mas documentado esta el
empeoramiento de la secrecion del meibum con la edad,??:31.5354.210
especialmente porque aumenta la viscosidad por motivos

fisiologicos.86139.217

Con respecto a los cambios de la morfologia de las GM con la edad
existe bastante controversia. Por un lado, hay un gran consenso sobre el
aumento del area de perdida de GM asociado a la edad.??3".5354 Sin
embargo, no esta claro a qué edad empiezan a producirse los cambios.
Yeotikar et al.?'? afirman que es a partir de los 25 afios, Arita et al.?° lo
situan a partir de los 20 afios en hombres y 30 en mujeres; mientras que
Mizoguchi et al.,?'? y Gupta et al.?°> han descrito cierto grado de pérdida
en adolescentes. Shirakawa et al.8! obtuvieron como resultado que los
menores de 3 afos no tienen ningun grado de pérdida, llegando a la
conclusién de que nacemos con todas las GM y éstas se van perdiendo
con la edad. Sin embargo, en un estudio realizado por Wu et al.,% el
grupo de adolescentes mostr6 un mayor numero de GM y un mayor
porcentaje de area que el grupo de los nifios; mientras que Tichenor et
al.?' no observaron diferencias en el area de pérdida entre adolescentes
y ninos.

Por este motivo, es necesario tener en cuenta el factor de la edad y
los cambios oculares asociados a ella en el diagnéstico de la DGM.
También hay otros parametros de la SO que se ven afectados por la
edad: disminuye el espesor de la capa lipidica,3® aumenta la evaporacion
y, por tanto, disminuye la estabilidad lagrimal;?7.29.5354.210.211,218.219
disminuyendo también la produccién lagrimal;?®%35% y aumentando la

tincién corneal y conjuntival, asi como la hiperemia.321°
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1.5.2. Enfermedad de ojo seco

De acuerdo con la ultima revisién de la TFOS publicada en 2017, la
EOS se define como ‘una enfermedad multifactorial de la superficie
ocular, caracterizada por una pérdida de homeostasis de la PL,
acompafnada de sintomas oculares, y en la que la inestabilidad lagrimal,
la hiperosmolaridad, la inflamacién y el dafo ocular, y la anormalidad
sensorial juegan un papel etiolégico’®® La EOS se clasifica como
hiposecretora cuando hay una alteracion en la glandula lagrimal principal,
y como evaporativa cuando las alteraciones afectan al parpado y las GM.
Aunque el tipo evaporativo es el mas frecuente, no son excluyentes,

surgiendo asi un tercer tipo de ojo seco de origen mixto.%

La DGM obstructiva es la causa mas comun del ojo seco
evaporativo.® Inicialmente, puede aparecer de forma asintomatica y sin
que se produzcan cambios visibles en el borde palpebral. Esta fase inicial
se denomina DGM obstructiva no obvia, y es necesario evaluar la
secrecidon del meibum para su diagnostico.?? Cuando la DGM es mas
severa, hay una disminucion de lipidos en la PL, lo que le hace ser mas
inestable, causando un ojo seco de subtipo evaporativo.®” Se define
como EOS evaporativo cuando la produccion lagrimal no esta alterada y,
en ese contexto, el status de las GM definira su contribucién a la

enfermedad.?3

Por este motivo, en presencia de sintomas oculares se deben tener
en cuenta dos aspectos: por un lado, el estado de las GM, evaluando el
borde palpebral, el grado de pérdida, la expresion del meibum, la capa
lipidica de la PL, y la evaporacién lagrimal. Por otro lado, para

diagnosticar el ojo seco evaporativo se debe evaluar, ademas de todo lo
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anterior, la produccion lagrimal y el dafio en la SO derivado del aumento

de la evaporacion lagrimal.??

1.5.3. Enfermedad de injerto contra huésped con afectacién ocular

La enfermedad de injerto contra huésped (EICH) es una enfermedad
de origen inmunoldgico y constituye de las principales complicaciones del
trasplante de células hematopoyéticas.®> Esta terapia es utilizada en
alteraciones de la funcién de la médula 6sea y enfermedades neoplasicas
(tumores malignos).®® El trasplante de células hematopoyéticas es la
inmunoterapia celular mas utilizada.??’ El procedimiento consiste en la
administracion de estas células para reemplazar el sistema
hematopoyético del receptor.??? Es un procedimiento de varios pasos: la
obtencion de células madre hematopoyéticas de la médula dsea, de
sangre periférica o de sangre del cordéon umbilical;??? el tratamiento del
paciente con un régimen de acondicionamiento; la infusion de células
madre hematopoyéticas; y la generacion de un nuevo sistema
hematopoyético e inmunitario.??' La enfermedad se produce debido a una
reaccion exagerada de los linfocitos del donante hacia los antigenos del
receptor,??® y puede afectar a diferentes 6rganos como la piel, el sistema
gastro-intestinal, el higado, los pulmones, el eséfago y las mucosas
orales y oculares,??* provocando inflamacion vy fibrosis de estos tejidos y

dando lugar a un fallo orgénico.??°

Para que el injerto de células madre hematopoyéticas del donante
tenga éxito, el sistema inmunitario del huésped debe ser erradicado y
suprimido.??® Para ello, previo al trasplante es necesario someter al
paciente a un régimen de acondicionamiento en el que se prescriben una
serie de tratamientos de quimioterapia, radioterapia y/o terapia anti

supresora con el objetivo eliminar la inmunidad del huésped, preparando
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asi la médula 6sea para las nuevas células y ademas erradicar las células

tumorales.89:90

La EICH se puede presentar de forma aguda o crdnica. La forma
aguda; tiene wuna incidencia del 7,2% de los pacientes
trasplantados,??”-2%¢ mientras que la forma crénica afecta a entre un 30%
y un 70% de los pacientes sometidos a este trasplante.??® Esta
enfermedad es la principal causa de muerte en estos sujetos
trasplantados.?®® La prevalencia de la afectacion ocular oscila entre un
30% y un 60% en pacientes trasplantados, y entre un 60% y 90% en
pacientes con EICH agudo o crénico.?3'?32 Afecta a diferentes
estructuras oculares como las glandulas lagrimales, la conjuntiva, la
corneay las GM,%4233 y se producen tres procesos principales: disfuncion
de la glandula lagrimal principal, inflamacion corneo-conjuntival vy
DGM,%"2** siendo la EOS la manifestacion mas frecuente del EICH
ocular.®* Como consecuencia, aparecen sintomas como irritacion,
fotofobia, enrojecimiento, picor, sensacion de cuerpo extrafio, quemazoén

y visiéon borrosa.??

Los tratamientos prescritos previos al trasplante también pueden
afectar a diferentes estructuras de la SO. Por ejemplo, el epitelio corneal
es susceptible a la toxicidad de la quimioterapia,?®® la radioterapia
aplicada en la ¢rbita esta relacionada con la sequedad ocular debido al
dafio que se produce en la glandula lagrimal principal,36237 y el
metotrexato (utilizado para quimioterapia) produce toxicidad en las
mucosas que afectan a las GM.?3® Todos estos efectos secundarios al
régimen de acondicionamiento podrian poner al paciente en una
situacion previa al trasplante que le haga mas proclive a padecer EICH

ocular.t4
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Aunque la afectacion de la glandula lagrimal principal y la inflamacién
corneo-conjuntival han sido ampliamente estudiadas, se conoce menos
la implicacion de las GM en el EICH ocular.83 La mayoria de los autores
coinciden en que hay un mayor grado de pérdida de GM en pacientes
con EICH ocular. Sin embargo, algunos estudios afirman que esta
pérdida se produce incluso antes del trasplante, por lo que podria estar
relacionada con otros tratamientos anteriores como la quimioterapia, la
radioterapia o la terapia inmunosupresora.®’-%8 De hecho, Engel et al.%”
encontraron un mayor grado de pérdida de GM en pacientes con EICH
ocular que en sujetos sanos. Sin embargo, después compararon un
grupo de pacientes sin EICH ocular con los sujetos sanos, y no
encontraron diferencias en el grado de pérdida de GM, por lo que
sugieren que la DGM puede ser un factor de riesgo para desarrollar EICH
ocular. Estos resultados contrastan con los de Bernabei et al.,>® que no
encontraron diferencias en el grado de pérdida de GM entre los pacientes
trasplantados que desarrollaron EICH ocular y los que no lo
desarrollaron, aunque en ambos grupos la pérdida de GM aumento tras
el trasplante. Otros autores han comparado el estado de las GM en
pacientes con EICH ocular con otros tipos de enfermedades de la SO,
como la DGM o el sindrome de Sjogren y afirman que la pérdida de GM
es mayor y mas rapida en los pacientes con EICH ocular.?%8" Ademas,
Que et al,?%8" encontraron una relacion directa entre el area de pérdida
de GM y la severidad del EICH ocular.

Estos resultados contradictorios se deben principalmente a la falta de
estudios sobre GM y EICH ocular, y al reducido tamafio muestral en ellos,
en parte debido a la tasa de supervivencia de la enfermedad. Con el fin

de entender mejor el papel de las GM en el EICH ocular, es necesario
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realizar estudios antes y después del trasplante con un tamafio muestral

mayor.

1.6. Tratamiento de la disfuncion de glandulas de Meibomio

El tratamiento mas comun para la DGM es la higiene palpebral.
Consiste en la aplicacion de calor en los parpados y en la realizacion de
masajes con los dedos o instrumentos de silicona en el borde palpebral
con el fin de mejorar la secrecion de las GM.%%67 Basandose en el mismo
principio, en los ultimos afos se han desarrollado diferentes dispositivos
que aplican calor, humedad o masaje. Otros tratamientos se basan en la
limpieza de los conductos para mejorar también la secrecion del meibum,
o en la aplicacion de luz pulsada.”’ Ademas, es posible incorporar terapia
farmacoldgica al tratamiento para la DGM.%°

El informe de la TFOS recomienda seguir diferentes estrategias
adecuadas a cada fase de la DGM.%® En la primera fase, cuando la
expresion y calidad de la secrecion estan minimamente alteradas, pero
no hay sintomas ni tincion ocular, se recomienda empezar con la higiene
palpebral. En la segunda fase, cuando hay una alteracion media y los
sintomas y la tincion corneal son minimos, recomiendan mejorar la
humedad del ambiente y aumentar el consumo de acidos grasos omega
3 en la dieta. Ademas, se deben realizar los tres pasos de la higiene
palpebral y utilizar lubricantes oculares. En esta fase se puede iniciar el
tratamiento con azitromicina tépica y considerar el uso de tetraciclinas.
En la fase tres, cuanto la alteracién de la secrecion, los sintomas y la
tincion corneal son moderados, ademas de todo lo anterior se
recomienda el uso de tetraciclinas, lubricantes de aplicacién nocturna, y
considerar la terapia antiinflamatoria. Por ultimo, en la cuarta fase,

cuando la alteracion de la secrecion y los sintomas son severos, vy la
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tincion corneal también, especialmente en la zona central, ademas de

todo lo anterior, se recomienda iniciar terapia antiinflamatoria.®®

1.6.1. Higiene palpebral tradicional

La higiene palpebral consiste en la realizacion de tres pasos
fundamentales: aplicacion de calor humedo en los parpados con los ojos
cerrados, realizacion de masajes manuales en los parpados y, por ultimo,

limpieza del borde palpebral.®®

En la DGM obstructiva, los lipidos comienzan a fundirse a una
temperatura de 35°C frente a los 32°C en condiciones normales.?*° El
objetivo de la higiene palpebral es mejorar la fusién de los lipidos y, con
ello, mejorar la secrecion.®® EI método mas comun de aplicar calor
humedo es mediante algodones o compresas sumergidas en agua
caliente. El protocolo recomendado es mantener las compresas a 45°C
durante al menos 4 minutos en contacto con los parpados,
reemplazandolas cada dos minutos para mantener la temperatura.’®
Después de la aplicacion de calor, el siguiente paso consiste en masajear
suavemente los parpados, apretando levemente contra el globo ocular.
El objetivo es acabar con la obstruccion de la GM y que recupere su
funcién normal.%® Finalmente, es necesario limpiar el borde palpebral
para retirar las bacterias que hayan podido ser secretadas junto con el
meibum.”! Este tratamiento mejora signos y sintomas oculares tras dos

semanas.240

Aunque la higiene palpebral tradicional mejora los signos y sintomas
asociados a la DGM, es un tratamiento que requiere tiempo, impactando
directamente en el compromiso del paciente para realizarlo ya que el
cumplimiento suele disminuir a partir de los 2 meses® y, por tanto, en la

efectividad del tratamiento.f%70 Ademas, la falta de consenso sobre la
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frecuencia con la que debe realizarse también hace que baje su
efectividad.®® Con el fin de solucionar algunos de estos problemas, en los

ultimos afos se han desarrollado otros tratamientos para la DGM.

1.6.2. Otros tratamientos

1.6.2.1. Basados en la higiene palpebral tradicional

Las primeras alternativas a la higiene palpebral tradicional surgieron
con el objetivo de estandarizar y controlar la temperatura y la presion
ejercida sobre los parpados. Con respecto a la temperatura, es posible
encontrar en el mercado diferentes mascaras que se calientan en el
microondas y/o horno y mantienen el calor durante mas tiempo,
comparando con las compresas o el algodon.?*-243 Un ejemplo es la
Blepha Eyebag® (Théa Laboratories, Clermont-Ferrand, Francia), que
alcanza una temperatura de 37,6°C (Figura 1.15). Se ha demostrado que
sus efectos en el tratamiento para la DGM se mantienen durante 6 meses
con dos aplicaciones diarias.33243 Otra mascara similar es la EyeBag®
Instant (The Eyebag Company, Halihax, Reino Unido), que se activa por
aire (Figura 1.16).223 Otros ejemplos de mascaras que aplican calor son
la Moist Heat Mask (OPTASE™, Nueva York, Nueva York, Estados
Unidos) o The Eye Doctor Essential (The Body Doctor, Denby Dale,
Reino Unido).

Figura 1.15. Blepha Eyebag®. Imagen obtenida con permiso de
https://www.opticalrooms.ie/product/blepha-eyebag/
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Figura 1.16. EyeBag® Instant. Imagen obtenida con permiso de
https://kallmarksogonapotek.se/produkt/eyebag-instant

El eyeXpress™ Eye Hydration System (Holbar Medical Products,
Tyler, Texas, Estados Unidos) consiste en unas gafas que proporcionan
calor de manera ajustable.?** Otro dispositivo de calor ajustable es el
TearCare® System (Sight Sciences, Menlo Park, California, Estados
Unidos), cuya temperatura varia entre 41°C y 45°C (Figura 1.17).
Ademas, favorece la secrecidn gracias a que permite el parpadeo durante
su aplicacion y se puede realizar un masaje posterior gracias a su
dispositivo EXPRESS™. Badawi?*5246 comparo los productos TearCare®
System y Blepha Eyebag ® y encontré una mejora mayor en signos y

sintomas con el TearCare® System.

Figura 1.17. TearCare® System. Imagen obtenida con permiso de
TearCare® System
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Otro dispositivo que aplica calor es el MiBo Thermoflo® (Mibo
Medical Group, Dallas, Texas, Estados Unidos), que consiste en una
pieza de metal que se coloca en los parpados (Figura 1.18).247
Finalmente, el EyeGiene® Insta-Warmth System™ (EyeGiene®,
Danville, Virginia, Estados Unidos) produce calor gracias a una reaccion
quimica en su interior. Wang et al.?*¢ compararon este dispositivo con el
EyeBag® Instant y observaron que mantenia el calor durante menos
tiempo, por lo que el EyeBag® Instant estaria mas indicado para el

tratamiento de la DGM.

Figura 1.18. MiBo Thermoflo®. Imagen obtenida con permiso de
https://www.dryeyecentersa.com/mibo-thermoflo-page

Por otro lado, existen dispositivos que ademas de calor, aportan
humedad. La mascara Bruder Moist Heat Eye Compress (Bruder
Healthcare, Alpharetta, Georgia, Estados Unidos) es una mascara
reutilizable que absorbe las moléculas de agua del aire y las aplica sobre
el parpado en forma de calor humedo (Figura 1.19). La Eye-essential®
Mask (Bausch & Lomb, Rochester, Nueva York, Estados Unidos) produce
calor cuando las perlas de su interior absorben y mantienen el calor
adquirido en el microondas para después aplicarlo al parpado (Figura
1.20).241
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Figura 1.19. Bruder Mask. Figura 1.20. Eye-essential® Mask.

Imagen obtenida con permiso Imagen obtenida con permiso de
de https://bruder.com/eye- https://www.opticalrooms.ie/produc
care/dry-eye/bruder-mask/ t/therapearl/

El Blephasteam® (Théa Laboratories, Clermont-Ferrand, Francia)
consiste en unas gafas que producen humedad y calor a los parpados en
forma de vapor de agua. Esto ayuda a la secrecion del meibum ya que
permite el parpadeo durante la aplicacion (Figura 1.21).242249 Un estudio
reciente ha demostrado su mejora en signos y sintomas tras 21 dias de
tratamiento.?® Para realizar el masaje, se ha desarrollado otro
dispositivo, el Eyepeace (Eyepeace, Londres, Reino Unido), fabricado en

silicona, para masajear los parpados (Figura 1.22).2%

Blephasteaﬂj_‘m ‘ \k
b —=—"] /TJM

—

—

2
Figura 1.21. Blephasteam® y Blephasteam [I®. Imagenes obtenidas

con permiso de https://www.opticalrooms.ie/product/blephasteam/ y de
Théa Laboratories https://www.theapharma.ie/product/blephasteam-ii/
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Figura 1.22. Eyepeace. Imagen obtenida de
https://blephacura.de/blephacura-produkte/eyepeace-lidmassage-hilfe/,

con permiso de Cathedral Eye Clinic, Belfast, Irlanda del Norte, Reino
Unido.

Finalmente, se ha desarrollado un dispositivo mas avanzado que
aplica calor y masaje, introduciendo el concepto de ejercer una presion
controlada durante el masaje, que es el dispositivo LipiFlow® (Johnson
& Johnson Vision, Santa Ana, California, Estados Unidos), basado en

pulsacion térmica.”
1.6.2.1.1. LipiFlow®

El dispositivo LipiFlow® aplica calor (42,5°C) y presion en la parte
interna del parpado. El dispositivo consiste en un calentador de parpados
y una copa ocular que aplica la presidn gracias a una camara de aire
hinchable, llamado ‘Activador’ (Figuras 1.23 y 1.24). El tratamiento dura

12 minutos y se aplica en ambos ojos a la vez (Figura1. 25).72
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Copa ocular: camara de aire
hinchable y copa ocular rigida
4
4 N\
Calentador palpebral: calentador
de precision y béveda corneal
/ aislada

Figura 1.23. Activador del LipiFlow®. Se observa el calentador, la copa
oculary el sistema hinchable. Imagen adaptada de Korb, D. R. & Blackie,
C. A. Case Report. A Successful LipiFlow Treatment of a Single Case of
Meibomian Gland Dysfunction and Dropout. Eye & Contact Lens. 2010;39
(3), 1-3. Con el permiso de Eye & Contact Lens. Numero de licencia:
5250230086928.

Calentador palpebral
Calienta el interior del Copa ocular

parpado Aplica presion en la parte externa
del parpado

El calentador
aislado se eleva
por encima de la
cornea

El calor ayuda la secrecién de | Camara de aire hinchable
las glandulas de Meibomio

Figura 1.24. Posicién del activador del LipiFlow® dentro del parpado. La
cupula ocular protege la cornea mientras el calentador aplica calor a la
parte interna del parpado y el sistema hinchable realiza el masaje.
Imagen adaptada de Korb, D. R. & Blackie, C. A. Case Report. A
Successful LipiFlow Treatment of a Single Case of Meibomian Gland
Dysfunction and Dropout. Eye & Contact Lens. 2010;39 (3), 1-3. Con el
permiso de Eye & Contact Lens. Numero de licencia: 5250230086928.
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Figura 1.25. Aplicacion del tratamiento LipiFlow® a una paciente.
Imagen propia del Grupo de Superficie Ocular del IOBA.

Su eficacia ha sido probada en un estudio retrospectivo y los
resultados mostraron una mejora en sintomas oculares y en la secrecidn
de GM, un aumento en el espesor de capa lipidica, disminucién del
parpadeo parcial, y aumento del tiempo del TFBUT a las 4 y a las 12
semanas post tratamiento.?%? Con respecto a su duracion, la secrecion,
el TFBUT vy los sintomas mejoran a los 9 y 12 meses,’4?%3 y tras 3 afios,
se mantiene la mejora de la secrecion y los sintomas.?% Finis et al.?%
observaron una mejora en el espesor de capa lipidica y la hiperemia
conjuntival bulbar. También se ha demostrado su eficacia en pacientes
con sindrome de Sjogren,?® enfermedad de la SO tras cirugia

refractiva,?>” y con intolerancia a las LC.?%8

Comparando su eficacia con la higiene palpebral tradicional, se han
observado mejoras tanto en sintomas,”®2%%-26" como en secrecion de las
GM y el TFBUT.?%7260 También se ha observado una reduccion en la
evaporacion después de 4 y 12 semanas comparando con mascaras de
calor como EyeGiene® y Blephasteam®.26? Sin embargo, Tauber et al.?53

no encontraron diferencias entre LipiFlow® y el tratamiento con luz
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pulsada. Con respecto a terapia farmacoldgica, Hagen et al.?%*
observaron una mejora mayor con una sesion de LipiFlow® frente a 3

meses de tratamiento con doxiciclina.
1.6.2.2. Basados en otras técnicas: luz pulsada

Otro tratamiento utilizado para la DGM son los dispositivos basados
en la luz pulsada. Consiste en aplicar luz de entre 500 y 1200 nm
directamente sobre las mejillas y nariz, cerca de los parpados
inferiores.?%® El resultado es la mejora de la secrecion del meibum.
Aunque no se conoce con exactitud el mecanismo de accion, se cree que
reduce las bacterias del borde palpebral que alteran la secrecion y
obstruyen los conductos.®® Sin embargo, otras teorias apuntan a que la
luz pulsada aumenta la temperatura facial y absorbe la hemoglobina de

los vasos sanguineos, reduciendo asi la inflamacién debida a la DGM.2%¢

Existen dos dispositivos de luz pulsada en el mercado. En primer
lugar, esta el E > Eye system (E-SWIM, Houdan, Francia), también
llamado ‘luz pulsada de intensidad regulada’ (IRPL por sus siglas en
inglés). Se aplica en 3 0 4 sesiones con una separacion de 12, 45y 75
dias con respecto a la primera aplicacidn.?6”-26° En segundo lugar, esta
el Lumenis M22 System (Lumenis, Yokneam, Israel),?’? también llamado
‘tecnologia de impulso 6ptima’ (OPT™ por sus siglas en inglés). En este
caso, se realizan 3 sesiones separadas 3 — 4 semanas. Wu et al.?®°
observaron una mejoria en la secrecion de las GM mayor con el Lumenis
M22. Otro dispositivo a tener en cuenta es el iLux® (Alcon, Fort Worth,
Texas, Estados Unidos), que ademas de aplicar luz pulsada, realiza un
masaje palpebral (Figura 1.26).2"" La eficacia de este dispositivo ha sido

comparada con el LipiFlow® sin encontrar diferencias significativas.?53
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Figura 1.26. llux. Imagen obtenida con permiso de
https://www.bheyeguy.com/contents/treatment/ilux

Con respecto a su eficacia, la mayoria de los estudios coinciden en
una mejora en signos y sintomas tras el tratamiento. Yin et al.?’? afirman
que los pacientes tratados con luz pulsada mejoran mas que con higiene
palpebral. Piyacomn et al.?%® observaron una mejora mas rapida en
aquellos pacientes que combinaban ambos tratamientos que en aquellos
que solo realizaban higiene palpebral. Resultados similares obtuvieron
Arita et al.,?”® combinando la luz pulsada con expresién de GM. A pesar
de los buenos resultados, no existe un protocolo estandarizado para este
tratamiento, ya que el numero de sesiones varia entre 3y 8, y el periodo

entre ellas también varia entre 15y 30 dias.”"
1.6.2.3. Basados en ofras técnicas: sondaje intraductal de las GM

El sondaje intraductal de las GM es un tratamiento que consiste en
abrir mecanicamente mediante canulas los conductos y los orificios de
las GM (Figura 1.27).2”4 Como consecuencia, el meibum sale
inmediatamente, disminuyendo la presion en el borde palpebral y

mejorando los sintomas oculares de la DGM.?”® Esta técnica esta
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especialmente indicada para sujetos con fibrosis en los conductos de las
GM_276

Figura 1.27. Sondaje intraductal de
las glandulas de Meibomio. La
canula gris se introduce en el
orificio de una glandula del parpado
superior. Se observan también
pequeios puntos de sangrado.
Imagen obtenida con permiso de
Ma X, Lu Y. Efficacy of Intraductal
Meibomian Gland Probing on Tear
Function in Patients With Obstructive Meibomian Gland Dysfunction.
Cornea. 2016;35(6):725-30. Numero de licencia: 5494890302854

La ventaja de esta técnica es que, con una sola sesion, un 90% de
los sujetos con DGM notan una mejoria en los sintomas oculares de
manera inmediata o una semana después del tratamiento y el 69,2%
afirma que esa mejoria se mantiene a los 6 meses.?’# Con respecto a los
signos clinicos, se ha comprobado que tras el tratamiento se reduce el
numero de telangectasias del borde palpebral y Ila hiperemia
conjuntival.?’6277 Para que la disminucion de los sintomas oculares se
mantenga durante al menos 3 meses, es necesario realizar entre 3 y 4
sesiones ya que, de media, los sintomas oculares reaparecen a las 38
semanas..?’”?78 Esta técnica también tiene alguna desventaja ya que es
necesario anestesiar la zona del borde palpebral, puede ser molesta para

el paciente, el parpado puede sangrar y requiere tiempo.?’>
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1.6.3. Tratamiento farmacolégico

A nivel farmacoldgico, los lubricantes oculares, antibiéticos tépicos y
derivados de las tetraciclinas, ciclosporina, y esteroides son los

medicamentos mas utilizados para el tratamiento de la DGM.%°

Como se ha mencionado anteriormente, en la DGM de severidad
media se recomienda el uso de lubricantes oculares. Los lubricantes
oculares, comunmente llamados ‘lagrimas artificiales’, son prescritos
principalmente en pacientes con EOS mixto, es decir, con componente
acuodeficiente y componente evaporativo.®® El aumento de la lubricacion
ocular disminuye la inflamacién ya que reduce la hiperosmolaridad y la
friccion durante el parpadeo, ademas de mejorar la distribucion de la capa

lipidica de la PL y diluir las citoquinas inflamatorias en la lagrima.®®

Los antibiéticos tépicos se prescriben con el fin de disminuir los
patdgenos asociados a la DGM.®% La Azitromicina es el antibiotico mas
prescrito en los Estados Unidos debido a sus propiedades
antiinflamatorias y a su buena tolerancia.?%2"® Ademas, se ha demostrado
que inhibe la produccibn de mediadores inflamatorios actuando
directamente en las células del epitelio corneal,?®® y restaura la
composicion del meibum hasta valores normales.?®! La Doxiciclina es
otro antibiotico, derivado de las tetraciclinas, comun en el tratamiento de
la DGM en contexto de rosacea, por su accion antiinflamatoria y sus

propiedades reguladoras de lipidos.5°

La ciclosporina A es un agente inmunosupresor que actua sobre los
linfocitos T,2%? tradicionalmente utilizado en el tratamiento de la EOS.
Algunos estudios han demostrado una mejoria en sintomas y signos
asociados a la DGM, como la obstruccion de los orificios, la secrecién de

las GM, o la inflamacion del borde palpebral.283-285
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Finalmente, el uso de los esteroides se recomienda durante periodos
cortes de tiempo en episodios agudos de inflamacién o para el
tratamiento de complicaciones derivadas de la DGM, ya que su uso
prolongado puede causar cataratas y elevar la presién intraocular.%® El
tratamiento con esteroides durante un periodo breve de tiempo mejora la
calidad de la secrecién de las GM,?%¢ asi como el enrojecimiento del

borde palpebral.?8”

1.7.Efecto de las condiciones ambientales en la disfuncion de
glandulas de Meibomio y su tratamiento

El efecto de las condiciones ambientales en la SO afecta tanto a
individuos sanos como a pacientes con EOS. Cuando la humedad
relativa es baja (5%), los valores de evaporacion lagrimal, espesor de
capa lipidica, sintomas oculares, estabilidad y produccion lagrimal en
individuos sanos son similares a los valores en individuos con EOS en
condiciones normales.?® Los signos y sintomas asociados a la EOS
pueden variar dependiendo de las condiciones ambientales.”” Factores
como la temperatura, el flujo de aire, o la humedad relativa pueden
mejorar o empeorar los sintomas del ojo seco.”®’87® Por ejemplo, la
exposicion a un ambiente adverso empeora los sintomas y signos
asociados a la enfermedad. Estas variaciones complican tanto el
diagndstico como la evaluacion de los tratamientos para la EOS.
Teniendo en cuenta que la DGM es la principal causa de la EOS de
subtipo evaporativo, es importante controlar las condiciones ambientales
a la hora de realizar ensayos clinicos en esta patologia ocular.”” Para
llevar a cabo este tipo de ensayos, se han desarrollado las camaras de

ambiente controlado.
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1.7.1. Camara de ambiente controlado

Una camara de ambiente controlado (Figura 1.28) es un espacio
cerrado donde se pueden modificar factores como la temperatura, la
humedad, el flujo de aire, la presion o la cantidad de luz de la sala, de
manera que se puede controlar o minimizar el efecto de estos factores

ambientales y sus efectos en la SO.7”

Uno de los grandes problemas que existen en el diagndstico y en la
evaluacion de los tratamientos en la EOS es la falta de correlacion entre
signos y sintomas, en parte debido a la variabilidad de los signos
encontrados en la exploracién de la superficie ocular. Como se ha
mencionado anteriormente, la superficie ocular se ve afectada por las
condiciones ambientales, lo que podria estar provocando en parte esa
variabilidad en los signos clinicos.?®® Si los factores mencionados
anteriormente se mantienen estables durante la realizacion de las
pruebas diagndsticas los resultados obtenidos seran mas precisos y
repetibles.'”® El Grupo de Superficie Ocular del IOBA ha realizado varios
estudios en esta linea y los resultados apuntan a que existe reduccién en
la variabilidad de los valores observados en las pruebas clinicas tanto de
signos como de sintomas cuando se controlan las condiciones
ambientales.?®°-2%2 Ademas, las camaras de ambiente controlado
permiten evaluar si un tratamiento protege la SO del dafio provocado por

condiciones ambientales adversas.”’

Este modelo de ensayo clinico se ha utilizado para evaluar la
seguridad y eficacia de terapias farmacoldgicas,?2%* nuevas
aplicaciones de farmacos ya existentes en el mercado,?®® comparar

diferentes tratamientos, 2% e identificar biomarcadores.”6:80.297
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Figura 1.28. Laboratorio de ambiente controlado CELab. VisionR&D, IOBA,
Universidad de Valladolid. En la parte superior se observa la sala de
exposicion y en la parte inferior, la sala de exploracion. Fuente: IOBA.
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CAPITULO 2: JUSTIFICACION

La EOS es una enfermedad multifactorial de la SO y su prevalencia
aumenta con la edad. Existen diferentes tipos y causas, entre las que
destaca la DGM. El diagnostico de la DGM se basa en los sintomas
sufridos por el paciente y en la evaluacion de la funciéon de las GM
(graduando la calidad y la expresién de su secrecion) y su morfologia

(con imagenes de las glandulas mediante meibografia de no contacto).

La meibografia es el unico método que permite observar la
morfologia de las GM en la clinica, sin embargo, no existe un consenso
a la hora de evaluar las imagenes obtenidas. Algunos autores han
desarrollado sus propias escalas de graduacion basadas en imagenes
subjetivas, mientras que otros han implementado métodos de analisis de
imagenes por ordenador automaticos o semi automaticos. Ante la
necesidad de consenso, en esta tesis doctoral se propone el desarrollo
de nuevos métodos de andlisis objetivos para evaluar la morfologia de
las GM, y relacionarla con la funcién. Aunque es cierto que hay descritos
cambios en las GM asociados a la edad, la mayoria de los estudios hacen
referencia al area de pérdida de GM, por lo que no existe una
caracterizacion completa que incluya otros parametros que aporten mas
informacion sobre los cambios que sufren las GM a lo largo de la vida y
en qué momentos se producen esos cambios. Una vez obtenida una
caracterizacion de los cambios morfologicos de las GM asociados a la
edad en sujetos sanos, es posible comparar los cambios que se producen
en diferentes condiciones, como la EOS o el trasplante de células
hematopoyéticas. La caracterizacion de estos cambios en las GM podria

ayudar a mejorar el diagnéstico de la DGM.
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Ademas del diagndstico, también es importante la evaluacién del
tratamiento para la DGM. Actualmente, las personas estamos
continuamente expuestas a condiciones ambientales adversas, como
baja humedad, alta temperatura, o la existencia de flujo de aire,
especialmente en espacios interiores. Esta demostrado que cuando la
humedad relativa disminuye, la evaporacion de la PL aumenta, tanto en
pacientes con EOS como en individuos sanos.”® El Grupo de Superficie
Ocular del Instituto de Oftalmobiologia Aplicada (IOBA) ha demostrado
los efectos negativos de un ambiente adverso (gracias a la camara de
ambiente controlado que forma parte del ‘Controlled Environment
Laboratory’ CELab, Vision R&D, Valladolid, Espana) en variables como
la estabilidad lagrimal, los sintomas de sequedad ocular y la tincion
corneal, tanto en sujetos sanos como en pacientes con EOS. Por este
motivo, es importante evaluar el efecto del tratamiento para la DGM

controlando las condiciones ambientales.
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CAPITULO 3: HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1.Hipétesis

La morfologia de las glandulas de Meibomio cambia con la edad y en
diferentes condiciones oculares, y el analisis de estos cambios puede ser
util para la evaluacion del diagnostico y tratamiento de dichas

condiciones.

3.2.0bjetivos
Objetivo 1: Caracterizar la morfologia de las glandulas de Meibomio

en sujetos sanos, definiendo intervalos de referencia para cada una de

las caracteristicas observables en la meibografia.

Objetivo 2: Evaluar la morfologia de las glandulas de Meibomio en

sujetos con enfermedad de ojo seco.

Objetivo 3: Evaluar la morfologia de las glandulas de Meibomio en

sujetos sometidos al trasplante de células hematopoyéticas.

Objetivo 4: Evaluar el efecto del tratamiento para la disfuncién de

glandulas de Meibomio en condiciones ambientales controladas.
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CAPITULO 4: CARACTERIZACION DE LAS
GLANDULAS DE MEIBOMIO

4.1Intervalos de referencia para la morfologia de las glandulas de
Meibomio en sujetos sanos

4.1.1. Introduccién

El buen funcionamiento de las GM depende en gran medida de su
morfologia, de manera que la existencia de alteraciones en dicha
morfologia es una de las causas de la DGM.' Actualmente, la
meibografia es la técnica mas utilizada para evaluar la morfologia de las
GM.8" Sin embargo, existen diferentes métodos para evaluar las
imagenes obtenidas,”® siendo el método mas utilizado valorar el grado de
pérdida o disminucion de GM mediante escalas subjetivas, como la
escala meiboscore desarrollado por Arita et al.,?° y la escala meiboscale
desarrollada por Pult et al.3° Posteriormente se han desarrollado métodos
mas objetivos, desde el uso del software Image J para cuantificar el
porcentaje de pérdida de GM,3"33-36:40-43 hasta softwares automaticos o
semi-automaticos.3244-5282 Gracias a estas herramientas se han
cuantificado nuevas caracteristicas de la morfologia de las GM como la
longitud,?'3* la anchura,??=3% o la tortuosidad.3436:37,39.4243205 gg hg
descrito anteriormente que la morfologia de las GM cambia debido a
factores externos como la edad?® o el uso de LC,''y a otras patologias
oculares como la EOQS,*%la EICH ocular, 5583 |a conjuntivitis alérgica, o la
rosacea, entre otras.®’-86 La caracterizacion de los cambios asociados a
cada factor podria mejorar el diagnostico de la DGM asociada a estas
condiciones. Por este motivo, el objetivo de este estudio es caracterizar

de manera objetiva la morfologia de las GM en sujetos sanos, no usuarios
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de LC, y definir unos intervalos de referencia (IR) para estas

caracteristicas morfologicas en funcién de la edad y el sexo.

4.1.2. Material y métodos

Se llevé a cabo un estudio prospectivo y observacional  |@ig#2 (@)

. . . b2
en el que se incluyeron sujetos sanos no usuarios de LC y :'ﬁ;:&@- ol

sin enfermedades oculares. El estudio fue aprobado por el Of-cyf
Comité Etico del Area de Salud de Valladolid Este y la

Comisién de Investigacion del IOBA (Apéndice 4.1, acceso desde el

cédigo QR), y se realizé de acuerdo con los principios de la Declaracion
de Helsinki. Los participantes fueron reclutados en el IOBA, Universidad
de Valladolid, donde firmaron el consentimiento informado (Apéndice 4.2,
acceso desde el cédigo QR) antes de participar en el estudio, tras haber
sido explicado apropiadamente.

4.1.2.1. Sujetos de estudio

Se reclutaron personas voluntarias de acuerdo con los siguientes

criterios de inclusién y exclusién.

Criterios de inclusion

e Sujetos menores de 18 afios cuyos progenitores y/o tutores
legales fueran capaces de entender y firmar el consentimiento informado.
e Sujetos mayores de 18 afos capaces de entender y firmar el

consentimiento informado.

Criterios de exclusion

e Alteraciones y/o enfermedades oculares activas tales como:
conjuntivitis infecciosa, alergia ocular, inflamacion de camara anterior,

enfermedad de segmento anterior.
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e Alteraciones y/o enfermedades oculares crénicas como: alteracion
del sistema de drenaje lagrimal, glaucoma, EOS y/o DGM. EOS definido
como: OSDI = 13 y al menos dos de los siguientes test alterados en
ambos ojos: TFBUT < 7 segundos,?® tincidén corneal con fluoresceina
1 en escala Oxford, tincién conjuntival con verde de lisamina = 1 en
escala Oxford, y test de Schirmer < 5 mm en 5 minutos. Se definié la
presencia de disfuncion de glandulas de Meibomio si la expresion y
también la calidad de la secrecion de las glandulas fue = 2 en ambos ojos
segun las escalas mencionadas anteriormente (Bron y Shimazaki).8®

¢ Enfermedades autoinmunes que requieran tratamiento.

e Enfermedades sistémicas, neurologicas y/o dermatoldgicas con
afectacion ocular.

e Historia de uso de LC.

e Historia de cirugia ocular y/o palpebral.

