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AA: aminoacidos

Ach: acetilcolina

AEMPS: Agencia Espafola del Medicamento y Productos Sanitarios
AQP: acuaporinas

CD: ciimulo de diferenciacion

CKCS: Cavalier King Charles Spaniel

CM: células madre

CMA: células madre adultas

CME: células madre embrionarias

CMM: células madre mesenquimales

CMPi: células madre pluripotentes inducidas

COX2: ciclooxigenasa 2

CpN: ciclofilina

DAG: diacilglicerol

EGF: factor de crecimiento epidermal

FDA: Administraciéon de Medicamentos y Alimentos
GC: guanilciclasa

HGF: factor de crecimiento hormonal

IDO: indoleamina dioxigenasa

IFN: interferén

IKcal: canales especificos de K* de conductancia intermedia
dependiente de calcio

IL: interleuquina

IPs: inosito 1,4,5 trifosfato



MHC-II: complejo mayor de histocompatibilidad de clase II
NOD: no obeso diabético

NPY: neuropéptido Y

PGE2: prostaglandina

PKA: proteina quinasa A

PKC: proteina quinasa C

QCS: queratoconjuntivitis seca

SS: sindrome de Sjogren

STT: test de Schirmer

TC: grupo terapia celular

TGF: factor de crecimiento tumoral

TM: grupo terapia médica

TNF: factor de necrosis tumoral

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular
VIP: péptido intestinal vasoactivo

WHWT: West Highland White Terrier
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Introducciéon !

En medicina humana, la queratoconjuntivitis seca (QCS) afecta a millones de
personas a nivel mundial, representando una de las enfermedades mas comunes de la
superficie ocular.! Actualmente es padecida por un 5 a 37% de la poblacién de 50
afios o superior; que va incrementando con la edad, y suponiendo costes anuales
elevados, como por ejemplo 3.84 millones de dolares en Estados Unidos.” Aunque
segun estudios, entre el 2000 y el 2050 el nimero de personas entre 65-84 afios que
padeceran ojo seco se incrementard un 100%, llegando hasta 333% en los mayores

~ 4 . .o .,
de 85 afios." Tendencias similares se espera también en otras partes del mundo.’

El impacto del ojo seco sobre la calidad de vida se mide por los sintomas de
dolor e irritacidn, el efecto en la salud ocular y el como afecta a la capacidad visual,
ya que actividades cotidianas como el conducir o leer se ven limitados.® Estos
pacientes también se ven afectados por la necesidad constante de aplicacion del
tratamiento médico, como por ejemplo lagrimas artificiales, y su coste a largo plazo,

ya que requiere de un tratamiento crénico.

La definicion de QCS ha ido variando a lo largo del tiempo, ya que
inicialmente se consideraba un desorden de la pelicula lacrimal debido a una
deficiencia o excesiva evaporacion, lo que causaba un dafio en la superficie ocular,
estando asociado a signos de malestar ocular. Posteriormente, en 2007 la Sociedad de
la Pelicula Lacrimal y Superficie Ocular describié ojo seco como una enfermedad
multifactorial de la lagrima y superficie ocular, que da lugar a sintomas de
incomodidad, problemas visuales e inestabilidad en la pelicula lacrimal, con un
potencial dafio sobre la superficie ocular. Ademds, esta acompafiado de un
incremento en la osmolaridad de la pelicula lacrimal. Diez afios mas tarde, esta
misma sociedad ha modificado la definicion a ser una enfermedad multifactorial de
la superficie ocular que se caracteriza por la perdida de homeostasis en la pelicula
lacrimal y que se acompaia de signos oculares, en donde la inestabilidad e
hiperosmolaridad de la lagrima, inflamacion y dafio de la superficie ocular y

. . . o1, . 2
anormalidades neurosensoriales juegan un papel etiologico.””*

En medicina veterinaria el primero en publicar sobre la presencia en la
especie canina fue el profesor Lloyd Helper en 1976, en los que observd una
reduccion del componente acuoso de la lagrima. Para ello la herramienta estandar de

medicion fue el Test de Schirmer (STT) junto con la presencia de alteraciones en la
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superficie ocular.” El test de Schirmer I se desarrollé en 1903 por el oftalmélogo
aleman Otto Schirmer, el cual requiere de 60 segundos realizarlo, pero que sin
embargo ofrece conocimiento sobre la lagrima basal y refleja junto con la via

neural,'®!!

Los signos clinicos varian dependiendo de la cronicidad de la enfermedad,
observandose descarga ocular e hiperemia conjuntival en los estadios tempranos, y
progresando la queratitis hasta visualizarse vascularizacion, edema y pigmento sobre
la superficie corneal, llegando incluso hasta la ulceracion.'” En medicina humana la
gravedad de estos signos clinicos originé la creacion de una escala clinica, la cual ha
permitido dar unas pautas de tratamiento y de seguimiento en funcion de la severidad
de la enfermedad.” En el caso de la queratoconjuntivitis seca canina no existe una

escala clinica tal y como se encuentra especificada en humana.

El tratamiento médico para la deficiencia en la pelicula lacrimal va
principalmente dirigido a mitigar los signos de la superficie ocular y aumentar el
bienestar del paciente. Drogas como los inmunosupresores han demostrado un
incremento de la produccion lacrimal y una disminucion de los signos inflamatorios;
pero que a lo largo de los afios se ha demostrado que no en todos los pacientes se
observaba mejoria, lo que ha llevado a busqueda de nuevos productos

. 13,14
alternativos.'>

El nombre genérico de “célula madre” (CM) hace referencia a cualquier
célula no especializada que es capaz de renovarse a través de la division celular, pero
que puede dar lugar a posteriori a una célula especializada y funcional. Se
encuentran dos tipos celulares, por un lado las embrionarias y por otro las adultas, las
cuales se pueden obtener de una gran variedad de tejidos. Actualmente las adultas se
denominan células madre mesenquiales (CMM) y se caracterizan por se capaces de
modular la respuesta inmune. Dentro de esta propiedad destaca la capacidad de
inhibir la proliferacion de linfocitos y citoquinas, suprimir la funcion de las células
dendriticas y disminuir la produccién de interferén y por las natural killer."”> Aparte
de este efecto directo sobre el sistema inmune, se modula también el microambiente,

.. . . - 1
mitigando la respuesta inflamatoria dafiina.'®

Es por ello que la queratoconjuntivitis seca canina de origen inmunomediado

es una potencial candidata para el tratamiento con células madre. En ella se ha
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observado un aumento de células T y B con infiltracion a nivel acinar, ademas de la
liberacion de citoquinas proinflamatorias que promueven un mayor dafio sobre el

tejido glandular.”'"'®

En medicina veterinaria la mayoria de las publicaciones se limitan a casos
;. . . . 1 .
clinicos aislados, serie de casos o estudios no controlados 9, encontrando varias

. . . .. . 2021
publicaciones en queratoconjuntivitis seca canina™”

pero en las cuales no se ha
comparado con el tratamiento topico convencional. Ademas, al contrario que ocurre
en medicina humana, en veterinaria no existe una legislacion especifica vigente que

22,2
las regule.**

Por todo ellos los objetivos del estudio son:

. Establecer una escala clinica para permitir clasificar a la
poblacién con queratoconjuntivitis seca inmunomediada en 4 estadios, en

funcidn de su severidad.

. Validar la fiabilidad y concordancia de dicha escala entre
observadores.
. Administrar cé€lulas madre mesenquimales en la glandula

orbital y de la membrana nictitante de pacientes con queratoconjuntivitis seca
inmunomediada.

. Analizar la evolucidon de los signos clinicos a lo largo de un
afio de los animales que solo recibieron tratamiento médico y compararlo con
los descrito en la bibliografia.

. Analizar la evolucidon de los signos clinicos a lo largo de un
afio de los animales que recibieron tratamiento celular y compararlo con los
descritos en la bibliografia.

. Comparar ambas terapias entre si, para determinar si las CMM
son una opcion como tratamiento adyuvante para la queratoconjuntivitis seca

inmunomediada en animales que presentan cronicidad.
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Revision bibliografica !

1. EMBRIOLOGIA Y ANATOMIA DE LA GLANDULA ORBITAL Y DE LA
MEMBRANA NICTITANTE

1.1 Embriologia

Los parpados se desarrollan a partir del ectodermo superficial, el cual junto
con el mesodermo y el endodermo forman las tres capas germinativas embrionarias.
Mas concretamente, el parpado superior se origina del proceso frontonasal y el

inferior junto con la membrana nictitante del proceso maxilar.

La dermis y el tarso de los parpados se originan de la cresta neural

mesenquimal y tiene lugar en el dia 30 de gestacion en la especie canina.

El ectodermo, ademas de originar la conjuntiva palpebral que tapiza a los
parpados, también contribuye al desarrollo de la epidermis, cilios, gldndula lacrimal

principal y glandulas de Meibomio, Zeiss y Moll entre otras estructuras.”**

En el ser humano la formacion de la gldndula lacrimal principal tiene lugar en
la conjuntiva del fondo de saco superoexterno, en donde se produce una
condensacion mesenquimatosa alrededor de las yemas epiteliales solidas para formar
dicha glandula secretora.”® Este proceso se inicia en la fase embrionaria de 25 mm y
el desarrollo completo de la glandula se produce a los 3-4 afos de la vida

2
extrauterina. !