¢ Uso de medicacion tépica ocular en los ultimos 3 meses.

e Uso de medicacion sistémica que afecte a la produccion lagrimal
en los ultimos 3 meses.

e Mujeres embarazadas o en lactancia.
4.1.2.2. Evaluacion clinica

Se realiz6 un cuestionario de salud general y ocular, y posteriormente
se realizé la exploracion clinica en ambos ojos en el orden que se
muestra a continuacién. Los resultados se recogieron en el cuaderno de

recogida de datos (Apéndice 4.3, acceso desde el codigo QR).

Cuestionario Ocular Surface Disease Index (OSDI)

Es el cuestionario mas frecuentemente utilizado para valorar la
severidad de los sintomas en alteraciones de la SO. Esta formado por 12

preguntas sobre los sintomas del ojo seco y su efecto en la visién, asi
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como las limitaciones que estos producen y los factores ambientales
relacionados con la EOS. Cada pregunta se valor6 de 0 a 4, de menor a
mayor frecuencia respectivamente, incluyendo la opcién ‘no procede’ si
fuera necesario. A continuacion, se sumé el valor de todas las
respuestas; ese resultado se multiplico por 25 y se dividio entre el numero
de preguntas contestadas. De esta forma, se obtuvo una puntuacion de
0 a 100, siendo 0 la minima severidad y 100 la maxima. La definicion de

sujeto sintomatico viene dada por una puntuacion mayor o igual a
13_299,300

Medida de la agudeza visual (AV)

Para la medida de la AV monocular se utilizé6 una pantalla ETDRS
(Topcon CO LDT, Tokio, Japdn), a una distancia de 4 metros con un
contraste del 100%. El sujeto leyé de izquierda a derecha y de arriba
hacia abajo consecutivamente hasta la linea en la que cometié mas de
dos fallos. Si el sujeto cambiaba su respuesta antes de verbalizar el
siguiente optotipo, el cambio debia aceptarse. En caso de haber dicho en
voz alta el siguiente optotipo, el cambio no debia aceptarse. Se anotd la
AV en nomenclatura LogMAR (Logarithm of the minimum angle of
resolution) como la ultima linea completa que habia leido, mas las letras

de la siguiente linea, incrementando 0,02 por letra.

Medida del espesor de la capa lipidica de la pelicula lagrimal

Se utilizé el interferémetro Lipiview Il (TearSciencie, Inc., Morrisville,
Carolina del Norte, Estados Unidos). Se pidi6 al paciente que parpadeara
de manera natural mientras se tomaba la medida. El interferometro
grababa un video y analizaba automaticamente el espesor de la capa

lipidica en nm (Figura 4.1).301
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Figura 4.1. Medida del espesor de capa lipidica. Imagen propia del Grupo
de Superficie Ocular del IOBA.

Evaluacion de la hiperemia conjuntival y el grado de papilas

Se valoro con la lampara de hendidura (SL-8Z; Topcon Corporation,
Tokio, Japon) utilizando luz blanca y 16 aumentos, evaluando la
hiperemia en conjuntivas bulbar y tarsal y el grado de papilas en una
escala de 0 a 4 (siendo 0 ausencia del hallazgo y 4 la maxima severidad

del mismo), con la escala de Efron3? (Figura 4.2).

ESCALA EFRON PARA COMPLICACIONES POR LENTES DE CONTACTO

0 - Normal 1-Leve 2 - Medio 3 - Moderado 4 - Severo

Hiperemia conjuntival

Papilas

-

Figura 4.2. Escala Efron para la hiperemia conjuntival y el grado de papilas.
Obtenida y adaptada con permiso de Efron Grading Scales, Professional
Services Department, Hydron Ltd, Hawley Lane, Farnborough, Hampshire
GU148EQ, Reino Unido.
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Tiempo de ruptura lagrimal con fluoresceina (TFBUT)

Se utilizo fluoresceina sodica (I-DEW groen, Entod Research Cell UK
Ltd. Tottenham Lane, Londres, Reino Unido) en tira oftalmica,
previamente humedecida con suero salino y sacudida para eliminar el
exceso de suero antes de aplicarla en la conjuntiva bulbar inferior. Se
observo el patron de la PL a través de la lampara de hendidura con luz
azul cobalto y a través del filtro amarillo Wratten no. 12 (Eastman Kodak,
Rochester, Nueva York, Estados Unidos). Se pidié al paciente que
parpadeara tres veces y, a continuacion, que mantuviera los ojos
abiertos. Se tomé como medida en segundos el tiempo transcurrido entre
el ultimo parpadeo y la aparicion del primer punto negro o la pérdida de
tincion con fluoresceina en la PL. Se realizaron tres medidas con

cronémetro, siendo el valor final la media de las tres (Figura 4.3).78

Evaluacioén de tincidon corneal con fluoresceina

Se evalud 2 minutos después de instilar fluoresceina sédica en la
conjuntiva bulbar inferior. Se examin6 la SO a 16 aumentos y luz azul
cobalto de la ldampara de hendidura y a través de un filtro amarillo. Se
dividié la cornea en 5 sectores (central, temporal, nasal, superior e
inferior). La extension de la tincidon corneal (Figura 4.4) con fluoresceina
se calificd en una escala de 0 (no tincién) a 4 (tincion severa) grados
segun la escala Cornea and Contact Lens Research Unit (CCLRU)3%3
para cada una de las zonas y se sumaron las 5 zonas para dar un valor
global (maximo 20, Figura 4.5). También se valor¢ la tinciéon corneal de 0

a 5 con la escala Oxford (Figura 4.6).
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Zona de ruptura Zona de tincién

Figura 4.3. Medida del tiempo de
ruptura lagrimal (TFBUT) con
fluoresceina. Imagen propia del
Grupo de Superficie Ocular del
IOBA.

Figura 4.4. Medida de la tincién
corneal con fluoresceina. Imagen
propia del Grupo de Superficie
Ocular del IOBA.

W@ ' BrienHolden VisionInstitute ESCALAS GRADUADAS

www brienholdenvision org

1 Muy leve 2 Leve 3 Moderado 4 Severo
EXTENSION DE LA =y,

TINCION CORNEAL

(5 AREAS)

Figura 4.5. Escala Cornea and Contact Lens Research Unit para la
tincion corneal. Adaptada con permiso de www.brienholdenvision.org
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ESCALA OXFORD MODIFICADA PARA GRADUAR LA TINCION

CORNEAL Y CONJUNTIVAL
FIGURA GRADO CRITERIO PUNTOS LOG DESCRIPCION
0 1 0
A Igual o menor Ausente
que A
= ) Igual o menor o
\ : que B, mayor 10 1.0 Minimo
w que A
c
Igual o menor .
\ L que C, mayor 32 15 Medio
557 aue B
Igual o0 menor
n que D, mayor 100 2.0 Maoderado
que C
Igual o0 menor
v que E, mayor 316 25 Marcado
que D
>E v Mayor que E >316 >2.5 Severo

Figura 4.6. Escala Oxford para la tincion corneal y conjuntival. Log =
unidades logaritmicas. Imagen obtenida y adaptada de Bron et al.
Grading Of Corneal and Conjunctival Staining in the Context of Other Dry
Eye Tests. Cornea. 2003;22(7):640-50. Numero de licencia:
5433510773451.

Evaluacioén de la linea de Marx con fluoresceina

Aplicando tinciones vitales como la fluoresceina en el margen
palpebral, se observa una linea denominada ‘Linea de Marx'.3%* En ojos
sanos, se localiza en el lado conjuntival de los orificios de las glandulas
de Meibomio, sin embargo, en ocasiones puede localizarse en la parte
cutanea de dichos orificios. Este desplazamiento de la linea de Marx esta
relacionado con alteracion en las glandulas de Meibomio.3%* Se instild
fluoresceina sddica en tira oftalmica en la conjuntiva bulbar inferior. Se
observo la linea tefida con la lampara de hendidura a 16 aumentos, el
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filtro azul cobalto y el filtro amarillo. EI margen palpebral se dividio en tres
zonas (temporal, central y nasal) y cada zona se evalué de 0 a 3 segun
la posicion de la linea de Marx (donde 0 = detras de los orificios, 1 = en
contacto con algun orificio, 2 = en linea con los orificios, 3 = delante de
los orificios). Se evaluaron los dos parpados (superior € inferior) y la suma

total de cada seccion es la puntuacion total de cada parpado (Figura 4.7).
304

Ojo izquierdo

Orificio de la glandula
®* de Meibomio

Linea de Marx

Tercio interno

Tercio medio Tercio externo

Puntuacion por

1 punto 3 puntos
sectores 2 puntos

Puntuacion
total

2 +1+ 3 =6 puntos

Figura 4.7. Escala Yamaguchi para la linea de Marx. Obtenida y
adaptada de Yamaguchi et al. Marx Line: Fluorescein Staining Line on
the Inner Lid as Indicator of Meibomian Gland Function. Am J Ophthalmol.
2006 Apr;141(4):669-75. Numero de licencia: 5435300864004.

Evaluacion de tincidon conjuntival con verde de lisamina

Se instilé verde de lisamina (I-DEW green, Entod Research Cell UK
Ltd. Tottenham Lane, Londres, Reino Unido) en tira oftalmica,
previamente humedecida con suero salino, en la conjuntiva bulbar
inferior. Tras varios parpadeos para permitir que la tincién se distribuyera

por toda la SO, se evalué la tincion conjuntival con lampara de hendidura
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a 16 aumentos, en nasal y temporal en
ambos ojos (Figura 4.8) segun la
escala Oxford, de 0 (no tincion) a 5
(tincion severa).30°

Figura 4.8. Tincién conjuntival con

verde de lisamina. Imagen propia del
Grupo de Superficie Ocular del IOBA.

Signos inflamatorios del parpado

Se evalud en los parpados superior e inferior la presencia de signos
inflamatorios, mediante lampara de hendidura con luz blanca a aumentos
medios (16 — 25), la presencia (1) o ausencia (0) de los siguientes
criterios: irregularidad del borde palpebral, telangectasias, obstruccion de
los orificios de las GM y desplazamiento de la linea de Marx, sumando

los hallazgos y obteniendo una escala de 0 a 4.8

Evaluacioén de la funcién de las GM

La funcién de las GM se evalud segun la calidad de la secrecion y su
expresion, con lampara de hendidura y aumentos medios (16 — 25). Se
aplicé una leve presion digital sobre los parpados (superior e inferior) de
ambos ojos. La calidad se evalud de 0 a 3, siendo 0 una expresion clara
y transparente, 1 levemente blanquecina, 2 blanquecina, y 3 opaca y
espesa.® La expresion se evalud de 0 a 3 siendo 0 una expresion facil,
1 con leve presidn, 2 con presion moderada, y 3 no expresion incluso
bajo gran presion.?® Ademas, se contabilizé el numero de glandulas
obstruidas en cada parpado y se anot6 el numero de los orificios del
borde libre del parpado. Se definié la presencia de disfuncion de

glandulas de Meibomio si la expresion y también la calidad de la
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secrecion de las glandulas fue = 2 en ambos ojos segun las escalas

mencionadas anteriormente (Bron y Shimazaki).8®

Evaluacion de la morfologia de las GM

Se tomaron imagenes de meibografia del parpado superior (debido a
la dificultad a la hora de tomar meibografias de calidad en el parpado
inferior, y también a que en el parpado superior se observa mayor area,
lo que ayuda a tomar medidas como la longitud y la tortuosidad) con el
instrumento Easy Tear View+ (EASYTEAR s.r.l., Trento, Italia, Figura 4.9)
acoplado en la lampara de hendidura, bajo iluminacion infrarroja a nivel
de intensidad 2. Las imagenes se observaron con el microscopio digital
MV500 USB-Mi View, conectado mediante USB a un ordenador portatil
(modelo L835-SP3201RL, TOSHIBA, Minato, Tokio, Japon). Las

imagenes se recogieron con el programa MiViewCap (version 6.0 para

Windows XP, Cosview Technologies Co. Ltd. ShenZhen GuangDong,
China).

Figura 4.9. Meibografia
de no contacto. Se
observa el sistema de
iluminacion de luz
infrarroja al que se
acopla la camara
fotografica (Easy Tear
View+, EASYTEAR s.r.l,
Trento, lItalia), con el
microscopio digital
MV500 USB-Mi View,
integrado en la lampara
de hendidura (modelo
SL-D7, TOPCON corporatlon Tokio, Japon). Imagen propia del Grupo de
Superficie Ocular del IOBA.
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Test de Schirmer |

El objetivo de esta prueba es cuantificar la producciéon lagrimal del
paciente y descartar la presencia de sequedad ocular. Se colocaron tiras
de papel (I-DEW tearstrips, Entod Research Cell UK Ltd. Tottenham
Lane, Londres, Reino Unido) graduadas de 0 a 35 mm, en el canto
temporal de ambos ojos, y se pidié al paciente que cerrara los ojos
' durante 5 minutos. Pasado este periodo de
tiempo, se pidio al sujeto que abriera los ojos y
se retiraron las tiras de papel. Se anoté como
medida valida la ultima division de la tira
empapada por lagrima (Figura 4.10).

Figura 4.10. Test de Schirmer. Imagen propia
del Grupo de Superficie Ocular del IOBA.

Analisis objetivo de las imagenes de las GM

Las imagenes de meibografia fueron analizadas utilizando un
software propio implementado en el lenguaje estadistico R,3% vy
desarrollado por la Dra. Itziar Fernandez. El analisis completo de cada
imagen consta de cuatro etapas, las tres primeras relacionadas con el
procesamiento de la imagen y la ultima con la cuantificacion de las

caracteristicas de interés en dichas imagenes (Figura 4.11).

1. Seleccion de la region de interés: en primer lugar, se selecciono
la zona de la imagen que queriamos analizar, es decir, el area total
del parpado. Esta zona es el area resultante de la interseccion de
dos elipses. Estas elipses se dibujan de forma automatica tras
seleccionar 5 puntos en el borde del parpado para cada una de

ellas.
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2. Pre-procesado de la imagen: en esta etapa se trata de optimizar

la imagen para esqueletizar (obtener una imagen tipo skeleton) la

imagen original. Para ello es necesario realizar diferentes

operaciones:

2.1.
2.2.

2.3.

2.4.

Eliminar el ruido de fondo utilizando un filtro de mediana.
Mejorar el contraste global de la imagen: para ello se utiliza
el procedimiento propuesto por Dai et al.,*> que consta de
cuatro pasos: estandarizacion, normalizacién, mejora del
contraste global utilizando la ecualizacion de histograma
adaptativa limitada por contraste y, por ultimo, un ajuste del
brillo de cada pixel.

Finalizar la imagen: para ello, las imagenes fueron
convolucionadas con dos filtros gaussianos, para visibilizar
los bordes de las GM, y se llevo a cabo un filtro adaptativo
para separar las GM del fondo.

Depurar la imagen binaria: las imagenes binarizadas
obtenidas en la etapa anterior pueden mostrar artefactos no
deseados. Concretamente se detectan automaticamente tres
tipos de regiones: (a) regiones excesivamente pequefias que
se eliminan; (b) regiones excesivamente grandes
correspondientes a la unién de varias glandulas en una unica
region blanca, que son separadas; y (c) regiones blancas
practicamente horizontales que se corresponden con el
borde del parpado y que son eliminadas. Ademas, pueden
eliminarse las regiones blancas de los extremos nasal y
temporal, donde la visibilidad de las GM es menor que en la

zona central.
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2.5. La imagen binaria depurada es esqueletizada, es decir es
procesada para obtener una imagen tipo skeleton, donde las
GM aparecen como lineas blancas.

3. Modelizacion de las GM:

3.1.  En primer lugar, se utiliza el algoritmo watershed®” para
segmentar la imagen esqueletizada en diferentes regiones.
Cada una de estas regiones se corresponde con una GM
diferente.

3.2. Cada GM es ajustada utilizando un modelo de regresion
lineal a trozos, de forma que cada GM se divide en
segmentos en funcién de sus cambios de direccion (Figura
4.12).

4. Cuantificacion de las caracteristicas de interés: la etapa final
consiste en obtener, a partir de las imagenes ya procesadas, las
caracteristicas de interés. Concretamente la informacion obtenida
de cada imagen es: longitud de las GM, distancia euclidea entre
los extremos de la GM (Figura 4.12), anchura media (medida en la
parte central) de la GM (Figura 4.13), numero de GM (Figura 4.14),
namero de segmentos por GM (Figura 4.15), tortuosidad,
desviacién de la vertical (Figura 4.16), area global del parpado
ocupada por GM y area considerando solo la mitad de la imagen
superior del parpado (Figura 4.17). Este parametro se incluyé para
evaluar el acortamiento de las GM. Los valores de area se obtienen
como la relacion entre el numero de pixeles de las GM con respecto
al numero de pixeles del parpado, y se expresa como un indice 0
-1.
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La tortuosidad se mide a partir del angulo entre dos segmentos
adyacentes. Sea «a; el angulo entre los segmentos k y k+1,

definido como,

|y — Myeyq |

Qg = arctg< ) conk=1,.., K

1—my -myyq

donde m,; representa la pendiente del segmento k-ésimo y K el
numero total de segmentos en una GM. La tortuosidad de la
glandula g-ésima se define como,

T = K —1%52) a L™
90 K ¥KiL®™

con L™ |a longitud del segmento k-ésimo.

La tortuosidad se cuantifica en cada segmento de manera
individual, y esas cantidades se sumarizan en un indice por GM
que tiene en cuenta tanto el numero de segmentos como los
cambios de direccion de cada uno de ellos, entre 0 y 1, donde 0 =

no tortuosidad y 1 = maxima tortuosidad.

La desviacion de la vertical se define como un indice entre 0 y 1
que indica el grado de inclinaciéon de la GM con respecto a una
linea vertical de referencia, donde 0 = no desviacién y 1 = maxima

desviacion, es decir, una inclinacion de 90°.
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1. Seleccion de la
zona de interés
2.1 Eliminacioén
del ruido

2.2 Mejora del
contraste
2. Pre-procesado 2.3 Binarizar
de la imagen
2.4 Depurar J,yji/j
2.5 Esqueletizar| —-

3.1 Segmentar
en regiones |

IENEEBENZEEEEODOD

la imagen

3. Modelizacion de }»

type: var; i 3; mak 55; P! 1604; jempa: O

3.2 Divisionen | | °
segmentos g

1
1
o
4, Cuantificacion }_5; H
1
o 1

Figura 4.11. Esquema del andlisis de las imagenes de meibografia con R. A
partir de la imagen original se selecciona la zona de interés, se pre-procesa la
imagen para obtener la imagen binaria y la imagen skeleton. Después se
modeliza la imagen y se cuantifican los parametros. GM = glandulas de
Meibomio, NSeg = numero de segmentos, Dist = distancia, Desv = desviacion,
Sup = superior, Inf = inferior.
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Figura 4.12. Distancia euclidea entre Figura 4.13. Anchura de una
los extremos de una glandula de glandula de Meibomio
Meibomio (ﬂeCha blanca). (ﬂecha amari”a).
a1
@ 2
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| 12
W 13
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| 15
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Numero de GM (m) = 16

Figura 4.14. Numero de glandulas de Meibomio (GM) (m). En la imagen
de ejemplo, m = 16.
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type: var; minl: 3; maxl: 55; P: 1e-04; jumps: 0
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Figura 4.15. Ejemplo de una glandula de Meibomio ajustada utilizando un
modelo de regresion lineal a trozos. La glandula se divide en segmentos en
funcion de sus cambios de direccion. A: cada segmento se denota con el indice
k =1,..,K, donde K es el numero total de segmentos. En la figura K = 9. B:
longitud del segmento k-ésimo se denota por L®). La longitud total de la glandula
se define como la suma de las longitudes de los segmentos, Ly = ’k‘:lL(").

L

Figura 4.16. Ejemplo de medida de
desviacién de la vertical. Se toma de
ejemplo la glandula de color verde y se
cuantifica su desviacion con respecto a la
linea vertical discontinua representada en
blanco. El resultado es una media de la
desviacion de cada segmento de los 90°.
Cada segmento tiene su desviacion.

b

1
’
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Area
superior

Area
inferior

Figura 4.17. Medida del area de glandulas de Meibomio. El area se expresa
como la proporcion de pixeles blancos dentro del area del parpado. La imagen
del parpado se divide en dos zonas (linea discontinua roja): area superior y area
inferior. La proporcion de area global es la suma del porcentaje del area superior
y del inferior.

4.1.2.3. Analisis estadistico

Descriptivos

Durante la exploracion clinica, en cada sujeto, se evaluaron ambos
0jos, seleccionando posteriormente uno de los ojos de manera aleatoria.
Para las variables cualitativas (sexo), se muestran los porcentajes de
cada nivel. Para las variables cuantitativas (Tabla 4.1) se muestra la
media y el intervalo de confianza (IC) al 95% para la media, minimo y
maximo. Para las variables ordinales (Tabla 4.1), se muestran la
mediana, rango intercuartilico (IQR), minimo y maximo. Ademas, se
comprobé la normalidad con el test de Shapiro-Wilk para muestras de
menos de 50 individuos, y Kolmogorov-Smirnov para muestras de mas
de 50 individuos. Para las variables relacionadas con la morfologia de las
GM, se describe su relacion con la edad, utilizando coeficiente de
correlacion de Spearman junto con un IC del 95% construido a partir de

5000 muestras bootstrap. En el caso del sexo, se evaluo la igualdad de
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medianas de la variable cuantitativa entre los grupos definidos por la

variable sexo.

Calculo de intervalos de referencia

Intervalos de referencia (IR)

La manera mas habitual de evaluar la capacidad que tienen algunas
caracteristicas para diagnosticar enfermedades es establecer diferencias
entre dos 0 mas grupos de individuos enfermos y sanos. Sin embargo,
una aproximacion mas general es la construccion de IR, a partir de los
cuales es posible establecer valores de esas caracteristicas que pueden
considerarse ‘normales’ en individuos sin la patologia de estudio. Los IR,
por tanto, pueden utilizarse como reglas diagndsticas que, conocido el
valor de la caracteristica en un individuo concreto, y comparando dicho
valor con lo considerado ‘normal’, permiten clasificarlo en ‘normal’ o ‘no-

normal’.

El punto de partida para construir estos IR sera una muestra
representativa de la poblacidén considerada ‘normal’ y, habitualmente, se
presentan como el IR entre un par de percentiles simétricos (por ejemplo,
los percentiles 2,5 y 97,5 para el 95% o los percentiles 5 y 95 para el
90%). Consecuentemente, se obtendran IR globales y un individuo sera
considerado ‘no-normal’ cuando su valor esté fuera de un rango. Aunque
este método de construccion es muy sencillo, no tiene en cuenta otros
factores, como por ejemplo la edad y el sexo, que podrian tener un efecto
importante en los valores que pueden considerarse normales. Asi, no es
tan raro que, para una caracteristica concreta, un mismo valor pueda ser
‘normal’ o ‘no normal’ dependiendo de la edad del individuo o de si es
hombre o mujer. Una forma de tener en cuenta el efecto de algunos

factores, seria considerar subpoblaciones de individuos, sin embargo, en
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la practica, esta solucién podria ser inviable, ya que supone conseguir
muestras representativas y suficientemente grandes en cada una de las
subpoblaciones consideradas. Una solucion mas eficiente es utilizar
modelos estadisticos. Dependiendo del tipo de modelo utilizado y los
factores considerados, se pueden obtener soluciones distintas. En este
caso se han utilizado modelos GAMLSS (Generalized Additive Models for
Location, Scale and Shape), propuestos por Rigby and Stasinopoulos,3%8
para estimar las curvas de percentiles de cada una de las variables
relacionadas con la morfologia de las GM teniendo en cuenta la posible

influencia de la edad y el sexo del individuo.

Tabla 4.1. Tipos de variables incluidas en el analisis descriptivo.

Variables cuantitativas Variables ordinales \

Edad
OSDI
AV
Espesor de capa lipidica Hiperemia conjuntival bulbar
TFBUT Hiperemia conjuntival tarsal
Tincion corneal Grado de papilas
Linea de Marx Expresion de las GM
Tincidn conjuntival Calidad de las GM
Numero de GM obstruidas Signos de inflamacién del parpado
Numero de orificios de las GM
Test de Schirmer
Variables de la morfologia de las GM

OSDI: Ocular Surface Disease Index, AV: agudeza visual, TFBUT: tiempo de
ruptura lagrimal con fluoresceina, GM: glandulas de Meibomio.

Modelos GAMLSS

Los modelos GAMLSS son una extensién de los modelos lineales
generalizados y de los modelos aditivos generalizados. Son modelos de
regresion semi-parameétricos en los que todos los parametros de la
distribucion de la variable dependiente (en este caso las variables

relacionadas con la morfologia de las GM) pueden ser modelizados como
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funcidén de las variables explicativas (en este caso edad y sexo). Se
deben hacer asunciones sobre la forma de la distribucion de la variable
respuesta entre una gran variedad de distribuciones posibles, de forma
que esta metodologia proporciona una plataforma para ajustar, comparar
y comprobar el funcionamiento de diferentes modelos, utilizando cuatro
parametros: localizacion (p), escala (o), asimetria (v) y curtosis (), los
dos primeros son los parametros de localizacién y escala y los dos
ultimos estan relacionados con la forma de la distribucion: simetria y
apuntamiento. Se utilizé el package gamiss,?°® de R versién 4.2.1,3% para
ajustar uno de estos modelos a cada una de las variables relacionadas
con la morfologia de las GM. En cada uno de los parametros de los
modelos, la influencia de las variables explicativas cuantitativas puede
incluirse en el modelo de diferentes formas. En este caso, se incluyeron
en los modelos las variables sexo (cualitativa) y edad (cuantitativa) de
tres formas diferentes: como una constante, como una funcién lineal o

como un spline cubico.

En el caso de las variables relacionadas con la morfologia de las GM,
todas ellas cuantitativas, las distribuciones elegidas dependen del

soporte de estas variables. Especificamente:

e Variables continuas con soporte (0, «): longitud, distancia euclidea
entre los extremos y anchura.

e Variables discretas de tipo conteo (toman valores 0, 1, 2, ...):
numero de glandulas y numero de segmentos.

e Variables continuas con soporte (0, 1): tortuosidad, desviacién
respecto de la vertical, y las areas global y superior ya que son

tratadas como proporcion.
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El numero de parametros (localizacion (), escala (o), asimetria (v) y
curtosis (1)) que tienen cada una de las distribuciones consideradas se
muestran en la Tabla 4.2 para variables continuas con soporte (0, o),
Tabla 4.3 para variables de tipo conteo y Tabla 4.4 para variables
continuas con soporte (0,1). Ademas, se incorpora el tipo de funcién de
enlace que se utiliza con cada uno de los parametros. Esta funcion indica
la forma en la que las variables independientes son incluidas en la
modelizacidn de cada uno de los parametros que caracterizan la

distribucion de las variables relacionadas con la morfologia de las GM.

Tabla 4.2. Distribuciones y parametros para variables continuas con soporte
(0, ): longitud, distancia euclidea entre los extremos y anchura.

Distribucion Acrénimo u o v T

Box-Cox Cole and Green BCCG identidad log identidad -
Box-Cox Power Exponential BCPE identidad log identidad log
Box-Cox-t BCT identidad log identidad log
Exponential EXP log - - -
Gamma GA log log - -
Generalized beta type 2 GB2 log log log log
Generalized Gamma GG log log identidad -
Generalized Inverse GIG log log identidad -
aussian
Inverse Gamma IGAMMA log log - -
Inverse Gaussian IG log log - -
Log Normal LOGNO identidad log - -
Pareto 2 PARETO2 log log - -
Weibull WEI log log - -

u: parametro de localizacién, o: parametro de escala, v: parametro de asimetria,
1: parametro de curtosis. Identidad, y /log son las funciones logit que se utilizan
para cada parametro.
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Tabla 4.3. Distribuciones y parametros para variables de tipo conteo:
numero de glandulas de Meibomio y numero de segmentos.

Distribucion Acrénimo
Beta Negative Binomial BNB log log log -
Delaporte DEL log log logit -
Double Poisson DPO log log - -
Geometric GEOM log - - -
Logarithmic LG logit - - -

Negative Binomial

Family NBF Log Log identidad

Poisson PO log - - -

Poisson inverse

Gaussian PIG Log  Log ) )

u: parametro de localizacion, o: parametro de escala, v: parametro de
asimetria, t: parametro de curtosis. Identidad, log y logit son las funciones
logit que se utilizan para cada parametro.

Tabla 4.4. Distribuciones y parametros para variables continuas con
soporte (0,1): tortuosidad, desviacion de la vertical, area global y area
superior.

Distribucién Acrénimo
Beta BE logit logit - -
Generalized beta . :
type 1 GB1 logit logit log log
Logit Normal LOGITNO  identidad log - -

u: parametro de localizacion, o: parametro de escala, v: parametro de
asimetria, t: parametro de curtosis. Identidad, log y logit son las funciones
logit que se utilizan para cada parametro.
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Eleccion del mejor modelo:

Para elegir el mejor modelo, se utilizé el criterio de informacién de

Akaike (AIC). Para hacer esta eleccion se tomaron dos decisiones.

La primera fue, una vez conocida la distribucion a utilizar, qué
variables explicativas debian incluirse para cada uno de los parametros
que la caracterizan. La Figura 4.18 resume el algoritmo paso a paso
utilizado en este proceso. El modelo de partida fue el mas sencillo
posible, el modelo con todos los parametros ajustados como constantes,
es decir que no incluia ninguna de las variables explicativas. En la
seleccién hacia adelante, se comprob6 la mejora del modelo cuando se
afadian las variables sexo y edad, en este ultimo caso como una funcién
lineal o como un spline cubico, en cada uno de los parametros de la
distribucion segun el orden: u, o, vy t. Posteriormente se llevd a cabo
una eliminacién hacia atras: partiendo del mejor modelo obtenido en la
seleccién hacia adelante, se comprob6 como mejoraba el modelo cuando
se eliminaban cada una de las variables explicativas consideradas en
cada parametro. La eliminacion se hizo siguiendo el orden inverso en los

parametros: 1, v, 0y M.

La segunda decisidn tiene que ver con la mejor distribucion, que se
llevé a cabo utilizando el criterio AIC: se ajustd el modelo éptimo para
cada una de las distintas distribuciones, el mejor modelo final fue el que
tuvo menor AIC entre ellos. En caso de haber obtenido valores similares
para cada distribucion, se selecciond la distribucion mas sencilla, es decir
la que necesitaba menos parametros. Con los valores predichos por el

mejor modelo ajustado se estimaron los percentiles 2,5; 5; 50; 95y 97,5.
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Modelo de inicio: solo

términos constantes

Modelo final

A

1.1 Construir un
modelo para

v

1.2 Dado el modelo
para [, construir un
modelo para o

v

1.3 Dado el modelo
para 1y g, construir
un modelo para v

v

1.4 Dado el modelo

1. Seleccion forward

2.3 Dado el modelo
para |, 0, vy T, ¢Se
necesitan lo términos
para p?

)

2.2 Dado el modelo
para g, g, vy, ¢se
necesitan lo términos
para a?

I

2.1 Dado el modelo
para l, 0, vy, ¢Se

para y, 0yv, —> itan | A
construir un modelo necesitan los términos
2
para © para v~

2. Seleccion backward

Figura 4.18. Pasos del algoritmo para seleccionar las variables
explicativas relevantes dada una familia de distribuciones. La seleccién
hacia delante (forward) comienza con el modelo mas simple, el modelo
con todos los parametros ajustados como constantes, y evalua la
inclusion del sexo y la edad como una constante, como una funcion lineal
0 como un spline cubico, utilizando el criterio de informacion de Akaike
(AIC). La eliminacion hacia atras (backward) comienza con el mejor
modelo ajustado en la seleccion forward, y evalua la eliminacién de cada
variable explicativa utilizando el AIC. Los parametros de la distribucion
son: u = localizacion; o = escala; v = simetria; T = curtosis.
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Validacién y diagndstico de los modelos ajustados:

Para el diagnodstico del modelo, primero se evalué la normalidad de
los residuos cuantil aleatorizados (randomized / normalised quantile
residuals)®. Esta condicion se evalu6 mediante métodos graficos
(histograma de los residuos junto con el ajuste de la distribucion normal
correspondiente, QQ plot para los residuos, residuos versus valores
predichos, y residuos versus valores de cada variable explicativa).
Ademas, numéricamente, se comprobd que la media de los residuos
fuera aproximadamente 0, la varianza aproximadamente 1, el coeficiente
de simetria cercano a 0 y el coeficiente de curtosis cercano a 3. Ademas
de la estimacion puntual de cada uno de estos parametros se
construyeron IC para evaluar la significacion estadistica respecto del

valor objetivo.

Ademas de los graficos antes mencionados también se utilizé el
worm plot (Apéndice 4.4, acceso desde el codigo QR) para identificar
posibles rangos de las variables explicativas donde el modelo no se
ajusta adecuadamente. La interpretacion de los distintos elementos de
este grafico puede consultarse en el Apéndice 4.4. Este plot se puede
hacer considerando intervalos no solapados de las variables explicativas

y de esta manera evaluar en qué rangos el modelo se ajusta mejor o peor.

4 .1.3. Resultados
4.1.3.1. Descriptivos

Se incluyeron 156 sujetos, el 50,64% de los participantes fueron
hombres (n =79) y el 49,36% mujeres (n = 77). La media de edad fue de
43,88 (IC 95%: 41,38 — 46,37), rango 16 — 76 afios. La tabla 4.5 recoge
el numero de sujetos en cada rango de edad. La media de los sintomas
oculares medidos con el cuestionario OSDI fue de 3,57 (IC 95%: 3,01 —
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4,13) puntos (rango 0 — 12,5). La media en la AV fue de -0,04 (IC 95%: (-
0,014)-0,01) unidades LogMAR (rango (-0,26) — 0,86). Ninguna de estas
variables cumplié la hipétesis de normalidad.
Tabla 4.5. Numero de sujetos en cada rango de edad separados por
sexo.

'Rango de edad Hombres Mujeres Total |

<20 5 2 7
(20,25] 10 12 22
(25,30] 9 6 15
(30,35] 5 6 11
(35,40] 3 4 7
(40,45] 8 8 16
(45,50] 10 7 17
(50,55] 7 8 15
(55,60] 11 9 20
(60,65] 5 10 15
(65,70] 4 3 7
(70,75] 2 0 2
(75,80] 0 2 2

Los valores descriptivos de las variables evaluadas de la superficie
ocular: espesor de capa lipidica de la PL, el grado de hiperemia
conjuntival bulbar y tarsal, el grado de papilas, el tiempo de ruptura
lagrimal, la tincién corneal, la linea de Marx y la tincién conjuntival, el
grado de signos de inflamacién del parpado, la expresion y la calidad de
la secrecion de las GM, el numero de GM obstruidas, el numero de
orificios de GM y el test de Schirmer se recogen en la Tabla 4.6. Ninguna
de estas variables cumplié la hipétesis de normalidad. En la Tabla 4.7. se
incluyen los valores descriptivos de las variables relacionadas con la
morfologia de las GM de tipo continuas con soporte (0, ). En la Tabla
4.8 se incluyen los valores medios de las variables de tipo conteo y en la

Tabla 4.9, los valores medios de las variables continuas con soporte (0,
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1). En ningun caso se encontrd relacion estadisticamente significativa
con la edad y el sexo (los coeficientes de correlacion de Spearman se

pueden consultar en el Apéndice 4.5).

Tabla 4.6. Valores descriptivos de las variables evaluadas de la superficie
ocular para sujetos sanos.

Variable Media (IC 95%) Rango
Espesor de capa lipidica (nm) 73,52 (71,12-75,91)  42-100
TFBUT (segundos) 9,8 (9,47 — 10,85) 2,33-38
Tincién corneal (CCLRU) 0,29 (0,18 — 0,39) 0_4
(0 - 20)

Linea de Marx (0 — 18) 5,25 (4,69 — 5,81) 0-15
Tincién conjuntival (0 - 5) 0,47 (0,31 -0,63) 0-4
Test de Schirmer (mm) 17,44 (15,34 — 19,53) 1-35

Mediana [IQR] \

Hiperemia bulbar (0 — 4) 1[0] 0-3
Hiperemia tarsal (0 — 4) 1[1] 0-3
Papilas (0 — 4) 0[2] 0-2
Tincién corneal (Oxford) (0 — 5) 0 [0] 0-1
Signos de inflamacién (0 - 4) 110] 0-3
Expresion (0 — 3) 0[1] 0-2
Calidad (0 - 3) 1] 0-2
Numero GM de obstruidas PS 01[0] 0-1
Numero GM de obstruidas Pl 01[0] 0-2

Numero de orificios PS 18 [3] 10 -28

Numero de orificios Pl 18 [3] 12 -30

IC: intervalo de confianza, nm: nanémetros, TFBUT: tiempo de ruptura lagrimal,
CCLRU: cornea and Contact Lens Research Unit, mm: milimetros, IQR: rango
intercuartilico, GM: glandulas de Meibomio, PS: parpado superior, Pl: parpado
inferior.
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Tabla 4.7. Valores medios de las variables relacionadas con la
morfologia de las GM del parpado superior de tipo continuo con soporte
(0, ).

Variable Sexo Media (IC 95%) Rango
Hombres 1,88 (1,76 —2,01) 0,7 -3,77
Longitud (mm) Mujeres 1,95 (1,8 -2,1) 0,66 — 4,03
Total 1,91 (1,82-2,01) 0,66 -4,03
Distancia Hombres 1,74 (1,62-1,86) 0,74 -3,16
euclidea (mm) Mujeres 1,85(1,71-1,99) 0,67 — 3,89
Total 1,8(1,71-1,89) 0,67 - 3,89
Hombres 0,3(0,29-0,31) 0,18-0,42
Anchura (mm) Mujeres 0,3 (0,29 -10,31) 0,2-0,42
Total 0,3(0,29-0,31) 0,18-0,42

IC: intervalo de confianza, mm: milimetros.

Tabla 4.8. Valores medios de las variables relacionadas con la
morfologia de las GM del parpado superior de tipo conteo.

Variable Sexo Media (IC 95%) Rango

Hombres 16,35 (15,26 — 17,45) 9-32

Numero de GM Mujeres 15,74 (14,65 — 16,83) 7—-26

Total 16,05 (15,28 — 16,82) 7-32
Hombres 6,03 (5,64 — 6,41) 2,27 -11,15
Mujeres 6,11 (5,66 — 6,57) 2,22 -13,38
Total 6,07 (5,77 — 6,36) 2,22 -13,38

IC: intervalo de confianza, GM: glandulas de Meibomio.

Numero de
segmentos
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Tabla 4.9. Valores medios de las variables relacionadas con la
morfologia de las GM del parpado superior de tipo continuo con soporte
(0-=1).
Variable Sexo Media (IC 95%) Rango
Hombres 0,31 (0,3 - 0,32) 0,09 -0,44
Tortuosidad (0 —1)  Mujeres 0,3 (0,29 - 0,31) 0,15-0,43
Total 0,3 (0,3 -0,31) 0,09 - 0,44
Hombres 0,37 (0,36 - 0,38) 0,26 — 0,49
Mujeres 0,36 (0,35-0,38) 0,27 - 0,52
Total 0,37 (0,36 - 0,38) 0,26 — 0,52
Hombres 0,14 (0,14 -0,15) 0,07 -0,22
Area global (0 - 1) Mujeres  0,15(0,14-0,15) 0,05-0,21
Total 0,14 (0,14 -0,15) 0,05-0,22
Hombres 0,64 (0,63 -0,66) 0,48 —0,86
Area superior (0 —1) Mujeres 0,62 (0,6 — 0,63) 0,46 — 0,81
Total 0,63 (0,62 -0,64) 0,46 — 0,86

Desviacion de la
vertical (0-1)

IC: intervalo de confianza.

4.1.3.2. Intervalos de referencia:

Las distribuciones evaluadas y el modelo elegido para las variables
relacionadas con la morfologia de las GM de tipo continuo con soporte

(0, ) se incluyen en la Tabla 4.10.

Tabla 4.10. Distribuciones para las variables relacionadas con la
morfologia de las GM del parpado superior de tipo continuo con soporte
(0, ).

Distancia

Longitud euclidea Anchura
u ~ ~
Box-Cox  Especificacion ~cs(age) B f:fge) 0‘: a 1e
Cole and del modelo o~1 g
G - v~age v~1
reen v~age
AIC 287,5930 257,6951  -503,74134
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Tabla 4.10. Continuacién. Distribuciones para las variables relacionadas
con la morfologia de las GM del parpado superior de tipo continuo con
soporte (0, ).

: Distancia
Longitud euclidea
u
~cs(age) u ~cs(age) u~1
Box-Cox  Especificacion o~1 a~1 g~age
Power del modelo v~1 v~age v~1
Exponential T~cS(age) t~cs(age) T~1
+ sex
AIC 286,9563 257,4913  -502,48130
u ~ ~
e, ~cs(age) n ~cs(age) p
Especificacion o~1 o~1 o~age
Box-Cox-t del modelo v~age v~1
v~age
1 7~1 7~1
AIC 289,4279 259,6677  -501,74135
., Especificacion _ 5 5
Exponential del modelo u~1 u~1 u~1
AIC 516,6993  496,8343 -62,28570
Especificacion H u ~cs(age) u~1
Gamma del modelo c(sy{a1ge) o~1 o~age
AIC 286,1772  256,4553 -505,37527
u
- p ~cs(age) p~1
. Especificacion cs(age) a~1 o~1
Generalized o~1
del modelo v~1 v~1
beta type 2 v~1 1
~1 T~ 1
AIC 289,8034 260,0296  -500,34828
u
e s ~cs(age) u~1
. Especificacion ~cs(age) B ~ ~
Generalized del modelo o~1 a~1 g~age
Gamma v~age v~1
v~age
AIC 287,3215 257,2741  -503,67092
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Tabla 4.10. Continuacién. Distribuciones para las variables relacionadas
con la morfologia de las GM del parpado superior de tipo continuo con
soporte (0, ).

Distancia

Longitud euclidea Anchura
K ~ ~
Generalized Especificacion ~cs(age) p ~cs(age) p~1
a~1 g~age
Inverse del modelo o~1
, v~1 v~1
Gaussian v~1
AIC 288,1797 258,0609 -507,02426
Especificacion P u ~cs(age) u~1
Inverse del modelo cs(age) a~1 o~age
Gamma g~age
AIC 299,1743 261,7928 -500,88450
Inverse Esplecmcacilon u~1 u ~cs(age) u~1
Gaussian del modelo o~1 o~1 o~age
AIC 292,4163 258,7846 -503,83254
e n - -
Especificacion ~cs(age) u ~cs(age) u~1
Log Normal  del modelo o1 a~1 o~age
AIC 290,0899 256,6615 -503,89147
Especificacion u~1 u~1 u~1
Pareto 2 del modelo o~1 a~1 a~1
AIC 519,2565 499,3914 -59,72867
Especificacion r 5 ° u~1
Weibull del modelo cs(age) ~cs(age)+sex o~age
o~sex o~1
AIC 295,9991 272,2993 -494,33151

u: parametro de localizacion, o: parametro de escala, v: parametro de
asimetria, t: parametro de curtosis. ~1: no se incluye ninguna de las
variables explicativas, ~age (sex): se incluye la variable correspondiente
de forma lineal, ~cs (age): se afade la edad como un spline cubico. En
gris se indica el mejor modelo, segun el criterio AIC, para cada variable.
GM: glandulas de Meibomio.

Para la longitud y la distancia euclidea entre los extremos se escogio
la distribucion Gamma. Ambas variables tienen una dependencia de la

edad en el parametro de localizacién (u), con un aumento entre los 25 y
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los 60 anos (Figura 4.19 y Figura 4.20). Los valores de los percentiles se
incluyen en la Tabla 4.11 para la longitud y Tabla 4.12 para la distancia

euclidea entre los extremos.

El IR para la longitud fue 0,87 — 2,51 mm en menores de 20 afios.
Entre los 25 y los 50 afos sufrieron un aumento, sobre todo el limite
superior, siendo el IR 1,12 — 3,22 mm para sujetos de entre 45 y 50 afos.
A partir de los 50 afios descendieron, obteniendo valores de 0,89 — 2,57
mm para sujetos de entre 75 y 80 afos.

Longitud (mm)
Lim. Referencia 90%
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Figura 4.19. Intervalos de referencia al 90% para la longitud estimados
con GAMLSS. Los puntos rosas representan a los hombres y los azules
a las mujeres. La edad se representa en el eje x y la longitud en mm en
el ejey.
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Tabla 4.11. Percentiles estimados por el modelo para la longitud en el
parpado superior. Distribucidn gamma con parametro de localizacién (u)
dependiente de la edad.

Edad (afios) ~ Percentles |

2,5 5 ) 95 975 |

<20 0,77 0,87 1,55 2,51 2,73
(20 - 25] 0,84 0,95 1,68 2,73 2,97
(25 - 30] 0,9 1,01 1,81 2,93 3,19
(30 - 35] 0,93 1,05 1,87 3,04 3,31
(35 - 40] 0,96 1,09 1,93 3,14 3,41
(40 - 45] 0,98 1,11 1,98 3,21 3,49
(45 - 50] 0,99 1,12 1,99 3,22 3,5
(50 — 55] 0,98 1,11 1,98 3,21 3,49
(55 - 60] 0,96 1,08 1,93 3,13 3,4
(60 — 65] 0,91 1,03 1,83 2,97 3,23
(65— 70] 0,86 0,97 1,73 2,81 3,06
(70 - 75] 0,81 0,92 1,64 2,66 2,89
(75 - 80] 0,79 0,89 1,58 2,57 2,79

Para la distancia euclidea entre los extremos, el IR varié de 0,82 —
2,28 mm para sujetos menores de 20 afnos, hasta 0,85 — 2,37 mm para
sujetos de entre 75 y 80 anos. Al igual que la longitud, los limites de los
IR, sobre todo el superior, sufrieron un aumento hasta los 50 — 55 afios,

llegando a 1,07 — 2,98 mm.
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Distancia Euclidea (mm)
Lim. Referencia 90%
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Figura 4.20. Intervalos de referencia al 90% para la distancia euclidea entre los
extremos estimados con GAMLSS. Los puntos rosas representan a los hombres
y los azules a las mujeres. La edad se representa en el eje x y la distancia
euclidea entre los extremos en mm en el eje y.

Tabla 4.12. Percentiles estimados por el modelo para la distancia euclidea entre
los extremos en el parpado superior. Distribucién gamma con parametro de
localizacion (u) dependiente de la edad.

. Percentiles
Edad (afhos) 50

<20 0,73 0,82 1,43 2,28 2,47
(20 — 25] 0,8 0,9 1,57 2,51 2,72
(25 — 30] 0,87 0,98 1,71 2,73 2,96
(30 — 35] 0,91 1,02 1,78 2,85 3,1
(35 — 40] 0,94 1,05 1,84 2,94 3,19
(40 — 45] 0,95 1,07 1,86 2,98 3,23
(45 — 501 0,95 1,07 1,86 2,98 3,23
(50 — 55] 0,95 1,07 1,87 2,98 3,24
(55 — 60] 0,93 1,04 1,82 2,9 3,15
(60 — 65] 0,87 0,98 1,71 2,74 2,97
(65— 70] 0,82 0,92 1,61 2,57 2,79
(70 — 75] 0,78 0,87 1,52 2,44 2,64
(75 — 80] 0,75 0,85 1,48 2,37 2,57
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Para la anchura se escogié la distribucion generalized inverse
Gaussian. La variabilidad del IR se vio afectada por la edad, utilizada en
la modelizacién del parametro de escala (o) de forma lineal, de manera
que los IR se mantienen constantes hasta que se estrechan a partir de
los 60 anos (Figura 4.21). Los IR se mantuvieron constantes entre los 20
y los 60 afios (0,22 — 0,38 mm). A partir de los 65 afios, el IR se estrecha
obteniendo valores de 0,27 — 0,33 mm para sujetos de entre 75y 80 afios,
es decir la variabilidad disminuye a partir de dicha edad. Los valores de

los percentiles se incluyen en la Tabla 4.13.

Anchura (mm)
Lim. Referencia 90%
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Figura 4.21. Intervalos de referencia al 90% para la anchura estimados
con GAMLSS. Los puntos rosas representan a los hombres y los azules
a las mujeres. La edad se representa en el eje x y la anchura en mm en
el ejey.
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Tabla 4.13. Percentiles estimados por el modelo para la anchura en el
parpado superior. Distribucion generalized inverse Gaussian con
parametro de localizacion (u) dependiente de la edad.

= Percentiles

Edad (anos) — 5 5 ) 95 97,5
<20 0,21 0,22 0,3 0,38 0,4
(20 — 25] 0,21 0,22 0,3 0,38 0,4
(25 — 30] 0,21 0,22 0,3 0,38 0,4
(30 — 35] 0,21 0,22 0,3 0,38 0,4
(35 — 40] 0,21 0,22 0,3 0,38 0,4
(40 — 45] 0,21 0,22 0,3 0,38 0,4
(45 - 50] 0,21 0,22 0,3 0,38 0,4
(50 — 55] 0,21 0,22 0,3 0,38 0,4
(55 — 60] 0,21 0,22 0,3 0,38 0,4
(60 — 65] 0,22 0,23 0,3 0,37 0,39
(65 — 70] 0,24 0,25 0,3 0,35 0,37
(70 — 75] 0,26 0,26 0,3 0,34 0,34
(75 — 80] 0,27 0,27 0,3 0,33 0,33

Las distribuciones evaluadas y el modelo elegido para las variables de

tipo conteo se incluyen en la Tabla 4.14.

Para el numero de GM se escogid la distribucion Poisson inverse
Gaussian. El numero de GM no se vio afectado por la edad ni por el sexo,
por lo que se mantiene constante con la edad en el IR 8 — 27. (Figura

4.22). Los valores de los percentiles se incluyen en la Tabla 4.15.
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Tabla 4.14. Distribuciones para las variables relacionadas con la morfologia de

las GM del parpado superior de tipo conteo.

N° de GM N° de segmentos

, Especificacion 1 p1
Beta. Neg_atlve dZI modelo a~1 o~1
Binomial v~1 v~1
AIC 982,7176 970
Especificacion -1 -1
Geometric del modelo K K
AIC 1189,569 901,067
Especificacion -1 -1
Logarithmic del modelo # ®
AIC 1376,819 989,2006
Delaporte Especificacion del G’i ;g;e p‘; :11
modelo
v~1 v~1
AIC 934,0528 657,8997
Especificacion del u~1 n~1
Double Poisson modelo o~cs(age) o~1
AIC 932,9732 631,2922
e u~1 u~1
Negative Espemﬂc;acllon del o~age o~1
Binomial Family modelo v~1 v~1
AIC 934,0061 657,8997
Especificacion del -1 ~1
Poisson modelo K K
AIC 942,4397 653,8995
Poisson inverse Especificacion del u~1 u~1
Gaussian modelo o~1 o~1
AIC 931,8653 633,8991

u: parametro de localizacién, o: parametro de escala, v: parametro de asimetria,
T: parametro de curtosis. En negrita se indica el mejor modelo para cada
variable. GM: glandulas de Meibomio.
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N°GM
Lim. Referencia 90%

32 .
30 .
27
. . * . . .
23 L] L 1 . . .
21 : - 'I.. - * .'
18 . - . .: . : .. ::o * -. o.ao.
16 . e . . . . . .

it le B e Bt R I ey o Sl e I L R Rl I o]
14 .o : . . sene e |'. * oe *
12 . . LI LR . LR . L

L] . . e

9 * ewe . . . . - . -
7 . .

15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

Edad

Figura 4.22. Intervalos de referencia al 90% para el numero de glandulas
de Meibomio estimados con GAMLSS. Los puntos rosas representan a
los hombres y los azules a las mujeres. La edad se representa en el eje
x y el numero de glandulas de Meibomio en el eje y.

Tabla 4.15. Percentiles estimados por el modelo para el numero de
glandulas de Meibomio en el parpado superior. Distribucion Poisson
inverse Gaussian con parametro de escala (o) dependiente de la edad
de forma lineal.

Percentiles

50 )
6 8 15 27 29

Para el numero de segmentos se escogio la distribucion double
Poisson. Ni la edad ni el sexo tuvieron efecto en los parametros de la
distribucion, por lo que el numero de segmentos se mantiene constante
con la edad con un IR 3 — 9 (Figura 4.23). Los valores de los percentiles

se incluyen en la Tabla 4.16.
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N° segmentos
Lim. Referencia 90%

O e
o = N W
.
.
.
.
. .
.

e 0w * . . . sess e ..

— e S A W — et e At — —  — = = TP S E B e = == ===

. L] *ee . "o * . .. * e L] . Ld LA . * e

*seaw .e . . "o ee  oe . -

S o 1 B = I R« - T (=]

15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

Edad

Figura 4.23. Intervalos de referencia al 90% para el numero de
segmentos estimados con GAMLSS. Los puntos rosas representan a los
hombres y los azules a las mujeres. La edad se representa en el eje x y
el numero de segmentos en el eje y.

Tabla 4.16. Percentiles estimados por el modelo para el numero de
segmentos en el parpado superior. Distribucién double Poisson.

Percentiles

50

3 3 6 9 10

Las distribuciones evaluadas y el modelo elegido para las variables

continuas con soporte (0, 1) se incluyen en la Tabla 4.17.
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Tabla 4.17. Distribuciones para las variables continuas relacionadas con la
morfologia de las GM del parpado superior de tipo continuo con soporte (0 — 1).

Desvia-

Tortuosi- .. Area Area
dad S1of Qe A global superior
vertical
Especifi-
cacion u ~age u~1 u~1 U ~sex
Beta del o~cs(age) o~1 o~1 o~age
modelo
AIC -450,4152  -485,5772  -578,5055 -390,1889
Especifi- u ~age u~1 u~1 U ~sex
Generalized cadcicl'Jn o~1 o~1 o~1 o~age
beta type 1 e v~age v~1 v~1 v~1
modelo 7~1 T~1 T~1 T~cs(age)
AIC -449,5479  -481,7266  -575,2008  -395,3393
Especifi-
, cacion u ~age u~1 n~1 U ~Sex
n’;‘:g; ; / del o~cs(age) a~1 o~1 o~age+sex
modelo
AIC -446,4437  -486,5382 -569,8229  -386,4021

u: parametro de localizacion, o: parametro de escala, v: parametro de asimetria,
1: parametro de curtosis. En negrita se indica el mejor modelo para cada variable.
GM: glandulas de Meibomio.

Para la tortuosidad se escogio la distribucion beta. La edad tuvo
influencia en el parametro de localizacién (u) de la tortuosidad de forma
lineal, también en el parametro de escala (o) como un spline cubico, de
manera que los IR contienen valores de tortuosidad ligeramente mayores
a medida que aumenta la edad, y ademas se estrechan entre los 45y los
60 afios (Figura 4.24). El IR para sujetos menores de 20 afios fue 0,19 —
0,4. A los 50 afios, el IR se estrecha en 0,24 — 0,38 y vuelve a
ensancharse a partir de los 75 afios, siendo el IR 0,22 — 0,43. Los valores
de los percentiles se incluyen en la Tabla 4.18.
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Tortuosidad
Lim. Referencia 90%
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Figura 4.24. Intervalos de referencia al 90% para la tortuosidad estimados con
GAMLSS. Los puntos rosas representan a los hombres y los azules a las
mujeres. La edad se representa en el eje x y la tortuosidad de 0 a 1 en el gje y.

Tabla 4.18. Percentiles estimados por el modelo para la tortuosidad.
Distribucion beta con parametro de localizacion (u) y escala (o) dependientes
de la edad.

- Percentiles \

Edad (anos) 2,5 5 50 95 97,5
<20 0,18 0,19 0,29 0.4 0,43
(20 — 25] 0,17 0,19 0,29 0,41 0,43
(25 — 30] 0,18 0,19 03 0,41 0,44
(30 — 35] 0,18 0.2 03 0,41 0,43
(35 — 40] 0,19 0,21 03 0.4 043
(40 — 45] 0,21 0,22 03 0.4 0,41
(45 — 50] 0,22 0,23 0,31 0,39 0.4
(50 — 55] 0,23 0,24 0,31 0,38 0.4
(55 — 60] 0,23 0,24 0,31 0,39 0.4
(60 — 65] 0,22 0,23 0,31 0.4 0,42
(65 — 70] 0,21 0,23 0,31 0,41 0,43
(70 — 75] 0.2 0,22 0,32 0,43 0,45
(75 - 80] 0.2 0,22 0,32 043 0,45
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Para la desviacion de la vertical se escogio la distribucion logit. Ni la
edad ni el sexo tuvieron influencia en los parametros de la distribucion,
de manera que la desviacion de la vertical se mantiene constante con la
edad en el IR 0,29 — 0,45 (Figura 4.25). Los valores de los percentiles se

incluyen en la Tabla 4.19.

Desviacion vertical
Lim. Referencia 90%
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Figura 4.25. Intervalos de referencia al 90% para la desviacién de la
vertical estimados con GAMLSS. Los puntos rosas representan a los
hombres y los azules a las mujeres. La edad se representa en el eje x y
la desviacion de la vertical de 0 a 1 en el gje .

Tabla 4.19. Percentiles estimados por el modelo para la desviacion de la
vertical en el parpado superior. Distribucion logit normal.

Percentiles

50

0,2743818  0,2883051 0,3672308  0,4539805 0,4711005
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Para el area global se escogio la distribucion generalized beta type
1. Ni la edad ni el sexo tuvieron influencia en los parametros de la
distribucion, de manera que el area global se mantiene constante con la
edad en el IR 0,08 — 0,2 (Figura 4.26). Los valores de los percentiles se

incluyen en la Tabla 4.20.

Area Global
Lim. Referencia 90%
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Figura 4.26. Intervalos de referencia al 90% para el area global
estimados con GAMLSS. Los puntos rosas representan a los hombres y
los azules a las mujeres. La edad se representa en el eje x y el area global
deOalenelejey.

Tabla 4.20. Percentiles estimados por el modelo para el area global en
el parpado superior. Distribucion beta.
Percentiles
2,5 5 50 95 97,5
1 0,07131282 0,08170082 0,1464754  0,1980663  0,2042012 |
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Para el area superior se escogi6 la distribucion beta. La edad tuvo
influencia para el parametro de escala (0) y curtosis (), de manera que
los IR se ensanchan a partir de los 55 afnos. El sexo se utiliza en la
modelizacién del parametro de localizaciéon, de forma que, el area
superior muestra, en general, valores mayores para los hombres. (Figura
4.27). Asi, los IR para los hombres se situaron en 0,58 — 0,74 para sujetos
menores de 20 afios y en 0,56 — 0,71 para las mujeres. En ambos casos
el limite inferior decreci6 a partir de este momento, obteniendo el valor
mas bajo en el grupo de edad de 55-60 afos, aumentando de nuevo
hasta los 75-80 afos. El limite superior aumenté con la edad tanto para
hombres como para mujeres. Los valores de los percentiles se incluyen
en la Tabla 4.21.

Area Superior
Lim. Referencia 90%
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Edad
Figura 4.27. Intervalos de referencia al 90% para el area superior
estimados con GAMLSS. Los puntos y lineas rosas representan a los

hombres y los azules a las mujeres. La edad se representa en el eje x y
el area globalde 0 a1 enelejey.
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Tabla 4.21. Percentiles estimados por el modelo para el area superior.
Distribucion Generalized beta type 1 con parametro de localizacion (u)
dependiente de la edad, y parametros de escala (o) y curtosis (t ) dependientes
del sexo.

Edad Percentiles hombres Percentiles mujeres

(@ahos) o5 5 25 5 50 95

<20 056 0558 065 074 076 054 056 063 071 0,73
(20-25] 0555 0557 065 074 0,76 053 055 062 071 0,73
(25-30] 054 055 064 074 076 052 053 062 071 073
(30-35] 053 054 063 074 076 051 052 061 071 0,73
(35-40] 0552 054 063 074 077 05 052 061 071 0,74
(40-45] 052 054 064 075 078 05 052 061 072 075
(45-50] 052 053 064 076 079 05 051 061 073 075
(50-55] 05 052 063 076 079 048 05 061 073 0,76
(55-60] 05 052 063 077 08 048 05 061 074 0,77
(60-65] 051 053 064 078 082 049 051 062 075 0,78
(65-70] 053 055 066 081 084 051 053 064 077 08
(70-75] 0,55 057 069 083 086 053 055 067 08 0,83
(75-80] 057 059 071 084 087 055 057 068 082 0,84

Todas las variables se ajustaron a los modelos calculados de
acuerdo con el andlisis de residuos (Apéndice 4.4, acceso desde el
codigo QR).

4.1.4. Discusion

En este estudio se han establecido los IR, ajustados para la edad y
el sexo, de las diferentes caracteristicas morfolégicas de las GM en el
parpado superior. La funcién de los IR es describir el rango normal de
una variable y se utilizan como regla diagnostica en estudios clinicos.30°
Para la construccion de los IR se ha tenido en cuenta la dependencia de
la edad de forma continua, por lo que son validos para todo el rango de
edad observado. En la muestra aparecen algunos intervalos de edad
menos frecuentes, lo que podria llevar a pensar que individuos en esos

rangos de edad estan infra-representados. Sin embardo, es importante
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destacar que, para la seleccion de los individuos se tuvo en cuenta la
similitud con la piramide de poblacion europea tanto en relacion con la

edad y como al sexo.

Tradicionalmente se ha descrito que la morfologia de las GM cambia
con la edad, especialmente el grado de pérdida de GM, aumentando con
la edad.?%31535%% Sin embargo, la evaluacion de las imagenes de
meibografia para calcular ese grado de pérdida se realiza normalmente
de manera subjetiva mediante escalas graduadas,?®3° o con el software
Image J,*' que requiere una gran intervencion manual, siendo asi su
procesado lento y con un gran componente subjetivo por parte del
observador. Ademas, aunque se ha descrito una correlacién positiva
entre la edad y el grado de pérdida, no esta claro a partir de qué edad
empezarian esos cambios, ya que algunos autores lo situan entre los 20
y los 30 afios,?®2'° mientras que otros han observado también pérdida de

GM en nifios y adolescentes.205212

Para solventar estas limitaciones, este estudio plantea dos
novedades: en primer lugar, se han evaluado nuevas variables
relacionadas con la morfologia de las GM medidas objetivamente. En
segundo lugar, se ha analizado cuales de estas variables dependen de
la edad y/o del sexo y se han calculado los IR que configuran la regla
diagnostica de lo que se define como ‘normal’ y como ‘no -normal’, en
funcion de si el valor de la caracteristica correspondiente en un individuo

concreto se encuentra dentro o fuera del IR.

En este estudio, se ha observado que la longitud media de las GM
fue de 1,91 mm (IC: 95% 1,82 — 2,01). Existen discrepancias entre los
estudios que han cuantificado anteriormente la longitud de las GM. Ban

et al.3' recogieron imagenes de meibografia de 37 sujetos controles
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(media de edad = 46,5 + 15,4 afos) con una camara acoplada a la
lampara de hendidura (XC-EI50, Sony, Tokio, Japdn) y un dispositivo de
luz infrarroja. Ademas de evaluar el grado de pérdida de GM con la escala
de Arita et al.,?® cuantificaron la longitud de las 5 GM centrales del
parpado superior con el software Image J. Obtuvieron un valor medio de
5,53 £ 1,27 mm, con una variacién de entre 6,19 mm para sujetos
menores de 39 afnos y 4,83 mm en sujetos mayores de 60 afios. Estos
resultados presentan una longitud mayor que en el presente estudio para
el rango de edad comparable (IR para el rango de edad 45 — 50 afios =
1,12 — 3,22 mm) y puede deberse a un sesgo introducido por la seleccion
de las 5 GM centrales ya que en el centro del parpado las GM son mas
largas. Por el contrario, en el presente estudio se ha cuantificado la
longitud de todas las GM, a excepcion de una pequefia region de las
zonas temporal y nasal, que no se tuvieron en cuenta por su menor
visibilidad. En otro estudio realizado por Xiao et al.,%? analizaron de forma
automatica 15 imagenes de meibografia del parpado superior tomadas
con el topégrafo Keratograph 5M de sujetos con diferentes grados de
pérdida de GM. Los resultados que obtuvieron variaron desde 2,62 + 0,76
mm para el mayor grado de pérdida, hasta 5,62 + 1,25 mm para el menor
grado de pérdida. Los resultados de ese estudio también fueron mayores
que en el presente estudio, aunque es dificil saber a qué se deben las
diferencias ya que Xiao et al.%? no aportan datos demograficos sobre la
edad de los sujetos incluidos en su estudio ni tampoco otros datos
clinicos mas alla del grado de pérdida de las GM. Quizas la diferencia
entre ambos estudios pueda deberse a la diferencia de visibilidad en las
imagenes al utilizar instrumentos distintos. En el estudio de Llorens-
Quintana et al.,* recogieron imagenes de meibografia del parpado

superior de 149 sujetos (media de edad = 42 £+ 17 afios) con diferentes
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grados de pérdida de GM segun la escala de Arita et al.,?° realizadas
también con el topografo Keratograph 5M. Cuantificaron la longitud de
las GM con un software automatico propio y obtuvieron valores de entre
1,3 mm para un grado 3 de pérdida 'y 2,9 mm para un grado 0 de pérdida.
Los valores de longitud obtenidos en el presente estudio estan mas en la
linea de los publicados por este grupo para el rango de edad comparable
(IR para el rango de edad 40 — 45 arfos = 1,11 — 3,21 mm), obtenidos

también de manera automatica.

En el presente estudio se ha observado una influencia de la edad en
la longitud de las GM, pero no del sexo. Los IR para esta medida sufren
un aumento entre los 25 y los 50 afos, descendiendo de nuevo a partir

de este momento.

En el estudio de Ban et al.,3' también se evaluo la relacion entre la
longitud de las GM vy la edad. Encontraron una correlacion inversa
moderada y significativa con la edad (R = -0,485; p < 0,05), no
encontrando diferencias entre hombres y mujeres. Sin embargo, en el
presente estudio, se ha observado un aumento de la longitud hasta los
50 anos. Estas diferencias pueden deberse a que los autores solo
midieron la longitud de 5 GM centrales, mientras que en el presente
estudio se han incluido todas las GM. La edad media de sus sujetos fue
de 46,5 + 15,4 afos, lo que concuerda con nuestros resultados a partir
de ese rango de edad. El hecho de haber observado un aumento de la
longitud podria tener relacién con la laxitud del parpado superior. En
sujetos jovenes, el tonto palpebral es mas fuerte y complica su eversion,
exponiendo menos GMs. A medida que aumenta la edad, también

aumenta la laxitud del parpado, facilitando su eversion y exponiendo mas
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GMs. En edades mas avanzadas (a partir de los 50 afios), se observa el

acortamiento de las GMs.

Con respecto a la distancia euclidea entre los extremos, el valor
medio fue de 1,8 mm (IC 95%: 1,71 — 1,89). La relacion entre la longitud
y la distancia euclidea se ha utilizado anteriormente como indice de
tortuosidad.*>#2 Sin embargo, en este estudio se ha observado que los
valores medios de la distancia euclidea son muy similares a los de la
longitud de las GM y, ademas, el recorrido de los IR a lo largo de la edad
también es similar. Por esta razon, es posible que evaluar la tortuosidad
utilizando la relacién entre la longitud y la distancia euclidea entre los
extremos de la GM no sea un buen indicador de tortuosidad entendida
como los cambios de direccion que se producen en el recorrido de una
linea recta. De todas formas y hasta donde sabemos, este es el primer
estudio en el que se ha evaluado el efecto de la edad en la distancia

euclidea entre los extremos de la GM.

Para la anchura, el valor medio fue de 0,3 mm (IC 95%: 0,29 — 0,31).
Existen pocos estudios que analicen la anchura de las GM en sujetos
sanos. Xiao et al.%? obtuvieron una anchura media de 0,32 mm para un
grado de pérdida bajo; 0,42 mm para un grado de pérdida medio, y 0,35
mm para un grado de pérdida alto. Estos resultados son similares a los
obtenidos en el presente estudio en sujetos sanos. Sin embargo, como
se ha mencionado anteriormente, los autores no aportaron datos
demograficos o clinicos de los sujetos, por lo que es dificil saber si los
datos son o no comparables. En el estudio de Llorens-Quintana et al.,**
la anchura media para el grado mas alto de pérdida fue de 0,2 mm, 0,3
mm para el grado medio, y 0,4 mm para el grado mas bajo, lo que estaria

dentro de los IR del presente estudio. Ademas, hemos encontrado un
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efecto de la edad en la anchura de las GM, con un estrechamiento de los
IR a partir de los 65 afos. No se han encontrado otros estudios que

evaluen la relacion entre la anchura de las GM y la edad.

Con respecto al numero de GM, el valor medio fue de 16,05 (IC 95%:
15,28 — 16,82) GM. En otros estudios también encontramos cierta
variabilidad. En el estudio de Llorens-Quintana et al.,** se obtuvo un valor
medio de 26 GM para el menor grado de pérdida, 25 y 19 para los grados
medios, respectivamente, y 14 GM para el mayor grado de pérdida. Los
resultados mas similares a los del presente estudio son los de Setu et

al.,®? que obtuvieron una media de 15,32 + 3,19 GM.

En este estudio se ha observado mucha variabilidad en los IR del
numero de GM, siendo el IR de 8 a 27 GM para todas las edades. Esta
variabilidad podria explicar las discrepancias entre estudios
mencionadas anteriormente. Sin embargo, en el estudio de Llorens-
Quintana et al.** se observa cierta variabilidad debido a la inclusion de
sujetos con diferente grado de pérdida de GM. El estudio de Setu et al.8?
también estaba formado por sujetos con diferente grado de pérdida. En
el presente estudio, el grado de pérdida de GM no fue escogido como
criterio de inclusion, por lo que también es posible que la variabilidad en
el numero de GM se deba a los distintos grados de pérdida de GM de los
sujetos incluidos, ya que la calidad de todas las imagenes fue lo
suficientemente buena para ser analizadas por el software. Todas las
imagenes fueron tomadas por el mismo observador y en las mismas
condiciones. No se descarté ninguna imagen que no se pudiera procesar

ni se realizd ningun procesamiento especial para alguna de ellas.

El numero de segmentos obtenido en este estudio fue de 6,07 (IC

95%: 5,77 — 6,36). La edad y el sexo no tuvieron efecto en esta variable,
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de manera que el numero de segmentos se mantuvo constante con un
IR entre 3 y 9. Esta medida se ha incluido para calcular el indice de
tortuosidad. El método desarrollado para analizar las GM utiliza el ajuste
de modelos lineales a trozos para identificar y ajustar tantos segmentos

de cada GM como cambios de direccion presente la GM.

Con respecto a la tortuosidad, el valor medio obtenido fue de 0,3 (IC
95%: 0,3 — 0,31). Como se ha mencionado en anteriores ocasiones, no
existe un consenso a la hora de evaluar la tortuosidad de las GM, e
incluso a la hora de proponer una definicion. Algunos autores han
definido la tortuosidad o distorsion como una inclinacion mayor de 45°.
En el estudio de Xiao et al*® cuantificaron el nimero de GM
distorsionadas segun este criterio y obtuvieron una media de 2,7 £ 1,5
GM distorsionadas en sujetos controles. En el estudio de Gu et al.,3"
tomaron imagenes de meibografia del parpado superior con el
Keratograph 5M en 68 sujetos controles de 23,99 + 2,7 anos. Tras
analizarlas con Image J, obtuvieron una media de 1,59 + 1,04 GM
distorsionadas siguiendo el mismo criterio de inclinacion mayor de 45°.
Arita et al.3 evaluaron 47 sujetos controles (media de edad 32,8 + 9,5
afnos). Tomaron imagenes de meibografia con una camara acoplada a la
lampara de hendidura y evaluaron la tortuosidad de 0 a 2, siendo 0 = sin
distorsiéon, 1 = de 1 a 4 GM distorsionadas, 2 = 5 o0 mas GM
distorsionadas, siendo distorsidbn una inclinacion mayor de 45°.
Obtuvieron un valor de 0,11 £ 0,31. Sin embargo, y aunque este criterio
ha sido ampliamente utilizado, se trata de una valoracion subjetiva. Otros
autores han incorporado medidas objetivas como la distancia euclidea
entre los extremos. Dai et al.*> utilizaron la relacion entre la longitud total
y la distancia euclidea entre los extremos, y aplicaron esta medida en el

estudio de Lin et al.*"" Tomaron imagenes de 38 sujetos controles (media
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de edad 25,25 + 11,19 afos) con el Keratograph 5M y las analizaron con
un método de deep learning propio, obteniendo una tortuosidad de 0,2 +
0,04 en el parpado superior. Setu et al.8? también utilizaron la relacion
entre la longitud y la distancia euclidea, obteniendo un valor de 1,68
0,91. Este valor parece elevado y sugiere que la longitud de las GM es
mayor que la distancia euclidea, por lo que puede ser que en las
imagenes utilizadas para entrenar el algoritmo haya mas presencia de
GM curvas. Xiao et al,%? calcularon un indice de tortuosidad que ademas
tenia en cuenta el angulo de las GM, obteniendo valores de 0,09 para
sujetos sin grado de pérdida de GM; 0,15 para un grado de pérdida leve;
0,12 para un grado de pérdida moderado y 0,1 para un grado de pérdida
severo. Otra definicion diferente es la del estudio de Llorens-Quintana et
al.,** que utilizaron el término ‘irregularidad’ definiendo el area de
diferencia con una GM considerada ‘normal’. Definieron una GM como
‘normal’ cuando ésta es larga y fina,® representaron las coordenadas de
esta GM ‘normal’ en un grafico y compararon el resto de los graficos de
las demas GM con éste. El area de diferencia entre ambos se
cuantificaba para dar el valor de irregularidad de la GM. Los resultados
que obtuvieron fueron una irregularidad de 21,92 + 44,48 para sujetos sin
pérdida de GM; 22,22 + 33,44 para sujetos con pérdida leve, 8,59 + 20,77
para un grado de pérdida moderado y un valor de 0 para un grado de
pérdida severo. Estos autores afirman que existe mucha variabilidad en
la irregularidad de las GM y que cuanto mayor es el area de pérdida,

existe menos probabilidad de que haya GM irregulares.

En este estudio, la edad tuvo influencia en la tortuosidad (obteniendo
valores mayores a medida que aumenta la edad, y estrechandose entre
los 45 y los 60 afos), pero no asi el sexo. En los estudios que se han

mencionado anteriormente, no se ha estudiado la relacidon entre la
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tortuosidad y la edad. Ademas, los resultados no son comparables ya que
la definicion de tortuosidad es diferente en cada uno de ellos y la forma
de cuantificarla también. Sin embargo, todos los autores se refieren al
mismo concepto y es el cambio en la trayectoria de la GM. La relacion de
la longitud y la distancia euclidea entre los extremos de la GM podria ser
mas util cuando predominan las GM de tipo circular. Sin embargo, el
nuevo concepto de tortuosidad planteado en este estudio supone una
ventaja con respecto a lo publicado hasta ahora ya que se definia el
término ‘tortuosidad’ como la relacion entre la longitud de la glandula y la
distancia euclidea entre sus extremos que, como se ha mencionado
anteriormente, son medidas muy similares cuando no predomina el tipo

de GM circular.

Con respecto a la desviacion de la vertical, se obtuvo un valor medio
de 0,37 (IC 95%: 0,36 — 0,38). Este concepto podria ser similar con el
criterio utilizado por algunos autores para referirse a una GM como
tortuosa si su inclinacion es mayor de 45°,36-39.205 como se acaba de
mencionar, pero de manera cuantificada. En el caso concreto de este
estudio, una desviacion de 0,37 podria corresponderse con una
inclinacién menor a 45. De esta forma, podria utilizarse esta medida para
cuantificar el angulo de inclinacidon en los estudios mencionados
anteriormente. Esta medida no se vio afectada ni por la edad ni por el
sexo, de manera que el IR obtenido para toda la poblacién fue de 0,29 —
0,45.

Con respecto al area global de GM, es decir, la relacion entre el area
ocupada por las GM y el area total del parpado expresada en porcentaje,
el valor medio obtenido fue de 0,14 (IC 95%: 0,14 — 0,15), es decir, un

14%. Estos resultados son muy diferentes a los presentados por otros
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autores ya que la metodologia utilizada es muy variada. Algunos autores
han utilizado el software Image J para cuantificar el area de pérdida de
GM. Este porcentaje es la relacién entre el area total del parpado y el
area donde deberia haber GM,313442.207.312 hero no las hay, como indica
la Figura 4.28. Otros estudios han evaluado area de GM de forma
objetiva.**31" Xiao et al.>? cuantificaron de forma objetiva el area ocupada
por las GM, es decir, calcularon la relacion entre el area total del parpado,
y el area ocupada por las GM, segun la Figura 4.29. Obtuvieron valores
de 39,84% a 19,34% en sujetos que tenian diferentes grados de pérdida
de las GM (de menor a mayor grado de pérdida segun su propia escala

subjetiva).