1.2 Aspectos macroscopicos y microscopicos

La glandula lacrimal canina principal es una estructura plana, no encapsulada,
lobulada, de aspecto rosaceo y que muestra variaciones morfoldgicas en funcion de
la raza. La forma puede variar desde redondeada, triangular, oval y con forma de
corazdn. Se localiza en en la zona superotemporal del globo ocular, por debajo del
ligamento orbitario y entre el musculo dorsal y el recto lateral. Se encuentra rodeada
de grasa intraorbitaria a excepcion de su cara dorsal y ventral, y presenta un tejido
conectivo que la conecta con el ligamento orbitario (superior) y con la capsula de

Tenon (inferior).*®

La glandula de la membrana nictitante o tercer parpado se localiza en la base

de dicha membrana y se encuentra rodeando distalmente el cartilago en forma de T
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que conforma al tercer parpado. Su secrecion en el perro es seromucosa y su cara

bulbar se encuentra cubierta por un tejido linfoide.*®

Existen variaciones entre las diferentes razas en su tamafio y peso. Los
Beagles presentan glandulas lacrimales de menor tamafo, mientras que en Pit bull
terrier son de mayor volumen. El peso se ha evaluado en el Pit bull y cruce de
Pointer en donde no se aprecian diferencias significativas entre ellos, con un peso

medio de 348,2 mg y 283 mg respectivamente.*®

La glandula de la membrana nictitante ha podido ser estudiada en el Pit bull
observandose que es ligeramente mas ancha con una media de 11,7 mm de grosor y

un peso medio de 266,3 mg.”®

Ambas glandulas se componen histologicamente de: parénquima, estroma,
acini, tibulos, conductos intra e interlobulares, tejido conectivo intra e interlobular,
vasos sanguineos intra e interlobulares, células mioepiteliales, infiltrados celulares y

células adiposas intra e interlobulares.

Estan constituidas por unidades tubulo-acinares, en donde los acini se

organizan alrededor de los segmentos tubulares.

El intersticio esta compuesto por fibras de colageno que separan los l6bulos
glandulares, células mioepiteliales, plasmdaticas y linfocitos. También se ha
demostrado la existencia de inclusiones adiposas intra e interlobulares tanto en la

glandula principal como de la membrana nictitante.*

1.3 Vascularizacion e inervacion

La glandula lacrimal principal se nutre de la arteria lacrimal, que surge de la
rama de la arteria oftalmica externa, cerca del apex del cono de los musculos
extraoculares. Transcurre a lo largo de la cara lateral del recto lateral, entrando a la
glandula aproximadamente por el centro de su borde posterior. El drenaje venoso es
llevado a cabo por la vena lacrimal, que se encuentra adyacente a la arteria,
transcurriendo a lo largo del borde ventral hasta alcanzar el plexo orbital venoso en

la base de la 6rbita.?®

La inervacion de la glandula lacrimal esta mediada por la via aferente
compuesta por la division oftdlmica del V par craneal, el ganglio trigémino y el

nucleo principal del V par craneal.

10
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En la via aferente se capta un estimulo sobre la conjuntiva o la cérnea, y
mediante el nervio lacrimal, que es una rama de la division oftadlmica del trigémino
(par craneal V) llega al ganglio trigémino. De ahi se conecta mediante interneuronas

al nucleo lacrimal del nervio facial situado en el metencéfalo.

En el ser humano existe una conexion entre el hipotdlamo y el nucleo
lacrimal, generando las lagrimas emocionales y también con el sistema olfatorio,

: ’ 7 ;. . . . 1
explicando asi el por qué de las lagrimas en presencia de comida picante.**”

La via eferente se divide en simpatico y parasimpatico.’” La inervacion
simpatica se inicia en el ganglio cervical craneal (simpatico), uniéndose al nervio
maxilar y que se continua con el zigomatico y zigomatico-temporal hasta alcanzar la
glandula lacrimal. Una vez alcanzada la glandula se distribuye por la musculatura
lisa de los vasos, los acini y los conductos. La inervacion simpatica libera
norepinefrina y neuropéptido Y, cuyos receptores se localizan en las células acinares.
Su estimulacion favorece el riego sanguineo a la glandula y activa la via de proteinas

G, lo que contribuye a una mayor secreciéon de lagrima.**

La inervacion parasimpatica se divide en preganglionar y postganglionar. La
preganglionar se origina del nucleo superior salivatorio y viaja junto con el nervio
facial (par craneal VII) hasta alcanzar el ganglio pterigopalatino. Las fibras
postganglionares se unen a la division maxilar del nervio trigémino y viajan hasta
alcanzar la rama cigomadtica dividiéndose en el nervio cigomadtico-facial y
cigomatico-temporal (ZTN).>* En la especie canina se han indicado tres variaciones
del curso del nervio lacrimal y cigomaético-temporal hasta alcanzar la glandula
lacrimal. En un 60,6 % de los animales del estudio no habia comunicacion entre el
nervio lacrimal y ZTN, ya que ambos comunican directamente con la glandula (Fig
1.1). En un 36,4 % el nervio lacrimal y ZTN entran directamente a la glandula, pero
al mismo tiempo hay una comunicacién entre ellos que presenta pequeiias
ramificaciones que entran en la glandula (Fig 1.2). Y en un pequeio porcentaje (3%),
ZTN no tiene una rama directa y comunica con el nervio lacrimal antes de que este

entre a la glandula (Fig 1.3).%

11
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Figura 1: Variaciones del curso del nervio lacrimal y cigomético. LG= glandula lacrimal, LN= nervio
lacrimal, FN= nervio frontal, ZTN= nervio cigomatico-temporal, Comm= comunicacién. En Scott G
etal, 2014.%

Las fibras al llegar a la glandula inervan las células acinares, la de los
conductos y la pared de los vasos vasculares regulando asi la secrecion de agua,
electrolitos y proteinas a través de la via de la proteina G y del Ca*"/calmodulina y
que esta mediado por la liberacion de acetilcolina y el péptido intestinal vasoactivo
(VIP).***® M3;AchR es el unico receptor muscarinico en la glandula lacrimal,
mientras que para VIP se localizan dos tipos de receptores; VIPACI1 en las células

acinares y VIPAC 2 en las mioepiteliales.’’

La secrecion de la glandula lacrimal es inhibida por el neuropéptido Leu-
Enkephaline (L-Enk), el cual interactiia con la proteinas G inhibitorias, interfiriendo

asi la activacion de la ciclasa de adenilato, mediada por las proteinas G activadoras.™

Las fibras parasimpaticas postganglionares inervan también las glandulas
nasales mediante el nervio nasal caudal, que procede de la rama maxilar del nervio
trigémino. Esto genera la estimulacion de la produccion lacrimal cuando hay una

.., . . 4
exposicion a ciertos olores, como en el caso de los felinos con el alcohol.’

Con respecto a la glandula nictitante, no esta claro su inervacioén
parasimpatica y se presupone que el nervio cigomatico y el infraorbital son los que le

. . L. 4
transmiten las fibras simpaticas.’

12
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2. COMPONENTES DE LA PELICULA LACRIMAL PRECORNEAL

La lagrima presenta un gran nimero de funciones tales como proteger la cornea de la
desecacion y lubricar los parpados, mantener el estado refractivo de la cornea,
protegerla frente a infecciones mediante sustancias antimicrobianas especificas y no
especificas, aportar oxigeno, nutrientes y transportar productos metabolicos, evitar la
deshidratacion debido a su hiperosmolaridad, eliminar cuerpos extrafios de la cornea

y conjuntiva y proveer de células inmunes.*

Tradicionalmente la ldgrima se componia de tres fases: la lipidica, acuosa y la
de mucina, pero en los ultimos afios se ha descrito una cuarta fase, el glicocalix, que
se extiende sobre la superficie de la cornea.”” Aunque se tiene conocimiento de estas

fases o capas de la lagrima, no existe una delimitacidn o corte exacto entre ellas, sino

que se encuentran entremezcladas entre si (Fig.2) .***

Air
S———s——— <€ Lipid layer

= A

Aqueous
layer
with
soluble
mucin

Gel mucin

and

glycocalyx

mucins
/

"
Microplicae

Epithelial cell

Figura 2: La pelicula lacrimal precorneal. Modificado de Bron AJ et al, 2004.*
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El grosor de la lagrima se ha estimado en el ser humano de 3,44+2,6 um37, ya
medida que va avanzando la tecnologia en técnicas diagnoésticas, tales como la
tomografia Optica computerizada, se cree que se podra llegar a diferenciar entre el
grosor central de la pelicula lacrimal y de la situada en la caruncula (menisci) del

, . . .40 .. . . . ,
parpado superior e inferior.” En el caso de medicina veterinaria se necesitan mas
estudios en las diversas especies para llegar a un consenso sobre el grosor de la

pelicula lacrimal.

El pH en el ser humano varia de 7,14-7,8230 y en el caso del perro, los
resultados obtenidos en el estudio de Beckwith-Cohen y colaboradores muestran
unos valores de 8,0510,26.4] También se evaluaron en otras especies como en el
vacuno y en la equina, donde los valores obtenidos fueron de 8,32+0,14 y de

7,84+030 respectivamente.*’

2.1 Fase lipidica

La fase lipidica es secretada por las glandulas de Meibomio, las cuales se
encuentran muy desarrolladas en el perro y que se pueden encontrar entre 20 y 40
glandulas por parpado.*” Se localizan dentro de la placa tarsal, donde forman
agregados lineales de acini secretores, los cuales se abren a unos conductos centrales
que se disponen en angulo recto respecto al margen de los parpados. Asi pues, la fase
lipidica se distribuye por la superficie de los parpados hacia la uniéon mucocutanea a
través de pequefias aperturas*’, las cuales forman una linea en el margen del parpado
conocida como “linea gris”. La disposicion de los acini puede llegar a observarse a

través de la conjuntiva palpebral semitransparente.

Las caracteristicas histologicas de estas glandulas es que son holocrinas,
sebaceas modificadas y que se disponen de forma lineal dentro del tejido conectivo
del margen palpebral.'” La fase lipidica tiene un grosor aproximado de 0,1 um,
retarda la evaporacion y permite una buena distribucion de la ldgrima sobre la
superficie de la cornea.* Su composicion consiste en acidos grasos monoinsaturados,
¢steres de esteroles, hidrocarbonos, triglicéridos, diglicéridos, esteroles libres

(colesterol), acidos grasos libres y lipidos polares (fosfolipidos).’’