Figura 4.28. Calculo del
Cal el ol i et s ol A 2 area de pérdida de glandulas
de Meibomio con Image J.
En la parte inferior de la
imagen se observa el area
total del parpado inferior,
delimitado por la linea
amarilla, correspondiente al
valor area = 38325. En la
parte superior se observa el
area donde no aparecen las
glandulas, delimitado por la
linea amarilla,
correspondiente al valor area
= 16214. Imagen obtenida
con permiso de Pult H,

Results

Fu.-_[;:n F?;: T o Nichols JJ. A review of
a i a - . . .
1 38325 300280 160436 0571 O 3088 0324 0944 meibography. Optom Vis Sci

2 16214 270874 138451 0186 0O 4562 0219 0488 Z 2012(5),89760_9 Numero
- 1 de licencia: 525125098924 1.
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" Results — O *
File Edit Font Results
|area Mean  [Min [Max | -
1 1138413 126423 0 225
2 216375 195229 74 216

Figura 4.29. Calculo del area de glandulas de Meibomio con /Image J. En la
parte izquierda de la imagen se observa el area total del parpado inferior,
delimitado por la linea amarilla, correspondiente al valor area = 1138413. En
la parte derecha se observa el area donde aparecen las glandulas de
Meibomio, delimitado por la linea amarilla, correspondiente al valor area =
516375. Imagen propia del Grupo de Superficie Ocular del IOBA.

No se observé influencia en el area de GM global, siendo el IR 0,08
— 0,2; es decir 8 — 20%. Estos resultados contrastan con lo publicado
hasta ahora, ya que se ha descrito una relaciéon entre el aumento del
grado de pérdida de GM y la edad.?® Sin embargo, en la linea de lo
comentado en el parrafo anterior, las diferencias pueden deberse al
método de evaluacion del area de interés, obteniendo valores muy
diferentes dependiendo de si se valora el area de pérdida, el area

ocupada por las GM y de si se incluye o no el espacio inter glandular.

Finalmente, para el area de GM en la mitad superior de la imagen del
parpado, el valor medio fue de 0,63 (IC 95%: 0,62 — 0,64), es decir, un
63%. Este parametro indica que de toda el area que ocupan las GM, un
63% se situan en la parte superior de la imagen de meibografia (la

imagen se toma tras haber evertido el parpado), es decir mas cerca del
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borde palpebral. Esta variable se vio afectada tanto por la edad como por
el sexo. El valor medio de los hombres fue mayor que el de las mujeres
(64% frente a 62%), siguiendo un perfil similar en ambos casos con la
edad, con una disminucion del limite inferior hasta los 55-60 afios y un
aumento posterior, y en el caso del limite superior se observé un aumento
a lo largo de los afios estudiados. El obtener un porcentaje mayor al 50%
podria indicar un acortamiento de las GM medido de una forma mas
directa que si se utiliza la longitud de las GM, ya que el porcentaje es una
variable relativa que tiene en cuenta el area total del parpado mientras
que la longitud es una medida absoluta. De hecho, los estudios en los
qgue se cuantifica el porcentaje de pérdida con Image J realmente miden
el area hasta donde llegan las GM por lo que quizas seria mas adecuado
hablar de acortamiento de las GM mas que de grado de pérdida, ya que
un sujeto con todas las GM acortadas tendria el mismo porcentaje que
un sujeto con pérdida de GM en una zona concreta del parpado, como
por ejemplo la zona nasal o temporal. Este parametro podria tener una
gran utilidad clinica. Hasta donde sabemos, es la primera vez que se
calcula cuantitativamente y de forma objetiva el acortamiento de las GM
con la edad. Este acortamiento ha sido publicado tradicionalmente como
un aumento en el area de pérdida.'*272% Ademas, en este estudio se ha
observado que el porcentaje de GM en la parte superior aumenta con la
edad y que depende del sexo, por lo que es necesario tener en cuenta
estas dos variables demograficas a la hora de evaluar si un acortamiento
de las GM esta dentro o fuera de lo normal. Aunque el area de exposicion
del parpado puede sufrir cierta variabilidad debido a la eversion del
parpado, cabe destacar que el proceso de analisis de las imagenes es
homogéneo, por lo que no aflade mas variabilidad ademas de la propia

de la técnica de meibografia.
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Una de las limitaciones de este estudio es que solo se han evaluado
las imagenes del parpado superior. Debido a la dificultad a la hora de
tomar meibografias de calidad en el parpado inferior (menor area de
evaluacion, mayor obtencidén de imagenes con reflejos especialmente en
las zonas nasal y temporal), y que la gran mayoria de los estudios se
centran en el parpado superior,31.3544-46,51,52,82,310313,314 gg decidi® no
incluir la evaluacion del parpado inferior en este estudio. Otra limitacion
es que el software desarrollado es dependiente del instrumento que se
ha utilizado para tomar las imagenes (Easy Tear View+) ya que se han
ajustado diferentes parametros para tratar las imagenes obtenidas de
este instrumento. Conviene sefalar que esta dependencia existe en las
primeras fases del proceso de analisis, siendo las etapas de
modelizacion de las GM y cuantificaciéon de sus caracteristicas validas
para cualquier instrumento que se utilice. Sin embargo, esta puede ser
una de las razones de algunas discrepancias halladas entre este estudio
y los mencionados anteriormente. La adaptacion de esta herramienta
automatica de analisis a otros meibografos es relativamente sencilla.
Ademas, también es posible incorporar medidas que cuantifiquen otras
caracteristicas que pudieran ser interesantes para el diagndstico y/o
evaluacion de la morfologia de las GM. En esta tesis doctoral se ha
realizado el desarrollo del software y actualmente se esta perfeccionando
y evaluando su aplicabilidad a otro tipo de imagenes procedentes de
otros instrumentos. Como parte de la validaciéon de esta herramienta
informatica, se evaluara el grado de acuerdo entre una clasificacion

manual y la clasificacion automatica, en distintos tipos de paciente.

Como conclusion, en este estudio se ha caracterizado por primera
vez la morfologia de las GM del parpado superior en sujetos sanos en un

gran rango de edad, definiendo nuevos parametros medidos de manera
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objetiva y determinando los limites de referencia para cada uno de estos
parametros, incluyendo la influencia de la edad y el sexo. La edad tiene
un efecto en la longitud de las GM, la distancia euclidea entre sus
extremos, la anchura y la tortuosidad, mientras que tanto la edad como
el sexo tuvieron influencia en el area superior de GM. La longitud de las
GM y la distancia euclidea entre sus extremos aumenta entre los 25y los
50 afos, mientras que la anchura aumenta a partir de los 65 afos. La
tortuosidad también aumenta con la edad, aunque su variabilidad
disminuye entre los 45 y los 60 afios. El area de GM en la parte superior
de la imagen del parpado también aumenta con la edad, encontrando
valores mayores en hombres que en mujeres. Estos valores pueden ser
utiles a la hora de describir los cambios asociados a enfermedades o

diferentes alteraciones de la SO.

153



CARACTERIZACION DE LAS GLANDULAS DE MEIBOMIO

4.1.Morfologia de las glandulas de Meibomio en sujetos con
enfermedad de ojo seco

4.2.1. Introduccién

La EOS es una enfermedad de la SO que afecta a entre un 5% y un
50% de la poblacion.8® Se puede clasificar en tres tipos: acuodeficiente,
evaporativo y mixto. La EOS de tipo acuodeficiente se debe
principalmente a la alteracién de la glandula lagrimal principal y se
caracteriza por un descenso en la produccion lagrimal, mientras que el
tipo evaporativo se debe principalmente a la alteraciéon de las GM y se
caracteriza por un aumento de la evaporacion de la PL.>® Se categoriza
como EOS de tipo mixto cuando estan presentes caracteristicas del tipo
hiposecretor y del tipo evaporativo.®® Teniendo en cuenta la relacién entre
las GM y la EOS, el objetivo de la segunda parte de este estudio es
evaluar las diferencias clinicas entre sujetos sanos y sujetos con EQS, y
aplicar los IR calculados anteriormente para clasificar a sujetos con EOS

segun la morfologia de sus GM.

4.2.2. Material y métodos
4.2.2.1. Sujetos de estudio

Para esta segunda parte del estudio, se reclutaron sujetos voluntarios

de acuerdo con los siguientes criterios de inclusion y exclusion.

Criterios de inclusién

e Sujetos mayores de 18 afos que sean capaces de entender y
firmar el consentimiento informado.

e Sujetos con EOS definido como: OSDI = 13 y al menos dos de los
siguientes test alterados en ambos ojos: TFBUT < 7 segundos,?%8 tincién

corneal con fluoresceina = 1 en escala Oxford, tincidon conjuntival con
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verde de lisamina = 1 en escala Oxford, y test de Schirmer<5mmen 5

minutos.

Criterios de exclusion

e Alteraciones y/o enfermedades oculares activas tales como:
conjuntivitis infecciosa, alergia ocular, inflamacion de camara anterior,
enfermedad del segmento anterior que no sea EOS.

¢ Enfermedades autoinmunes que requieran tratamiento.

e Enfermedades sistémicas, neurologicas y/o dermatolégicas con
afectacion ocular.

¢ Inicio de uso de medicacion sistémica que afecte a la SO en los
ultimos 3 meses.

e Oclusion de los puntos lagrimales en los ultimos 3 meses.

e Uso de LC en los ultimos 7 dias.

e Uso de medicacion topica ocular y lubricantes oculares en las 24
horas previas a la visita del estudio.

e Mujeres embarazadas o en lactancia.
4.2.2.2. Evaluacion clinica

Se realiz6 un cuestionario de salud general y ocular, y a continuacion
se realizaron las siguientes pruebas clinicas siguiendo el protocolo
indicado en la primera parte del capitulo: OSDI, AV, hiperemias
conjuntivales bulbar y tarsal, grado de papilas, TFBUT, tincidon corneal
con fluoresceina, linea de Marx, tincion conjuntival con verde de lisamina,
signos de inflamacion del parpado, evaluaciéon de la funcion de las GM,
meibografia y test de Schirmer. La morfologia de las GM se evalu6
también con el software desarrollado en R descrito anteriormente, ya que
el observador no fue enmascarado pero el software, al ser automatico,

es objetivo.
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4.2.2.3. Analisis estadistico

Se escogié uno de los ojos de cada sujeto de manera aleatoria. Se
compararon las dos poblaciones (EOS y sanos) utilizando dos
aproximaciones. Por una parte, se compararon dos muestras
independientes de sujetos. Para esto, y con el fin de evitar sesgos
debidos a las diferencias en edad entre los dos grupos, se seleccioné
aleatoriamente un subgrupo de sujetos sanos mayores de 45 afos. La
otra aproximacion tiene que ver con los limites de referencia estimados
en la seccion anterior. Cada sujeto del grupo EOS fue clasificado como
normal o no-normal, en base a si los valores en cada una de las
caracteristicas analizadas de la morfologia de las GM se encontraban o

no dentro del IR correspondiente.

Para las variables cualitativas (sexo), se muestran los porcentajes de
cada nivel. Para las variables cuantitativas (edad, OSDI, AV, TFBUT,
tincion corneal, linea de Marx, tincion conjuntival, numero de glandulas
obstruidas, y test de Schirmer) se muestra la media y el IC al 95%,
minimo y maximo. Para las variables ordinales (hiperemia conjuntival
bulbar, hiperemia conjuntival tarsal, grado de papilas, expresion y calidad
de la secrecion de las GM, signos de inflamacion del parpado), se
muestran la mediana, IQR, minimo y maximo. Ademas, se comprobo la
normalidad con el test de Shapiro-Wilk para muestras de menos de 50
individuos, y Kolmogorov-Smirnov para muestras de mas de 50

individuos.

Diferencias clinicas entre sujetos sanos vy sujetos con EOS

Para la comparacion de los sujetos sanos y los sujetos con EOS se
evalud, en primer lugar, la diferencia en el sexo con el test Chi cuadrado.

Para las variables que cumplian con la distribucion normal se utilizé el

156



CARACTERIZACION DE LAS GLANDULAS DE MEIBOMIO

test T de Student para muestras independientes, mientras que para el

resto de las variables se utilizo el test no paramétrico U de Man Whitney.

Clasificacion de los sujetos con EOS seqgun la morfologia de las GM

aplicando los intervalos de referencia

Para la clasificacion de las imagenes de los sujetos con EOS, se
utilizaron los IR obtenidos para clasificar la muestra de 39 pacientes con
EOS. Se clasifico como ‘no-normal’ las imagenes con al menos 1
parametro fuera de los IR calculados, y se compararon las caracteristicas
clinicas entre el grupo de clasificados como ‘IR -normal’ e ‘IR -no normal’.
Para comparar los dos grupos, se utilizé el contraste T de Student para
dos muestras independientes cuando se cumplieron la hipotesis de
normalidad y homogeneidad de varianza. La hipotesis de normalidad se
comprobé con el contraste de Shapiro-Wilk y la hipotesis de
homogeneidad de varianza se comprobd utilizando el contraste de
Levene, y cuando no fue posible asumirla se utilizo el contraste robusto
de Welch para la comparacién de medias. En el caso de no poder asumir
la hipotesis de normalidad, se utilizé la alternativa no paramétrica, el

contraste U de Mann-Whitney.

4.2.3. Resultados

4.2.3.2. Diferencias clinicas entre sujetos sanos y sujetos con EOS

En el grupo de sujetos sanos, el 50% fueron hombres (n = 38) y el
50% mujeres (n = 38). En el grupo de sujetos con EOS, el 25,64% de los
participantes fueron hombres (n = 10) y el 74,36% mujeres (n = 29). Se
encontraron diferencias significativas en el sexo (Chi cuadrado = 6,289;
p = 0,012). La media de edad de los sujetos sanos fue de 57,63 (IC 95%:
56 — 59,26), rango 46 — 76 afos, mientras que la media de edad de los
sujetos con EOS fue de 61,56 (IC 95%: 58,2 — 64,92), rango 45 — 89
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afos. El grupo con EOS tuvo un valor significativamente mayor (p <
0,001) en el cuestionario OSDI que el grupo de sujetos sanos: EOS =
32,75 (IC 95%: 26,36 — 39,13), rango 13 — 82,5; sanos = 3,24 (IC 95%:
2,44 — 4,03), rango 0 — 11,36. No se encontraron diferencias significativas
enla AV: EOS = 0,04 (IC 95%: (-0,02) — 0,11), rango 0,22 — 1; sanos = 0
(IC 95%: (-0,03) — 0,04), rango (-0,26) — 0,5 unidades LogMAR.

Los valores de las variables clinicas se incluyen en la Tabla 4.22. Con
respecto a la hiperemia conjuntival bulbar y tarsal, los valores obtenidos
en el grupo de sujetos con EOS fueron significativamente mayores que
los de los sujetos sanos (p = 0,003 y p = 0,004; respectivamente). En el
grado de papilas no se encontraron diferencias significativas. El TFBUT
fue significativamente menor en el grupo con EOS, mientras que la tincion
corneal con fluoresceina fue mayor. Los valores de la linea de Marx
también fueron mayores en el grupo con EOS, asi como la tincidon
conjuntival con verde de lisamina (todas p < 0,001). El grado de signos
de inflamacion del parpado también fue mayor en los sujetos con EOS (p
< 0,001). La funcion de las GM resulté mas alterada en estos sujetos,
obteniendo valores mayores de expresion y calidad de la secrecién de
las GM (ambos 2 frente a 1, p < 0,001). También se encontraron
diferencias significativas en el numero de GM obstruidas en el parpado
superior, aunque podria no ser clinicamente relevante ya que la
diferencia no llega a una GM obstruida (p = 0,005). En el parpado inferior
no se encontraron diferencias significativas. Finalmente, no se

observaron diferencias significativas en el test de Schirmer.
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Tabla 4.22. Valores de las variables evaluadas de la superficie ocular para
sujetos sanos y con enfermedad de ojo seco.

Variable Grupo Media (IC 95%) Rango | P valor
TEBUT Sarlwos 9,29 (7,84 - 10,74) 2,33-30
Ojo < 0,001
(segundos) 3,3 (2,87 -3,73) 1,33-7
seco
Tincion corneal  Sanos 0,45 (0,27 — 0,65) 0-4
(CCLRU) Ojo < 0,001
(0 - 20) seco 3,38 (2,5 -4,27) 0-12
Linea de Marx Sgr.\ss 6,24 (5,4 —7,08) 0-15 < 0.001
(0—-18) J 9,26 (8,13 — 10,38) 0-15 ’
seco
Tincién Sanos 0,68 (0,4 —0,96) 0-4
s . <
conjuntival Ojo 2,33 (1,92 — 2.75) 0_5 0,001
(0-5) seco
Test de Sanos 13,86 (11,9 — 15,81 0-35
Schirmer Ol 4474874-1474) o0-35 2101
(mm) seco
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Tabla 4.22. Continuacion. Valores de las variables evaluadas de la
superficie ocular para sujetos sanos y con enfermedad de ojo seco.

e ediana iR~ —

Hiperemia Sanos 1[0] 0-3
bulbar (0-4)  ° 2 [1] 0-3 %%
seco
Hiperemia Sanos 11[1] 0-3
tarsal (0 — 4) Ojo 212] 0o_3 0004
seco
Sanos 0[1] 0-2
Papilas (0 — 4) Ojo 0 [1] 02 0,344
seco
. Sanos 0[0] 0-1
Tincion corneal Oio < 0.001
(Oxford) (0 — 5) ) 101] 0—4 ’
seco
Signos de Sanos 11[1] 0-3
inflamacion Ojo < 0,001
(0 -4) seco 210l 0-4
Sanos 11[1] 0-2
i - ' <
Expresion (0 — 3) Ojo 2] 1-3 0,001
seco
Sanos 1[1] 0-2
. a . <
Calidad (0 - 3) Ojo 2] 1-3 0,001
seco
Numero GM de Sgr.\(())s 0[] 0 0.005
obstruidas PS ) 0[] 0—1 ’
seco
Numero GM de Sgrllcc))s 01l 0-1 0079
obstruidas PI ) 0 [1] 0—1 !
seco

IC: intervalo de confianza, TFBUT: tiempo de ruptura lagrimal con
fluoresceina, CCLRU: cornea and Contact Lens Research Unit, mm:
milimetros, IQR: rango intercuartilico, GM: glandulas de Meibomio, PS:
parpado superior, Pl: parpado inferior.
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Finalmente, con respecto a las variables relacionadas con la
morfologia de las GM, los valores se incluyen en la Tabla 4.23. Los
valores de la longitud (p = 0,023) y la distancia euclidea (p = 0,041) fueron
menores en el grupo de sujetos con EOS. Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas en la anchura. Tampoco se
encontraron diferencias significativas entre los grupos en el numero de
GM. El numero de segmentos fue significativamente menor en el grupo
de sujetos con EOS (p = 0,011). Para las variables tortuosidad,
desviacién de la vertical, area global y area en la parte superior del
parpado, no se encontraron diferencias significativas. Tampoco hubo

diferencias significativas en la escala meiboscale.
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Tabla 4.23. Valores de las variables relacionadas con la morfologia de las GM para
los sujetos sanos y los sujetos con enfermedad de ojo seco.

Variable Grupo Media (IC 95%) Rango P valor ‘
Longitud Sanos 1,95 (1,81 — 2,09) 0,66 — 3,77 0.023
(mm) Ojo seco 1,72 (1,49 — 1,94) 0,63 — 3,55 ’
Distancia Sanos 1,83 (1,7 — 1,96) 0,67 —3,44
1> anet 0,041

euclidea (mm) i seco 1,66 (1,43 - 1,89) 0,65 - 3,57

Sanos 0,3(0,29-1031) 0,2-0,41
Anchura (mm) 0,439
Ojo seco 0,31 (0,29 - 0,32) 0,21-0,43
i Sanos 16,05 (15,04 — 17,06) 7-26
Numero 0299
de GM _ )
Ojoseco 15,08 (13,34 — 16,81) 3-24
i Sanos 6,28 (5,85 -6,71) 2,71-13,38
Nimero 0.011
de segmentos ) ’
Ojo seco 5,35 (4,76 — 5,94) 2,25 -9,56
Tortuosidad Sanos 0,31 (0,3-10,32) 0,2-0,43 0,686
-1 Ojo seco 0,3 (0,28 - 0,32) 0,12-10,39
Desviacion Sanos 0,37 (0,36 — 0,38) 0,26 - 0,49
de la vertical 0,408
(0-1) Ojo seco 0,38 (0,36 — 0,4) 0,27 -0,5
Area global Sanos 14,35 (13,54 — 15,17) 5,42 -22,08 0,264
0, )
(%) Ojoseco 13,35(11,74-14,95) 4,43 -241
. . Sanos 63,05 (61,28 — 64,82) 46,39 — 85,68
Area superior 0545
o, )
(%) Ojoseco 62,19 (60,23 —64,14) 43,73 -74,8
Mediana [IQR] Rango P valor ‘
Meiboscale Sanos ] 0-4 0.835
0-4) Ojo seco 1[1] 0-4

IC: intervalo de confianza, mm: milimetros, GM: glandulas de Meibomio, IQR: rango
intercuartilico.
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4.2.3.3. Clasificacion de los sujetos con EOS segun la morfologia de las
GM aplicando los IR

Se utilizaron los IR calculados anteriormente en funcion de la edad y
el sexo para clasificar a los individuos pertenecientes a una muestra de
39 sujetos con EOS. Segun la clasificacion de los IR, el 66,7% (IC 95%:
49,69 — 80,41) de estos sujetos se clasificaron como ‘normales’ (IR-
normal) y el 33,3% (IC 95%: 19,59 — 50,31) como ‘no -normales’ (IR-no
normal). Una vez realizada esta clasificacion, se compararon las
variables clinicas del grupo IR-normal con respecto al grupo IR-no

normal.

Los valores de las pruebas clinicas para ambos grupos se recogen
en la Tabla 4.24. Se encontraron diferencias significativas entre los dos
grupos en el valor del OSDI (Figura 4.30), expresion (Figura 4.31) y
calidad (Figura 4.32) de la secrecion de las GM. No se encontraron

diferencias significativas en el resto de las variables analizadas.
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Tabla 4.24. Valores de las variables evaluadas de la superficie ocular para los
grupos con enfermedad de ojo seco IR-normal, IR-no normal.

Variable Grupo Media (IC 95%) Rango valor
oSDI IRI-Ir;orr]r;al 29,06 (21,18 -36,93) 12,5-82,5 0,034
(0 -100) 40,14 (28,87 —51,4) 2222-775
normal
IR-normal 0,03 ((-0,01) — 0,08) (-0,2) - 0,2
AV IR-no 0,210
(1-(-0,3)) normal 0,06 ((-0,13) — 0,26 (-0,2) -1
TEBUT IRI-Ir;orr]r;al 3,32 (2,82 - 3,82) 1,33-6 o767
(segundos) 3,26 (2,34 — 4,17) 1,67 -7 ’
normal
Tincidn IR-normal 3,5 (2,22 -4,78) 0-12
corneal
(CCLRU) n'zrr:‘;l 3,15 (2,17 — 4,14) 1-6 0,628
(0 — 20)
Linea de Marx IRI-;orr]r;al 9,12 (7,73 - 10,5) 2-15 0708
(0-18) 9,54 (7,32 - 11,57) 3-14 ’
normal
Tincion IR-normal 2,46 (2-3) 1-5
conjuntival IR-no 0,391
(0-5) normal 2,08 (1-3) 0-5
Test de IR-normal 11,23 (7,41 — 15,06) 0-35
Schirmer IR-no 12,77 (7.27 — 18,26) 1-30 0,540
(mm) normal
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Tabla 4.24. Continuacién. Valores de las variables evaluadas de la superficie
ocular para los grupos con enfermedad de ojo seco IR-normal, IR-no normal.

Hiperemia IR-normal 1,5[1] 0-3
bulbar IR-no 0,947
(0 - 4) normal 20] 1-2
Hiperemia IR-normal 2 [2] 0-3
tarsal IR-no 0,573
(0 - 4) normal 210] 1-3
IR-normal 0[1] 0-2
Papilas (0 — 4) IR-no 0 [1] 0_2 0,8791
normal
e . IR-normal 1[1] 0-2
Tincién corneal IR-no 0241
(Oxford) (0 — 5) 1[0] 0-3 ’
normal
Expresion IR-normal 2 1] 1-2
(0-3) IR-no 2 [0] 1-3 0,040
normal
IR-normal 2 1] 1-3
Calidad (0 - 3) IR-no 2 [0] 1-3 0,052
normal
Nimero GM de IRI-Ir;c_)rr]r;al 0[0] 0-1 0.070
obstruidas PS 0[0] 0-1 ’
normal
NUmero GM de IRI-Ir;c_)rr]r;al 010] 0-1 ]
obstruidas PI 0 [0] 0-1
normal

IC: intervalo de confianza, TFBUT: tiempo de ruptura lagrimal con fluoresceina,
CCLRU: cornea and Contact Lens Research Unit, mm: milimetros, IQR: rango
intercuartilico, GM: glandulas de Meibomio, PS: parpado superior, Pl: parpado
inferior.
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OSDI
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Figura 4.30. Valores de OSDI e intervalo de confianza al 95%. *P = 0,034.
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Figura 4.31. Expresién de la secrecion de las glandulas de Meibomio. En el
grupo de IR-normal, la mediana coincide con uno de los cuartiles y estos
cuartiles también coinciden con el minimo y el maximo. En el grupo IR-no
normal, los valores 1 y 3 son valores extremos y los 3 cuartiles coinciden en
el valor 2. *P = 0,040.
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Calidad de Ia*secrecién

o

Puntuacioén (0 - 3)

= O

Figura 4.32. Calidad de la secrecion de las glandulas de Meibomio En
el grupo de IR-normal, la mediana coincide con uno de los cuartiles. En
el grupo IR-no normal, los valores 1 y 3 son valores extremos y los 3
cuartiles coinciden en el valor 2. *P = 0,052.

4.2.4. Discusion

Para comparar los resultados obtenidos en la poblacién de sujetos
con EOS se utilizé una muestra de sujetos sanos de edad similar ya que
la prevalencia de la EOS aumenta con la edad, concretamente se situa
entre el 38% y el 68% a partir de los 40 afios.'#8% El objetivo del estudio
fue comprobar si existen diferencias entre ambas poblaciones asociadas
a alteraciones en la morfologia de las GM, eliminando el efecto de la
edad. La prevalencia de la EOS es mayor en mujeres (18,7 — 19,4% en
mujeres frente 9,8 — 11,5% en hombres),3'5316 por lo que era esperable

que se encontraran diferencias significativas en el sexo.

Con respecto a las diferencias observadas en los sintomas oculares,

los sujetos con EOS podrian categorizarse como moderados, de acuerdo
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con el cuestionario OSDI, ya que una puntuacién entre 23 y 32 se

considera moderada, siendo severa a partir de 33.3%

Con respecto ala SO, se observé un mayor grado de hiperemia, tanto
bulbar como tarsal, en los sujetos con EOS (grado 2 en sujetos con EOS
frente a 1 en los sujetos sanos). En este estudio, los valores de hiperemia
conjuntival obtenidos fueron mas elevados que en otros estudios. Cuevas
et al.,3"” obtuvieron una media de 1,57 + 0,59 en el peor ojoy 1,52 + 0,59
en el mejor ojo, evaluado con la misma escala, en 21 sujetos con EOS.
La media de edad de Cuevas et al.3'” fue mas joven que la del presente
estudio (56,7 + 12,3 afos frente a 61,56 + 10,37 afos). Teson et al.,’®
también obtuvieron una media de hiperemia conjuntival menor (0,93 +
0,14 escala Efron) en un grupo de 20 sujetos con EOS con una media de
edad mas similar (64,7 + 1,8 afios). Llorens-Quintana et al.,3'® evaluaron
la hiperemia conjuntival de forma automatica con el Keratograph 5M en
150 sujetos con y sin sintomas de sequedad ocular (media de OSDI =
16,7 + 15; rango 2,1 — 75), con una media de edad de 42 + 17 afos.
Obtuvieron un valor medio de hiperemia de 1,11 £ 0,5, aunque el rango
varié de 0 a 3,33. Sin embargo, Lépez-Miguel et al.”® no encontraron
diferencias en el grado de hiperemia conjuntival medida con la escala
Efron, en 19 sujetos con EOS (1,25 + 0,1) frente a 20 sujetos controles
(1,07 £ 0,09), con una media de edad similar a la del presente estudio
(media de edad de sujetos con EOS = 64,2 + 1,9 afios y media de edad
de sujetos controles = 59,3 + 1,9 anos). Las diferencias obtenidas entre
los sujetos con EOS y los sujetos sanos podrian deberse al contexto
inflamatorio de la EOS, ya que la hiperemia conjuntival es un signo que

indica la inflamacion de este tejido. %3
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Sin embargo, en el grado de papilas, que también tienen relacion con
la inflamacion, no se encontraron diferencias significativas. Aunque
también se ha descrito la presencia de papilas en EOS,%'® es mas
frecuente encontrarlas en sujetos con alergia ocular3'® o en usuarios de
LC.320

En relacion con la PL, se observd un menor TFBUT en los sujetos
con EOS, lo que era esperable ya que se utilizd6 como uno de los criterios
de inclusidn. Sin embargo, cabe destacar que el TFBUT de los sujetos
sanos no fue mucho mayor que el criterio de inclusion fijado en 7
segundos. El criterio de corte del TFBUT ha ido disminuyendo
recientemente, de 10 segundos en 1973,32! hasta los 72°8 0 5 segundos
utilizados en algunos estudios actuales.'%8322 | a diferencia en el TFBUT
entre sujetos con EOS y sujetos controles ha sido ampliamente descrita,
encontrando valores por debajo de los 5 segundos en los sujetos con
EOS, en diferentes estudios con distintos grupos de edad.3446:184,311,323,324
Sin embargo, en todos estos estudios también se observan valores
medios de TFBUT mas bajos del criterio de corte establecido inicialmente
como 10 segundos. En esta linea, Lépez-Miguel et al.”® no encontraron
diferencias significativas entre los sujetos con EOS y los sujetos
controles, obteniendo valores de TFBUT mas bajos (2,81 = 0,24
segundos para los sujetos controles y 2,78 + 0,56 segundos para los
sujetos con EOS), y Chen et al.3'? obtuvieron una media de 7,5 segundos
en 117 sujetos controles mayores de 65 afos. La medida de la estabilidad
lagrimal es muy variable, como se puede observar en los resultados de

los estudios mencionados.

La integridad de la SO de los sujetos con EOS estaba mas

comprometida que la de los sujetos sanos, de acuerdo con los resultados
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de las tinciones vitales. Por un lado, la tincién corneal con fluoresceina
medida con la escala Oxford fue mayor en sujetos con EOS. Este
resultado era esperable ya que fue utilizado como criterio de inclusion, y
se encuentra en linea con otros estudios como el de Llorens-Quintana et
al.,*'3 que también obtuvo una media de 1 en la escala Oxford, aunque
estos autores incluyeron tanto sujetos sintomaticos como asintomaticos,
por lo que el rango obtenido fue amplio, de 0 a 3. Cuevas et al.3""
obtuvieron valores menores con la misma escala: 0,74 £ 1,7 en el peor
0joy 0,76 £ 1,71 en el mejor ojo. Teson et al.”® observaron valores incluso
menores también con la escala Oxford (0,33 + 0,13). Estos resultados
podrian evidenciar la gran variedad de la escala Oxford para evaluar la
tincion corneal. Sin embargo, en el presente estudio, al evaluar esta
tinciébn con una escala mas detallada como la CCLRU, observamos una
diferencia mayor entre poblaciones (0,45 frente 3,38), este resultado
puede ser debido a que la escala CCLRU es mas fina, evaluando de
forma separada cada una de las areas de la cornea para luego dar una
puntuacion global, mientras que la escala de Oxford valora toda la cérnea
de forma conjunta. De hecho, se han publicado resultados contradictorios
en la tincion corneal con la escala Oxford. Eom et al.3?® encontraron
también un mayor grado de tincion corneal con la escala Oxford en
sujetos con DGM frente a sujetos controles (0,4 frente a 0; p = 0,001). Sin
embargo, Adil et al.>* no encontraron diferencias significativas entre los
sujetos con DGM vy los controles (1,6 £ 2 frente a 1 £ 0,7; p = 0,673),
también evaluado con la escala Oxford. Xiao et al.*® no obtuvieron
diferencias significativas entre los sujetos controles (0,9 + 0,6) y los
sujetos con DGM hipersecretora (1,12 + 1,4; p = 0,71), hiposecretora (2
+ 2,2; p =0,06) y obstructiva (1,8 + 2,1; p = 0,28). Tampoco encontraron
diferencias significativas Lopez-Miguel et al.”® entre los sujetos controles
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(0,5%0,15) y los sujetos con EOS (0,68 + 0,15). Estos resultados podrian
indicar que el uso de una escala mas fina para la tincién corneal podria
discriminar mejor entre sujetos con y sin EOS leve-moderado, mientras
que escalas mas gruesas como la Oxford permitirian detectar casos de

EOS mas severos.

El desplazamiento de la linea de Marx también fue mayor en el grupo
de sujetos con EOS. Esta linea puede sufrir un desplazamiento hacia los
orificios de las GM en el proceso de conjuntivalizacion del borde
palpebral.3?®> Yamaguchi et al.3%* observaron un mayor desplazamiento
con la edad y en sujetos con DGM, y este criterio se utiliza actualmente
para definir la presencia de DGM.?® Sin embargo, la mayoria de los
estudios lo califican como presencia o ausencia de desplazamiento en la

linea de Marx, sin utilizar la escala de Yamaguchi et al.304

En el caso de la tincién conjuntival, la diferencia entre grupos también
fue notable (sanos = 0,68 frente a EOS = 2,33). Los valores del presente
estudio fueron mas elevados que los observados por otros autores que
utilizaron también la escala Oxford, aunque también pueden deberse a
diferencias en el volumen de suero utilizado o en el tiempo de
observacion. Cuevas et al.,3'” obtuvieron valores de tincion conjuntival de
1,22 + 1,45 en el peor ojo y 1,65 + 1,52 en el mejor, aunque utilizaron
rosa de bengala en lugar de verde de lisamina. Sin embargo, también
encontramos diferencias con otros estudios que si utilizaron verde de
lisamina. Llorens-Quintana et al.®'® obtuvieron un valor de tincion
conjuntival de 1, aunque el rango fue 0 — 4, debido a la inclusién de
sujetos con y sin EOS. Teson et al.”® también obtuvieron un menor valor
en su muestra de EOS (0,63 = 0,18) con respecto a los resultados de

este estudio. Los valores del estudio de Lopez-Miguel et al.”® también
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fueron menores, aunque observaron diferencias significativas entre los
sujetos controles y los sujetos con EOS (0,48 £ 0,14 frente 2 0,84 + 0,13;
p < 0,05). La existencia de tincion en la SO es indicativa de inflamacion y
tiene una mayor correlacion con la severidad del ojo seco en casos
moderados y severos, como es la poblacion utilizada en el presente

estudio.193.326

Los signos de inflamacion del parpado fueron significativamente
mayores en el grupo con EOS. Yun et al.3?” observaron un valor similar
de signos de inflamacion del parpado en 90 sujetos con DGM (1,96 +
0,62; media de edad = 54,67 + 13,62 afos). Arita et al.'® también
observaron un valor mayor en 53 sujetos con DGM obstructiva (media de
edad = 71,4 £ 10 afnos) que en 60 controles (media de edad = 71 £ 9,3
anos), siendo los valores 2,62 + 1,08 frente a 0,55 £ 0,70 (p < 0,0001).
Lin et al.3'" obtuvieron también un grado mayor de signos de inflamacion
en sujetos con DGM que en sujetos control (2,59 = 1,5 frente a 0,46 +
0,74; p < 0,001). Gulmez et al.3?® encontraron también un grado mayor
en 86 sujetos con DGM frente a 44 sujetos sanos (grado 2 frente a grado
0, p < 0,001). Por ultimo, Yu et al.3?° también encontraron un valor
significativamente mayor (2 frente a 1, p < 0,001) en 49 sujetos con DGM
(40 afnos de media) que en un grupo de controles, aunque cabe destacar

que el grupo de controles era mas joven (25 anos de media).

Respecto a la funcién de las GM, los valores de expresion y calidad
de la secrecion de las glandulas fueron mayores en el grupo con EOS.
Este resultado esta dentro de lo esperado ya que, para los sujetos sanos,
la DGM fue un criterio de exclusion. Estos resultados estan en linea con
otros estudios que han observado un valor cercano a 2 en la expresion y

calidad de la secrecion de las GM. Arita et al.'8 obtuvieron un valor de

172



CARACTERIZACION DE LAS GLANDULAS DE MEIBOMIO

1,87 + 1 frente a 0,72 + 0,72 de los controles, p < 0,001. Adil et al.3
obtuvieron una peor expresion de la secrecion de las GM en los sujetos
con DGM frente a los sujetos controles (1,2 £ 0,9 frente 2 0,8 £ 0,8; p =
0,002). Evaluaron la calidad de 0 a 3 en cada una de las 8 GM centrales
del parpado inferior y obtuvieron una peor calidad en los sujetos con DGM
(9,3 £ 4,9 frente a 4 £ 0,2; p < 0,001). Xiao et al.® utilizaron el mismo
criterio y encontraron una peor expresion de la secrecidn en sujetos con
diferentes tipos de DGM (hipersecretora = 0; hiposecretora 2,1 £ 0,7; y
obstructiva = 1,7 £ 0,6; todas p < 0,001) frente a los sujetos controles (0,8
1 0,8), y una peor calidad también (hipersecretora = 8,1 + 4,1; p < 0,001;
hiposecretora = 2,6 + 1,6; p = 0,19; y obstructiva = 10,6 £ 4,4; p < 0,001;
controles = 0,03 + 0,2). Lee et al.3* evaluaron a 58 sujetos con EOS
(media de edad de 63,2 + 9,4 afios) y obtuvieron un valor de 2,53 + 0,54.
Por ultimo, Fukuoka et al.3*' obtuvieron un valor medio de 2,4 en 54
sujetos con EOS (media de edad = 49,2 + 11,8) también antes del
tratamiento con luz pulsada. Aunque en este estudio en la muestra de
sujetos con EOS no se hizo distincion entre evaporativo, acuodeficiente
o mixto, estos resultados podrian indicar un mayor componente
evaporativo ya que la funcion de las GM estaba alterada con respecto a

los sujetos sanos.

Ademas de Ila funcidn, aunque se observaron diferencias
significativas en el numero de GM obstruidas, no es clinicamente

relevante ya que la diferencia entre los grupos es muy pequefia.