Los lipidos de las glandulas se encuentran en un estado liquido a temperatura

corporal, y eso es debido a que su peso es mayor y su polaridad menor que la de la
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grasa.” La interaccion entre los lipidos y las proteinas de la fase acuosa de la
pelicula lacrimal dan lugar a un gel viscoelastico no colapsante, y que ha sido
comparado con la sustancia surfactante pulmonar. A pesar de la diferencia en la
composicion de los lipidos, lo que genera una estructura lipidica distinta, ambos se
comportan de una manera similar disminuyendo la tension superficial entre la
interfase aire-agua y asi se evita el colapso alveolar y la evaporacion de la lagrima
durante el ciclo de compresidon-expansion tanto en la respiracion como en el

454
parpadeo.*”*

Entre las técnicas para cuantificar la secrecion de las glandulas se ha usado la
meibometria no invasiva en perros conscientes, donde los resultados han sido
variables, con un valor de 179+ 60 unidades Meibometers (MU) y sin observarse
diferencias en la edad y el sexo de la poblacién canina estudiada.*” En el estudio de
Benz realizaron medidas tanto en el ojo derecho e izquierdo, que fueron de 211448
MU y 205+41 MU respectivamente y al igual que en el estudio anterior, no
observaron diferencias entre el sexo de la poblacion.*®

2.2 Fase acuosa

La fase acuosa es secretada por la glandula lacrimal orbital y por la de la
membrana nictitante y esta constituida por 98,2% de agua y un 1,8% de sustancias

solidas.

Permite suplir las necesidades metabolicas (glucosa, electrolitos, oxigeno y
agua) de las corneas avasculares, elimina dioxido de carbono y acido lactico, ademas
de detritus y bacterias de la superficie ocular, manteniendo una buena lubricacion de

, . . .. 12
la cérnea, conjuntiva y membrana nictitante.

Entre los componentes solidos encontramos electrolitos, glucosa, urea,
polimeros surfactivos, glicoproteinas y proteinas. Actualmente se ha detectado 125
tipos diferentes de proteinas en la pelicula lacrimal de perros sanos donde destacan
las globulinas (IgA, IgG, IgM), albiiminas, complemento, lisozimas, lactoferrina,

lipocalin y factor de crecimiento epidermal (EGF), lacritin e interleukinas
(Fig.3).3749:5051.52
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Figura 3: Componentes de la pelicula lacrimal. En Gregory MS, 2010.%

En humanos, bovidos y conejo la concentracion de electrolitos en la pelicula
lacrimal es similar a la del plasma, a excepcion del potasio, que es de tres a seis
veces mas abundante en la lagrima, indicindonos asi un mecanismo de transporte

activo.”?

El nivel de proteinas en la lagrima de los perros es de 0,35 g/dl, donde las
mas destacadas son las globulinas, albuminas y lisozimas con un 93%, 4% y 3%
respectivamente.”® Las lisozimas junto con la lactoferrina, a-lisina y proteinas de

, . o . ; 6
complemento son consideradas como sustancias antimicrobiales no especificas.””

La lisozima se encuentra en la mayoria de los mamiferos, aves e insectos,
pero no se ha detectado en vacuno ni en felinos. En comparacion con los humanos y
los primates, los animales domésticos tienen una concentracion menor, como en el
caso del caballo que puede llegar a presentar la mitad de la concentracion de lisozima
de un humano.’””® Son secretadas por la glandula lacrimal, y su concentracion
aumenta en caso de conjuntivitis, considerdndolas la primera linea de defensa contra
patogenos oculares.”*> Actiian generando bacteriolisis mediante la hidrolisis de los
peptidoglicanos, los cuales forman la pared celular de las bacterias. También

presentan accion antifiingica gracias a las enzimas hidroliticas, como la quitinasa.”
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La o-lisina causa la ruptura de las membranas celulares por un mecanismo
desconocido. También se desconoce su origen en la pelicula lacrimal, pero se ha
detectado que su concentracion es mayor en ese medio que en el suero, plasma y

humor acuoso en el caso del ser humano.”’

La lactoferrina se ha identificado en humanos, vacuno y otros mamiferos. Es
secretada por la glandula lacrimal principal y presenta una alta concentracion en la
pelicula lacrimal, de 65 a 160 mg/m1.>>*° Su forma de actuacién es mediante la union
reversible a dos 4&tomos de hierro, agotando el hierro esencial para el metabolismo y
crecimiento de las bacterias®', ademas de ser capaz de realizar sinergia con IgA, Ig G

’ . : 2
y complemento, modulando asf el sistema inmune.®

Las sustancias especificas son IgA, IgG e IgM cuya concentracion varia en
funcion de la edad y momento del dia. La IgA es considerada la primera
inmunoglobulina en la pelicula lacrimal y es secretada por las células plasmaticas
localizadas en el intersticio de dicha glandula, asi como en la sustancia propia de la
conjuntiva.”> Su concentraciéon en humana es de 10 a 80 mg/dl , ademas de ser
mayoritaria frente a la IgG e IgM.**** Su estructura difiere con la IgA del suero, ya
que esta presenta una cadena en forma de J, a la cual se le unen dos moléculas de

IgA, lo que le confiere proteccién frente a las enzimas proteoliticas de las lagrimas.®

Su accidn es la de proteger al ojo frente a las infecciones viricas, colonizacion
bacteriana e infestacion por parasitos. Para ello, forman inmunocomplejos que

. . 4
aglutinan y neutralizan.’>°

IgG e Ig M se encuentran en concentraciones mas bajas
en la pelicula lacrimal. La produccion de IgM tiene lugar durante la infeccion
primaria mientras que IgG durante la re-exposicion a un microorganismo. Ambas

activan la cascada del complemento y promueven la fagocitosis.” %

En la fase acuosa también se encuentran proteinasas e inhibidores de las
proteinasas, las cuales juegan un papel importante en la inmunidad ocular y en la
prevencion de la excesiva degradacion de los tejidos sanos oculares. Las mas
destacadas son MMP-2 secretada por los queratocitos y MMP-9 por las células
epiteliales corneales o por los neutrdfilos tras una lesion corneal, aumentando su

concentracion en la pelicula lacrimal tras queratititis ulcerativas.’®*’

La contribucién de cada glandula a la fase acuosa se ha estudiado a lo largo

de los afos, viéndose que el volumen de fluido producido por cada una de ellas varia
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dependiendo los animales. Los estudios muestran que cuando una de las glandulas es
eliminada, se produce un incremento compensatorio en la produccion de lagrima por
la otra que permanece y en el caso de la eliminacion de ambas glandulas se produce
una total ausencia de secrecidon, sugiriendo asi que las glandulas accesorias

conjuntivales no estan presentes en el perro o tienen un papel poco relevante.***

El porcentaje de afeccion a la produccion lacrimal se ha estimado en un 23 a
46% en caso de destruccion de la glandula lacrimal orbital y en un 12 a 26% en el

caso de la glandula de la membrana nictitante.*

En algunas especies como en ciertos mamiferos, aves, reptiles y anfibios se
encuentra la glandula de Harderian, contigua a la membrana nictitante y que
contribuye también en la lubricacion de la superficie ocular, ademas de generar
respuesta inmune, liberacion de feromonas, termorregulacion y ser fuente de factores
de crecimiento. Es tubulo-acinar y presenta un conducto secretor que se abre en el
canto posterior de la membrana nictitante.”’ Esta glandula se ha valorado mediante
ecografia y en el caso del conejo su localizacion es medial al globo ocular y ventral
al espacio retrobulbar. En el caso del guinea pig su localizacion es posterior y
ligeramente ventral al globo ocular y en el caso de las chinchillas es también

. , . 1
posterior pero mas medial.”

2.3 Fase mucosa

La fase mucosa o de mucina es secretada por las cé€lulas caliciformes

conjuntivales que se localizan en mayor nimero en el fornix conjuntival y en el
T . . 2 . .,

epitelio corneal y conjuntival.”> En el ser humano se han localizado también en

’ . . , . 4
cornea, conjuntiva y glandula lacrimal.”’

Estas glandulas son apocrinas y su secrecion mucosa, que es la capa mas
profunda de la pelicula lacrimal, esta compuesta por mucina, inmunoglobulinas,

. , . . . 4
urea, glicoproteinas, sales, glucosa, leucocitos, detritus celulares y enzimas. 975

El grosor de esta capa varia en funcion de si se encuentra cubriendo la cornea,
siendo de 0,8 um o de si es sobre la conjuntiva con 1,4 pm.”® Su funcién es la de
lubricar y proteger la cornea, anclar la fase acuosa al epitelio corneal, disminuir la
tension superficial para incrementar la estabilidad de la pelicula lacrimal, prevenir la

., . . . 4
desecacion y evitar la adherencia bacteriana.**’®
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La mucina esta compuesta por un grupo heterogéneo de oligosacaridos
hidratados unidos a proteinas, las cuales se sintetizan en el reticulo endoplasmatico
de la células caliciformes y se unen a los glicidos en el aparato de Golgi. Estas
glicoproteinas se almacenan en granulos/vesiculas en la zona apical de las células
caliciformes, las cuales al recibir un estimulo, fusionan las vesiculas con Ila
membrana limitante de las células y libera asi el contenido sobre la superficie de la
cornea. La mucina se puede clasificar en “unidas a membrana” o secretoras y ambas
aparecen en la pelicula lacrimal y epitelio de la cornea. Las primeras se concentran
en el apex de las microplicas (crestas en pliegues) de la superficie estratificada de las
células epiteliales oculares y son MUCI, MUC4 y MUCI16, mientras que las
secretoras son solubles en la pelicula lacrimal y se distribuyen sobre la superficie
ocular durante el parpadeo formando un gel. Estas ultimas son MUC2, MUCSAC,
MUCS5B y MUC7, siendo MUCSAC la que forma la columna vertebral de la fase

mucosa.37’77’78

Estudios recientes sobre MUC1 y MUCI16 localizadas en el epitelio corneal y
conjuntival han demostrado que dichas mucinas interactian con la proteina

galactina-3 confiriendo una mayor estabilidad de la barrera mucosa.”