Finalmente, el hecho de no observar diferencias significativas en el
test de Schirmer podria sugerir que los sujetos seleccionados sufrian
EOS con mayor componente evaporativo, por lo que la produccion

lagrimal se encuentra dentro de los valores normales. Algunos autores

173



CARACTERIZACION DE LAS GLANDULAS DE MEIBOMIO

han descrito valores elevados del test de Schirmer en sujetos con EOS.
Cuevas et al.3'" obtuvieron valores mas altos: 17,09 + 8,78 mm en el peor
ojo y 16,96 + 8,54 mm en el mejor ojo. Teson et al.”® también obtuvieron
valores algo mas elevados (14,5 £ 1,94 mm). Mientras que otros autores
obtuvieron valores similares. Por ejemplo, Eom et al.>?3 obtuvieron
valores de 12,8 mm para los sujetos controles y 10,9 mm en los sujetos
con DGM obstructiva. Adil et al.** tampoco encontraron diferencias
significativas entre sujetos con DGM y sujetos controles (14,4 £ 10 mm
frente a 16,5 + 11,9; p = 0,4), al igual que Arita et al.,"® con valores de
12,3 £ 7,5 mm para sujetos con DGM y 10,3 £ 5,3 mm para los sujetos
controles (p = 0,173); y Lopez-Miguel et al.,”® con valores para los sujetos

de controles 14,3 £ 2,07 mmy 10,47 £ 2,05 mm para sujetos con EOS.

En las variables relacionadas con la morfologia de las GM, se han
observado pocas diferencias significativas entre los grupos. Con respecto
a la longitud, los valores fueron menores en el grupo con EOS que en el
grupo de sujetos sanos, aunque se desconoce si esta diferencia es
clinicamente relevante ya que en este trabajo se han incluido los cambios
descriptivos. Estos resultados podrian estar relacionados con un
acortamiento en las GM, como ha sido publicado anteriormente.30:39.206
Xiao et al.®? obtuvieron valores mayores, desde 2,62 + 0,76 mm para un
grado de pérdida de GM severo, hasta 5,62 + 1,25 mm para un grado de
pérdida leve. Estos valores son mas altos que los obtenidos en este
estudio, pero, como se ha mencionado en la primera parte de este
capitulo, en el estudio de Xiao et al.5 solo se incluyeron 15 imagenes de
meibografia, por lo que seria necesario una muestra mas grande para
confirmar esos datos. Llorens-Quintana et al.** obtuvieron valores de

entre 1,3 mm y 2,9 mm para un grado severo de pérdida de GM y un
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grado leve, respectivamente, valores mas similares a los del presente

estudio.

La distancia euclidea entre los extremos de la GM también fue
menor en el grupo con EOS. Como se ha mencionado en la primera parte
de este capitulo, la longitud y la distancia euclidea son medidas muy
similares por lo que las diferencias entre los grupos también lo son. Esta
medida se ha utilizado en otros estudios para calcular la tortuosidad. Sin
embargo, como se ha mencionado en la primera parte del capitulo, es
dificil comparar los resultados obtenidos ya que otros autores, aunque

utilizan esta medida, no siempre aportan los datos numéricos.*%82

Con respecto a la anchura, no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos. Hasta donde sabemos, solo hay dos
estudios que evaluen la anchura de las GM en mm. El estudio de Xiao et
al.>? obtuvo valores de entre 0,32 mm y 0,35 mm para un grado de
pérdida severo y leve, respectivamente, aunque de nuevo es preciso
indicar que solo analizé 15 imagenes. Por otro lado, Llorens-Quintana et
al.** obtuvieron valores mas similares a los del presente estudio, de 0,2
mm a 0,4 mm de mayor a menor grado de pérdida de GM. Por lo tanto,
hasta donde sabemos, este seria el primer estudio que compara la
anchura en mm de las GM entre sujetos sanos y sujetos con EOS, sin

encontrar diferencias entre ellos.

Tampoco hubo diferencias en el numero de GM. Llorens-Quintana et
al.** encontraron un menor nimero de GM a medida que aumentaba el
grado de pérdida de GM. Como se ha mencionado en la primera parte
del capitulo, existe una gran variacion entre individuos en el numero de
GM del parpado superior, por lo que estas diferencias podrian deberse a

dicha variabilidad.
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Si que se observé un menor numero de segmentos en los sujetos
con EOS. Al haber observado una longitud menor en los sujetos con
EQOS, desde nuestro punto de vista parece menos probable que las GM
tengan mas cambios de direccion al ser mas cortas. Ambas medidas se
relacionan a la hora de calcular el indice de tortuosidad y un hallazgo
interesante de este estudio es que la tortuosidad fue similar en ambos
grupos. Se han encontrado diferentes resultados en estudios previos,
debido principalmente a la falta de consenso a la hora de definir y medir
la tortuosidad. Xiao et al.*® observaron que el nimero de GM tortuosas
era significativamente mayor en los sujetos controles (2,7 + 1,5) que en
lo sujetos con diferentes tipos de DGM (hipersecretora 1,2 + 1,3;
hiposecretora 0,8 + 1,3; y obstructiva 0,9 + 1,3; todas p < 0,001). Es
probable que este resultado se deba a que la longitud de las GM fue
mayor en los sujetos controles, por lo que existe mas probabilidad de que
haya tortuosidad. Llorens-Quintana et al.** también observaron una
irregularidad mayor cuando el grado de pérdida de GM era menor
(irregularidad = 21,92 para grado de pérdida 0, e irregularidad = 0 para
grado de pérdida 3). Xiao et al.>? obtuvieron indices de tortuosidad de
0,18 a 0,30 para diferentes grados de pérdida de GM. Dai et al.*®
encontraron una correlacion moderada y significativa (Rho = -0,383, p <
0,005) entre la expresidn de la secrecion de las GM y la tortuosidad, pero
no encontraron relacion con el resto de los signos o sintomas y no
especificaron los valores cuantitativos de la tortuosidad. Lin et al.3!
observaron una mayor tortuosidad en los sujetos con DGM que en los
sujetos control (0,13 + 0,04 frente a 0,09 £ 0,02; p < 0,001). Fatima et
al.3%2 utilizando una escala de 0 (ninguna GM tortuosa) a 2 (mas de 5 GM
tortuosas),®® no encontraron diferencias significativas entre un grupo de

sujetos con EOS preclinico y un grupo de sujetos control (diferencia = -
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1,1; p = 0,27). Hasta el momento, la tortuosidad ha sido definida como un
angulo mayor de 45°36:3746 o cuantificada como la relacién entre la
longitud y la distancia euclidea entre los dos extremos de la GM.4%:82
Como se ha mencionado anteriormente, este término no identifica las
formas en zigzag como tortuosas. Es por ello por lo que se definié un
nuevo indice de tortuosidad que identifica segmentos y tiene en cuenta
el angulo entre ellos. Utilizando esta medida objetiva mas cercana a la
caracteristica real de ‘tortuoso’, no se han observado diferencias en la

tortuosidad de las GM entre sujetos con EOS y sujetos sanos.

Con respecto a la desviacion de la vertical, no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos. Como se ha mencionado en la
primera parte del capitulo, esta medida podria utilizarse para cuantificar
el angulo de inclinacién en el que se basan otros estudios para definir
una GM como tortuosa.®¢3746 Sin embargo, al no obtener diferencias
significativas entre los grupos, no se podria asegurar que esta medida

pueda utilizarse para distinguir a un sujeto sano de un sujeto con EOS.

En el porcentaje de area global tampoco se encontraron diferencias
significativas entre los grupos. Respecto al area superior, en el caso de
los sujetos sanos, el 63,05% del area de GM se situd en la parte superior
de la imagen del parpado (parte mas cercana al borde libre del parpado),
y en el caso de los sujetos con EOS el porcentaje fue de 62,19%. Los
porcentajes fueron muy similares por lo que no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos. Algunos autores si que
encontraron diferencias en el area de pérdida de sujetos con EOS frente
a sujetos controles. Por ejemplo, Pult et al.33 encontraron un mayor
porcentaje de pérdida de GM en sujetos con EOS que en sujetos
controles (45,2 + 18,8% frente a 30,7 + 17,5%; p < 0,001), cuantificado
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con un software semiautomatico. En este estudio, la media de edad de
todos los participantes fue de 62,8 + 17,5 afios. Srinivasan et al.*?
obtuvieron un 32% de pérdida en sujetos con DGM (media de edad =
57,4 £ 8,7 anos) frente al 6% de los controles (media de edad = 57,2 +
6,2 aifios) cuantificado con Image J (p = 0,001). Fatima et al.3%? también
cuantificaron el area de pérdida con Image J, pero no encontraron
diferencias significativas entre los sujetos con EOS preclinico y los
sujetos controles (diferencia = -0,43; p = 0,66). Otros autores como Xiao
et al.*6 obtuvieron una densidad de GM, es decir, sin tener en cuenta el
espacio inter glandular, menor en sujetos con DGM hiposecretora frente
a los sujetos controles (14,8 + 3 frente a 20,2 + 16,3; p < 0,001). Sin
embargo, no encontraron diferencias con sujetos con DGM
hipersecretora (15,7 £ 2,7) y DGM obstructiva (15,4 £ 3,1). En el caso de
los dos estudios anteriores, los grupos tenian una edad similar a las del
presente estudio, por lo que las diferencias en los resultados podrian
deberse a que la cuantificacion del area de pérdida o de GM con Image

J es mas subijetiva.

Por todo ello, se podria decir que la longitud de las GM disminuye en
pacientes con EOS, pero esta disminucién no es lo suficientemente
relevante, al menos con los datos obtenidos de la muestra de este
estudio, como para afectar al grado de pérdida de GM cuando se
comparan sujetos de edades similares. Es posible que los cambios
morfolodgicos de las GM se deban en mayor parte a la edad que al estado
de las GM en un contexto de EOS.33* Chen et al.3'? tampoco encontraron
diferencias significativas en sujetos mayores de 65 afos con y sin EOS,
aunque la evaluacion de las imagenes fue subjetiva de acuerdo con la

escala de imagenes desarrollada por Daniel et al.?°® Este aspecto es
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importante ya que a la hora de evaluar si la morfologia de las GM esta o

no alterada, hay que tener en cuenta la edad del sujeto.

Como conclusion, se ha observado que los sujetos con EOS tienen
un mayor grado de signos relacionados con la inflamacién y su SO esta
mas comprometida que la de los sujetos sanos. Con respecto al estado
de las GM, se ha observado una alteracién de todas las variables
relacionadas con la funcion, pero no con la morfologia, ya que solamente
se ha observado una menor longitud de las GM del parpado superior. Por
todo ello, es necesario evaluar la morfologia de las GM junto con la
funcién para determinar la existencia o no de DGM. En un estudio futuro
se podrian analizar las minimas diferencias clinicamente significativas de

los parametros calculados.

En la parte final de este estudio se han utilizado los IR para la
morfologia de las GM con una muestra de 39 sujetos con EOS. Con los
parametros utilizados y los IR calculados, el 66% de los sujetos con EOS
tienen una morfologia de las GM del parpado superior dentro de los
limites normales, aunque su funcion se encuentre alterada en

comparacién con sujetos sanos.

Una posible explicacion de estos resultados puede deberse a la falta
de correlacion entre la morfologia y la funcidén de las GM. Por ejemplo,
Daniel et al.?%¢ encontraron que algunas de las formas de las GM
descritas por ellos mismos anteriormente tenian relacién con la
estabilidad lagrimal, como el numero de GM tortuosas en el parpado
superior, que aumentaba con el TFBUT. Pero no encontraron relacion
con los sintomas o la tincién conjuntival. Sin embargo, Crespo-Trevifio et
al.3% utilizaron la misma escala y no encontraron diferencias en la

frecuencia de alteraciones morfologicas de las GM entre sujetos sanos y
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sujetos con EOS (92,9% frente a 87,9%; p=0,69). Otros autores
encontraron relacion entre el grado de pérdida de GM y la estabilidad
lagrimal, la tincion corneal y la expresion de las GM, pero no con los
sintomas.3432* Adil et al.3* encontraron una correlacion débil, pero
significativa entre el grado de pérdida de GM del parpado superior y la
tincion corneal (Rho = 0,1; p < 0,001), y la expresién de la secrecion de
las GM (Rho = 0,29; p < 0,001). También encontraron una correlacién
inversa con el TFBUT (Rho = - 0,122; p < 0,001). Giannaccare et al.3?*
encontraron una correlacion entre el grado de pérdida de GM y el OSDI
(R =0,187; p = 0,004). En el campo de las LC, Blanco-Vazquez et al.33
encontraron una correlacion moderada pero significativa (Rho = 0,47; p
= 0,003) entre el numero de GM y los sintomas de incomodidad con LC.
Pero no encontraron relacion entre el numero de GM parciales, el
porcentaje de pérdida o el porcentaje de GM tortuosas. Kim et al.3%"
sugirieron que el origen de estas discrepancias entre funcion y morfologia
podria deberse a las diferentes fases de la DGM. Es decir, en una fase
temprana de DGM donde los orificios estan obstruidos pero la estructura
de la GM se mantiene, la funcién se vera alterada pero no asi la
morfologia. Sin embargo, si la GM esta atrofiada, tanto la morfologia
como la funcién se veran alteradas.®®” Los resultados de este estudio
podrian demostrar la teoria de Kim, ya que los sujetos con EOS tienen
alterada la funcion de las GM con respecto a los sujetos sanos pero la

morfologia de las GM entra dentro de los IR para un 66% de ellos.

Una vez que se clasificaron los sujetos con EOS como normales y no
-normales en relacion con la morfologia de las GM, se observé que el
grupo clasificado como no -normal tenia un mayor grado de sintomas y
una peor expresion y calidad de la secrecion de las GM. Estos resultados

podrian estar indicando dos aspectos importantes. Por un lado, que las
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alteraciones en la morfologia de las GM se producen en casos severos
de DGM vy, por tanto, podrian ser utiles para detectar estos casos, pero
no para casos leves y moderados. En este aspecto, los resultados
obtenidos estan en linea con otros estudios que afirman que el grado de
pérdida de GM esta relacionado con la severidad de la DGM.23.52:338,339
Por otro lado, que la alteracion de la funcién de las GM se produce antes
que la alteracién en la morfologia.367-198340 |ncluso se han observado
alteraciones en la expresién de las GM con una morfologia no alterada.34!
Algunos autores sostienen que, en primer lugar se produce un aumento
de la viscosidad del meibum,342343 que deriva en la obstruccion de los

orificios,'96:344 produciendo finalmente la atrofia y pérdida de las GM.?°

Finalmente, el hecho de que no se hayan encontrado diferencias
significativas en el resto de las pruebas clinicas podria deberse a la falta
de correlacion entre signos y sintomas en la EOS y la DGM.?3193 Algunos
autores si han encontrado relacion entre los sintomas oculares, los
signos de la SO, la morfologia y la funcion de las GM, pero otros no. Por
ejemplo, en el estudio de Eom et al.,3%° el area de pérdida de GM tenia
relacion con la expresion de la secrecién de las GM (R = 0,451; p =
0,021), pero no con la tincién corneal y la estabilidad lagrimal, mientras
que la expresion si tenia relacion con estas dos variables (R = 0,422; p =
0,032 para la tincién corneal y R = -0,459; p = 0,018 para el TFBUT). En
otro estudio del mismo grupo,®?® solo encontraron correlaciones
significativas entre el area de pérdida de GM del parpado superior con el
espesor de capa lipidica en sujetos con DGM (R =-0,375; p = 0,041). Sin
embargo, no encontraron asociacién con el TFBUT ni el test de Schirmer.
Bilkhu et al.?'3 encontraron relacién entre la funcién de las GM vy la
longitud (r = -0,507, p < 0,001) y la tortuosidad (r = -0,129, p < 0,001),
aunque no con la anchura (r = -0,090, p = 0.167). Finis et al.3
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encontraron una correlacion significativa del grado de atrofia de las GM
con la expresion de la secrecion (R = 0,197; p = 0,003), y con el TFBUT
(R = 0,1615; p = 0,012); y Ji et al.3*% encontraron una correlacion
significativa entre el area de pérdida de GM y el cuestionario OSDI (R =
0,201; p = 0,023).

Estas discrepancias hacen que sea dificil definir cual es el mejor test
clinico para detectar la DGM. De hecho, los resultados obtenidos en este
estudio y los mencionados por otros autores sugieren que no es posible
elegir un unico test, si no que el mejor diagnostico debe realizarse con un
conjunto de pruebas. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en
este estudio, sugerimos que, ademas de evaluar la morfologia de las GM,
es imprescindible evaluar los sintomas y la funcion de las GM para
diagnosticar los casos mas leves de DGM. Como parece que no existe
una clara relacion entre signos y sintomas, los resultados de este estudio
sugieren que precisamente la morfologia de las GM en el parpado
superior tiene mas efecto en los sintomas que en los signos. Esto podria
indicar que, ante dos sujetos con EOS de igual severidad al evaluar solo
los signos oculares, la severidad subjetiva puede no ser la misma. En
este aspecto, la evaluacion de la morfologia de las GM podria aportar
mas informacion, indicando si se encuentra dentro o fuera del IR y
permitiria detectar casos con una peor funcion de las GM y un mayor

grado de sintomas cuando los signos oculares son iguales.

Una de las limitaciones de este estudio es que la morfologia de las
GM solo ha sido evaluada en el parpado superior. En el campo del
procesamiento de imagenes, el parpado inferior presenta mas
dificultades debido a su reducido tamafio. Si bien es cierto que la mayoria

de los estudios se centran en el parpado superior, también seria
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necesario incluir la evaluacion tanto de la morfologia como de la funcién
del parpado inferior. Otra limitacion de este estudio es que la muestra de
sujetos con EOS no ha sido clasificada como evaporativo, acuodeficiente
o mixto con el fin de mantener un tamano muestral mas elevado. Aunque
los resultados obtenidos podrian indicar que en esta muestra existe un
componente mayoritariamente evaporativo, por lo que en el futuro habria

que ampliar el estudio a otros tipos de EOS.
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CAPITULO 5: EFECTO DEL TRASPLANTE DE
CELULAS HEMATOPOYETICAS EN LAS
GLANDULAS DE MEIBOMIO

5.1.Introduccion

La enfermedad de injerto contra huésped (EICH) es una enfermedad
de origen inmunoldgico y constituye de las principales complicaciones del
trasplante de células hematopoyéticas.®> Esta terapia es utilizada en
alteraciones de la funcién de la médula 6sea y enfermedades neoplasicas
(tumores malignos).53 Puede afectar a diferentes 6rganos como la piel, el
sistema gastro-intestinal, el higado, los pulmones, el eso6fago y las
mucosas orales y oculares,??* provocando inflamacion y fibrosis de estos
tejidos y dando lugar a un fallo organico,?®® y es la primera causa de

muerte en estos sujetos trasplantados.?3°

Para que el injerto de células madre hematopoyéticas del donante
tenga éxito, es necesario someter al paciente a un régimen de
acondicionamiento en el que se prescriben una serie de tratamientos de
quimioterapia, radioterapia y/o terapia anti supresora con el objetivo
eliminar la inmunidad del huésped, preparando asi la médula 6sea para

las nuevas células y ademas erradicar las células tumorales.8%%°

La prevalencia de la afectacion ocular oscila entre un 30% y un 60%
en pacientes trasplantados, y entre un 60% y 90% en pacientes con EICH
agudo o cronico.?3":232 Afecta a diferentes estructuras oculares como las
glandulas lagrimales, la conjuntiva, la cérnea y las GM,4233 y se
producen tres procesos principales: disfuncion de la glandula lagrimal
principal, inflamacion corneo-conjuntival y DGM,57234 siendo la EOS la

manifestacion mas frecuente del EICH ocular.%4
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Los tratamientos prescritos previos al trasplante también pueden
afectar a diferentes estructuras de la SO que podrian poner al paciente
en una situacién previa al trasplante que le haga mas proclive a padecer
EICH ocular.?* Aunque la afectacién de la glandula lagrimal principal y la
inflamacion corneo-conjuntival han sido ampliamente estudiadas, se

conoce menos la implicaciéon de las GM en el EICH ocular.83

Por este motivo, el objetivo de este estudio es evaluar el estado de
las GM en sujetos sometidos al tratamiento previo al trasplante alogénico

de células hematopoyéticas y su evolucion tras el trasplante.

Este estudio se realiz6 durante la estancia de tres meses en el
Hospital Universitario de Colonia y en este capitulo se incluyen todos los
resultados de la estancia internacional: adaptaciéon del software de
analisis de meibografia desarrollado en el Hospital Universitario de
Colonia y andlisis de las imagenes de sujetos sometidos al trasplante de

células hematopoyéticas.

5.2. Material y métodos

Se llevé a cabo un estudio retrospectivo y observacional, de acuerdo
con los principios de la Declaracidén de Helsinki. Se incluyeron imagenes
de meibografia de ambos parpados de un ojo seleccionado de forma
aleatoria (tomadas con el topégrafo Oculus Keratograph 5M, Figura 5.1)
de la base de datos de la Unidad de EICH ocular del Hospital Universitario
de Colonia, Alemania. Las imagenes pertenecian a pacientes sometidos
al tratamiento previo al trasplante alogénico de células hematopoyéticas
entre los afios 2014 y 2020, y a sujetos control sanos. Este estudio fue
aprobado por el Comité Etico del Hospital Universitario de Colonia, bajo

el codigo EPISODE: #16-405.
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Figura 5.1. Oculus Keratograph 5M. Imagen obtenida con permiso de
http://www.oculus.de

5.2.1. Evaluacién de las imagenes de meibografia

Primero se gradud el area de pérdida de las GM con la escala
meiboscale de Pult et al (Figura 5.2),%° una escala cuantitativa discreta,
entre 0 y 4, en la que 0 significa sin pérdida, 1 < 25%, 2 entre 25% y 50%,
3entre 51% y 75%y 4 > 75%.

Meiboscale Area de pérdida Figura 5.2

Meiboscale para
graduar la pérdida
de glandulas de
Meibomio. Imagen
obtenida y adaptada
con permiso de Pult
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Ademas, las imagenes de meibografia se analizaron con el software
MeVisLab (www-mevislab.de, MeVis Medical Solutions AG, Bremen,
Alemania) por el mismo observador. Se trata de un software especifico
para analisis de imagenes meédicas, utilizado en otros campos como en
neurologia o cardiologia. Este software se personalizé durante la
estancia de investigacion de 3 meses en el Hospital Universitario de
Colonia, Alemania, con la colaboracién del Dr. Jens Horstmann para
analizar las GM de forma semi automatica. La intervencién manual se
requiere en los dos primeros pasos. En primer lugar, se seleccioné el
area total del parpado delimitada por una elipse. En segundo lugar, se
seleccionaron las GM dentro de esa area, marcandolas con un punto.
Esta seleccion permitio al programa reconocer la GM completa. Una vez
realizada esa seleccion, se obtuvo de forma automatica una imagen
segmentada con las GM en blanco y el fondo de la imagen en negro. Se
obtuvo también una imagen tipo skeleton en la que las GM aparecen

como lineas blancas. (Figura 5.3).

Para obtener las medidas numéricas se utilizé el software Fiji (Fiji Is
Just Image J, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, Estados
Unidos). Con la imagen segmentada se calculd el area ocupada por las
GM (definida como la relacion entre el numero de pixeles blancos y el
numero de pixeles grises, expresado en porcentaje) y con la imagen
skeleton se calculd el numero de GM, la longitud media y la tortuosidad.
En este caso, se definié la tortuosidad como la relacién entre la longitud

y la distancia minima entre los extremos de la GM (Figura 5.4).
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1. Imagen original

2. Seleccidn de la elipse

v T
~ ‘%x‘ i i
\ - ﬂ: oY
s

-

5. Imagen skeleton

Figura 5.3. Pasos para el procesamiento de las imagenes utilizando el
software MeVisLab. A la derecha se observa el parpado superior y a la
izquierda el inferior. A partir de la imagen original se selecciona la zona de
interés delimitada por una elipse, se seleccionan las glandulas de Meibomio,
se procesa la imagen para obtener la imagen binaria y la imagen skeleton.
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Figura 5.4. Analisis de meibografia.

La imagen de arriba representa las
glandulas en color blanco y el area del
, parpado en color gris. En laimagen de

abajo se representa la extension total
de las glandulas (lineas negras) y la
minima distancia entre los extremos,

\ 3 (en color morado). La tortuosidad ha
sido definida por Dai et al.*® y Xiao et
/ al.52 como la relacién entre la longitud

total y la minima distancia entre los
extremos.

5.2.2. Analisis estadistico

Se escogié uno de los ojos de manera aleatoria. Para las variables
cualitativas (sexo), se muestran los porcentajes de cada nivel. Para la
variable ordinal meiboscale, se muestran la mediana junto con su IC al
95%, minimo y maximo. Para las variables cuantitativas (area de GM,
numero de GM, longitud y tortuosidad) se muestra la media, su IC al 95%,
minimo y maximo. Ademas, se comprobd la normalidad de todas las
variables cuantitativas con el test de Shapiro-Wilk para muestras de
menos de 50 individuos y el test de Kolmogorov-Smirnov para muestras

de mas de 50 individuos.

Para evaluar el estado de las GM de los sujetos sometidos al
tratamiento previo al trasplante, se compararon las imagenes de
meibografia de los sujetos justo antes del trasplante, con imagenes de
sujetos control. Los dos grupos considerados fueron estadisticamente
diferentes en cuanto a la edad, por lo que se utilizé el método del indice
de propension®? para balancear las dos muestras tanto en edad como en

sexo. Este método consiste en construir, a partir de un conjunto de
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variables observadas, una funcidn que estime Ila probabilidad
(propension) que tiene cada individuo de estar en un grupo. El indice de
propension para cada individuo es la probabilidad de que ese individuo
pertenezca a un grupo, condicionada al conjunto de variables
observadas, en este caso la edad y el sexo. Para estimar esta
probabilidad se utiliza un modelo de regresion, mediante la técnica de
regularizacion LASSO (Least Absolute Shrinkage and Selection
Operator, por sus siglas en inglés) para estabilizar las estimaciones y
predicciones de este indice. Utilizando el indice de propensidn se asigno
un peso a cada observacion, de forma que cada una de las
observaciones no tiene la misma importancia en los analisis posteriores.
Una vez estimados estos pesos utilizando el paquete gimnet®*® de R, se
utilizé el paquete survey®*’” para ajustar modelos lineales con pesos y
evaluar la influencia del grupo en cada una de las caracteristicas

relacionadas con la morfologia de las GM.

Para comprobar la evolucion del estado de las GM, se seleccionaron
imagenes de sujetos de los que habia un seguimiento minimo de un mes
tras el trasplante de células hematopoyéticas, comparando las imagenes
previas y posteriores al trasplante. Se compararon los resultados con el
test T de Student para muestras relacionadas para las variables que
cumplieron la hipotesis de normalidad. Para las variables que no
cumplieron esa hipétesis, se utilizé la alternativa no paramétrica, el
contraste de Wilcoxon para muestras relacionadas. Este analisis
estadistico se realizé con el programa SPSS, version 26 (Statistical

Package for the Social Sciences).
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5.3.Resultados

Se incluyeron en el estudio un total de 181 sujetos con imagenes de
meibografia posterior al régimen de acondicionamiento y anterior al
trasplante. El 58,6% (n = 106) fueron hombres y el 41,4% (n = 75)
mujeres, con una media de edad de 52,34 (IC 95%: 50,19 — 54,5), rango
3 — 75 anos. El grupo de sujetos control estaba formado por 24 sujetos,
un 41,7% (n = 10) de hombres y un 58,3% de mujeres (n = 14), con una
media de edad de 43,72 (IC 95%: 38,75 — 48,68), rango 27 — 66 afios. El
grupo de sujetos controles fue estadisticamente mas joven que el grupo
de pacientes sometidos al trasplante (p = 0,003), aunque no hubo
diferencias significativas en el sexo (Chi cuadrado = 2,463; p = 0,117).
Tras considerar los pesos asignados a cada observacion con el método
del indice de propension, la edad media estimada en cada grupo fue de
51,27 (IC 95%: 49,04 — 53,5) afios y 48,83 (IC 95%: 43,98 — 53,68) afios,

para los grupos de estudio y control respectivamente.

Los valores de las variables relacionadas con la morfologia de las
GM se incluyen en la Tabla 5.1 para el parpado superior y Tabla 5.2 para
el parpado inferior. No se encontraron diferencias significativas en la
pérdida de las GM valorada con meiboscale en el parpado superior (p =
0,113) pero en el parpado inferior, el grupo de sujetos trasplantados tuvo
una puntuacion mayor (grado 2 frente a grado 1 de los sujetos controles,
p = 0,001), lo que indica un mayor grado de pérdida de GM.?” (Figura
5.5). También se encontré una menor longitud de las GM en ambos
parpados en sujetos previos al trasplante respecto a los sujetos control
(p <0,001), (Figura 5.6). No se encontraron diferencias significativas en

el resto de las variables analizadas.
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Tabla 5.1. Valores medios de las variables relacionadas con la
morfologia de las GM del parpado superior de los pacientes antes del
trasplante y de los sujetos control.

Parpado superior

Variable Grupo Mediana (IC 95%)
Meiboscale Trasplante 2(2-3) 0-4 0113
(0-4) Control 1(1-13) 0-3
Media (IC 95%)
Area Trasplante 20,27 (19,36 —21,19) 3,26 — 33,14 0.880
de GM (%) Control 20,03 (17,01 —23,05) 7,67 —29,69
. Trasplante 12,46 (11,86 — 13,06) 3-25
Nudmero 0’412
de GM Control 13,25 (11,60 — 14,90) 6-19
Longitud Trasplante 1,31 (1,23 — 1,40) 0,38-2,82 < 0,001
(mm) Control 2,79 (2,50 — 3,08) 1,66 — 3,49
Trasplante 1,13 (1,11 = 1,14) 1,11 -1,83
Tortuosidad 0,059
Control 1,17 (1,13 -1,21) 1,02-1,43

IC: intervalo de confianza, GM: glandulas de Meibomio, mm: milimetros.
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Tabla 5.2. Valores medios de las variables relacionadas con la
morfologia de las GM del parpado inferior de los pacientes antes del
trasplante y de los sujetos control.

Parpado inferior

Variable Grupo Mediana (IC 95%) Rango P valor
Meiboscale Trasplante 2(2-3) 0-4 0.002
(0-4) Control 1(0-2) 0-4
Media (IC 95%) |
Area Trasplante 16,39 (15,47 - 17,32) 2,18 — 36,3 0.910
de GM (%) Control 16,26 (13,96 — 18,57) 8,09 — 31,41
N Trasplante 7,96 (7,55 - 8,38) 1-17
umero 0’259
de GM Control 8,84 (7,49 — 10,19) 4-15
Longitud Trasplante 0,75 (0,70 —0,80) 0,14 — 2,57 <0.001
(mm) Control 1,12 (1,00 — 1,25) 0,54 — 1,76
Trasplante 1,15 (1,12 = 1,17) 1,02-2,33
Tortuosidad 0,861
Control 1,14 (1,12 = 1,17) 1,08 — 1,24

IC: intervalo de confianza, GM: glandulas de Meibomio, mm: milimetros.
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Meiboscale en sujetos trasplantados y sujetos

control *

J

Parpado superior Parpado inferior

B Trasplante mControl

Figura 5.5. Valores de meiboscale en sujetos antes del trasplante y sujetos
control para ambos parpados. En el diagrama, la caja representa el rango
intercuartilico, la linea negra representa la mediana y los puntos
representan los valores atipicos. *P = 0,001

Longitud de las GM en sujetos pre-trasplante y
sujetos control

4
*

3 |

£ 2 1
2,79
1
i
0

Parpado superior Parpado inferior
B Trasplante @Control

Figura 5.6. Valores de la longitud de GM en sujetos antes del trasplante y
sujetos control para ambos parpados e intervalo de confianza al 95%. GM:
glandulas de Meibomio, mm: milimetros. *P < 0,001.
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Del grupo de sujetos previos al trasplante, se seleccionaron aquellos
que contaban con imagenes de seguimiento, obteniendo finalmente un
subgrupo de 31 pacientes con imagenes de seguimiento después del
trasplante entre 1 y 38 meses. El 44,4% (n = 15) fueron hombres y el
61,5% (n = 16) mujeres, con una media de edad de 50,01 (IC 95%: 45,47
— 54,56), rango 20 — 73 afos. La media de los meses de seguimiento
post trasplante fue de 10,16 + 6,84 (IC 95%: 7,65 — 12,57).

El diagndstico anterior al trasplante se recoge en la Figura 5.7., y el
diagndstico de EICH sistémico y ocular posterior al trasplante se recoge

en la Figura 5.8.

DIAGNOSTICO ANTERIOR AL
TRASPLANTE

®m Leucemia mieloide
aguda

m Sindrome
mielodisplasico

» Leucemia linfocitica
aguda
Linfoma no-
Hodgkin

® Linfoma de
Hodking

® Leucemia linfocitica
cronica

m Sin datos

Figura 5.7. Diagndstico anterior al trasplante en el grupo de sujetos con
seguimiento posterior al trasplante.
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EICH SISTEMICO EICH OCULAR

10%

mNo mSi mSin datos mNo mSj mSin datos

Figura 5.8. Diagndstico de enfermedad de injerto contra huésped
(EICH) después del trasplante en el grupo de sujetos con seguimiento
posterior al trasplante.

El 54,84% de los sujetos desarrollé EICH sistémico frente al 9,68%
que no lo desarrollé. No se obtuvieron datos del 35,48% de los sujetos.
El 41,94% de los sujetos desarrollé EICH ocular frente a un 29,03% que

no lo desarrolld. No se obtuvieron datos del 29,03%.

Los valores de las variables relacionadas con la morfologia de las
GM se incluyen en la Tabla 5.3 para el parpado superior y en la Tabla 5.4
para el inferior. La pérdida de las GM evaluada con meiboscale del
parpado superior fue significativamente mayor después del trasplante (p
= 0,005), no encontrando diferencias significativas en el parpado inferior
(Figura 5.6). El area de GM fue menor en ambos parpados después del
trasplante (p < 0,001y p = 0,002, respectivamente, Figura 5.7). El nimero
de GM también disminuy® significativamente tras el trasplante, tanto para
el parpado superior (p < 0,001) como para el inferior (p = 0,034), (Figura

5.8). Sin embargo, la longitud de las GM fue significativamente mayor
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después del trasplante en ambos parpados (p < 0,001y p = 0,048; Figura
5.9). Con respecto a la tortuosidad, no se encontraron diferencias
significativas en el parpado superior, pero aumentod de forma significativa
en el parpado inferior (p = 0,048; Figura 5.10).

Tabla 5.3. Valores medios de las variables relacionadas con la

morfologia de las GM del parpado superior de los pacientes antes y
después del trasplante.

Parpado superior

Variable Grupo Mediana (IC 95%) Rango P valor ‘
Weiboscale  ANtes 2 (1,16 — 1,68) 0-2 0,005
(0-4) Después 2 (1,57 - 2,3) 0-3
Media (IC 95%)
Area Antes 21,04 (18,76-23,32) 641-3098 _ 0,001
de GM (%) Después 16,33 (14,06 — 18,6) 3,58 — 29,55
. Antes 13,58 (11,89 — 15,28) 3-25
Ndmero < 0,001
de GM Después 10,84 (9,25 — 12,43) 4-18
Longitud Antes 1,58 (1,36 — 1,8) 0,29 — 2,52 <0,001
(mm) Después 2,26 (2,04 — 2,47) 0,91 —3,47
Antes 1,12 (1,1 = 1,13) 1,05 - 1,22
Tortuosidad 0,224
Después 1,14 (1,11 - 1,17) 1,08 — 1,38

IC: intervalo de confianza, GM: glandulas de Meibomio.
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Tabla 5.4. Valores medios de las variables relacionadas con la
morfologia de las GM del parpado inferior de los pacientes antes y
después del trasplante.

Parpado inferior

Variable Grupo Mediana (IC 95%) Rango P valor
Weiboscale  Antes 2 (1,44 —2,11) 0-3 0224
(0-4) Después 2 (1,69 - 2,31) 0-3

Media (IC 95%) |

Area Antes 16,41 (14,04 — 18,79) 5—36 0,002
de GM (%)  Después 11,74 (9,27 —14,31) 1,43 — 27,91

. Antes 8,32 (7,28 — 9,37) 2-14
Numero 0,034
de GM Después 6,81 (5,68 — 7,94) 2-11
Longitud Antes 0,88 (0,78-0,98)  0,15-1,31 < 0,001
(mm) Después 1,20 (1,06 — 1,35) 0,6 — 2,54
Antes 1,17 (1,1 = 1,23) 1,05 — 1,87
Tortuosidad 0,048

Después 1,23 (1,14 - 1,33) 1,06 - 2,3

IC: intervalo de confianza, GM: glandulas de Meibomio.
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Meiboscale antes y después del trasplante
4
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Parpado superior Parpado inferior

mAntes mDespués

Figura 5.9. Valores de meiboscale antes y después del trasplante para
ambos parpados. En el diagrama, la caja representa el rango intercuartilico
y la linea negra representa la mediana. *P = 0,005

Area de GM antes y después del trasplante

*

24 ! | *k

20 ! |
16
ol [
11,74

12
Parpado superior Parpado inferior

Porcentaje

EAntes BEDespués
Figura 5.10. Valores del area de GM antes y después del trasplante para
ambos parpados e intervalo de confianza al 95%. GM: glandulas de

Meibomio. *P < 0,001; **P = 0,002
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Numero de GM antes y después del

. trasplante
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Parpado superior Parpado inferior
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Figura 5.11. Valores del area de GM antes y después del trasplante para
ambos pdarpados e intervalo de confianza al 95%. GM: glandulas de
Meibomio. *P < 0,001; **P = 0,034

Longitud de las GM antes y después
del trasplante
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Figura 5.12. Valores de la longitud de las GM antes y después del
trasplante para ambos parpados e intervalo de confianza al 95%. GM:
glandulas de Meibomio, mm: milimetros. *P < 0,001.
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Tortuosidad de las GM antes y
después del trasplante
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1,3
1,25
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Parpado superior Parpado inferior
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Figura 5.13. Valores medios de la tortuosidad de las GM antes y
después del trasplante para ambos parpados e intervalo de confianza
al 95%. GM: glandulas de Meibomio. *P = 0,048.

5.4.Discusién

En este estudio se ha evaluado la morfologia de las GM en pacientes
sometidos a tratamientos de quimioterapia y/o radioterapia, y/o terapia
inmunosupresora previos al trasplante de células hematopoyéticas.
Ademas, se ha realizado el seguimiento de un subgrupo de 31 pacientes

para observar los cambios en la morfologia de las GM tras el trasplante.

Con respecto al estado de las GM de sujetos sometidos al
tratamiento previo al trasplante, se ha observado un grado de pérdida
medio en ambos parpados. En el parpado superior, la diferencia entre los
sujetos control y los pacientes sometidos a tratamiento antes del

trasplante fue muy pequefia y no llegé a ser significativa, sin embargo,
201



, , EFECTO DEL TRASPLANTE
DE CELULAS HEMATOPOYETICAS EN LAS GLANDULAS DE MEIBOMIO

esta diferencia fue mayor y significativa en el parpado inferior. Hwang et
al.?% graduaron el area de pérdida de GM con la escala de Arita et al.?®
en 37 pacientes antes de someterse al trasplante de células
hematopoyéticas, con una media de edad de 42,6 £ 14,5 afos. Las
imagenes fueron tomadas en ambos parpados con una camara acoplada
a la lampara de hendidura (XC-EI50, Sony, Tokio, Japdn). Obtuvieron un
grado de pérdida de 1 £ 0,9 en el parpado superior y 1,3 + 0,8 en el
parpado inferior del ojo derecho; y 1,1 £ 0,8 en el parpado superiory 1,2
+ 0,8 en el parpado inferior del ojo izquierdo. Por otra parte, Giannaccare
et al.>® obtuvieron resultados similares a los del presente estudio en el
parpado inferior en 46 sujetos antes de someterse al trasplante de células
hematopoyéticas, comparados con 30 sujetos controles pareados en
edad y sexo. Las imagenes fueron tomadas con la camara DC-4/BG-5
(Topcon, Tokio, Japon) acoplada a la lampara de hendidura. Utilizaron la
misma escala que en el presente estudio y observaron un grado de
pérdida mayor en los sujetos sometidos al trasplante frente a los sujetos
controles (1,7 £ 0,8 frente a 1 £ 0,8; p = 0,001). En este estudio,
relacionaron los hallazgos clinicos encontrados en la exploracién con
determinadas caracteristicas hematologicas como el tipo de tumor
(leucemia aguda frente a otro tipo de tumor), la fase de la enfermedad
(temprana, remisidn parcial o completa, o avanzada), el tiempo
transcurrido entre el diagndstico hematolégico y la exploraciéon
oftalmoldgica, y la terapia previa (trasplante autélogo de células
hematopoyéticas, quimioterapia o radioterapia). Descubrieron que tanto
el tipo de tumor como el tratamiento previo con quimioterapia tenian una
relacion significativa con el grado de pérdida de GM.%8 Por ultimo, Engel

et al.>” también evaluaron el grado de pérdida de GM en el parpado
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superior con la escala meiboscale de Pult et al.,?** aplicada a imagenes
obtenidas con el Keratograph 5M, en un grupo de 32 sujetos antes de
someterse al trasplante y 30 sujetos controles. Aunque el grado de
pérdida fue mayor en los sujetos del grupo del trasplante, las diferencias
no fueron significativas. Las diferencias entre los resultados de los
diferentes estudios podrian deberse a dos factores. Por un lado, los
diferentes instrumentos utilizados para tomar las imagenes, que pueden
influir en la visibilidad final de las mismas, influyendo en la interpretacion
subjetiva de las escalas. Por otro lado, la variedad de las escalas
utilizadas podria dar lugar a resultados diferentes, ya que la escala de
Arita et al.?® define los grados de pérdida en pasos de 33% y la escala de
Pult et al.?%4 los divide en pasos de 25%, dando lugar a escalas de 0 a 3
y de 0 a 4, respectivamente. Por esta razon, es importante cuantificar de
forma objetiva el area de pérdida o el area de GM, para poder discriminar
las diferencias de una manera mas fina que con las escalas subjetivas.
La escala subjetiva podria estar sobre estimando ya que un sujeto con
un < 25% de pérdida seria categorizado como grado 1 y un sujeto con un
27% seria categorizado como grado 2. Categorizar una escala continua
como es un porcentaje puede maximizar diferencias minimas, como en
este ejemplo: una diferencia del 2% parece poco relevante, pero al

categorizar se clasifican en grupos distintos.

En el area de GM se obtuvieron valores practicamente idénticos entre
el grupo del trasplante y el grupo de sujetos controles, 20% para el
parpado superior y 16% para el inferior en el presente estudio, por lo que
no hubo diferencias significativas. Estos resultados contrastan con los de
Engel et al.>” que, ademas de evaluar el grado de pérdida de manera

subjetiva, cuantificaron el area de GM de forma semi automatica con el
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software Olympus Soft Imaging Solution’s Cell F 3.4 (Olympus
Corporation, Tokio, Japén). El area de GM en el parpado superior en los

sujetos del grupo trasplante fue significativamente menor que en los

+

sujetos controles, tanto para el ojo derecho (37,8 + 10,3% frente a 31
12,4%; p = 0,05), como para el izquierdo (37,9 £ 8,6% frente a 29,2 +
12,5%; p = 0,01). El hecho de que el area de GM sea mayor que en el
presente estudio podria deberse a que Engel et al.>’ tuvieron en cuenta
el espacio inter glandular como area de GM y en el presente estudio no
se contabilizé ese espacio como area de GM. Sin embargo, al contabilizar
el espacio inter glandular como area de GM, se pierde informacion sobre
otras caracteristicas, como por ejemplo la anchura de las GM. Bernabei
et al.>® evaluaron a 33 pacientes antes del trasplante, con una media de
edad de 46,5 + 14,6 afos. Tomaron imagenes de meibografia del
parpado inferior con la camara DC-4/BG-5 acoplada a la lampara de
hendidura y cuantificaron el area de pérdida con Image J, obteniendo un
valor de 24,3 + 10,01%. Giannaccare et al.®® también contabilizaron el
area de GM con el software Image J, pero para comparar el porcentaje
de pérdida de GM en los tercios nasal, central y temporal del parpado
inferior. Observaron un mayor grado de pérdida en el tercio nasal (39,8 +
21,4%) frente al central (18,5 + 15,6%; p = 0,001) y el temporal (25,1
18,3%; p = 0,05). Hasta donde sabemos, no existen mas estudios que
cuantifiquen el area de GM en sujetos sometidos al trasplante de células
hematopoyéticas y este seria el primer estudio en el que se ha

cuantificado el area de GM de manera semi automatica.

El numero de GM fue menor previo al trasplante, pero las diferencias
no llegaron a ser estadisticamente significativas para ninguno de los dos

parpados. Estos datos podrian indicar que cuando se evalua el grado de
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pérdida de las GM con escalas subjetivas, se aprecia que el area que
ocupan las GM disminuye en pacientes sometidos a los tratamientos de
quimioterapia, radioterapia y/o terapia inmunosupresora anterior al
trasplante de células hematopoyéticas. Sin embargo, si no disminuye el
numero de GM, es posible pensar que los cambios que se observan en
la morfologia de las GM se producen en otras caracteristicas, como por

ejemplo la longitud o la anchura.

Con respecto a la longitud de las GM, se ha observado una menor
longitud de las GM en los sujetos del grupo previo al trasplante, en ambos
parpados. Estas diferencias podrian estar indicando una alteracion de la
morfologia de las GM incluso antes del trasplante, como han sugerido
otros autores,’’®® debido al régimen de acondicionamiento y los
tratamientos derivados del mismo al que se somete a los sujetos antes
del trasplante. Giannaccare et al.®® observaron un mayor grado de
pérdida en el parpado inferior en los sujetos del grupo trasplantado frente
a los controles, como se ha mencionado anteriormente. Al utilizar escalas
subjetivas, es posible que la caracteristica que se esté evaluando
realmente sea un acortamiento de las GM, ya que se evalua como zona
de pérdida el area del parpado hasta donde deberian llegar las GM. Hasta
donde sabemos, en el presente estudio se cuantifica por primera vez los
cambios en la longitud de las GM antes del trasplante de células
hematopoyéticas. Por todo ello, se necesitan mas estudios que confirmen
los hallazgos obtenidos en el presente estudio, ya que al utilizar un
software semi automatico, puede existir un sesgo introducido en la

seleccion manual del area del parpado y las GM.

Finalmente, con respecto al indice de tortuosidad, se encontré un
valor mayor en el parpado superior en los sujetos controles que se quedo
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al borde de la significacidon estadistica. Este valor podria deberse a que
los sujetos control tuvieron una mayor longitud media. En el parpado
inferior, los valores de tortuosidad fueron muy similares no encontrando
diferencias significativas entre los grupos. Al igual que la longitud, la
tortuosidad de las GM ha sido estudiada en otras poblaciones, pero no
en sujetos sometidos al trasplante de células hematopoyéticas, por lo que
este seria el primer estudio en aportar estos datos, medidos de forma
semi automatica. Como se ha visto previamente existe una gran
discrepancia en la definicion de tortuosidad y los métodos utilizados para
evaluarla. Por ese motivo, dentro de esta tesis doctoral se ha desarrollado
un nuevo indice que permite definir mejor el término ‘tortuoso’ y, en un
futuro, aplicarlo no solo a sujetos sanos si no a otras poblaciones como

los sujetos sometidos al trasplante de células hematopoyéticas.

En resumen, se ha encontrado un grado de pérdida de GM
(meiboscale) mayor en el parpado inferior y una longitud menor en ambos
parpados en los sujetos del grupo previo al trasplante frente a los sujetos
control. Estos resultados podrian indicar que la morfologia de las GM
sufre ciertos cambios incluso antes del trasplante, que podrian estar
relacionados con el régimen de acondicionamiento al que se someten los
pacientes antes del trasplante. La relacion entre la quimioterapia y
radioterapia con la EOS ha sido descrita previamente.?36-238.348 Algunos
de los farmacos utilizados en la quimioterapia y sus efectos en las
estructuras oculares se muestran a continuacion. El busulfan, utilizado en
el tratamiento de la leucemia (que representa un 1% de todos los tipos
de cancer segun la Sociedad Americana de Cancer) mieloide y la
mielofibrosis,3*® puede provocar queratoconjuntivitis;3*° la carmustina,

utilizada en el tratamiento del cancer de colon y los gliomas malignos,348
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puede provocar cambios en el epitelio corneal y conjuntival;®®® el 5-
fluorouracilo, utilizado en varios tipos de cancer como el de mama o el
carcinoma de células basales entre otros,3*® puede causar blefaritis,
conjuntivitis y queratitis;3*' el metotrexato, utilizado en el tratamiento de
la leucemia pero también en otras patologias como la artritis
reumatoide,3*8 puede provocar blefaritis, conjuntivitis y disminucion de la
produccion lagrimal;®! la mitomicina, utilizada en el cancer de colon,348
puede alterar la PL y provocar inflamacién corneal, necrosis estromal y
pérdida endoletial.3%0:352.353 Por otro lado, la radioterapia puede provocar

EOS ya que afecta a las glandulas lagrimales.2%6:237

Con respecto a las GM en concreto, el metotrexato es el farmaco que
mas les afecta ya que es un antimetabolito que puede provocar ademas
blefaritis, irritacion ocular e hiperemia conjuntival.?*® Dado que se utiliza
para el tratamiento de la leucemia, podria alterar el estado de las GM
antes del trasplante de células hematopoyéticas. En relacion con la
quimioterapia y las GM, el estudio de Eom et al.,3%* comparé dos grupos
de pacientes sometidos a diferentes tratamientos de quimioterapia, uno
con obstruccion del conducto lagrimal y otro sin obstruccion. Observé un
mayor porcentaje de pérdida de las GM, cuantificado con Image J, en el
grupo con obstruccion tanto en el parpado superior (42,9 + 16,4% frente
a 17,3 £6,7%; p <0,001) como en el inferior (80,1 £ 16,7% frente a 22,8
1+ 13%; p < 0,001), sugiriendo que la quimioterapia, ademas del conducto
lagrimal, bloquea también los orificios de las GM. Sin embargo, no
encontraron diferencias entre el grupo tratado con quimioterapia sin
obstrucciéon del conducto lagrimal y un grupo de sujetos controles
(parpado superior 17,3 = 5,7% y parpado inferior 20,3 £ 3,9%). Esta

obstruccién de los orificios podria producirse por la inflamacién inducida
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por la quimioterapia y la consiguiente fibrosis de las células epiteliales.
También postulan que la quimioterapia puede inhibir la proliferacion de
los meibocitos, produciendo atrofia de los conductos de las GM. Engel et
al.” también sugieren que la morfologia de las GM se altera incluso antes
del trasplante. Estos autores no encontraron diferencias en el area de GM
entre un grupo de sujetos controles (ojo derecho 37,8 + 10,3% de area
de GM, ojo izquierdo 37,9 + 8,6% de area de GM) y un grupo de sujetos
sin EICH ocular tras el trasplante, por lo que su hipétesis es que la
pérdida de GM puede ser un factor predictivo para el desarrollo de la
EICH ocular. Por esta razon, sugieren que la EICH con afectacién ocular
puede tener un origen multifactorial que se inicia incluso antes del
trasplante con la infiltracidén de células tumorales y/o los tratamientos con

quimioterapia o radioterapia.®’

Con respecto al estado de las GM después del trasplante en el
subgrupo de seguimiento, se observd un aumento del grado de pérdida
evaluado con la escala meiboscale de Pult et al.3° después del trasplante
en el parpado superior, ya que, aunque el valor mediano sea el mismo,
se observa que los IC no tienen solapamiento. pero no se observaron
diferencias significativas en el inferior. En el estudio longitudinal y
retrospectivo de Hwang et al.,®® evaluaron a 37 pacientes con EICH
ocular (media de edad = 42,6 + 14,5 afios) un aio después del trasplante,
y observaron un aumento del grado de pérdida de GM en ambos
parpados, tanto para el ojo derecho como para el ojo izquierdo (Tabla
5.5). Pero no incluyeron un grupo control, por lo que no es posible saber
si la pérdida de las GM se debe al desarrollo de la enfermedad, al

trasplante o a los tratamientos anteriores al mismo.
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Tabla 5.5. Valores de grado de pérdida (escala Arita) de GM antes y
después del trasplante en el estudio realizado por Hwang et al.t°

Ojo derecho Ojo izquierdo

Antes  Después e Antes Después
valor valor
Parpado | 19 14411 0004 11+08 14+10 0027
superior
Parpado ., ;. g 16+1 0016 12+08 15+1 0016
inferior

Otros autores han evaluado a sujetos con EICH ocular solo en la fase
posterior al trasplante de células hematopoyéticas y han comparado los
resultados con sujetos sin EICH ocular y/con sujetos controles.51.355-357
Zhao et al.®*® no encontraron diferencias significativas en el grado de
pérdida de GM entre el grupo que desarrollé EICH ocular y el grupo que
no la desarrolld, ni en el parpado superior (1,7 £ 1 frente a 1,6
0,8;respectivamente, p = 0,753), ni en el inferior (1,9 £ 1,1 frentea 1,4
0,9; respectivamente, p = 0,154). Estos resultados son similares a los
obtenidos por Hwang et al®® después del trasplante. Las Unicas
diferencias significativas que encontraron entre los sujetos que
desarrollaron EICH ocular y los que no, fueron una mayor inflamacién y
un mayor grado de fibrosis.?>® Ban et al.3>¢ observaron un mayor grado
de pérdida de GM en el grupo con EICH ocular frente al grupo sin EICH
ocular (1,41 = 0,8 frente a 0,5 + 0,52; p = 0,0014). Dikmetas et al.3%"
encontraron un mayor grado de pérdida en los sujetos con EICH ocular
que en los sujetos controles, tanto en el parpado superior (2,9 £ 1,1 frente
a0,7+0,4; p<0,001), como en el inferior (3,2 £ 1,2 frente a 0,5+ 0,3; p
< 0,001). Choi et al.?" encontraron un mayor grado de pérdida en los
sujetos con EICH ocular que en los sujetos control (4,82 £ 0,41 frente a

0,68 +0,39; p < 0,05).° Los resultados de estos estudios podrian sugerir
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que existe una relacion entre el grado de pérdida de GM y la probabilidad
de desarrollar EICH ocular. Sin embargo, su limitacion es que al no
evaluar el estado de las GM antes del trasplante, no es posible afirmar
que la pérdida de GM se deba a los tratamientos previos, al trasplante o

al desarrollo de la EICH ocular.

El numero de GM disminuyé de forma significativa después del
trasplante en ambos parpados. Estos resultados podrian estar
relacionados con la disminucion del area de GM que también se ha
observado después del trasplante. Hasta donde sabemos esta es la
primera vez que se contabilizan las GM antes y después del trasplante

de células hematopoyéticas.

Con respecto a la longitud, se ha encontrado un resultado
inesperado, ya que la longitud de las GM fue mayor después del
trasplante, tanto para el parpado superior como para el inferior. Estos
resultados son contradictorios ya que, al disminuir el nimero y el area de
GM, seria esperable haber encontrado una reducciéon también en la
longitud y puede deberse a varias razones. En primer lugar, la forma en
la que se evierte el parpado determina la cantidad de area de parpado
expuesta al tomar la imagen. Es posible que la imagen posterior al
trasplante fuera tomada por un observador distinto, cambiando la forma
de evertir el parpado y exponiendo una zona mayor, de manera que el
area también fuera mayor en las imagenes posteriores al trasplante,
exponiendo mas las GM y obteniendo una mayor longitud. Por ese
motivo, es muy importante que la eversion del parpado sea muy similar
entre las imagenes a comparar, para evitar problemas de repetibilidad.
En segundo lugar, la visibilidad de las imagenes es muy determinante en
el analisis ya que podrian aparecer mas brillos zonas borrosas que

210



, , EFECTO DEL TRASPLANTE
DE CELULAS HEMATOPOYETICAS EN LAS GLANDULAS DE MEIBOMIO

afectan a la deteccion de las GM por parte del programa MeVisLab.
Ademas, se trata de un programa semi automatico que requiere de
intervencidn manual para sefialar tanto el area total a analizar como cada
una de las GM, por lo que la calidad de la imagen juega un papel
importante en el resultado final. Existe cierta controversia sobre la
reversibilidad de la pérdida de GM, ya que algunos autores han
observado una disminucion del area de pérdida tras el tratamiento para
la DGM.2%%:35%8 Sin embargo, no se considera posible regenerar un tejido
atrofiado, por lo que la mejora en el area de pérdida observada en estos
estudios puede deberse a una mejora de calidad de las imagenes que

permita ver mejor las glandulas que antes eran menos distinguibles.>®

Finalmente, también se observd una tortuosidad significativamente
mayor en el parpado inferior tras el trasplante, pero se debe tomar este
resultado con cautela por las limitaciones comentadas en el apartado
anterior, ya que en el calculo que hemos utilizado, el indice de tortuosidad

depende directamente de la longitud.

Se ha observado que existen muy pocos estudios longitudinales que
evaluen el estado de las GM en sujetos sometidos al trasplante de células
hematopoyéticas. Ademas de los mencionados anteriormente, otro
estudio longitudinal es el de Giannaccare et al.,3>° con un seguimiento de
entre 3 y 6 meses. En este estudio, un 53% de los pacientes ya fueron
diagnosticados con EOS antes del trasplante. Evaluaron la funcién de las
GM de acuerdo con la expresion y calidad de la secrecion de 0 a 27 segun
la escala de Faulks y Bron.'” La funcién de las GM empeord después
del trasplante, tanto para el grupo con EOS previo (6,5 £ 3,5 frente a 9,1
+ 7,5), como para el grupo sin EOS previo (1,5 £ 1,1 frente a 6,5 + 5,5).
Sin embargo, no evaluaron la morfologia de las GM ya que no realizaron
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meibografia. Por todo ello, el presente estudio pretende arrojar mas
informacion sobre los cambios que sufre la morfologia de las GM antes y
después del trasplante de células hematopoyéticas al ser el primero en
cuantificar el area y el numero de GM, su longitud y su tortuosidad de
manera semi objetiva. Sin embargo, cabe mencionar ciertas limitaciones.
En primer lugar, se trata de un estudio retrospectivo en el que se han
incluido los sujetos que tenian imagenes de meibografia anteriores al
trasplante y se ha seleccionado después un subgrupo con imagenes de
seguimiento. Es dificil obtener imagenes de seguimiento de todos los
pacientes sometidos al trasplante de células hematopoyéticas ya que la
EICH es la primera causa de muerte en estos sujetos trasplantados.?3°
Entre un 40% y un 50% de los pacientes con EICH crénica mueren antes
de los 10 afios de desarrollar la enfermedad y en el caso de los que
desarrollan EICH cronica después de la forma aguda, la mortalidad

aumenta hasta el 80% a los 10 afios.38°

Es necesario realizar un estudio longitudinal prospectivo en el que el
tiempo de seguimiento sea similar para todos los sujetos y el tamano
muestral sea mayor o se incluya un grupo control. Sin embargo, dado que
conseguir el mismo tiempo de seguimiento podria no ser posible, seria
interesante realizar un estudio longitudinal prospectivo en el que se
evaluaran los diferentes estados en los que un paciente puede
encontrarse a lo largo de su seguimiento. En este tipo de estudios, que,
en general, requieren de un tamafio muestral muy grande, el tiempo de
seguimiento es la variable principal y puede modelizarse la progresion de
la enfermedad a lo largo del tiempo. Ademas, seria también interesante
incluir el tratamiento previo al que fue sometido cada sujeto antes del

trasplante, ya que en este estudio no se tuvo acceso a esos datos.?”! Por
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ultimo, la intervencion manual que requiere el software MeVisLab podria

dar lugar a variabilidad en los resultados.

En conclusion, se ha observado que los sujetos sometidos al régimen
de acondicionamiento previo al trasplante de células hematopoyéticas
tuvieron una menor longitud de las GM en ambos parpados y un mayor
grado de pérdida de GM en el parpado inferior que los sujetos controles.
Estas diferencias podrian estar relacionadas con tratamientos utilizados
en el régimen de acondicionamiento, como la quimioterapia, la
radioterapia o la terapia inmunosupresora. Después del trasplante, el
grado de pérdida de GM aument6é en ambos parpados, mientras que el
area y el numero de GM disminuyeron, también en ambos parpados. Sin
embargo, la longitud aumento tras el trasplante, en ambos parpados, y la
tortuosidad también fue mayor en el parpado inferior. Son necesarios
estudios prospectivos y longitudinales que evaluen la morfologia de las
GM de manera objetiva y evaluen ademas la relacién entre la alteraciéon

de las GM y la probabilidad de desarrollar EICH ocular.
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CAPITULO 6: EFECTO DEL TRATAMIENTO CON
PULSACION TERMICA EN PACIENTES CON
DISFUNCION DE GLANDULAS DE MEIBOMIO
BAJO CONDICIONES AMBIENTALES
CONTROLADAS

6.1. Introduccion

El tratamiento tradicional para la DGM ha consistido en la realizacién
de higiene palpebral, mediante la aplicacion de calor, masaje y limpieza
manual. Sin embargo, se trata de una técnica no estandarizada y que
requiere tiempo, lo que disminuye su efectividad.?92%32%° Como
consecuencia, se han desarrollado nuevos dispositivos para el
tratamiento de la DGM, como el LipiFlow®. La eficacia del LipiFlow® ha
sido ampliamente probada y sus efectos perduran hasta un afio después

del tratamiento.”3-7°

El estilo de vida actual hace que las personas estén constantemente
expuestas a ambientes adversos, como baja humedad, alta temperatura
o flujos de aire, especialmente en lugares cerrados. Estas condiciones
adversas empeoran los signos y sintomas relacionados con la EOS, cuya
primera causa es la DGM.8%% Por esta razon, es importante evaluar el
efecto de las terapias relacionadas con el EOS en diferentes condiciones

ambientales.

El objetivo de este estudio es evaluar la eficacia del dispositivo
LipiFlow® en sujetos con DGM durante un afio de seguimiento y bajo

condiciones ambientales normales y adversas. Este estudio ha dado
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lugar a la publicacion que se puede consultar en el apartado de difusidn

de la tesis doctoral.

6.2. Material y métodos

Se llevd a cabo un estudio clinico prospectivo, no OPHO)]
48

comparativo, registrado en el US National Institutes of ;".?}FQ“ @

Health  (ClinicalTrials.gov), con el nUmero de ':é){,# ‘g,Lj

identificacion NCT03843983. El estudio fue aprobado
por el Comité Etico del Area de Salud de Valladolid Este

y la Comisiéon de Investigaciéon del IOBA, Universidad de Valladolid
(Apéndice 6.2, acceso desde el codigo QR). El estudio se realizé de
acuerdo con los principios de la Declaracion de Helsinki. Los
participantes fueron reclutados en el IOBA, donde firmaron el
consentimiento informado (Apéndice 6.2, acceso desde el codigo QR)
antes de participar en el estudio, tras haberse explicado apropiadamente

y resuelto todas sus dudas.

6.2.1 Sujetos de estudio

Se reclutaron sujetos con EOS debido a DGM. Los criterios de

inclusion y exclusion fueron los siguientes:

Criterios de inclusion

e Sujetos mayores de edad, capaces de otorgar libremente el
consentimiento informado para participar en el estudio.

e Resultado en el cuestionario OSDI = 13.29

e Puntuacion de la secrecion de las GM en el parpado inferior en

ambos ojos < 12 segun Meibomian Gland Yielding Liquid Secretion
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(MGYLS) score tras aplicar presion con el Meibomian Gland Evaluator
(MGE, TearScience, Morrisville, Carolina del Norte, Estados Unidos
durante 10 — 15 segundos.”

e Tener al menos 10 de 15 glandulas funcionales en el parpado
inferior, evaluadas con el MGE.”®

e Aceptar no usar ninguna medicacién para la DGM o la EOS, ni
sistémica (por ej. doxiciclina) ni local ocular (ej. pomadas, colirios...) a
Mmenos que sea necesario, en cuyo caso se recogio en el cuaderno de
recogida de datos. Tampoco realizaron normas de higiene palpebral
durante el estudio.

Criterios de exclusiéon

e Cualquier patologia ocular excepto enfermedad de la SO debido a
DGM.

e Uso de tratamiento sistémico o tépico para DGM o EOS severo
durante el estudio (a excepcion de lagrimas artificiales a demanda,
lubricantes oculares o complementos alimenticios).

e Uso de medicacion sistémica que cause sequedad durante el
estudio.

e Historia de inflamacién ocular severa o infeccion en los ultimos 6
meses previos al estudio.

¢ Anormalidad del parpado que afecte a su funcion.

e Cualquier cirugia o trauma ocular que pueda afectar a la
sensibilidad de la cérnea y/o a la distribucién normal de la lagrima en los
ultimos 6 meses previos al estudio.

e Uso de LC en los ultimos 15 dias previos al estudio y durante la
duracion del mismo.
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e Oclusién de los puntos lagrimales en los ultimos 3 meses previos
al estudio.

e Embarazo o lactancia.

6.2.1. Diseno del estudio

Se llevé a cabo un total de 6 visitas por cada individuo: una visita de
inclusion, una visita basal, una visita de aplicacién de LipiFlow® y 3
visitas de seguimiento: a los 3, 6 y 12 meses después del tratamiento.
Los datos recogidos entre la visita basal y las de seguimiento fueron

comparados y evaluados estadisticamente.

Visita de inclusion

Los participantes acudieron a la Unidad de Inmunologia Ocular del
IOBA, donde fueron reclutados tras comprobar que cumplian los criterios
de inclusion y exclusién del estudio. Firmaron el consentimiento
informado y se programd la visita basal en los siguientes 14 dias. En esta
visita se evalu6 el grado de blefaritis anterior y la AV, que se escogio
como variable de seguridad. Ambas medidas se tomaron también en el

resto de las visitas.
Visita basal

Los sujetos acudieron a la visita sin haber utilizado lagrimas
artificiales durante las 4 horas previas a la misma para evitar un posible
efecto de las lagrimas en la superficie ocular. Permanecieron durante 30
minutos en la camara de ambiente controlado CELab,’® expuestos a una
condicién ambiental controlada normal: 23°C y 50% de humedad
relativa.”® Durante estos 30 minutos de adaptacion, se tomaron todos los

datos necesarios de la historia clinica y los participantes realizaron los
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cuestionarios. A continuacion, se realizaron las pruebas clinicas (Figura
6.1), siempre permaneciendo en condicién ambiental controlada normal.
Posteriormente, los participantes estuvieron expuestos durante 2 horas a
condicion ambiental controlada adversa: 23°C y 10% de humedad
relativa. Tras estas 2 horas, se realizaron las pruebas clinicas. La

siguiente visita se planificé entre 2 y 7 dias después.

|Visita de inclusic’)nJ Criterios de inclusion OSDI, AV, blefaritis anterior, MGYLS
Condicidn controlada 30 minutos, 23°C, 50% humedad
normal relativa

OSDI, AV, espesor de capa lipidica,
hiperemia conjuntival, blefaritis
anterior, NIBUT, TBUT, tincion

Visita basal y corneal y conjuntival, meibografia

visitas de TR . 5 =
seguimiento Condicion controlada 120 minutos, 23 C 10% humedad
adversa relativa

Evaluacion clinica

CDES-Q, espesor de capa lipidica,

hiperemia conjuntival, NIBUT, TBUT,
Evaluacion clinica tincion corneal y conjuntival,
MGYLS, recogida de meibum

Figura 6.1. Esquema del disefio del estudio. OSDI = ocular surface
disease index, AV = agudeza visual, MGYLS = meibomian gland yielding
liquid secretion, NIBUT = non-invasive break up time, TFBUT = tear
break-up time, CDES-Q = change in dry eye symptoms questionnaire.

Visita de aplicacion de LipiFlow®

Los sujetos acudieron a la visita sin haber utilizado lagrimas
artificiales durante las 4 horas previas a la misma. Se les aplicé el
LipiFlow® segun el protocolo estandarizado por la casa comercial. Se
instilaron dos gotas de Colirofta anestésico doble (tetracaina hidrocloruro

0,1% y oxibuprocaina hidrocloruro 0,4%; Alcon Healthcare, S.A., Cornella
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de Llobregat, Barcelona, Espafia) en cada ojo y se les adapto el
Activador.”® Se trata de una pieza estéril de un solo uso que cubre el
parpado del paciente. Esta pieza emite calor y masajea la parte externa
de los parpados.?® Se pidid a los sujetos que mantuvieran los ojos
cerrados durante los 12 minutos de duracion del tratamiento. Al finalizar,

el examinador retird los activadores.2%°

Visitas de sequimiento tras aplicacion de LipiFlow® a los 3, 6 y 12

meses

Los participantes acudieron a la visita sin haber utilizado lagrimas
artificiales durante las 4 horas previas a la misma. Fueron evaluados tras
haber permanecido 30 minutos en una condicion ambiental controlada
normal (23°C y 50% de humedad relativa). Inmediatamente después,
permanecieron 2 horas a una condicion ambiental controlada adversa

(23°C y 10% de humedad relativa) y se realizaron las pruebas clinicas.

6.2.2. Evaluacion clinica
6.2.2.1. Sintomas

Cuestionario Ocular Surface Disease Index (OSDI)

Se utilizd para evaluar la sintomatologia ocular de los sujetos,
considerando sintomaticos aquellos con una puntuacion mayor o igual a

13 (Apéndice 6.3, acceso desde el codigo QR).299:300

Cuestionario Change in dry eye symptoms questionnaire (CDES-Q)

Los cambios en los sintomas (mejoria 0 empeoramiento) tras 2 horas
de exposicion a la condicion ambiental adversa,’®79.292,361362 gg
evaluaron con el CDES-Q.% en primer lugar, se pregunté al paciente si

se encontraba mejor, peor o igual comparando con los 30 minutos previos
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bajo la condicién ambiental normal (CDES-Q-1). Si su respuesta era
mejor o peor, debia cuantificar esa mejoria 0 empeoramiento en una
escala de 0 a 10, donde O significaba ‘ligeramente mejor o peor’ y 10,

‘extremadamente mejor o peor’ (CDES-Q-2).%3

Escala visual analdgica (EVA), sintoma: sequedad

El paciente indicé en una linea horizontal con una marca el grado de
sequedad ocular tras 2 horas de exposicién a la condicion ambiental
adversa. La linea horizontal media 100 mm y estaba marcada cada
centimetro con una marca vertical numerada del 0 al 10. El O indicaba
que la sequedad ocular era extremadamente baja, y 10 el que era
extremadamente alta, y los puntos de la linea comprendidos entre ambos

extremos indicaban cualquier otra valoracion intermedia.3%3
6.2.2.2. Signos

Medida de la agudeza visual (AV)

Para la medida de la AV monocular se utilizé6 una pantalla ETDRS
(Early Treatment Diabetic Retinopathy Study, Topcon CO LDT, Tokio,
Japon), a una distancia de 4 metros con un contraste del 100%. Esta

variable se escogié como variable de seguridad.

Medida del espesor de la capa lipidica de la pelicula lagrimal

Se utilizé el interferometro Lipiview Il. Se anotd el valor de espesor

de la capa lipidica en nm.301
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Evaluacioén de la hiperemia conjuntival

Se valord con la lampara de hendidura utilizando luz blanca y 16
aumentos seguln la escala Efron3%? para la conjuntiva bulbar, de 0 (no

hiperemia) a 4 (hiperemia severa).

Evaluacioén del grado de blefaritis anterior

Se evalud la presencia de signos inflamatorios asociados a blefaritis
anterior (telangiectasias, engrosamiento y regularidad del borde
palpebral), mediante lampara de hendidura con luz blanca a aumentos
medios (16 — 25), en los parpados de 0 (ninguno), 1 (leves), 2 (medios),

3 (moderados), a 4 (abundantes y severos) segun la escala Efron.3%2

Tiempo de ruptura lagrimal no invasivo (NIBUT)

Se utilizé el instrumento Easy Tear View+. Para ello, se proyectd
sobre la superficie anterior de la cérnea la reticula luminosa del aparato.
Se pidio al sujeto que parpadeara tres veces y que mantuviera el ojo
abierto sin parpadear hasta que se le avisara. Se anoté el tiempo
transcurrido desde que el sujeto dejo de parpadear hasta que la imagen
reflejada se deformara, indicando una discontinuidad en la PL. Se

tomaron 3 medidas y se anoté la media.36

Tiempo de ruptura lagrimal con fluoresceina (TFBUT)

Se instilaron 5 yl al 2% de fluoresceina sddica con una pipeta en la
conjuntiva bulbar inferior. Se observo el patrén de la PL a través de la
lampara de hendidura con luz azul cobalto y a través del filtro amarillo
Wratten no. 12 filter. Se realizaron tres medidas, siendo el valor final la

media de las tres.”
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Evaluacioén de tincidon corneal con fluoresceina

Se evalud 2 minutos después de instilar 5 pl al 2% de fluoresceina
sddica en la conjuntiva nasal inferior. Se examin6 la SO a 16 aumentos
y luz azul cobalto de la lampara de hendidura, y a través de un filtro
amarillo. La extensién de la tincidon corneal con fluoresceina se califico de
0 a 4 segun la escala CCLRU.303

Evaluacion de tincidon conjuntival con verde de lisamina

Se evalud 2 minutos después de instilar verde de lisamina en tira
oftalmica, previamente humedecida con 25 ul de suero salino durante 5
segundos,’® en la conjuntiva bulbar inferior. Se evalud la tincién
conjuntival segun la escala Oxford, de 0 (no tinciébn) a 5 (tincion

severa).30%

Evaluacién del porcentaje de pérdida de GM mediante meibografia

Se realizd con el interferéometro Lipiview Il. El anadlisis de las
imagenes obtenidas por meibografia se llevd a cabo mediante el software
Image J.*' Para cuantificar el grado de pérdida de GM, se dividi6 el area
que ocupaban las glandulas entre el area total del parpado.4'365 Un
observador enmascarado realizé el analisis de las imagenes de forma

aleatorizada.

Después de la exposicion a la condicidén ambiental adversa, ademas
del cuestionario CDES-Q, se evalu6 de nuevo el espesor de capa lipidica
de la PL, la hiperemia conjuntival, NIBUT, TFBUT, la tincién corneal y la

tincion conjuntival.
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File Edit_Font Results
larea [Mean  [Min [Max |

1 109552 132705 10 249 1 126137 139.586 40 255
2 42822 142302 55 243 2 69619 145933 43 230

Figura 6.2. Analisis de la pérdida de glandulas de Meibomio con Image
J. A la izquierda se observan las imagenes del parpado superior y a la
derecha del parpado inferior. En las imagenes superiores se delimita por
la linea amarilla el area total del parpado, mientras que en las inferiores
se delimita el area que ocupan las glandulas de Meibomio. El area de
pérdida en pixeles se obtiene al restar el area de glandulas del area total
del parpado.

Evaluacion de la expresion de las GM

Se utilizdé el instrumento MGE. Dicho instrumento aplicaba una
presion constante de 1,25g/gmm? sobre 15 glandulas del parpado inferior
simultaneamente, durante 10 — 15 segundos. Este procedimiento se
repitié en los 3 tercios del parpado inferior (nasal, central y temporal). La
expresion de las GM se medio con la escala MGYLS. Cada una de las
15 GM se graduaban como 3 (expresion clara y liquida), 2 (expresion
media y liquida), 1 (expresién opaca) y 0 (no expresion). La suma total
variaba de 0 a 45 (Figura 6.3 y Figura 6.4).7°
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Ll R

'

Figura 6.3. Evaluacion de la
expresion de las glandulas
de Meibomio con el
Meibomian gland evaluator.
Fuente: Grupo de Superficie
Ocular del IOBA.

5 glandulas
temporales
consecutivas

Punto lagrimal

s inferior
Evaluacion de 5

glandulas &
consecutivas con s
la parte central °°° o000 eo0o000 0009\ °°°
del MGE 5 glandulas
5 glandulas nasales
centrales consecutivas

consecutivas

Borde palpebral inferior

Figura 6.4. Graduacion de la secrecion de las glandulas de Meibomio con el
Meibomian Gland Evaluator y de acuerdo con la escala Meibomian Gland
Yielding Liquid Secretion score. Se evaluan 5 glandulas del tercio nasal, central
y temporal. A cada una de ellas se le anota una puntuaciéon de 3 (expresion
clara y liquida), 2 (expresidon media y liquida), 1 (expresion opaca) y 0 (no
expresion). La suma total es 0 — 45. Imagen adaptada de Lane SS et al. A new
system, the LipiFlow, for the treatment of meibomian gland dysfunction. Cornea.
2012 Apr;31(4):396-404. Numero de licencia: 5490140560313.
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Recogida de meibum lagrimal

Tras evaluar la expresion de las GM con el MGE, se utilizé un capilar
lagrimal de 10 pl para recoger la maxima cantidad posible meibum del
borde palpebral inferior de ambos ojos (Figura 6.5). Posteriormente, la
muestra fue almacenada a -80°C para
realizar el analisis de su composicion
. utilizando la técnica de resonancia

magnética nuclear de "H.

Figura 6.5. Recogida de meibum con
un microcapilar tras aplicar presion

digital en el borde palpebral.

Esta técnica permite identificar los compuestos quimicos de la
muestra sin destruirla. Para ello, se utiliza una radiacion con un amplio
pulso de radiofrecuencia para excitar todos los nucleos de los atomos
que componen la muestra con un campo magnético. Los nucleos
excitados re-emiten la radiacion con una determinada frecuencia de
resonancia que permite identificar el compuesto.3¢® El objetivo fue evaluar
los cambios en la composicion del meibum tras el tratamiento con
Lipiflow®.