Esta mucina esta compuesta de 4 D dominios, ricos en cisteina, que flanquean
una secuencia repetida en tandem y cuyo aminodcido se encuentra O-glicosilado y
unido a una cadena lateral de carbohidrato (Fig.4).”” Su estructura ha sido estudiada
y comparada en el ser humano, conejo y perros™ y se han observado diferencias
como que en el ser humano la mucina ocular esta cargada negativamente y termina
en acido sialico, mientras que en el perro y conejo son neutrales y terminan en alfa 1-
2 fucose y/o alfa 1-3 N-acetilgalactosamina. Enfermedades de la superficie ocular
como la QCS genera alteraciones en la O-glicosilacion comprometiendo la

ili ; 1.4
estabilidad de las mucinas.”®"*

MUC 5AC H, == () / \ 1 —( )— CooH
Y < )il
DI D2 D3 ™ Cys i D4 CK

TR

Figura 4: Disefio estructural de la mucina formadora de gel. Modificado de Gipson et al, 2003.”
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2.4 Glicocalix

El glicocalix es una red de polisacaridos que se proyectan desde la superficie
ocular y se encargan de cubrir el epitelio corneal y conjuntival. La mucina es su
componente esencial y como se ha comentado antes es un nucleo de proteinas de
aminoacidos unidos a una cadena lateral de carbohidratos por O-glicosilacion y
aquellas que componen el glicocalix son MUCI, MUC4 y MUC16 (“unidas a
membrana”). Son producidas por las células escamosas estratificadas de las cé€lulas
epiteliales de la cérnea y conjuntiva. Se localiza en la porcion apical de las
microvellosidades del epitelio corneal y conjuntival y mediante su cadena de
carbohidrato se unen a la fase mucosa de la pelicula lacrimal, extendiéndose 300 nm
desde las microvillosidades y microplicatas. Su funcién es la de hidratar la superficie
ocular y generar una barrera frente a patégenos, ademas de permitir a la fase mucosa

1 2
desplazarse por la superficie ocular.””’>*

3. FISIOLOGIA DE LA PELICULA LACRIMAL

3.1 Fase mucosa: Regulacion de la produccion de mucina, secrecion de electrolitos
y agua

La inervacion es el primer regulador de la secrecion de las células
caliciformes de la conjuntiva, presentando una via aferente y una eferente simpatica
y parasimpatica. La estimulacion de los nervios sensoriales en la cornea induce la
secrecion por medio los nervios eferentes.”’ Los neurotransmisores liberados por los
nervios parasimpaticos son la acetilcolina (Ach) y péptido intestinal vasoactivo
(VIP), mientras que la norepinefrina y neuropéptido Y (NPY) son liberados por los
nervios simpaticos. Actualmente la Ach y VIP son el estimulo primario sobre las
células caliciformes para su secrecion, mientras que la funcion de los nervios

. L: . 4
simpaticos aun se (1€SCOIIOC€.83’8

La via de actuacion de la acetilcolina para la secrecion de las células
caliciformes actia sobre los receptores M3zAchR y MbAchR de estas células.®® Mas
especificamente sobre la subunidad de la proteina G, Gyq/11, que activa la fosfolipasa

C y asi dar lugar al inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG).
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IP; libera el calcio intracelular uniéndose a sus receptores en el reticulo
endoplasmatico, y este incremento de la concentracion de calcio intracelular estimula
la secrecion de mucina.**® DAG por su parte activa la proteina quinasa C (PKC), la
cual presenta isoformas que al activarse estimulan la secrecion de las glandulas

caliciformes.®®

Otra via de secrecion mediada por los agonistas colinérgicos es la del factor
de crecimiento epidermal (EGF), en donde el receptor EGF es fosforilado por la
tirosina quinasa Pyk2 y p60Src, lo que atrae a las proteinas Shc y Grb2 activando el
factor SOS que incrementa la actividad de proteinas Ras.* Estas activan la quinasa
MAPK (Ras) que fosforila la quinasa MAPK (MEK) y esta ultima fosforila ERK1/2

que estimula la secrecion.®*

A parte de la regulacion neural, la secrecion de mucina puede ser modulada
por la proliferacion de las células caliciformes.” Estudios realizados en ratas y en
humanos ha demostrado que la activacion de las isoformas de PKC, mediado por

EGF, estimula la proliferacién de las células caliciformes conjuntivales.”!

La composicion de electrolitos y de agua en el medio externo tiene un efecto

importante sobre la liberacion de mucinas por parte de los granulos secretores.

Las células de la conjuntiva presentan un lado basolateral (torrente
sanguineo) y otro apical (lagrima) y las proteinas transportadores de iones se
encuentran distribuidas por toda la conjuntiva realizando funciones tanto de

.y <z : 2
absorcion como secrecion (Fig.5).

En el lado basolateral se localiza Na', K ATPasa que se encarga de
expulsar 3Na" de la célula para permitir la entrada de 2Ky asi generar un voltaje
intracelular negativo. También se localizan el co-transporte Na'-K'-2CI" (NKCC1) y
el intercambiador CI/HCOs3™ que se encargan de introducir Cl en la célula para luego
ser secretado por el lado apical a través de los canales de CI. El K™ absorbido es
también secretado por la zona apical junto con el Na" que se mueve a través de la via
paracelular y asi generar una secrecion isotonica de estos electrolitos en la

794 En el lado apical se localiza el co- transporte de Na™ dependiente de

lagrima.
glucosa, permitiendo la entrada de Na' que posteriormente llegara hasta la zona

basolateral para ser expulsado por ATPasa y asi generar el voltaje negativo.
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Asimismo la entrada de Na' puede ser usada para el transporte de aminoacidos (AA)

en la célula.”

La estimulaciéon de la secrecion de fluidos por la conjuntiva se ve
influenciada por el incremento de la concentracion de Ca™ intracelular o el nivel
celular de AMPc. Cuando hay un incremento de AMPc celular se activa la proteina
quinasa A (PKA) que estimula a nivel basolateral la secrecion de Cl'y la absorcion
de Na" a través de los canales de Ky asi tiene lugar la hiperpolarizacion celular; y a
nivel apical estimula los canales de CI". Esta hiperpolarizacion hace que el Na' sea
absorbido hacia la célula y que el Cl sea secretado hacia la lagrima a través de la

membrana apical.

Todo esto conlleva a que haya una mayor secrecion de Cl” en comparacioén

<y + . .y
con la absorcion de Na', lo que promueve que el agua fluya de direccion basolateral
hacia apical en el interior celular. El agua ademds posee unos canales propios

llamados acuaporinas (AQP), donde AQP 5 se expresa en la membrana apical y 3 en

96,97
la lateral.
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Figura 5: Esquema de la secrecion de electrolitos y agua. Modificado de Dartt DA,2002.”

22



Revision bibliografica !

3.2 Fase acuosa: regulacion de la secrecion proteica, electrolitos y agua junto con
la actividad neural

La secrecion proteica en la glandula lacrimal orbital es llevada a cabo por
exocitosis. Las proteinas secretadas son almacenadas en granulos, que tras recibir un
estimulo adecuado, hacen que las membranas de estos granulos se fusionen con las
membranas apicales plasmaticas de las células para liberar el contenido merocrino en
el limen. A parte de los neurotransmisores que influyen en esta secrecion, también
se hayan factores tales como SNAREs y Rabs, que se encargan de atraer a los
granulos y a las membranas apicales, favorecer su fusion y la maduracion de las
vesiculas.”

Los principales neurotransmisores que modulan la secrecion proteica son

Ach, VIP y los agonistas adrenérgicos (Fig.6).””*10%10!

La Ach se une al receptor M3AchR de las cé€lulas acinares de la glandula
lacrimal. Asi se estimula proteina G (Gog11), que activa la fosfolipasa CP y da lugar a
IP; y DAG. IP;3 se une al reticulo endoplasmaético liberando calcio, para asi aumentar
la concentracién de Ca* intracelular. El consumo de este Ca*”es lo que causa el flujo
de entrada de este i6n a través de la membrana plasmatica, activando las proteinas
diana que se ven envueltas en el proceso de exocitosis. Por otro lado, DAG activa
PKC, cuyas isoformas (a, 8, €) se ven envueltas en la secrecion proteica.” También
los agonistas colinérgicos inhiben la sefial de secrecion mediante la activacion de
Pyk2 y p60Src, para dar el producto final de ERK1/2, que bloquea la via de

liberacion proteica.

VIP se une a los receptores VPAC 1 y 2 para activar la proteina G (Ggs), que
estimula la adenil ciclasa para producir AMPc, el cual activa PKA que fosforila
proteinas diana que intervienen en el mecanismo de la exocitosis y asi producir la
secrecion de proteinas. También favorece la entrada de calcio intracelular que junto
con AMPc aumenta la secrecién proteica.'® Otra de las funciones de VIP es inhibir
ERK1/2 por lo que interfiere con la via colinérgica y a;-adrenergica. Al encontrarse
ERK1/2 bloqueados no se puede inhibir la secrecion y por lo tanto esta se

incrementa.'%?

Los agonistas a;-adrenergicos se unen a los receptores a;p-AR de las

células acinares, activando asi la Oxido nitrico sintasa que se localiza en las
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membranas basolaterales de estas células. El mecanismo de activacidn se desconoce,
pero hace que se produzca 6xido nitroso que activa la guanilciclasa (GC). GC
produce GMPc que fosforila las proteinas diana en el proceso de exocitosis.'”
Agonistas a;-adrenergicos también activan las isoformas PKC, siendo PKCe la que

101,104 ’
OLI04 T2 via de

estimula la secrecion proteica y PKC a, 6 las que la inhiben.
inhibicion, al igual que los agonistas colinérgicos es a través de la activacion de
ERK1/2, aunque la via es diferente, ya que los agonistas a;-adrenergicos activan la

cascada de la matriz metaloproteinasa ADAM17 para ello.'”

Ca?

Ach VIP Norepinefrina
M;AchR Receptores VIP a;,-AR
o e |
\ 5
Gag - eNOS
Pyk2
pEOSIC
AMPe
1Py DAG NO
=~ PKA o 17 :
_______________ 5 ERK1/2 = b
Ca PKC ERK1/2 €~7 GC

Secrecion proteica
(H?0, electrolitos)

Figura 6: Mecanismo de accion de los neurotransmisores en la regulacion proteica. Modificado de

Dartt DA, 2011 .779%100:101

Secrecion de electrolitos y agua por las células acinares y ductulos

El flujo de agua por el epitelio acinar es debido al cambio de gradiente
osmético por el transporte activo de los diversos electrolitos. Las Na', K+, ATPasas
se localizan tanto en el lado basolateral como apical, produciendo energia al salir el
Na' y entrar K" a través de la membrana celular. En la membrana basolateral también
se localizan los intercambiadores de Na'/H' y CI/HCOs;  que junto con el co-

transporte Na'-K'-2Cl'usan la energia obtenida del gradiente positivo de entrada del
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Na"a la célula para permitir la entrada de CI". Este flujo de CI” establece un gradiente
de salida de dicho i6n por la membrana apical hacia el lumen mediante canales
selectivos, generando asi un potencial diferencial negativo que favorece que el Na"
fluya a través de la via paracelular. E1 K se recicla por canales selectivos de dicho
16n que se localizan a nivel de la membrana basolateral y asi los acinis producen un

. . + - 1
fluido rico en Na'-C1".>7-1%

En los ductulos el mecanismo es similar al de los acini y su principal
. . + . . .
diferencia es que los canales de K se localizan en la membrana apical junto con los

de CI, lo que produce que el fluido sea rico en K™-CI"."’

Activacion neural de la secrecion de electrolitos y agua

Los agonistas parasimpdticos estimulan la secrecion acinar de electrolitos y
de agua mediante la activacion de los canales de ClI'y K" a nivel apical y del
intercambiador Na'/H" en la membrana basolateral. También generan un aumento en
la translocacion o movimiento de Na', K+, ATPasas desde vesiculas del citoplasma a

1
la membrana basolateral.'”’

A nivel de las células de los ductulos la estimulacion incrementa la
concentracion de calcio intracelular, lo que genera la activacion de los
intercambiadores Na'/H" seguidos de CI/HCO; situados en la membrana
basolateral. Se produce un incremento de Cl” en la célula que hace que aumente su
flujo de salida a nivel apical. El aumento de calcio también activa IKc, 1 a nivel
apical, generando un flujo de salida de K"y asi se obtiene un fluido rico en K'-CI
que se mezcla con el de las células acinares, llegando asi a la superficie ocular un

fluido lacrimal rico en Na™, K"y CI".'%

3.3 Fase lipidica: regulacion neural y hormonal

La regulacion neural es llevada a cabo por la inervacion sensorial, simpatica
y parasimpatica, aunque actualmente su rol en la funcidén sobre las glandulas de
meibomio no esta descrito. Los neurotransmisores liberados por la inervacion
simpatica son las catecolaminas y neuropéptido Y y en la parasimpatica los agonistas

. . : 1
colinérgicos, VIP y oxido nitroso.'"”
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La regulacion hormonal sobre las glandulas de meibomio se basa en que
presentan receptores tanto para andrégenos como estrégenos. Cuando se estimulan
los receptores de androgenos aumenta la secrecion lipidica, ya que se incrementa la
transcripcion genética para las enzimas asociadas con la sintesis de 4cidos grasos y

11
colesterol.'"?

4 QUERATOCONJUNTIVITIS SECA EN LA ESPECIE CANINA

La definicién de QCS ha ido variando a lo largo del tiempo. En 1995 se
consideraba un desorden de la pelicula lacrimal debido a una deficiencia o excesiva
evaporacion, lo que causaba un dafo en la superficie ocular y estaba asociado a
signos de malestar ocular. En 2007 la Sociedad de la Pelicula Lacrimal y Superficie
Ocular describid ojo seco como una enfermedad multifactorial de la lagrima y
superficie ocular, que da lugar a sintomas de incomodidad, problemas visuales e
inestabilidad en la pelicula lacrimal, con un potencial dafio sobre la superficie ocular.
Ademas, esta acompafiado de un incremento en la osmolaridad de la pelicula
lacrimal. Diez afios mas tarde, esta misma sociedad ha modificado la definicion
considerandola una enfermedad multifactorial de la superficie ocular que se
caracteriza por la perdida de homeostasis en la pelicula lacrimal y que se acompafia
de signos oculares, en donde la inestabilidad e hiperosmolaridad de la lagrima,
inflamacién y dafio de la superficie ocular y anormalidades neurosensoriales juegan

un papel etioldgico.”®

En la poblacién humana a nivel mundial, esta enfermedad es padecida por un
5 a 37%, incremetandose con la edad de las personas. En Estados Unidos supone un

coste anual de 3.84 millones de délares.>

En medicina veterinaria el primero en publicar sobre la prevalencia en la
especie canina fue el profesor Lloyd Helper en 1976 con un 0,4% de la poblacion en
América del Norte, para luego incrementar ese porcentaje hasta el 1% en 1996.''"-!'12
En 1998 el doctor Renee Kaswan public6 una prevalencia del 35% en una poblacion
canina de 460 perros'"® y Peirce y colaboradores''* seleccionaron de forma aleatoria
una poblacion de mil perros, concluyendo que el 4% presentaba valores de Test de

Schirmer menores de 10 mm/min.
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Con la modificacién de la hipotesis a lo largo de los afios, la etiologia de esta
enfermedad no se basa exclusivamente en la calidad y cantidad de la lagrima, sino
que se puede centrar en los diferentes componentes de toda la unidad funcional
lacrimal:’

* Inervacion corneal ( par craneal V) que genera sensacion de sequedad

* Inervacion autonoma simpdtica y parasimpatica

* (Glandula lacrimal principal, de Meibomio y las células caliciformes que
afectan a la produccion de los componentes de la pelicula lacrimal.

* Ductulos de las glandulas y orificios de Meibomio en la liberacion de la
lagrima.

* La capa lipidica, acuosa y de mucina en la calidad de la lagrima.

* La anatomia y funcionalidad de los parpados para la distribucion, retencion,
drenaje y evaporacion de la lagrima.

* Topografia corneal en la retencion y evaporacion de la lagrima.

* Aparato nasolacrimal en el drenaje de la lagrima.

4.1 Etiopatogenia

Las causas de la deficiencia en los componentes de la pelicula lacrimal, en
este caso de la fase acuosa, puede ser el resultado de un solo proceso o de una
combinacion de varios que afectan a la glandula orbital y de la membrana nictitante.
Entre las causas destaca en un alto porcentaje la inmunomediada/inflamatoria,
concretamente sobre el tejido especifico de la glandula, de la cual hablaremos a
continuacion.'” Otras causas de QCS son las blefaritis cronicas''?, hipoplasia/

. . 116 - . . . 117,118,11
aplasia acinar''®, inducida por drogas (atropina, sulfonamidas, etodolaco...)""”!"®!1,

ros 12 Y . . 71z 121,122,12
neurogénica'®’, enfermedades sistémicas (infecciosa o metabdlica)'?!"'*%!%,

. C .y, ey . . . o ey . 12,112
irradiacion, escision quirtirgica, traumatismos y predisposicion racial. =

En la QCS inmunomediada no esta del todo establecido su mecanismo de
accion, pero se asemeja al sindrome de Sjogren (SS), el cual afecta a mas de un
millén de personas en Norte América, y preferiblemente mujeres.'”* En esta
enfermedad inmunomediada se produce una infiltraciéon en las glandulas exocrinas
de células T CD4+ y B, que generan una respuesta inflamatoria debido a la sintesis y

125,126

secrecion de citoquinas proinflamatorias. En el estudio de Stern y

colaboradores se tomaron biopsias de conjuntivas de pacientes con 0jo seco por SS'y
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otros que no padecian dicha enfermedad, y se observd que ambos grupos presentaban
infiltracion de linfocitos, siendo los predominantes CD3, CD4+ ademaés del complejo
de histocompatibilidad de clase II (MHC-II)."”” Otra teoria es la produccion de
autoanticuerpos, como aquellos frente al receptor muscarinico M3 de los acini, que
estan envueltos en la disfuncion de la produccion de lagrima y saliva, aunque su rol
es muy controvertido segiin ciertos autores.'**

En el caso de medicina veterinaria, se han realizado estudios histopatologicos

de dichas glandulas en animales con QCS'”

y analisis de los linfocitos mediante
inmunohistoquimica en la glandula de la membrana nictitante de perros sanos, con

QCS idiopatica y neurogénica.”'’

Los hallazgos en el estudio de Kaswan y colaboradores se correspondieron
con diferentes grados de adenitis multifocal cronica, que se caracterizaban por la
presencia de atrofia acinar y un aumento de células plasmaticas y linfocitos (CD4+),
junto con un aumento del tejido conectivo fibroso en el estroma. Las estructuras
tubulares se encontraban dilatadas con la presencia de neutrdfilos y detritus

12
celulares.'®

En el caso de la inmunohistoquimica no se pudo valorar la presencia de
poblacién CD 4+ y 8+ ya que no se tenia acceso a los anticuerpos frente a ellos, pero
st CD3+ T y CD79a B. Los resultados obtenidos mostraron un aumento significativo
tanto de las células T y B en los animales con QCS idiopatica, observandose una
infiltracion periacinar. Este infiltrado no es el Unico mecanismo en la compleja
enfermedad de QCS, ya que influyen otros factores como la apoptosis de las células
epiteliales glandulares, la liberacién de citoquinas proinflamatorias y la inhibicion

P ;s . .y . 1
del estimulo neurolédgico afectando a la liberacién de neurotransmisores.”'’

La apoptosis se encuentra aumentada en las células epiteliales conjuntivales y
la de los acini de la glandula lacrimal de aquellos perros que presentan QCS
idiopatica. Al contrario ocurre con los linfocitos, cuya apoptosis esta disminuida.'*
En este estudio también se puso de manifiesto que el uso de ciclosporina A a una
concentracion de 0,2% revertia esta situacion, induciendo una mayor apoptosis en los

linfocitos y suprimiendo el de las células acinares y conjuntivales.

La liberacion de citoquinas proinflamatorias promueven la inflamacion,

generando un estado cronico que promueve un mayor dafio sobre el tejido glandular ,
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y al mismo tiempo interfieren en el normal funcionamiento de la glandula.'"' En el
caso del SS en humana, las primeras citoquinas aisladas en glandulas salivares
fueron IL-2, IL-6, IL-10 y TGF-a'*?, aunque a lo largo de estos afios se han
detectado otras como IL-1B, TNFa, IL-4, IL-5, Y- IFN e IL-17 en la glandula
lacrimal y pelicula lacrimal de pacientes con dicha enfermedad.'®"**"** Previ¢ a estas
conclusiones se han realizado estudios en biomodelos de animales como en el caso

r 1
del raton'>?