Este analisis se realizo en el Instituto Universitario Centro de
Innovacion en Quimica y Materiales Avanzados gracias a la colaboracién
del Grupo de Investigacion Reconocida de Moléculas Inorganicas vy
Organometdlicas con Metales de Transicién, perteneciente al
departamento de Quimica Inorganica de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Valladolid.
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Satisfaccidn con el tratamiento

En la visita de aplicacion, se preguntd a los sujetos por su
satisfaccion durante el tratamiento con una EVA. La linea horizontal
media 10 cm y estaba marcada cada centimetro con una marca vertical
numerada del 0 al 10. ElI 0 indicaba que la satisfaccion era
extremadamente baja, y 10 una extremadamente alta, y los puntos de la
linea comprendidos entre ambos extremos indicaban cualquier otra

valoracién intermedia.3%3

6.2.3. Analisis estadistico

El tamafo muestral fue calculado en base a datos propios con
respecto al TFBUT,?% considerando como clinicamente relevante una
diferencia de 2 segundos en TFBUT. Utilizando el test estadistico T-
Student para dos muestras pareadas que detecte un efecto grande
(indice d de Cohen = 0.8) con una potencia del 80% y un nivel de
significacion de 0,05; el minimo tamafno muestral necesario fue de 15
individuos. Considerando un 7% de sujetos que no finalizaran el estudio
y un 15% que necesitaran repetir el tratamiento tras un afo de
seguimiento,’ el nimero de sujetos a incluir fue de 20 participantes. Se
evaluaron ambos ojos y se analizo estadisticamente el valor medio. Para

el andlisis de las meibografias se selecciond un ojo de forma aleatoria.

Se tomdé como variable primaria para evaluar la eficacia del
tratamiento el TFBUT entre la visita antes de la aplicacién de LipiFlow®
y la visita de seguimiento 3 meses después, medido en la condicion
ambiental controlada normal, aunque también se evalué a los 6 y 12

meses de seguimiento. Como variable secundaria se utilizé el MGYLS,
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medido en todas las visitas de seguimiento, aunque se utilizé la visita de
los 12 meses para medir la eficacia del tratamiento. La AV se evaluo en
todas las visitas como variable de seguridad. Para la variable primaria,
se comparo el TFBUT de la visita basal con la visita a los 3 meses de
seguimiento en la condicion ambiental normal mediante el contraste de
Wilcoxon. Para la variable secundaria, se evalué el MGYLS utilizando
modelos lineales mixtos, incluyendo el efecto del tiempo y de las
condiciones ambientales como factores. Los modelos calculados asumen
las condiciones de homocedasticidad, normalidad y linealidad,
comprobadas mediante el analisis de los residuos. También se evaluo la
presencia de valores andomalos en los residuos. La variable de seguridad

AV se evalué de la misma forma que el MGYLS.

Para analizar los valores del CDES-Q, se comparé el porcentaje de
sujetos que se sintieron mejor, peor o igual tras la exposicion de 2 horas
a la condicién ambiental adversa, a los 3, 6 y 12 meses, con el resultado

de la visita basal, utilizando el test de McNemar.

Las variables cuantitativas (OSDI, CDES-Q, AV, espesor de capa
lipidica, NIBUT, TFBUT, tincién corneal, porcentaje de pérdida de GM, y
MGYLS) se expresan en valores medios e IC al 95%. Para estas
variables se ajustaron modelos lineales mixtos. En aquellas variables
medidas en ambas condiciones ambientales (espesor de capa lipidica,
NIBUT, TFBUT vy tincién corneal), se afiadié al modelo el efecto de la
exposicion ambiental. En ese caso, y a partir del test de razén de
verosimilitudes, se decidio entre el modelo aditivo (que no tiene en cuenta
la interaccién tiempo y exposicion), y el modelo completo. Se considerd

el modelo completo cuando el p valor del test fue menor que 0,1. Para
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cuantificar y describir cada efecto incluido en el modelo, se estimaron las
medias marginales (Least Squares Means) y sus diferencias, junto con
intervalos de confianza y p-valores. Se compararon los niveles 2 a 2
utilizando el método de Tukey para el ajuste de comparaciones multiples.
En el caso del modelo con interaccion, se interpretd el efecto de dicha
interaccion. Se evaludé la asuncion de linealidad de la relacion entre el
predictor y la respuesta, la homocedasticidad de la varianza, y la

normalidad de los residuos.

Las variables cualitativas (hiperemia conjuntival, grado de blefaritis,
tincion conjuntival) se expresan en mediana e IQR. Para estas variables
se utilizaron modelos mixtos logit acumulados. Se utilizé la aproximacion
de Laplace para obtener la maxima probabilidad estimada, calculada
como odds-ratio. En todos los modelos ajustados se utilizd el test de
razon de verosimilitudes para contrastar el efecto de la interaccion, en los

mismos términos que para las variables cuantitativas.

El analisis se llevo a cabo con el paquete estadistico R, estableciendo
un nivel de significacion del 5%. Los modelos lineales mixtos se
calcularon con el paquete Ime4 R package,*®” y los modelos acumulativos

con el paquete ordinal package.368

Finalmente, el analisis de la composicién del meibum se realizé de
forma separada para el colesterol y la cera éster insaturada, las dos
sustancias mayoritariamente detectadas, dividiendo a los sujetos en 2
grupos en base a la deteccion de cada compuesto, colesterol y cera éster
insaturada, en las visitas basal y el resto de las visitas, resultando un total
de 4 grupos: A = colesterol detectado, B = colesterol no detectado, C =

cera éster insaturada detectada y D = cera éster insaturada no detectada.
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Se analizaron las diferencias entre grupos para las siguientes variables
clinicas: tincion corneal, tincién conjuntival, MGYLS, grado de blefaritis
anterior y cuestionario OSDI; utilizando el estadistico T-Student para las
variables que cumplieron la hipétesis de normalidad, y U de Man-Whitney

para el resto. Para este analisis se utilizd el programa SPSS, version 26.

6.3. Resultados
6.3.1. Descriptivos

Se reclutaron inicialmente 27 participantes, sin embargo, dos de ellos
no cumplian con los criterios de inclusidn del estudio, por lo que no fueron
incluidos. Ademas, otros dos participantes abandonaron el estudio en la
visita 3, y dos mas no completaron la visita 5. El analisis se realizé con
los 21 participantes que completaron todas las visitas del estudio (Figura
6.6).

Participaron 17 mujeres y 4 hombres, con una media de edad de
59,62 (IC 95%: 55,34 — 63,9), rango 30 — 76 anos. En la visita de
inclusion, la AV fue 0,02 (IC 95%: (-0,03) — 0,07), rango (-0,16) — 0,25
unidades logMAR; el valor del OSDI fue 47,93 (IC 95%: 35,68 — 60,19),
rango 15,63 — 100; el MGYLS fue 9,88 (IC 95%: 9,28 — 10,48), rango 7 —
12, y el grado de blefaritis anterior fue 2 [IQR: 1], rango 1 — 3.
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RECLUTAMIENTO
Visita de inclusion (n = 27)

Excluidos por no cumplir los criterios de inclusién (n =2)

[ Visita basal (n = 25) ]

Excluidos por no acudir a la siguiente visita (n =2)

[ Visita de tratamiento (n = 25) ]

SEGUIMIENTO

Visita de seguimiento 3 meses
(n=23)

[

Visita de seguimiento 6 meses
(n=23)

$ Excluidos por no acudir a la Ultima visita (n =2)

Visita de seguimiento 12 meses
(n=21)

ANALISIS
Analizados (n = 21)

Figura 6.6. Numero de pacientes reclutados y numero final de sujetos
que finalizaron el estudio.

6.3.2. Evaluacion clinica

Ni el tiempo (p > 0,05) ni las condiciones ambientales (p = 0,116)
tuvieron un efecto significativo en la variable primaria TFBUT. Sin
embargo, hubo un aumento significativo del MGYLS entre la visita basal
y las visitas de seguimiento. No hubo diferencias significativas en la AV
entre las visitas. El valor medio de satisfaccion con el tratamiento fue de
8,2 (rango 5 — 10), y no se notificaron efectos adversos relacionados con

el dispositivo. Los valores se recogen en la Tabla 6.1.
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6.3.2.1. Sintomas

Los valores se recogen en la Tabla 6.2. De acuerdo con el modelo,
en el cuestionario OSDI, el efecto del tiempo tras el tratamiento con
LipiFlow® fue estadisticamente significativo (p = 0,008). En concreto,
hubo un descenso de 14 puntos en la sintomatologia entre la visita basal

y la visita de seguimiento a los 12 meses (p = 0,003).

Tras 2 horas de exposicion al ambiente adverso, las diferencias entre
el porcentaje de sujetos que se encontraron peor en la visita inicial y las
visitas de seguimiento no fueron significativas (CDES-Q-1 visita basal
frente a visita 3 meses p = 0,375; frente a 6 meses p = 0,07 y frente a 12
meses p = 0,289). No hubo diferencias significativas en CDES-Q-2.
Finalmente, hubo una disminucion al borde de la significacién en el grado
de sequedad medido con la EVA entre la visita basal y la visita de
seguimiento a los 6 meses (3 meses p = 0,37; 6 meses p = 0,07 y 12

meses p = 0,91).
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Tabla 6.1. Valores medios de las variables primaria, secundaria y de seguridad.

Variable Condicion

Visi | 12
Media (IC 95%) ambiental adversa iSitabasa SMESES IR HIESES
Anfos 4.2 5,4 4.2 43
(3.3-6,1) 21-88)  (24-60)  (2,0-6,7)
TFBUT (segundos)
Desouee 3,3 3,1 3,5 5.4
g (24-46)  (23-40) (28-42)  (22-87)
, 10,3 11,6* 12,4% 12,0%%
MGYLS (0 -45) Despues ©96-11,00 (11,1-123) (114-135) (11,2-13,2)
0,02 -0,01 0 0
AV(1-(03) Antes (-0,02)—0,06 (-0,05)— 0,04 (-0,04)—0,04 (-0,06)— 0,05

IC: intervalo de confianza, TFBUT = tear fluorescein break up time, MGYLS = meibomian gland yielding liquid secretion,
AV = agudeza visual. Comparacion con la visita basal, test post-hoc de Tukey: *p = 0,008, **p < 0,001, ***p = 0,001.
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Tabla 6.2. Resultados de los sintomas.

Cuestionario Visita basal 3 meses 6 meses 12 meses
43 35,5 35,2 29
DI(0-1 ’ ’
OSDI (0 -100) (32,1-53,9) (24,7 — 43,3) (24,6 — 45,8) (18,9 — 22,2)*
Mejor o igual 52,4 66,7 81 71,4
CDES-Q-1 (% de sujetos)
Peor 47,6 33,3 19 28,6
, 6,7 57 6,0 6,6
Mejor
CDES-Q-2 (0 - 10) (57-77)  (35-79  (39-81) (4-9.2)
Media (IC 95%) b 4,5 3,8 5,9 4,4
eor (6,4 —2,5) (5,2 —2.3) (12,1 -1,1) (7,8 - 1)
EVA (0 -10) Sequedad 5,4 4,3 3,7 4,9
Media (IC 95%) d (4,5-6,2) (3,3-54) (2,5-95) (3,5-6,4)

OSDI = Ocular Surface Disease Index, CDES-Q-1 = change in dry eye symptoms questionnaire 1 (rango: mejor, peor,
o igual); CDES-Q-2 = change in dry eye symptoms questionnaire 2 (rango: 0 — 10); IC = intervalo de confianza. EVA =
escala visual analégica. *Comparacion con la visita basal, p = 0,003, test de Tukey.
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6.3.2.2. Signos

Los valores se recogen en la Tabla 6.3 y en la Figura 6.4. Con
respecto al espesor de capa lipidica de la PL, no hubo diferencias
significativas entre visitas bajo la condicidon ambiental normal (modelo
lineal mixto, p = 0,29). Sin embargo, la exposicion a la condicidon
ambiental adversa si tuvo un efecto significativo (modelo lineal mixto, p <
0,001). El modelo estim6 una disminucion de 6,5 nm en el espesor de
capa lipidica cuando los sujetos estaban expuestos a 2 horas de

condiciones ambientales adversas.

Para la hiperemia conjuntival, ni el tiempo ni las condiciones
ambientales tuvieron un efecto significativo (p = 0,104 y p = 0,838,

respectivamente).

El tiempo tuvo un efecto significativo (p < 0,001) en el grado de
blefaritis anterior. En concreto, los valores de las visitas de seguimiento
alos 6 y 12 meses fueron menores que los valores de la visita basal (p =
0,01y p=0,001, respectivamente). Las odds-ratio estimadas alos 6y 12
meses fueron 0,08 (IC 95%: 0,01 —0,58) y 0,008 (IC 95%: 0,0006 — 0,14),
respectivamente. Esto implica que el riesgo de tener una blefaritis
anterior un punto mas severo en la visita inicial fue 12,5 (1/0,08) y 125
(1/0,008) veces mayor que en las visitas de los 6 y 12 meses

respectivamente.

El valor del NIBUT en la visita de seguimiento a los 3 meses fue
mayor en la condicién ambiental normal que en la condicién adversa (p
= 0,004), no encontrando diferencias en el resto de las visitas (6 meses
p = 0,693; 12 meses p = 0,982).

234



EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PULSACION
TERMICA EN PACIENTES CON DISFUNCION DE GLANDULAS DE
MEIBOMIO BAJO CONDICIONES AMBIENTALES CONTROLADAS

Para la tincidén corneal con fluoresceina, la interaccién entre el tiempo
y las condiciones ambientales no fue significativa (p = 0,49). Sin embargo,
tanto el tiempo (p < 0,001), como las condiciones ambientales (p = 0,017)
tuvieron un efecto significativo de forma separada, de acuerdo con el
modelo lineal mixto. La tinciéon corneal disminuy¢ significativamente en
cada visita (3 meses: p =0,001; 6 meses: p <0,001; 12 meses: p < 0,001;
Figura 6.7). Ademas, el descenso entre la visita de los 3 y los 12 meses
también fue significativo (p = 0,031; Figura 6.3). En relacion con la
condicién ambiental adversa, el modelo mostré un aumento de la tincion

corneal en todas las visitas tras 2 horas de exposicién (p = 0,017).

La tincidn conjuntival disminuyd a los 6 y 12 meses (p = 0,001y p <
0,001, respectivamente) comparado con la visita basal. En concreto, la
odds-ratio para el aumento de una unidad en la tincién conjuntival a los 6
y 12 meses fue 0,22 (IC 95%: 0,09 — 0,51) y 0,06 (IC 95%: 0,02 — 0,17),
respectivamente. Es decir, la probabilidad de disminuir una unidad en la
tincion conjuntival a los 6 y 12 meses fue 4,54 y 16,66 veces,
respectivamente. Por el contrario, la condicion ambiental no tuvo un

efecto significativo (p = 0,54).

Con respecto a la morfologia de las GM, no se encontraron
diferencias significativas en el grado de pérdida de GM entre visitas, ni

en el parpado superior (p = 0,32), ni en el inferior (p = 0,24).
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Tabla 6.3. Resultados de los signos.

Condicion
Variable ambiental Visita basal 3 meses 6 meses 12 meses
adversa
o Antes 85,5(79,8-91,5) 84,2(78,7-89,7) 81,1(75,6-86,5) 80,9(74,5-87,3)
Espesor de capa lipidica
(nm) Después 78,5 (72,9-84,0) 77,2*(72,4-81,9) 75,5*(70,1-80,9) 74,8*(69,8-79,8)
Hiperemia conjuntival (0 Antes 1] 1[1] 101] 1]
- 4) Después 1[1] 2[1] 11[1] 11[1]
Blefar(ltt)ls_il;terlor Antes 2[0] 2 [M] 1% [1] 1%+ [0]
NIBUT Antes 10,6 (7 — 14,3) 12,2 (7,8 — 16,6) 9 (6,6 —11,4) 9,6 (7,2-12)
Después 9,8 (6,5—-13) 6,8 (5,6 —7,9) 8,2(4,5-12) 8,6 (7—-10,3)
o L Antes 2[2] 1[3] 0** [2] 0*** [0]
Tincién conjuntival
Después 2[2] 1[3] 1[1] 0[1]
. 19,1
Pérdida de GM (%) Superior 17,7 (10,8 —24,6) 20,0(13,9-26,0) 17,7 (11,9-23,5) (13,0 — 25,3)
Inferior 43(1,3-7,2) 7,8 (2,3-13,3) 11,3 (2,8 —19,8) 6,4 (1,6 — 22,2)
Nm: nanémetros. GM: glandulas de Meibomio. Valores de espesor de capa lipidica, NIBUT y pérdida de GM como media (intervalo de

confianza al 95%). Valores de hiperemia conjuntival, grado de blefaritis anterior y tincion conjuntival como mediana (rango
intercuartilico). Comparacion antes-después de la exposicion, *p < 0,001. Comparacién con la visita basal **p = 0,01; ***p < 0,001.
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Tincion corneal

Escala CCLRU (0 - 20)

R
*kk * |

*k%

Visita basal 3 meses 6 meses 12 meses

——Antes de la condicion ambiental adversa
Después de la condicion ambiental adversa

Visita basal 3 meses 6 meses 12 meses
Antes 3,14 2,38 2 1,67
(1,88-4,41) (1,52-3,24) (0,85-3,15) (0,87 —2,46)
Después 3,98 2,62 2,19 2,02
(2,96 — 5) (1,83-3,42) (1,3-3,09) (1,2-2,84)

Figura 6.7. Tincion corneal con fluoresceina de acuerdo con la escala
Cornea and Contact Lens Research Unit (CCLRU) en la visita basal y
las visitas de seguimiento a los 3, 6 y 12 meses, antes y después de la
condicion ambiental adversa. Los valores se representan con la media
y las barras de error representan el intervalo de confianza al 95%. Las
barras azules oscuro representan los valores en la condiciéon ambiental
normal; *p = 0,031, **p = 0,001, ***p < 0,001. La exposicion a la
condicion adversa tuvo un efecto estadisticamente significativo (p =
0,017) negativo en la tincion corneal, en todas las visitas. La interaccién
entre el efecto del tiempo y las condiciones ambientales no fue
significativa (p = 0,49).
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6.3.3. Composicion del meibum

6.3.3.1. Descriptivos

En la composicién del meibum, se detecté colesterol y cera éster
insaturada, pero se observaron dos comportamientos diferentes,
dividiendo a los sujetos en 4 grupos (Figura 6.8) en base a la deteccién
de colesterol y cera éster insaturada en las visitas basal y el resto de las
visitas. En un grupo de sujetos se detectd el colesterol en la visita basal,
pero no se detectod en el resto de las visitas; mientras que en otro grupo
no fue detectado en ninguna visita. Este comportamiento se observé

también en la cera éster insaturada.

COLESTE~R\O‘L CERA ESTER INSATURADA
A (N =12) B(N=9) C(N=8) D (N = 13)
Detectadoenla  No detectado en Detectado en la No detectado
visita inicial, pero  pinguna visita visita inicial, perono ninguna
no detectado en detectado en el
el resto de resto de visitas
visitas

Figura 6.8. Distribucion de los sujetos en grupos.

El grupo A estaba formado por 11 mujeres y 2 hombres, con una
edad media de 60,23 (IC 95%: 56,53 — 63,93), rango: 46 — 71 afnos;
mientras que el grupo B estaba formado por 6 mujeres y 2 hombres, con
una media de edad de 58,63 (IC 95%: 47,2 — 70,05), rango: 30 — 76 anos.
El grupo C estaba formado por 6 mujeres y 2 hombres, con una edad
media de 60,88 (IC 95%: 54,45 — 67,3), rango: 46 — 71 anos; y el grupo
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D estaba formado por 11 mujeres y 2 hombres, con una media de edad
de 58,85 (IC 95%: 52,47 — 65,23), rango: 30 — 76 anos. Los valores de
las pruebas clinicas correspondientes a la visita de inclusion se muestran
en la Tabla 6.4.

Tabla 6.4. Valores por grupos de la visita de inclusion.

Grado de blefaritis
anterior (0 — 45

Grupo OSDI(0-100)  MGYLS (0 — 45)

A 473(324-623) 92(7,6-11) 1,5 [1]
B  489(223-755) 9,9(9,1-10,8) 2 2]
C 56,0(352-767) 85(57—11,3) 2 [1]
D  430(26,1-599) 10,1(9,5-10,7) 2 [1]

OSDI: ocular surface disease index, MGYLS: meibomian gland yielding
liquid secretion score, A: colesterol detectado en la visita basal, B:
colesterol no detectado, C: cera éster insaturada detectada en la visita
basal, D: cera éster insaturada no detectada. OSDI y MGYLS se
expresan como media e intervalo de confianza al 95%, el grado de
blefaritis anterior se expresa como mediana y rango intercuartilico.

6.3.3.2. Parametros clinicos

En el caso del colesterol, la tincién corneal fue mayor en el grupo A
respecto al grupo B en la visita basal: A = 4,15 (IC 95%: 2,3 - 6,01); B =
1,5 (IC 95%: 0,69 — 2,31), p = 0,011; y a los 3 meses de seguimiento: A
= 3,12 (IC 95%: 1,94 — 4,29); B = 1,19 (IC 95%: 0,3 — 2,08), p = 0,009;
Figura 6.9. En el caso de la cera éster insaturada, la tincion corneal
también fue mayor en la visita basal en el grupo C respecto al grupo D:
C=4,5(1C95%: 1,94 —7,06); D =2,13 (IC 95%: 0,97 — 3,28), p = 0,041;

Figura 6.9. En el resto de las visitas no hubo diferencias significativas.

La tincién conjuntival, en el caso del colesterol, fue mayor en el grupo
A respecto al grupo B, a los 3 meses de seguimiento (A: 3 [4]; B: 0,75 [1];
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p = 0,015), Figura 6.10. En el caso de la cera éster insaturada, no hubo

diferencias significativas, Figura 6.10.

No hubo diferencias entre grupos en el grado de blefaritis anterior, ni

en la calidad del meibum, ni en la sintomatologia (Tabla 6.5).

Tincion corneal

*

7w T

g6 1

é 5 *k

S 4 -

©

8 3

P 2

S 1 Fh

(7/]

w 0
Visita basal 3 meses 6 meses 12 meses
m Colesterol A O Colesterol B

W Cera éster insaturada C @Cera éster insaturada D

Figura 6.9. Valores de tincion corneal con fluoresceina escala Cornea
and Contact Lens Research Unit. A, C: detectado; B, D: no detectado.
*p <0,05; **p <0,01.
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Tincion conjuntival

4 *% _
532 o
e 3
T°25
g 2
© 1,5
S 1
(7/]
AN
0
Visita basal 3 meses 6 meses 12 meses
m Colesterol A O Colesterol B

B Cera éster insaturada A O Cera éster insaturada B

Figura 6.10. Valores de tincidn conjuntival con verde de lisamina
escala Oxford. A, C: detectado; B, D: no detectado. *P < 0,05.
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Tabla 6.5. Valores por grupos de OSDI, MGYLS y grado de blefaritis anterior en todas las visitas.

Grupo \Visita basal P valor 3 meses P valor 6 meses P valor 12 meses P valor

A 44,5 37 39,8 28,5
(31,3 - 57,8) (22,2 - 51,8) (25,3 — 54.4) (17,4 - 39,6)
B Y0k o723 222018 o753 (09044 goes (1749900
osDI (16,9 — 64,3) (13,4 - 53) (10,1 — 45,3) (5,7 — 54)
Media (IC 95%) 49,5 37.8 39.9 274
(32,9 - 66) 20,6 — 54,9 21,3_584 14408
X %o 0,148 J—LB&Q 0721 E132584) = 0,441 J—Lso,z 0,972
(22 - 54,5) (17,7 - 50,1) (17,1 — 46,3) (13,7 - 46,7)
A 10,2 11,3 11,7 1,7
(9,1-11,3) (10,5 -12) ~(11-125) (108 -12.7).
B o4 0,798 3 0,089 e 0,162 = 0,281
MGYLS (9,5 11,3) (11,1 - 13,5) (10,8 - 16,4) (10,6 — 15,4)
Media (IC 95%) 10,2 11,2 112 12,1
(8,6 —11,8) 10,312 10,8 - 12,6 10,7 - 13,4
X 05 0921 1932120 g 450 (108°128) g 505 (107-134) > 0,782
(9,6 - 11) (11,1 - 13) (11,2 - 15) (10,7 - 14)
Grado de A 2[1 0381 — ML g3z 1Ol g5 10l (056
blefaritis anterior B 2[0] 2[1 151 1.501]
Mediana [IQR] — C 2[2] 1 M g0s0 IO o459 1[0l 4459
D 2[0] 2 [] : 1.25 [1] : 125 [1] :

OSDI: ocular surface disease index, MGYLS: meibomian gland yielding liquid secretion score, IC: intervalo de confianza,
IQR: rango intercuartilico, A: colesterol detectado en la visita basal, B: colesterol no detectado, C: cera éster insaturada
detectada en la visita basal, D: cera éster insaturada no detectada.
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6.4.Discusidn

El tratamiento con LipiFlow® se ha convertido en un tratamiento de
eleccion para los pacientes con DGM,742%4.369 y puyede ser de utilidad
especialmente para aquellos que pasan la mayor parte de su tiempo en
lugares cerrados, con una temperatura alta, una humedad relativa baja
y/o flujos de aire. Estas condiciones pueden tener efectos negativos en
la PL y desencadenar una exacerbacion de los signos y sintomas de la
EQOS, no solo en el contexto de la enfermedad, sino también en personas
sanas y en usuarios de LC.”632 Por esta razon, el objetivo de este
estudio es evaluar la eficacia de LipiFlow® en dos condiciones
ambientales controladas: en primer lugar, bajo la condicion ambiental
normal y, en segundo lugar, bajo la condicion ambiental adversa, para
determinar si esta terapia tiene ademas un efecto profilactico en

ambientes adversos.

La medida de AV se incluyé en el estudio como variable de
seguridad. Dado que no se observaron diferencias significativas entre las
visitas y hubo ningun efecto adverso, se puede considerar que el

dispositivo LipiFlow® es seguro para el tratamiento de la DGM.

Para llevar a cabo el estudio se seleccionaron dos condiciones
ambientales diferentes basadas en estudios previos realizados por
nuestro grupo de investigacion dando lugar a un modelo validado de
exposicién en una camara ambiental 802953617 Ademds, la sociedad
americana de Ingenieros de Calefaccion, Refrigeracion y Aire
Acondicionado (por sus siglas en inglés, ASHRAE, Peachtree Corners,
Georgia, Estados Unidos), recomienda una humedad relativa en

espacios interiores del 60%,3"° siendo el rango de comodidad para la
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mayoria de la poblacién entre 40% y 60%.3"' La ASHRAE también
recomienda una temperatura interior de entre 20,5°C y 24°C en invierno
con una humedad del 50%. Por lo tanto, para determinar la eficacia del
tratamiento con LipiFlow® se determiné una humedad relativa del 50% y
una temperatura de 23°C. Para la condicion ambiental adversa, se
mantuvo la misma temperatura, pero la humedad relativa descendi6
hasta un 10% ya que durante el invierno es frecuente encontrar valores
de humedad bajos en oficinas y viviendas situadas en climas propios del

hemisferio norte.372

En este estudio no se encontraron diferencias en los valores la
variable primaria TFBUT en las visitas de seguimiento, comparado con el
valor de la visita basal. Otros autores si observaron un aumento en el
TFBUT cuatro semanas después del tratamiento.”32%" Sin embargo, en
el estudio de Zhao et al.,?®' ese aumento a las cuatro semanas no se
mantuvo pasados 3 meses del tratamiento. Greiner observd también un
aumento en el TFBUT tras cuatro semanas,?°32%* aunque en este caso el
aumento no se mantuvo a los 9 y 12 meses después del tratamiento.
Satjawatcharaphong et al.,’’® tampoco encontraron cambios
significativos en el TFBUT 52 dias después del tratamiento. Similares
resultados obtuvieron Yeo et al.,?%? que no encontraron diferencias
significativas en el TFBUT 3 meses después del tratamiento. Por lo tanto,
parece que, aunque el TFBUT aumente en las primeras semanas tras el
tratamiento, este efecto no se mantiene después de varios meses. En el
presente estudio, la primera visita de seguimiento se programo a los 3
meses y esa puede ser la razén por la que no se observo un cambio

significativo en el TFBUT tras el tratamiento.
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Con respecto a la funcion de las GM, si que se encontré una mejora
a lo largo de todas las visitas de seguimiento del estudio. Greiner?%3
obtuvo resultados similares observando un aumento del MGYLS un afio
después del tratamiento. Estos resultados sugieren que el tratamiento
con LipiFlow® produce un efecto a largo plazo en la secrecion de GM,
asociado a una mejora rapida después del tratamiento, que se mantiene

meses después.

Tras haber observado una mejora en la secrecion de las GM, era de
esperar también una mejora en el espesor de capa lipidica. Sin embargo,
no hubo diferencias significativas entre visitas. Estos resultados estan en
linea con otros autores que no encontraron diferencias al mes, alos 3y
a los 12 meses tras el tratamiento.”>?%! Por el contrario, un estudio
retrospectivo observd una mejora de espesor de capa lipidica a las 4 y
12 semanas tras el tratamiento,?®? y Finis et al.”>2% obtuvieron también
un aumento a los 6 meses, pero no a los 3 meses. La razén por la que
se han obtenido resultados diferentes puede ser los valores de espesor
de capa lipidica de la visita basal. En este estudio, el valor medio de
espesor de capa lipidica fue alto, cerca de 70 nm, mientras que Finis et
al.”>25%5 determinaron un criterio de corte < 60 nm. Los resultados de este
estudio son mas similares a los de Blackie et al.,”* cuyo criterio de corte
fue < 80 nm. Por esa razén, puede que la probabilidad de observar un
aumento del espesor de capa lipidica sea mayor cuando dicha capa es

mas fina.

También se encontré una mejoria en los signos del borde palpebral
asociados a blefaritis anterior a los 6 y 12 meses tras el tratamiento. Es

probable que el tratamiento con LipiFlow® disminuya la dilatacion de los
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conductos de las GM asociado con el aumento de la viscosidad del
meibum, comun en pacientes con DGM. Esta disminucion en la dilatacion
puede reducir los signos de inflamacién del borde palpebral. Hasta donde
sabemos, esta es la primera vez que se observa una mejora en el grado
de blefaritis anterior tras el tratamiento con LipiFlow®. Esta medida se ha
incluido anteriormente solo en un estudio como variable de seguridad,??
pero su evaluacion es comun en otros tratamientos para la DGM como la

aplicacion de calor himedo, la higiene palpebral o el sondaje de las GM."

No se encontraron diferencias en el NIBUT en las visitas de
seguimiento. Estos resultados se encuentran en linea con los obtenidos
por Finis et al.,?%® que tampoco encontraron diferencias 6 meses después
del tratamiento. Por el contrario, Kim et al.,3* y Li et al3"® si que
observaron una mejoria a los 3 y 4 meses, respectivamente. Estos
hallazgos sugieren que, a pesar de la mejora de la secrecién de las GM,
la estabilidad lagrimal no se ve afectada, aunque la diferencia también
podria deberse a la variabilidad de los test de evaluacion de estabilidad
lagrimal. Incluso bajo la condicién ambiental adversa, no hubo diferencias
salvo en la visita de seguimiento a los 3 meses. En el presente estudio
se midio el tiempo de ruptura lagrimal tanto con fluoresceina como de
manera no invasiva para comparar los resultados obtenidos con otros

estudios.

Con respecto a la integridad de la SO, se observo un descenso en la
tincion corneal con fluoresceina en todas las visitas de seguimiento, y
una disminucién de la tincion conjuntival con verde de lisamina alos 6 y
12 meses después del tratamiento. Estos resultados estan en linea con

otros autores que observaron una mejoria en la tinciéon corneal al mes y
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a los 3 meses del tratamiento.”261.263 Por el contrario, Finis et al.,”
evaluaron conjuntamente la tincion corneal y conjuntival utilizando la
escala Oxford y observaron que, la mejoria obtenida al mes del
tratamiento se revertia pasados 3 meses. Estas diferencias entre
estudios pueden deberse a las diferentes escalas utilizadas en la
evaluacion de las tinciones de la SO. Sin embargo, es ampliamente
conocido que, independientemente de su severidad, la presencia de
tinciones en la SO en pacientes con EOS esta relacionada con la
presencia de inflamacion,®?® |la cual deberia resolverse o, al menos,
mejorar. La DGM esta mayoritariamente relacionada con la EOS de tipo
evaporativo y, por esta razon, la tincion corneal es menor que en
pacientes con EOS de tipo acuodeficiente. De esta manera, es esperable
que los valores de tincion de la SO sean también menores después del

tratamiento.

Se ha visto que este tratamiento es efectivo en el control de los
sintomas, ya que se encontr6 un descenso en la puntuacién del
cuestionario OSDI a los 12 meses del tratamiento. Esta mejoria en la
sintomatologia también se ha visto en otros estudios.”3253.264.373 Eg decir,
el tratamiento con LipiFlow® supone una mejora tanto objetiva como
subjetiva para los pacientes con DGM. En concreto, la satisfaccion media
los participantes de este estudio fue de 8,2 puntos (rango 0 — 10). Por
todo ello, el tratamiento con LipiFlow® parece un buen tratamiento

también desde el punto de vista del paciente.

Con respecto a la composicion del meibum, se ha observado que el
tratamiento con LipiFlow® puede hacer que el colesterol y la cera éster

insaturada en el meibum no sean detectados. Estos cambios podrian

247



EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PULSACION
TERMICA EN PACIENTES CON DISFUNCION DE GLANDULAS DE
MEIBOMIO BAJO CONDICIONES AMBIENTALES CONTROLADAS

tener relacion con la integridad de la SO, ya que se han encontrado
diferencias significativas en la tincion de la SO entre el grupo de sujetos
en el que se detecto el colesterol y la cera éster insaturada, y el grupo en
el que no se detectd. La viscosidad del meibum aumenta en pacientes
con DGM debido en parte a una disminucion del colesterol.2 Sin embargo,
otros autores afirman que es mas importante la longitud de la cadena, los
enlaces y la saturacion del colesterol, que la cantidad.®*376 También hay
un aumento de esteres de cera en DGM.?” Aunque la composicién del
meibum se ha estudiado desde hace mas de una década, su uso como
biomarcador para evaluar la eficacia de los tratamientos es escaso. Folks
et al.,?8! observaron cambios en el orden de las cadenas de lipidos que
forman el meibum en sujetos tratados con Azitromicina tdpica,
alcanzando niveles similares a los considerados normales. Hasta donde
sabemos, este es el primer estudio sobre los cambios en la composicion
del meibum tras aplicar un tratamiento no farmacologico para la DGM.
Son necesarios mas estudios que correlacionen la mejora de la secrecion
de las GM con los cambios a nivel quimico en la composicién del meibum,
ya que la variabilidad en las técnicas de recogida y analisis del meibum

podrian dar lugar a resultados diferentes.

Mientras otros estudios han evaluado la eficacia de LipiFlow® a largo
plazo, este es el primero en el que los sujetos has sido siempre evaluados
bajo las mismas condiciones ambientales. Asimismo, no se ha
comprobado si la mejoria observada en otros estudios era lo
suficientemente consistente para proteger a los pacientes de una
exacerbacion de los signos y sintomas del 0jo seco tras estar expuesto a

un ambiente adverso. En este estudio se observd que la condicidon
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ambiental adversa tenia un efecto negativo en el espesor de capa lipidica
y la tinciéon corneal. Este empeoramiento en la SO se ha observado
anteriormente, no solo en pacientes con EOS, sino también en sujetos
sanos y en usuarios de LC.73290.377-379 Qbservando los resultados de la
tincion corneal, se podria esperar un descenso en el empeoramiento
después de la exposicion al ambiente adverso a los 3 y 6 meses despues
del tratamiento. Sin embargo, las diferencias no alcanzaron Ila
significacion estadistica, medido por la interaccion entre el tiempo y las
condiciones ambientales. Las medidas subjetivas siguieron una
tendencia similar. Asi, los resultados del CDES-Q-1 mostraron que el
porcentaje de sujetos que se encontraron peor tras estar 2 horas
expuestos al ambiente adverso en la visita basal fue mayor (un 47,6%)
en comparacién con las visitas de evaluacién a los 3, 6 y 12 meses
(33,3%, 19,0%, and 28,6%, respectivamente). Sin embargo, esta
mejoria, al igual que la tincion corneal, no fue significativa, incluso a los
6 meses, donde se observa la mayor diferencia. Este hecho puede
deberse al pequefio tamano muestral, calculado en base al TFBUT, la
variable primaria de eficacia. Por esta razén, es necesaria una muestra
de estudio mas amplia para evaluar el posible efecto profilactico que

puede tener en LipiFlow® ante un ambiente adverso.

La tincidén corneal tras la exposicion a los 6 y 12 meses tiende a ser
mejor que en la visita basal incluso antes de la exposicién, aunque la
interaccion entre el efecto del tiempo y las condiciones ambientales no
fue significativa. Asi mismo, el porcentaje de pacientes que se

encontraron mejor, o igual después de la exposicion fue de 52,4%, 81%
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y 71,4% en la visita basal, a los 6 y 12 meses, respectivamente. Sin

embargo, las diferencias no fueron significativas.

Estudios anteriores llevados a cabo en nuestro grupo de
investigacién han demostrado que los sujetos, con o sin EOS, empeoran
bajo condiciones ambientales adversas,’®"°8 por lo tanto, que el
tratamiento con LipiFLow® tenga un efecto profilactico puede ser la
explicacion a los resultados obtenidos, aunque son necesarios mas
estudios que lo confirmen. Los pacientes con EOS sufren episodios
agudos de inflamacion, la exacerbacion de la EOS, desencadenados por
condiciones ambientales adversas.®®® Otros estudios han evaluado
diferentes tratamientos para la EOS, como terapias inflamatorias, para
inhibir la exacerbaciéon provocada por condiciones ambientales
adversas.29429381.382 Por |o tanto, para mejorar episodios de
exacerbacion de la EOS, el tratamiento con LipiFlow® puede
recomendarse en combinacion con otras terapias con beneficios

profilacticos frente a condiciones ambientales adversas.294295.381,382

La principal limitaciéon de este estudio es la ausencia de un grupo
control al que se le prescribiera otro tratamiento o incluso sin tratamiento.
No obstante, Pang et al.3’” llevaron a cabo un metaandlisis de ensayos
clinicos aleatorizados que comparaban la eficacia del tratamiento con
LipiFlow® frente a la higiene palpebral. Su conclusion fue que una sola
sesién de LipiFlow® era mas eficaz en términos de signos y sintomas
oculares, con unos efectos duraderos de 1 a 3 meses. La segunda
limitacion de este estudio es que los participantes no estaban

enmascarados, por lo que no se puede obviar el posible efecto placebo.
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En conclusion, este estudio demuestra que una sola sesion de
tratamiento con LipiFlow® supone una mejora objetiva y subjetiva de la
unidad funcional lagrimal en pacientes con DGM, bajo condiciones
ambientales controladas. Ademas, los efectos del tratamiento duran
hasta un afio después de su aplicacion. El tratamiento con LipiFlow®
puede ser una terapia complementaria para evitar los episodios agudos
en pacientes con DGM cuando estan expuestos a ambientes adversos.
Sin embargo, se necesita una muestra mas amplia para confirmar esta

posible accion profilactica.
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CAPITULO 7: CONCLUSIONES

Conclusion 1: Es posible caracterizar la morfologia de las glandulas de
Meibomio del parpado superior de manera objetiva, definiendo nuevos
indices que permiten cuantificar diferentes propiedades de dichas glandulas.
También es posible determinar los intervalos de referencia para cada una
de las caracteristicas morfoldgicas de las glandulas de Meibomio teniendo
en cuenta la influencia de la edad y el sexo. Estos valores pueden ser
utilizados a la hora de describir los cambios asociados a alteraciones de la

superficie ocular.