, teniendo MRL/+ y MRL/lpr como modelo reconocido para SS y los
NOD (no obesos diabéticos). Estos primeros al igual que en humana, las hembras
presentan una mayor susceptibilidad de infiltracion de linfocitos T en las glandulas y
aquellos que presentaban el gen /pr sufrian una inflamacidon mas agresiva ya que este
codifica la apoptosis de las células epiteliales de la glandula lacrimal.”**"’ En el
caso de los ratones NOD la inflamacion de la glandula lacrimal, ademas de en otros
organos como el pancreas y la tiroides, esta mediada por los linfocitos Th1 CD4, los
cuales producen citoquinas IL-1B, IL-6, IL-7, IL-10, Y- IFN y TNFa. En estos
animales también se han hallado autoanticuerpos para el receptor M3, y se sugiere
que la hiposecrecion es debida a que estos receptores son necesarios para la
translocacion de las proteinas de AQP."*®"* La inhibicion del estimulo nervioso ha
sido estudiada en los ratones NOD, donde se ha observado una disminucion de la
actividad de oxido nitrico sintasa que conlleva a una reduccién de la actividad
parasimpatica, y de VIP que actia en las diversas sefiales de cascada.'* En este
estudio también se llegd a la conclusion de que las alteraciones funcionales en las

vias preceden a la respuesta inmune sobre estas glandulas exocrinas.
4.2 Signos clinicos

Los signos clinicos varian dependiendo de la cronicidad de la enfermedad,
observandose descarga ocular e hiperemia conjuntival en los estadios tempranos,
progresando la queratitis hasta visualizarse vascularizacion, edema y pigmento sobre
la superficie corneal, llegando incluso hasta la ulceracion.'” Existen diferentes
patrones para esta enfermedad, el A, donde los signos son mas agudos con un alto
porcentaje de queratitis ulcerativa y una menor produccion de descarga ocular y
conjuntivitis. Y el B con mayor descarga ocular y conjuntivitis, pero menos
presencia de queratitis ulcerativa.'*' En el patron A las razas mas afectadas fueron

Cavalier King Charles Spaniel (CKCS) y los Shih Tzu, con una distribucion de edad
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menores de 2 afios o mayores de 6 afios y una mayor representacion de machos no
castrados. El patron B se observo que English Cocker Spaniel y West Highland
White Terrier (WHWT) estaban mas representados, con una media de edad de 5 afios

y una mayor representacion de hembras.
4.3 Técnicas diagnosticas

Para el diagnostico de QCS existen diversos tests y tinciones, siendo el Test
de Schirmer el estdndar para evaluar la produccion de lagrima. Existen dos tipos, el |
que mide la produccion de lagrima tanto refleja y basal y el 11, que mide la secrecion
basal tras aplicar un gota de anestésico topico.'” Los valores varian segun los
estudios publicados, siendo 18,8 +/- 2,62 mm/60 s en el tipo I y de 9,52 +/- 4,55
mm/60 s en el II'**, o incluso entre las diferentes razas de perros.'*’ Respecto a las
razas predispuestas a padecer QCS, como Cavalier King Charles Spaniel, Bulldog
Inglés, Shih Tzu, Pug, WHWT entre otras; el estudio de Peirce observd que la
produccion de lagrima era menor en ellos, ain estando sanos en comparacion con

: 114
otras razas no predispuestas.

Las tinciones como el rosa bengala y verde lisamina se usan para evaluar
defectos sutiles epiteliales de la conjuntiva y de la superficie de la cérnea, asi como
la fluoresceina para evaluar el tiempo de ruptura de la lagrima, su estabilidad y la

. y . 142,144
presencia de una lesion a nivel corneal. ™

Para ello, en la especie canina se instila
una gota de fluoresceina en la zona superior y mediante la luz azul cobalto se debe de
observar el tiempo de ruptura en el cuadrante supero-temporal, siendo el valor en

perros sanos de 22 +/- 7 segundos.'**'*

Otros, como el rojo fenol, se ha usado mas comunmente en pequeiios
mamiferos, pero cuya aplicacion ya se esta usando en la especie canina con valores

en perros sanos de 29,3 +/- 3,45 mm en 15 segundos segun altimos estudios.'**

Estudios recientes han valorado la osmolaridad, tanto en animales sanos y con
QCS, la meibometria y el test lagrimal de Ferning, favoreciendo asi el diagnostico de

e : 146,147,14
patologias que afectan a la superficie ocular.'*®147148
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4.4 Tratamiento

Para el tratamiento se disponen de lacrimoestimulantes y lacrimomiméticos.
En el primer grupo se encuentran los agonistas colinérgicos como la pilocarpina y los
agentes inmunosupresores, tales como la ciclosporina y tacrolimus.’ La pilocarpina
aporta estimulacion parasimpatica a la glandula, y se aplica via oral. El uso de
agentes simpaticomiméticos como la fenilefrina, tras la instauracion de la dosis
adecuada de pilocarpina, ayuda a la musculatura lisa que rodea a los ductulos en la
liberacion de la lagrima.’®'**!'*° La ciclosporina topica se encuentra en diferentes
concentraciones, como 0,2%, 1% y 2% y su mecanismo de accion es mediante la
union a la inmunifilina llamada ciclofilina (CpN), que impide la accion de la
calcineurina y de esta forma disminuye la producciéon de IL-2. Al bloquearse la
expresion de IL-2 se bloquea la proliferacién y activacion de las células T."' El
tacrolimus también inhibe la calcineurina, pero para ello se une a la inmunofilina
llamada proteinas de unién FK506. Se encuentra a una concentracion de 0,02% o
0,03% y segin la Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA) se
recomienda su uso en caso de que otros medicamentos no sean efectivos.'* En el
estudio de Hendrix y colaboradores se compar6 el efecto de ciclosporina y
tacrolimus en pacientes con QCS y se observd que en ciertos pacientes sin respuesta

. . , . 152
a la ciclosporina, si que aumentaba STT tras el uso de tacrolimus."

Otros productos como el pimecrolimus 1% ha demostrado tener un mayor

. . . . . . 1

efecto que la ciclosporina, sobre todo a nivel inflamatorio de la superficie ocular.'
Lo contrario sucede con otros mas recientes como ocacitinib 0.1% , él cual se ha

. . 154
demostrado tener una menor eficacia que tacrolimus 0.01%."

El uso cronico de estos medicamentos topicos se ha visto relacionado con la
aparicion de carcinoma de células escamosas primario sobre la superficie de la

cornea.'™

Los lacrimomiméticos o sustitutos de la pelicula lacrimal contienen uno o
varios ingredientes que permiten reemplazar uno o varios componentes de la pelicula

. . ;s . 712
lacrimal tal como la fase acuosa, mucina o lipidos y se aplican de 4 a 6 veces al dia.

Otros productos como antibioticos de amplio espectro y agentes

anticolagenasa son utiles en el caso de tener ulceras corneales o tener abundante
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descarga ocular; y el uso de antiinflamatorios topicos como corticoides para

e . .. .. . . 12
minimizar la conjuntivitis, aliviar malestar o reducir opacidades corneales.

5 TERAPIA CON CELULAS MADRE
5.1 Conceptos y generalidades

Las células madre (CM) son definidas como células indiferenciadas, que
frente a ciertos estimulos son capaces de dividirse de forma asimétrica y
diferenciarse hacia células progenitoras o precursoras (ectodermo, mesodermo y
endodermo), manteniendo una alta capacidad de autorenovacion.”®"’ La primera

vez que fueron nombradas en la literatura fue en 1968'*

y actualmente en Espafa se
considera un medicamento, por lo que para su uso médico se requiere de una
autorizacion supervisadas por la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos

Sanitarios (AEMPS).*

Se distinguen tres tipos de CM, las embrionarias obtenidas del embrion antes
de su implantacién en el utero, las adultas que pueden ser inmaduras cuando se
obtienen de los tejidos fetales antes del nacimiento o maduras cuando se obtienen
tras el nacimiento. Y las pluripotentes inducidas, que son células adultas
diferenciadas a las que se le induce de nuevo su pluripotencialidad mediante técnicas

s 156,1
de reprogramacion celular.'*"'>’

Las fuentes de obtencion de estas CM son la médula o6sea, tejido adiposo,

e, , J 1
membrana amniotica y cordéon umbilical.'

Las propiedades de las CM es de una gran capacidad inmunomoduladora,
immunosupresiva y antiinflamatoria y para ello se han realizado estudios en las
diferentes especies con células obtenidas de diversas fuentes, en los cuales se ha
valorado la expresion de las proteinas de su superficie mediante citometria de flujo o
inmunofenotipado. En el caso de la especie canina, las células obtenidas de tejido
adiposo mostraron ser positivas a los marcadores de superficie MHC 1, CD44 Y
CD90 y a los mediadores pro-inflamatorios como TGF B, HGF, PGE,, IDO, IL-6,
IL-8, VEGF y COX2. La importancia de no presentar sobre su superficie el MHC I,
es que estas células no sirven como presentadoras de antigenos, por lo que no

. 1
desarrollan la respuesta inmune.'®
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La capacidad de estas células en intervenir en la proliferacion de linfocitos
se ha estudiado in vitro en diversas especies como en la canina'®®, primates'®’,
pollos'®, conejos'® y caballos'® entre otras. Una de las hipétesis para la inhibicion
es que las CM inducen el arresto/bloqueo en la fase Gy, que se corresponde con
linfocitos inmaduros que se encuentran en reposo y asi evitar su activacion y
progresion en el ciclo celular.'® También disminuyen la expresion de marcadores de
activacion de estas células T (CD25, CD38, CD69) evitando su activacion y
proliferacion, ya que CD25 es un receptor IL-2 que al activarse saca a las células de

. 1
su estadio Gy. 66

Las CM interaccionan con otras células inmunes como las células
dendriticas (CD) y natural killer, presentando estas primeras una elevada expresion
de antigenos MHC tipo II, el cual al formar el complejo MHC II-péptido se expresa
sobre la superficie de la CD y se presenta a los linfocitos T CD4+. Para sufrir este
proceso de maduracion y llegar a los organos linfoides con linfocitos en reposo

. . . .y . ’ . . ~ . 1
necesitan sufrir una estimulacion bien por patégenos, inflamatoria o dafio tisular.'®’

Otras de las caracteristicas de las CM es la produccion de mediadores pro-
inflamatorios que regulan la inflamacion y estimulan la angiogénesis. Estos
mediadores varian dependiendo la especie y el tejido de origen, pero en el caso de
CM de perro de origen tejido adiposo se ha visto un incremento significativo de TGF
Bl frente a linfocitos en cultivos in vitro'>, aunque no hay estudios que confirmen
que este mediador altere el fenotipo regulador de los linfocitos T.'®® Otros estudios
demuestran que el bloqueo de los mediadores PGE; e IDO que son producidos por
las CM de origen adiposo restauran la proliferacion de linfocitos, observando que

. . . e : 156,169,1
ambos mediadores intervienen en la modulacion de las CM con ellos (Fig.7).">%'¢*17

Aunque muchos de los estudios con CM se han realizado in vitro con
resultados efectivos frente a procesos inflamatorios, si que se ha observado un efecto
mas variable in vivo. Factores que contribuyen a esto son las variaciones naturales de
cada patologia y la ausencia de una dosis estandar de CM, ademas de la ruta de
infusion y fuente de origen de las células. Esto también es debido a que la mayoria
de las publicaciones in vivo se corresponden con casos aislados, serie de casos o

. 171
estudios no controlados.!’
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Figura 7: Mecanismo de las células madre mesenquimales (CMM). Modificado de Lu et al.

2017.'7°

5.2 Terapia en medicina veterinaria

En medicina veterinaria los estudios se han centrada en lesiones tendinosas en

2 , e . 1 .
los caballos'’?, ademés de queratitis inmunomediada.'” En el caso de la especie

. . . . 174 e 1
canina se han realizado estudios en rotura del ligamento cruzado 7 , osteoartritis 75 ,

. , e 1 . e 1 . . , . 1
enfermedad discal crénica'’®, meningoencefalitis'’’, cardiomiopatia dilatada'”,

dermatitis'”’, enfermedad inflamatoria intestinal®® y QCS.***! Y en la especie felina

, - 181 . .. 182 . ., . . 1
la enfermedad renal crénica'™', gingivoestomatitis'®, inflamacion intestinal'™®

184

y

queratitis eosinofilica.

En ambos estudios para QCS se usaron CM obtenidas de tejido adiposo de un
donante y se infiltraron de forma local. Se observd que era un proceso seguro y que
los signos clinicos mejoraban a lo largo de los meses, pero no hubo una poblacion

. ’qe . 20,21
control con tratamiento médico para comparar ambas terapias.*”

El uso de la terapia celular entrafia ciertos riesgos que pueden incluir la
formacion de tumores, respuestas inmunes no deseadas y la transmisién de agentes
no deseados. Esto puede depender del tipo de CM usada, el estado diferenciado en el

que se encuentra y su capacidad proliferativa, la ruta de administracion y su
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localizacién y la manipulacién durante su cultivo.'™ La seguridad ha sido evaluada
en perros sanos con la aplicacion local repetida en la glandula de la membrana
nictitante y en la principal con CM obtenidas de tejido adiposo con resultados
satisfactorios, observandose unicamente una leve quemosis y congestion ocular en la

. s 1
zona de inoculacién.'®

6 SISTEMAS DE ESTADIFICACION CLINICA EN MEDICINA
VETERINARIA

El uso de escalas clinicas es impulsado para la ayuda al diagnostico,
decisiones en el tratamiento y comunicacién con otros profesionales.'’
Desafortunadamente la creacion de una escala es un proceso complejo, ya que la
forma de medir muchas variables depende de sus definiciones, que van variando de

, <y .y 1
persona a persona, ademas de la relacion entre la observacion y lo que esta refleja.'®®

Durante el proceso de construccion de una escala es importante la fiabilidad y

validez.

La fiabilidad es la propiedad que designa la constancia y la precision de los
resultados que obtiene un resultado al aplicarlo en distintas ocasiones. Se mide en
grados y se expresa en forma de correlacion que varia de 0 (aunsencia de

correlacion) a 1 (correlacion perfecta). La fiabilidad se puede estimar por varios

medios; por un lado la consistencia interna que mide la homogeneidad de los
enunciados de un instrumento indicando la relacion entre ellos. Para su medicion el
mas usado es el alfa de Cronbach, que se considera el mas idoneo porque da un tnico
valor de consistencia. También esta la estabilidad, equivalencia y la armonia entre
observadores. La estabilidad mide la constancia de la respuesta obtenidas en
repetidas ocasiones, en las mismas condiciones y por los mismos sujetos. Se usa la
técnica test-retest y en el caso de ser variables cambiantes se determina en un
intervalo de tiempo en el que se espera que no haya cambios. La equivalencia es otra

forma de medir la fiabilidad cuando se dispone de dos o mas versiones del mismo

test. Y por ultimo la armonia entre observadores que mide el grado de concordancia
entre los resultados de dos o mas observadores al medir las mismas variables. Para

ello se usa el coeficiente de correlacion Kappa y la correlacion intraclase.'®'*
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La validez o exactitud es el grado de confianza que podemos tener de que la

ey . r s 1: 191
medicién se corresponde a la realidad del fenémeno que se esta midiendo."”

La validez de apariencia tiene como objetivo responder a la siguiente

pregunta; ;la escala parece medir lo que debe medir?, y por lo tanto no supone un
concepto estadistico, sino de la decision que conforma el grupo que va a crear la

192
escala.'”

La validez del contenido evalua de manera cualitativa si el cuestionario

abarca todos los conceptos que se quieren medir, aunque en muchas ocasiones no
hay un listado del contenido y por lo tanto hay que establecerlo, suponiendo un
riesgo de que no se incluyan todos los conceptos. Los métodos usados pueden ser el
de Delphi, Fehring y la metodologia Q. En este caso es fundamental obtener una alta
consistencia interna en la validez del contenido, ya que sino su no fiablidad la haria

;L. , . L, . 191 . . . .,
poco util en el 4mbito clinico.”' La validez del criterio es el grado de correlacion

con un “gold standard” o test de referencia, que en el caso de no existir se debe de
. . . 1 y 1. .
buscar otro instrumento que sirva de medida comparable.'”® Y por ultimo existe la

validez de constructo, utilizado en ciencias sociales, psicologia y estudios de idiomas

entre otras disciplinas. Aqui los conceptos son no observables directamente o
hipotéticos, por lo que requieren de la validez de constructo para llegar a un acuerdo
0 consenso sobre su significado para otorgar el caracter de utiles y vélidos desde un

. . ’ 193,194
punto de vista cientifico.'**"

En medicina veterinaria existen escalas para diversas enfermedades como en
la enfermedad renal crénica'”®, la Leishmaniasis canina®®"’, la enfermedad
intestinal cronica canina'”® y enfermedad cardiaca degenerativa.'”” En todas ellas se
ayuda al estadiaje de la enfermedad en funcion de la gravedad de los signos clinicos
y asi tomar decisiones terapéuticas. En el caso de la QCS no existe una escala tal y
como en las enfermedades descritas anteriormente, pero si para diversos estudios
concretos se crearon escalas para tener un seguimiento del tratamiento aplicado a lo

largo de diferentes puntos de control.2**""!*2
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1. MATERIALES
1.1 Animales

Para la realizacion de este estudio se incluyeron 51 animales con QCS
bilateral de origen inmunomediado y que no padecian ninguna otra patologia
sistémica procedentes del servicio de Oftalmologia del Hospital Veterinario
Universidad de Murcia (HCV). El diagnostico de QCS se realizo en base a los signos
clinicos descritos en la literaturalz, tales como Test de Schirmer inferior a 14
mm/min, descarga ocular, hiperemia conjuntival y perdida de transparencia de la
cornea. Para ello se sometid a todos los animales a un examen oftalmoldgico
completo (neuro-oftalmologia, Test de Schirmer I, estesiometria, tonometria,
biomicroscopia, oftalmoscopia indirecta y tinciones especificas), junto con una
analitica completa de sangre y serologia de Leishmania para descartar otras causas de
QCS, que no fuese compatible con origen inmunomediado. Para ser incluidos en el
estudio se considerd ademas que se tratase de pacientes en un estado cronico de la

enfermedad sin mejoria consistente con el tratamiento topico convencional.