Conclusion 2: Es posible evaluar la morfologia de las glandulas de
Meibomio en sujetos con enfermedad de ojo seco aplicando los indices
definidos en esta tesis doctoral. También es posible clasificar dicha
morfologia en estos sujetos aplicando los intervalos de referencia calculados
en esta tesis doctoral. De acuerdo con esta clasificacion, la alteracién de la
morfologia de las glandulas de Meibomio puede contribuir a detectar casos
con una peor funcién de las glandulas de Meibomio y un mayor grado de

sintomas cuando los signos oculares son iguales.

Conclusion 3: Los sujetos sometidos al trasplante de células
hematopoyéticas sufren un aumento del grado de pérdida de glandulas de
Meibomio tras el trasplante, aunque los tratamientos previos al trasplante
como la radioterapia, la quimioterapia o la terapia inmunosupresora
contribuyen también a una alteracion de la morfologia de las glandulas de

Meibomio.

Conclusion 4: Una sola sesion de tratamiento con LipiFlow® supone una
mejora objetiva y subjetiva de la unidad funcional lagrimal en pacientes con
disfuncion de glandulas de Meibomio en condiciones ambientales

controladas y sus efectos duran hasta un afo después del tratamiento.
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LINEAS DE FUTURO

En esta tesis doctoral se ha caracterizado la morfologia de las GM
en el parpado superior de sujetos sanos. Con el fin de completar esta
investigacion, se plantea en el futuro incluir el parpado inferior en la
caracterizacién, para lo que habria que incluir las modificaciones

necesarias en el software desarrollado en R.

En relacion también con el software desarrollado, ha sido disefiado
para las imagenes de meibografia obtenidas con el instrumento Easy
Tear View+. Con el fin de realizar un analisis objetivo independiente del
instrumento que se utilice para realizar la meibografia, una de las lineas
de futuro de esta tesis doctoral podria ser adaptar el software para

analizar imagenes procedentes de distintos meibégrafos.

Ademas de la caracterizacion en los sujetos sanos, se ha
caracterizado la morfologia de las GM en sujetos con EOS. En este
grupo, no se hicieron distinciones en el origen de la EQOS, por lo que en
el futuro podria plantearse aumentar la muestra incluyendo diferentes
subtipos (acuodeficiente y evaporativo) de EOS y comparar la morfologia
de las GM entre esos grupos para comprobar si presentan patrones
diferentes en la morfologia de las GM. También podria ampliarse la
caracterizacion de las GM a otras poblaciones como, por ejemplo,

usuarios de LC.

Otra poblacién estudiada en esta tesis doctoral han sido los sujetos
sometidos al trasplante de células hematopoyéticas. En este estudio se
han incluido imagenes de meibografia de estos sujetos, por lo que en el
futuro podria completarse con datos clinicos que permitan conocer el
estado de la SO tras someterse al régimen de acondicionamiento previo

al trasplante.
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En esta misma linea, podrian incluirse también datos clinicos para
completar el estudio longitudinal y observar si existen cambios antes y
después del trasplante. Seria también interesante ampliar la muestra y
afadir informacién sobre el desarrollo de EICH ocular para conocer si la
pérdida de GM es un factor de riesgo o no para desarrollar esta
enfermedad. Para lograr este objetivo, seria conveniente incluir sujetos
con al menos 6 meses de seguimiento, y comparar aquellos que
desarrollaron EICH ocular después del trasplante con aquellos que no lo

desarrollaron.

Finalmente, en esta tesis doctoral se ha evaluado la eficacia del
tratamiento para la DGM en condiciones ambientales controladas. Para
completar este estudio, seria interesante realizar un estudio con grupo
control, por lo que una linea de futuro seria aumentar la muestra y
comparar un grupo con tratamiento con LipiFlow® con otro grupo sin
tratamiento o con otro tratamiento. Ademas, podrian modificarse otras
variables relacionadas con un ambiente adverso como, por ejemplo, la
existencia de flujo de aire. También seria interesante conseguir un
biomarcador objetivo que permita medir la mejoria del paciente, como
puede ser el analisis del meibum. En el futuro podria completarse ese

analisis estudiando mas componentes del meibum.
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SUMMARY AND CONCLUSIONS

1. Introduction

The lacrimal functional unit is composed of the lacrimal glands (main
and accessory), the meibomian glands (MG), the ocular surface (OS), and
of the innervation system that regulates these structures (the ophthalmic
branch of the trigeminal nerve)." Its function is to maintain the homeostatic
balance of the OS by providing a good quality tear film (TF). A disturbance

in any of its components can lead to OS disease.?

The MG are sebaceous glands located in the tarsus of the upper and
lower eyelids,®> whose function is to secrete meibum to the TF. The
meibum is mainly composed of wax and cholesterol esters,*’ and its
function is to stabilize the TF and prevents its evaporation.? The MGs are
physiologically arranged in parallel along the palpebral tarsus, however
their distribution may vary depending on different ocular conditions, such
as dry eye disease (DED).?> When the composition of the meibum is
altered, the viscosity of the meibum increases and blockages can happen,
leading to MG dysfunction (MGD).*-'2 This condition may lead to
evaporative dry eye.'® The prevalence of MGD increases with age and

ranges from 3.5% to 70%.15-20

The diagnosis of MGD is based on patient-reported symptoms,
evaluation of MG secretion and morphology.?® Symptoms are closely
related to DED, such as foreign body sensation, photophobia, blurred
vision or pain.?#26 The main signs are changes in palpebral margin
morphology, altered meibum secretion and MG shortening and/or
droupout.?®> MG dropout is defined as the loss of glandular tissue. This
can be observed under infrared light using the meibography
technique.?”-2® The MG dropout occurs in patients with MGD,?® and also
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increases with age in healthy subjects.?” Currently, there is no consensus
on the evaluation procedure of the meibography images. Subjective
scales are the most common method used to evaluate the MG
dropout.?®30  Other authors report the evaluation of different MG
characteristics such as length,3-34 width,32-3% or tortuosity.3436-39.205
Different techniques have been used to quantify these characteristics,
from software with manual intervention such as Image J,31.33-36:40-43 tg
other automatic or semi-automatic programs.3244-51 Although these
automatic methods have been a good advance in the study of MG
morphology, some of them still require manual corrections,3?°" while
others only analyze the upper eyelid,**5? or need a larger sample to be
validated.5?

Alteration of MG morphology is present in different conditions. In this
doctoral thesis, three specific conditions have been selected to evaluate
these morphological changes. Being, DED, and hematopoietic cell
transplantation. The reasons for these are the following: first, the
relationship between MG loss and age is widely known.2931.5354
Therefore, when evaluating the MG loss as normal or not-normal, the age
factor is crucial. Secondly, MGD is the most common cause of DED.
Impaired MG function can result in MG atrophy, due to duct obstruction,
and thus MG loss.?® Third, MG dropout associated with graft-versus-host
disease with ocular involvement (ocular GvHD) has been described.>"-6
This disease is a major complication of hematopoietic cell
transplantation,®? which is prescribed as a treatment for impaired bone
marrow function and malignant tumors.®3 Prior to transplantation it is
necessary to submit the patient to a conditioning regimen in which a
series of chemotherapy  treatments, radiotherapy  and/or
immunosuppressive therapies are prescribed. However, there is some
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controversy as to whether MG dropout occurs even before transplantation
due to these treatments.?* Consequently, it is necessary to evaluate MG
morphology in patients undergoing hematopoietic cell transplantation

before and after transplantation.

The most common treatment for MGD is lid hygiene. It consists of
applying heat to the eyelids and massaging the palpebral margin with
fingers to improve MG secretion.®%67 Although it improves the signs and
symptoms associated with MGD, it is a time-consuming treatment, directly
impacting the patient's commitment to perform it and thus the
effectiveness of the treatment.®®7° In addition, the lack of consensus on
how often it should be performed also decreases its effectiveness.®®
Based on the same principle, different devices that apply heat, moisture
or massage have been developed in recent years, such as the LipiFlow®
device ’' The device consists of an eyelid warmer that reaches 42.5°C
and an eye cup that applies pressure thanks to an inflatable air chamber,
called the 'Activator'. The treatment lasts 12 minutes and is applied to both
eyes at the same time in one single application.”? It improves both
symptoms and signs related to MGD up to one year.”®"> This treatment
is a great advantage for the patients as they do not have to perform daily
eyelid hygiene and its effects are long lasting. In this doctoral thesis we
wanted to test the effect of exposure of patients to an adverse
environment on the efficacy of the treatment. As it is widely known that
subjects with DED suffer increased symptoms and signs in adverse
environmental conditions such as low humidity, high temperature or air

flow.76-80
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2. Justification

MGD is the main cause of DED, and its diagnosis is based on patient-
reported symptoms and evaluation of MG function and morphology (with
non-contact meibography imaging of the glands). Although meibography
is the only method to observe MG morphology in the clinic, there is no
consensus on how to evaluate these images. For this reason, this doctoral
thesis proposes the development of new objective methods of analysis to
characterize the morphology of MG according to different conditions such

as age, DED, and hematopoietic cell transplantation.

In addition to diagnosis, treatment evaluation for MGD is also
important. Nowadays, people are continuously exposed to adverse
environmental conditions, such as low humidity, especially indoors. It is
known that a decrease in relative humidity increases the signs and
symptoms of DED. For this reason, in this doctoral thesis, we have also
evaluated the effect of adverse environmental exposure on the efficacy of
MGD treatment.

3. Hypothesis and objectives

3.1. Hypothesis

Meibomian gland morphology changes with age and in different
ocular conditions, and analysis of these changes may be useful in the

evaluation of the diagnosis and treatment of such conditions.

3.2. Objectives

Objective 1: To characterize the morphology of the meibomian glands
in healthy subjects, defining reference intervals for each of the

characteristics observable on meibography.
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Objective 2: To evaluate Meibomian gland morphology in subjects

with dry eye disease.

Objective 3: To evaluate meibomian gland morphology in subjects

undergoing hematopoietic cell transplantation.

Objective 4: To evaluate the effect of treatment for Meibomian gland

dysfunction under controlled environmental conditions.

4. Characterization of the Meibomian glands

4 1. Reference intervals for Meibomian gland morphology in healthy

subijects.
4.1.1. Justification

Meibography is the most widely used technique to evaluate MG
morphology.®! Different methods have been developed to evaluate the
images obtained with this technique, from graduated scales to automatic
or semi-automatic software.3244-5282 |t has been previously described that
MG morphology changes due to external factors such as age,?®3° and
due to other ocular conditions such as DED or ocular GvHD.%8
Characterization of the changes associated with each factor could
improve the diagnosis of MGD associated with these conditions. For this
reason, the purpose of this study is to objectively characterize MG
morphology in healthy subjects and to define reference intervals (RI) for
these morphologic features. Rl as a function of age and sex can serve as

a diagnostic tool for the identification of abnormalities in MG morphology.
4.1.2. Material and methods

A prospective, observational study was conducted in accordance with

the principles of the Declaration of Helsinki, including healthy subjects
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who were not contact lens wearers and without active or chronic ocular
diseases. The study was approved by the Ethics Committee of the

Valladolid East Health Area and the IOBA research committee.
4 .1.2.1. Clinical evaluation

Participants attended a single visit in which their ocular symptoms
were assessed with the Ocular Surface Disease Index (OSDI)
questionnaire. In addition, the following clinical tests were performed:
visual acuity (VA), measurement of TF lipid layer thickness, degree of
conjunctival hyperemia and papillae, tear fluorescein breakup time
(TFBUT), fluorescein corneal staining, fluorescein Marx line assessment,
lissamine green conjunctival staining, eyelid inflammatory signs
(telangiectasias, thickening and regularity), assessment of expression
and quality of MG secretion, upper lid meibography and Schirmer's test

without anesthesia.
4.1.2.2. Objective analysis of MG images

The meibography images were analyzed using a custom developed
software implemented in the R statistical language. The process
consisted of four stages: 1) selection of the region of interest to be
analyzed, 2) pre -processing of the image to obtain a binary image and a
skeleton image, 3) modeling of each MG, using piecewise linear
functions, and 4) quantification of the MG features. The MG features were
length, euclidean distance between ends, width, number of MGs, number
of segments per MG (each MG is divided into segments according to their
changes of direction), tortuosity index from 0 to 1 ( non-dimensional index
developed specifically for this work where 0 = not very tortuous and 1 =

very tortuous), deviation from vertical line, overall MG area, and superior
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area (considering only the half of the region of interest closest to the free

edge of the eyelid).
4.1.2.3. Statistical analysis

Values are presented as mean and 95% confidence interval (Cl). The
RIs were calculated for each of the MG characteristics, so that they could
be used as a diagnostic rule when classifying a value as normal or non-
normal. GAMLSS (Generalized Additive Models for Location, Scale and
Shape) models were used to estimate the percentile curves for each of
the variables related to MG morphology, considering the possible
influence of age and sex of the subjects. To carry out the fitting of the best
model for each of the characteristics, two decisions were made. For each
of the distributions of a family chosen according to the nature of each
variable, the type of dependence of sex and age on each of the
parameters characterizing that distribution was decided by an automatic
algorithm. Subsequently, it was decided which of all the distributions of
the chosen family best fitted the data. The decisions were based on
Akaike's information criterion (AIC). All models were validated using the

randomized / normalized quantile residuals.?
4.1.3. Results

We included 156 subjects with a mean age of 43.88 (95% CI: 41.38 -
46.37) years, range 16 - 76 years. The mean value of GM length was 1.91
mm (95% CI 1.82 - 2.01) and its Rl was age-dependent (0.87 - 2.51 mm
< 20 years; 0.95 - 2.93 mm 21 - 30 years; 1.05 - 3.14 mm 31 - 40 years;
1.11-3.22 mm 41 - 50 years; 1.11 - 3.13 mm 51 - 60 years; 1.03 - 2.81
mm 61 - 70 years and 0.92 - 2.57 mm 71 - 80 years). The mean value of
the euclidean distance was 1.8 mm (95% CI 1.71 - 1.89) and its Rl also
depends on age (0.82 - 2.28 mm < 20 years; 0.9 - 2.73 mm 21 - 30 years;
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1.02 - 2.94 mm 31 - 40 years; 1.07 - 2.98 mm 41 - 50 years; 1.07 - 2.9
mm 51 - 60 years; 0.98 - 2.57 mm 61 - 70 years and 0.87 - 2.37 mm 71 -
80 years)). The mean value of the width was 0.3 mm (95% CI: 0.29 - 0.31)
and its Rl depends on age (0.22 - 0.38 mm for 20 - 60 years; 0.23 - 0.35
mm 61 - 70 years and 0.26 - 0.33 71 - 80 years). The mean number of
MGs was 16.05 (95% CI: 15.28 - 16.82) (RI: 8 - 27). The mean number
of segments was 6.07 (95% CI: 5.77 - 6.36) (RI: 3 - 9). The mean value
of the tortuosity index was 0.3 (95% CI 0.3 - 0.31) and its Rl depends on
age (0.19 - 0.4 < 20 years; 0.19 - 0.41 21 - 30 years; 0.2 - 0.4 31 - 40
years; 0.22 - 0.39 41 - 50 years; 0.24 - 0.39 51 - 60 years; 0.23 - 0.41 61
- 70 years and 0.22 - 0.43 71 - 80 years)).The mean value of the vertical
deviation was 0.37 (95% CI: 0.36 - 0.38) (RI: 0.29 - 0.45). The mean value
of the global MG area was 14% (95% CI: 14 - 15) (RI: 8.17 - 19.81%).
Finally, the mean value of the upper area of the eyelid region of interest
was 63% (95% CI: 62 - 64) and its Rl depends on age and sex (male RI:
58 - 74% < 20 years; 57 - 74% 21 - 30 years; 54 - 74% 31 - 40 years; 54
- 76% 41 - 50 years; 51 - 77% 51 - 60 years; 53 - 81% 61 - 70 years and
57 - 84% 71 - 80 years; female RI: 56 - 71% < 20 years; 55 - 71% 21 - 30
years; 52 - 81% 31 - 40 years; 52 - 73% 41 - 50 years; 50 - 74% 51 - 60
years; 51 - 77% 61 - 70 years and 55 - 82% 71 - 80 years).

4.2. Meibomian gland morphology in subjects with dry eye disease

4.2.1. Justification

The main cause of DED is MGD,® and its prevalence varies from
3.5% to 70%.'5-20 Since the characterization of MG morphology in healthy
subjects could improve the diagnosis of MGD, the aim of the second part

of this study is to evaluate the clinical differences between healthy
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subjects and subjects with DED. Rls were applied to classify subjects with

DED according to the morphology of their MGs.
4.2.2. Material and methods

Subjects with DED defined as OSDI = 13 and at least two of the
following altered tests in both eyes were recruited: TFBUT < 7 seconds,
corneal staining with fluorescein = 1 on Oxford scale, conjunctival staining
with lissamine green = 1 on Oxford scale, and Schirmer's test <5 mm in

5 minutes.
4.2.2 1. Clinical evaluation.

The following tests were performed in a single visit: OSDI, VA, bulbar
and tarsal conjunctival hyperemia, papillae grade, TFBUT, fluorescein
corneal staining, Marx line, conjunctival staining with lissamine green,
signs of lid inflammation (telangiectasias, thickening and regularity),
evaluation of expression and quality of secretion of MG, upper lid
meibography, and Schirmer test without anesthesia. MG morphology was

also evaluated with the software developed in R described above.
4.2.2.2. Statistical analysis

On the one hand, the sample of subjects with DED was compared
with a subgroup of healthy subjects older than 45 years. The difference in
sex was evaluated using the Chi-square test. When the assumption of
normality was valid, the Student's t-test for independent samples was
used. Otherwise, the nonparametric Man Whitney U test was used. On
the other hand, a subject with DED was classified as non-normal when
the value observed in at least one of the characteristics related to the
morphology of their MG was outside the corresponding IR. Clinical

features were compared between the group classified as normal and non-
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normal. To compare the two groups, Student's T test for two independent
samples or the Mann-Whitney U test were used, depending on whether

the normality assumption was valid.
4.2.3. Results

Seventy-six healthy subjects were included in the control group, with
a mean age of 57.63 (95% CI: 56 - 59.26) years. Thirty-nine subjects were
included in the DED group, with a mean age of 61.56 (95% CI: 58.2 -
64.92) years. The DED group had a significantly higher percentage of
women (74.36% vs. 50%, p = 0.012). It also had a higher OSDI value:
32.75 (95% CI: 26.36 - 39.13) vs. 3.24 (95% CI: 2.44 - 4.03); p < 0.001.
Bulbar and tarsal conjunctival hyperemia was higher in subjects with
OSDI (bulbar: median value 2 [Interquartile range (IQR): 1] vs. 1 [IQR: 0],
p = 0.003; tarsal: 2 [IQR: 2] vs. 1 [IQR: 1], p = 0.004). TFBUT was shorter
in subjects with DED: 3.3 (95% CI: 2.87 - 3.73) seconds vs. 9.29 (95% CI:
7.84 - 10.74) seconds; p < 0.001. Corneal staining values: 3.38 (95% CI:
2.5-4.27) vs. 0.45 (95% CI: 0.27 - 0.65); Marx line: 9.26 (95% CI: 8.13 -
10.38) vs. 6.24 (95% CI: 5.4 - 7.08); and conjunctival staining: 2.33 (95%
Cl: 1.92-2.75) vs. 0.68 (95% CI: 0.4 - 0.96), were also higher in the DED
group (all p < 0.001). Signs of inflammation (2 [IQR: 0] vs. 1 [IQR: 1]),
function (2 [IQR: 1] vs. 1 [IQR: 1]), and quality of secretion (2 [IQR: 1] vs.
1 [IQR: 1]) of MGs were significantly higher in the DED group (p < 0.001).
MG length: 1.72 mm (95% CI: 1.49 - 1.94) vs. 1.95 mm (95% CI: 1.81 -
2.09); p = 0.023; and euclidean distance: 1.66 mm (95% CI: 1.43 - 1.89)
vs. 1.83 mm (95% CI: 1.7 - 1.96); p = 0.041, were smaller in subjects with
DED. The number of segments was also lower: 5.35 (95% CI: 4.76 - 5.94)
vs. 6.28 (95% CI: 5.85 - 6.71); p = 0.011. There were no significant

differences in the rest of the variables.
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According to RI, 66.7% of subjects with DED were classified as
'normal’ (RI-normal) and 33.3% as 'non-normal’ (RI-non-normal). The RI-
non-normal vs. RI-normal group had a higher OSDI value: 40.14 (95% CI:
28.87 - 51.4) vs. 29.06 (95% CI: 21.18 - 36.93); p = 0.0342, and worse
expression (2 [IQR: 0] vs. 2 [IQR: 1], p = 0.041) and quality (2 [IQR: 0] vs.
2 [IQR: 1], p = 0.0522) of MG secretion. No significant differences were

found in the rest of the variables.

5. Effect of hematopoietic cell transplantation on the Meibomian

glands

5.1. Justification

GvHD is one of the main complications of hematopoietic cell
transplantation, and between 60% and 90%87-88 of patients with chronic
GvHD develop OS involvement, causing what is called ocular GvHD.52
Prior to transplantation, chemotherapy, radiotherapy and/or
immunosuppressive therapy treatments are prescribed that can affect the
MG.8-91 For this reason, the aim of this study is to compare the status of
the MG in subjects subjected to treatment prior to allogeneic

hematopoietic cell transplantation and its evolution after transplantation.

5.2. Material and methods

This retrospective study was performed at the Ocular Surface Group
of the University Hospital Cologne, Germany, under the supervision of Dr.
Philipp Steven. Meibography images of both eyelids were collected from
subjects undergoing hematopoietic cell transplantation between 2014 and
2020, and from healthy control subjects. This study was approved by the
ethics committee of the University Hospital of Cologne under EPISODE
code: #16-405.
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5.2.1. Image analysis

The area of MG loss was graded with the meiboscale scale of Pult et
al,3% and the images were further analyzed with MeVisLab software (www-
mevislab.de, MeVis Medical Solutions AG, Bremen, Germany),
customized for MG detection and analysis. The analysis consists of four
steps: selection of the total eyelid area, selection of MGs within that area,
obtaining the segmented image, and obtaining the skeleton image. The
following measurements were quantified with Fiji software (Fiji Is Just
Imaged, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, United
States): MG area, MG number, length, and tortuosity.

5.2.1. Statistical analysis

To assess the MG status of subjects undergoing pre-transplant
treatment, meibography images of subjects just before transplantation
(after treatment with chemotherapy and/or radiotherapy or
immunosuppressive therapy) were compared with images of control
subjects. The groups were statistically different in age, so the propensity
score method87 was used to balance the samples for both age and sex.
A weight was assigned to each observation, weighted linear models were
fitted using them, and the influence of the group on each of the

characteristics related to MG morphology was evaluated.

To check the evolution of MG status after transplantation, images
were compared to the pre-transplantation ones and with at least one
month of follow-up after transplantation. The Student's t-test for paired
samples was used for the variables that fulfilled the normality assumption

and the Wilcoxon test for the rest of the variables.
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5.3. Results

A total of 181 subjects undergoing pre-transplant treatment and 24
control subjects were included. The estimated mean age in each group
was 51.27 (95% Cl: 49.04 - 53.5) years and 48.83 (95% CI: 43.98 - 53.68)
years, for the transplanted and control groups, respectively. The
transplanted group had a higher degree of MG loss in the lower eyelid: 2
(95% CI: 2 - 3) vs. 0 (95% CI: 0 - 2): p = 0.001. MG length was shorter in
transplanted subjects in both eyelids: upper = 1.31 mm (95% CI: 1.23 -
1.40) vs. 2.79 mm (95% CI: 2.50 - 3.08), p < 0.001; lower = 0.75 mm (95%
Cl: 0.70 - 0.80) vs. 1.12 mm (95% CI: 1.00 - 1.25); p < 0.001. No

significant differences were found in MG area, MG number, or tortuosity.

A subgroup of 31 subjects was selected with a mean age of 50.01
(95% ClI: 45.47 - 54.56) years and with a mean of 10.16 (95% CI: 7.65 -
12.57) months of follow-up after transplantation (range 1 - 38 months).
The degree of MG loss was higher after transplantation in the upper
eyelid: 2 (95% CI: 1.57 - 2.3); 2, (95% CI: 1.16 - 1.68); p = 0.005. MG area
was smaller after transplantation in both eyelids: upper = 16.33% (95%
Cl: 14.06 - 18.6) vs. 21.04% (95% CI: 18.76 - 23.32); p < 0.001; lower =
11.74% (95% CI: 9.27 - 14.31) vs. 16.41% (95% CI: 14.04 - 18.79); p =
0.002).

MG length was longer after transplantation in both eyelids: upper =
2.26 mm (95% ClI: 2.04 - 2.47) vs. 1.58 mm (95% CI: 1.36 - 1.8); p <
0.001; lower = 1.2 mm (95% CI: 1.06 - 1.35) vs. 0.88 mm (95% CI: 0.78 -
0.98); p = 0.034. Lower eyelid tortuosity was also higher after
transplantation, 1.23 (95% CI: 1.14 - 1.33) vs. 1.17 (95% CI: 1.1 - 1.23),
p = 0.048. No significant differences were found in the rest of the

variables.
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6. Effect of thermal pulsation treatment in patients with Meibomian

gland dysfunction under controlled environmental conditions

6.1. Justification

The efficacy of the LipiFlow® device for the treatment of MGD has
been extensively proven and its effects last up to one year after
treatment.”>-"> However, today's lifestyle means that people are exposed
to adverse environments such as reduced relative humidity. These
adverse environments lead to an increase in the signs and symptoms
associated with DED.8% For this reason, the aim of this study is to evaluate
the efficacy of the LipiFlow® device in subjects with MGD during a one-

year follow-up and under normal and adverse environmental conditions.

6.2. Material and methods
6.2.1. Study Subjects

Subjects with DED due to MGD with a score = 13 on the OSDI
questionnaire, a lower lid MG secretion score in both eyes < 12 according
to Meibomian Gland Yielding Liquid Secretion (MGYLS) score, and at
least 10 out of 15 functional glands in the lower lid were recruited. The
study was performed in accordance with the principles of the Declaration
of Helsinki and with the approval of the Ethics Committee of the Valladolid
East Health Area and the IOBA research committee.

6.2.2. Study design and clinical evaluation

The participants attended an initial visit to evaluate their inclusion in
the study, a baseline visit for data collection, a LipiFlow® application visit
and 3 follow-up visits at 3, 6 and 12 months. At the baseline and follow-
up visits, the participants remained for 30 minutes in the controlled

environment chamber (Controlled Environmental Laboratory, CELab)"®

268



exposed to a normal controlled environmental condition: 23°C and 50%
relative humidity.”® They then underwent clinical examination including
the following tests: symptom assessment with the OSDI questionnaire,
VA, measurement of TF lipid layer thickness, degree of conjunctival
hyperemia, degree of anterior blepharitis, noninvasive tear breakup time
(NIBUT) and with fluorescein (TFBUT), corneal staining with fluorescein,
conjunctival staining with lissamine green and meibography.
Subsequently, participants were exposed for 2 hours to an adverse
controlled environmental condition: 23°C and 10% relative humidity. After
these 2 hours, the following clinical tests were performed: evaluation of
symptoms after exposure with the Change in dry eye symptoms
questionnaire (CDES-Q) and the visual analog scale (VAS),
measurement of TF lipid layer thickness, NIBUT and TFBUT, corneal and
conjunctival staining and evaluation of MG function with MGYLS. In
addition, a meibum sample was collected for subsequent analysis with 'H

nuclear magnetic resonance.
6.2.3 Statistical analysis

As a primary analysis of efficacy, the TFBUT at the baseline visit was
compared with the visit at 3-month follow-up in the normal environmental
condition using the Wilcoxon test. As a secondary analysis, MGYLS at all
visits was evaluated using linear mixed models. To analyze CDES-Q
values, the percentage of subjects who felt better, worse, or the same
after the 2-hour exposure to the adverse environmental condition at 3, 6,
and 12 months was compared with the baseline visit outcome using
McNemar's test. For quantitative variables, linear mixed models were
fitted. For those variables measured in both environmental conditions, the

effect of environmental exposure was added to the model. To quantify
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and describe each effect included in the model, marginal means and their
differences were estimated. The levels were compared 2 to 2 using
Tukey's method for the adjustment of multiple comparisons. In the case
of the model with interaction, the effect of this interaction was interpreted.
Cumulative logit mixed models were used for the ordinal variables. The
Laplace approximation was used to obtain the maximum estimated

probability, calculated as odds ratio.

The analysis of meibum composition were performed separately for
the two most frequently detected compounds: cholesterol and
unsaturated ester wax, dividing the subjects into two groups for each
component: when the component was detected at the baseline visit and
disappeared at the follow-up visits; and when the component was not
detected at any visit. Differences between groups were analyzed for the
variables OSDI, degree of anterior blepharitis, corneal and conjunctival
staining, and MGYLS, using the Student’s T test for quantitative variables,

and Man-Whitney U for ordinal variables.
6.3. Results

Seventeen women and 4 men were included, with a mean age of
59.62 (95% CI: 55.34 - 63.9) years. Neither time nor environmental
conditions had a significant effect on the primary variable TFBUT between
the baseline and follow-up visits. However, there was a significant
increase in the secondary variable MGYLS at 12 months follow-up
(baseline = 10.3 (95% CI: 9.6 — 11); 12 months = 12.2 (95% CI: 11.2 -
13.2); p = 0.001).

6.3.1. Symptoms

A significant decrease in symptomatology was observed between the

baseline visit and the 12-month follow-up visit, baseline OSDI = 43.02
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(95% CI: 32.13 - 53.91); 12-month OSDI = 28.98 (95% CI: 18.86 - 39.1);
p = 0.003. Neither time nor environmental conditions had a significant
effect on CDES-Q or VAS.

6.3.2. Signs

No significant differences were found in VA between visits. There
were no significant differences in the lipid layer thickness between visits
under the normal environmental condition. Although after exposure to the
adverse environmental condition, the model estimated a decrease of 6.5
nm (p < 0.001). Neither time nor environmental conditions had a
significant effect on conjunctival hyperemia. Time had a significant effect
on the degree of anterior blepharitis at 6 (p = 0.01) and 12 months (p =
0.001). The risk of having one point more severe anterior blepharitis at
the baseline visit was 12.5 and 125 times higher than at the 6- and 12-
month visits, respectively. NIBUT at the 3-month follow-up visit was higher
in the normal environmental condition than in the adverse condition:
normal = 12.2 (95% CI: 7.8 - 16.6) seconds; adverse = 6.8 (95% CI: 5.6 -
7.9) seconds; p < 0.001, finding no difference at the remaining visits.
Corneal staining decreased significantly at each visit: baseline = 3.14
(95% ClI: 1.88 - 4.41); 3 months = 2.38 (95% CI: 1.52 - 3.24), p < 0.001;
6 months =2 (95% CI: 0.85 - 3.15), p < 0.001; 12 months = 1.67 (95% CI:
0.87 - 2.46), p < 0.0001. In addition, the decrease between the 3- and 12-

month visit was also significant (p = 0.031).

In relation to adverse environmental condition, the model showed a
decrease in corneal staining at all visits after 2 hours of exposure:
baseline = 3.98 (95% CI: 2.96 - 5); 3 months = 2.62 (95% CI: 1.83 - 3.42);
6 months = 2.19 (95% CI: 1.3 - 3.09); 12 months = 2.02 (95% CI: 1.2 -
2.84); p = 0.017. Conjunctival staining decreased at 6 (p < 0.001) and 12
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months (p < 0.001). The probability of a decrease of one unit in
conjunctival staining at 6 and 12 months was 4.54 and 16.66 times,
respectively, while environmental condition had no significant effect. No
significant differences were found in the degree of MG loss between visits
in either the upper or lower eyelid. Improvement in MG function assessed
with the MGYLS score was observed at all visits: baseline = 10.26 (95%
Cl: 9.57 - 10 ,96); 3 months = 11.59 (95% CI: 11.09 - 12.29); 6 months =
12.45 (95% CI: 11.36 - 13.55); 12 months = 12.21 (95% CI: 11.22 - 13.21);
p < 0.001.

6.3.3. Meibum composition

In the meibum composition, cholesterol and unsaturated ester wax
were detected, but two different behaviors were observed, dividing the
subjects into 2 groups based on the detection of each compound,
cholesterol, and unsaturated ester wax. A total of 4 groups were divided:
A cholesterol detected (12 subjects, mean age = 60.23 (95% CI: 56.53 -
63.93) years), B cholesterol not detected (9 subjects, mean age = 58.63
(95% CI: 47.2 - 70.05) years), C unsaturated ester wax detected (8
subjects, mean age = 60.88 (95% CI: 54.45 - 67.3) years) and D
unsaturated ester wax not detected (13 subjects, mean age = 58.85 (95%
Cl: 52.47 - 65.23) years).

For cholesterol; corneal staining was higher in group A (cholesterol
detected) compared to group B (cholesterol not detected) at the baseline
visit: A = 4.15 (95% CI: 2.3 - 6.01); B = 1.5 (95% CI: 0.69 - 2.31), p =
0.011; and at 3-month follow-up: A = 3.12 (95% Cl: 1.94 - 4.29); B =1.19
(95% CI: 0.3 - 2.08), p = 0.009. For unsaturated ester wax, corneal
staining was also higher at the baseline visit in group C (unsaturated ester

wax detected) compared to group D (unsaturated ester wax not detected):
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C=4.5(95% CI: 1.94 - 7.06); D = 2.13 (95% CI: 0.97 - 3.28), p = 0.041.

In the rest of the visits there were no significant differences.

Conjunctival staining, in the case of cholesterol, was higher in group
A compared to group B, at 3-month follow-up (A: 3 [IQR: 4]; B: 0.75 [IQR:
11; p = 0.015). In the case of unsaturated ester wax, there were no
significant differences. There were no differences between groups in

symptomatology or degree of anterior blepharitis, nor in MGYLS.

7. Conclusions

Conclusion 1: It is possible to characterize the morphology of the
upper eyelid Meibomian glands in an objective way, and to define new
indexes that allow quantifying different properties of these glands.
Reference intervals can be determined for each of the morphologic
characteristics of the Meibomian glands considering the influence of age
and sex. These values can be used to describe the changes associated

with ocular surface alterations.

Conclusion 2: 1t is possible to evaluate the morphology of the
Meibomian glands in subjects with dry eye disease by applying the indixes
defined in this doctoral thesis and to classify such morphology in these
subjects by applying the reference intervals calculated in this doctoral
thesis. According to this classification, the alteration of Meibomian gland
morphology may contribute to detect cases with worse Meibomian gland

function and a higher degree of symptoms when ocular signs are equal.

Conclusion 3: Subjects undergoing hematopoietic cell transplantation
suffer an increased degree of Meibomian gland loss after transplantation,

although pre-transplant treatments such as radiotherapy or
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chemotherapy also contribute to an alteration of Meibomian gland

morphology.

Conclusion 4: A single session of LipiFlow® treatment leads to an
objective and subjective improvement of the lacrimal functional unit in
patients with Meibomian gland dysfunction under controlled
environmental conditions, and its effects can last up to one year after

treatment.
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IMPACTO DE LA PANDEMIA DE COVID-19 EN LA
TESIS DOCTORAL

El proyecto de esta tesis doctoral se inicié en el ano 2018 y se ha
finalizado en el afio 2022. Este periodo de cinco anos se ha visto afectado
por la pandemia de COVID-19 iniciada en el afo 2020 y por la
consecuente situacion de alerta sanitaria. En este apartado se recogen
los aspectos mas importantes del impacto de la pandemia en la

realizacion y los resultados de la tesis doctoral.

Entre 2018 y 2019, se disefaron los estudios que se incluyen en la
tesis doctoral. Con respecto al estudio de la caracterizacidon de las GM,
la fase de reclutamiento tenia una duracion prevista de 12 — 18 meses.
Esta fase se inici6 en 2019 y finalmente se terminé en 2021 ya que no se
pudo reclutar sujetos durante el periodo de confinamiento v,
posteriormente, las limitaciones asociadas a la situacion de emergencia

sanitaria ralentizaron el proceso.

Con respecto al estudio de evaluaciéon de la morfologia de las GM en
sujetos sometidos al trasplante de células hematopoyéticas, estaba
previsto realizarlo en el primer trimestre de 2020. Sin embargo, al
declararse la pandemia en marzo de ese afo, la estancia tuvo que
interrumpirse, de manera que solo pudo realizarse la primera parte del
proyecto, correspondiente al desarrollo del software MeVisLab. Debido a
las restricciones de movilidad impuestas durante ese afo y el siguiente,
la estancia se complet6 finalmente en el primer trimestre de 2022. En
esta segunda fase se recogieron las imagenes de los sujetos sometidos
al trasplante, aunque no se pudo acceder a los datos clinicos debido al

protocolo de acceso al Hospital de Colonia por la alerta sanitaria.
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Finalmente, con respecto al estudio de la evaluaciéon del tratamiento
con LipiFlow®, las restricciones de movilidad impuestas en 2020
impidieron que dos sujetos acudieran a la visita de los 12 meses de

seguimiento.

A modo de resumen, se puede considerar que la pandemia de
COVID-19 ha tenido un impacto en la duracion de la tesis doctoral ya que
ha sido necesario ampliar el plazo de la fase experimental y organizar de
nuevo la estancia internacional. Sin embargo, se puede concluir que se
finalmente se han alcanzado los objetivos propuestos y se ha finalizado

el proyecto.
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