Todos los procedimientos incluidos en el presente estudio han obtenido las
autorizaciones pertinentes reglamentarias del Comité Etico de Experimentacion
Animal de la Universidad de Murcia (Cédigo autorizacion 210/2015) y la Consejeria
de Agua, Agricultura y Medio Ambiente (identificacion n® A13160605) estando
acorde con la Directiva Europea 2010/63/EU y el Real Decreto 53/2013 sobre

experimentacion con animales

1.2 Aparataje y material accesorio
* Foco de luz puntual Finoff ( Heine®, Gilching, Alemania)
* Test Schirmer® (Eickemeyer®, Tuttlingen, Alemania)
* Tono-Pen XL ( Mentor Opthalmics®, USA)
* Lampara de hendidura SL-7F ( Topcon®, Tokyo, Japon)
* Oftalmoscopio indirecto con casco frontal Heine® Omega 500 (Heine®,
Gilching, Alemania)
* Colircusi Anestésico doble® (Alcon Healthcare®, Barcelona, Espafa)
* Colircusi Tropicamida® (Alcon Healthcare®, Barcelona, Espaia)
* Fluoresceina sodica 20 mg/ml colirio solucion® (Bausch Lomb®, Madrid,

Espaiia)
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* Dexdomitor® (Zoetis®, Madrid, Espafia)

* Turbogesic® Vet ( Pfizer®, Madrid, Espafia)

* IsoFlo® (Esteve®, Barcelona, Espaiia)

* Desinpov iodine® Povidona Iodada 10% (Imark Hospital, Madrid, Espafia)

* Solucion Lactato de Ringer Hartmamn Braun® ( B.Braun Melsungen AG®,
Melsungen, Alemania)

* Antisedan® (Zoetis®, Madrid Espaia)

* Lipolac gel oftalmico® (Angelini®, Barcelona, Espafia)

* Foérmula magistral de Ciclosporina 2% solucion oleosa (Formula magistral,
Farmacia Hospitalaria HCV, Espafa)

* Condroitin sulfato 20% (Férmula magistral, Farmacia Hospitalaria HCV,
Espaiia)

* Hyaback lagrima artificial® (Thea®, Barcelona, Espafia)

* Jeringuilla Insulina Omnifix® (B.Braun Melsungen AG®, Melsungen,
Alemania)

* Aguja 23G Sterican Braun® ( B.Braun Melsungen AG®, Melsungen,

Alemania)

2 METODOS

2.1 Elaboracion del sistema de estadificacion clinica

Para la creacion de la escala se tomo en cuenta el panel de Delphi
modificado® y los articulos de veterinaria en los que se usaron diferentes variables

7 . 20,152
para valorar la alteracion de la superficie ocular.”*"

Para la recogida y una mejor interpretacion visual de los datos se creo una
hoja Word ilustrativa con las diferentes variables, lo que permitiéo dibujar las
diferentes lesiones sobre la superficie de la cérnea, ademas de asignarle un color

especifico a cada una de ellas (Fig.8 ay b).

Las variables que se tuvieron en cuenta y su graduacion fueron:
1. Test de Schirmer:
0: > 15 mm/min
1: 14-10 mm/min

2:9-5 mm/min
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3: <5 mm/min

Descarga ocular (amarillo):

0: ausente

1: canto medial

2: alo largo de la fisura palpebral

3: a lo largo de la fisura palpebral y que tras su retirada vuelve a aparecer en
los siguientes parpadeos

Hiperemia conjuntival:

0: ausente

1: conjuntiva bulbar

2: conjuntiva bulbar y palpebral

3: afeccion de todas las conjuntivas junto con inflamacion

Edema corneal (azul):

0: ausente

1: cérnea central

2: cornea central y medio-periférica

3: codrnea completa

Pigmento corneal (negro):

0: ausente

1: uno o varios focos independientes en la cornea

2:2/3 de la cérnea se encuentra cubierta o spots

3: la superficie de la coérnea se encuentra cubierta y no permite valorar cdmara
anterior

Vascularizacion corneal (10j0):

0: ausente

1: varios vasos no arborizados que se originan en uno o varios cuadrantes
2: vasos arborizados que se originan de todos los cuadrantes

3: vascularizacién muy pronunciada con la presencia de tejido de granulacion
Test colorimétrico: fluoresceina (verde):

0: ausente

1: lesion superficial

2: lesion estromal

3: descemetocele

Valoracidn de la camara anterior
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0: Pueden valorarse la estructuras intraoculares

1: No pueden valorarse las estructuras intraoculares

A cada paciente se le asignd un estadio en funcidén de la suma de las diferentes
variables, donde el leve (I) comprendia de 0 a 4, moderado (II) de 5 a 11, grave (III)
de 12 a 18 y severo (IV) de 19 a 23 (Fig.9). Para la descripcion de los diferentes
parametros que afectan a la cornea, tales como edema, pigmento y vascularizacion,
se utilizoé un esquema ilustrativo que divide primero a la cérnea en superior, inferior,

temporal y nasal, y luego en cornea periférica, medio-periférica y central.

Figura 9: Clasificacion de los pacientes segun las diferentes variables. A= estadio leve (I). B=

estadio moderado (II). C= estadio grave (III). D= estadio severo (IV)
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2.2 Diseiio experimental

El estudio se compone de dos fases diferenciadas:

1.

Estudio 1: elaboracion del sistema de clasificacion clinica: Contemplo la

elaboracion del sistema de clasificacion que luego se utilizo en las siguientes
fases. Se us6 una base de datos de 13 perros con QCS, que posteriormente no
se incluyeron en el estudio para determinar la fiabilidad y concordancia de la
escala a través de 3 observadores. Dos de ellos son diplomados por el Colegio
Latinoamericano de Oftalmologia Veterinaria (CLOVE) y el tercer
observador es un veterinario interno del Servicio de Oftalmologia con varios
afos de experiencia. Cada uno de ellos llevé a cabo de forma independiente y
ciega respecto a la de los otros observadores la puntuacion de cada variable y
la asignacion de un estadio clinico.

Estudio terapéutico

Fase inclusion: Contempl6 el periodo de inclusion de los 38 pacientes y la
seleccion de aquellos que recibieron tratamiento con células madre. Este
periodo comprendid en torno a un afio y los propietarios fueron informados
del proceso, recogiéndose un consentimiento informado especifico.

El disefio experimental del estudio se basa en la seleccion de dos grupos:
Grupo terapia médica (TM): Aquellos animales que padecian QCS bilateral y
que se mantuvieron con tratamiento topico (Ciclosporina 2% + lagrima
artificial) sin la inoculacion de terapia celular. La pauta de aplicacion de la
terapia fue de una gota cada 8 horas de ciclosporina y lagrima artificial ad
libitum sin variaciones a lo largo del estudio terapéutico. Se les realizo
controles en el mismo periodo y estuvo constituido por 28 individuos.

Grupo terapia celular (TC): Aquellos animales que padecian QCS bilateral y
que recibieron el tratamiento mediante la administracion de terapia celular sin
la retirada total del tratamiento convencional; sino que se redujo a cada 12
horas, manteniéndose con dicha pauta durante todo el estudio terapéutico. Se
les realizd6 controles a lo largo de un afio y estaba constituido por 10
individuos.

Fase de administracion celular: Contempla el procedimiento de inoculacién

de las células madre bajo anestesia en la glandula orbital principal y de la

membrana nictitante.
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c. Fase de seguimiento y obtencion de datos: Comprende el seguimiento de los
pacientes, tanto los del grupo terapia médica y celular, a los 45 dias, 3, 6,9 y
12 meses. En cada punto de control se realizd la gradacioén clinica para
evaluar su evolucion, comprendiendo este periodo en torno a dos afos hasta

obtener el ultimo resultado.

2.3 Obtencion y preparacion de las dosis celulares

. 200,201,202,2:
Se emplearon protocolos basados en la literatura®**?!20%203

, validados y
adaptados por nuestro grupo de investigacion. Se utilizaron células madre
mesenquimales procedentes del tejido adiposo. Los lipoexplantes se obtuvieron de
donantes sanos (ausencia de signos clinicos, al dia en su programa de
vacunacion/desparasitacion, y con serologias negativas para enfermedades
infecciosas endémicas en su zona de residencia) que eran sometidos a cirugias
electivas (castraciones, ovariohisterectomias). Los lipoexplantes se obtenian de la
grasa subcutanea, y/o intraabdominal. El explante era inmediatamente introducido en
una solucion de medio de cultivo y conducido en hielo para proseguir con la
manipulacion bajo campana de flujo laminar de bioseguridad y con material estéril.
Tras lavado con PBS se procedia a la disgregacion mecanica del explante mediante
pinza y tijera, tras lo cual se sometian a digestion enzimatica con colagenasa tipo I o
A al 0,1% 60-90 minutos (en funcion de la disgregacién del tejido) a 37°C. El
producto era filtrado a través de un filtro de 100 micras y centrifugado a 486G
durante 5 min a temperatura ambiente. Las células obtenidas se pasaban entonces en
frascos de 25, 75 o 175 cm2 (en funcién del recuento y viabilidad celular obtenido)
con una densidad de 10.000 cls/cm2. El medio de cultivo era DMEM suplementado
con FBS, antibioticos, piruvato y L-glutamina y las condiciones de incubacion
fueron 37°C y 8,5% CO2. Cuando se alcanzaba confluencia se realizaron los
subcultivos subsecuentes hasta pase 2-3, utilizando una solucion comercial Triple
Express® (Thermo Fisher Scientific®, Waltham, Estados Unidos) para la
disociacion celular. La fuente era tipificada mediante inmunofenotipado con
citometria de flujo y ensayos de diferenciacion (condrogénica, adipogénica,
osteogénica). Las células que se utilizaban en los ensayos eran despegadas tras 2-3
pases de cultivo. Todos los procedimientos de laboratorio se realizaron siguiendo

protocolos de Buenas Practicas de Laboratorio.
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Alcanzado el pase de cultivo deseado, las células fueron criopreservadas en
alicuotas de 5-10x10° células/criotubo en nitrogéno liquido a la espera de ser
utilizada en los pacientes incluidos en este estudio. La descongelacion de las células
se realizd de manera progresiva con la ayuda de un bafio Maria a 37°C.

Para la elaboracion de la dosis celular a administrar, una vez despegadas de
los frascos de cultivo y descongeladas, se procedia a un contaje celular para obtener
dosis de unos 15 millones por ojo. La dosis total se suspendia en un volumen de 1ml
de PBS y se introducia en envases estériles que se trasportaban en hielo desde el
laboratorio hasta el HCV, coordinando los equipos de manera que las células se
administren dentro de las 2 horas siguientes a haber sido preparadas. Para la infusion
celular al paciente, la dosis celular se dividia en dos jeringuillas de insulina de 1 ml,
una con 0.3 ml (unos 5 millones de células) y otra con 0.7 ml (unos 10 millones de
células) destinadas a su inyeccion en glandula principal y glandula de membrana

nictitante, respectivamente (Fig.10).

Figura 10: Forma de presentacion de las células madre. A= vial estéril. B= jeringuillas de 1 ml para

su aplicacion.

2.4 Administracion de la terapia con células madre

A los animales del grupo TC se les administr6 una sesioén Unica de células
mesenquimales en dosis preparadas, tal y como se describe en el apartado anterior y
mediante una aguja de 20G. Para ello se realizd una sedacion mediante
dexmedetomidina a una dosis de 3 a 5 microgramos/ Kg intramuscular junto con
butorfanol a 0,2 mg/Kg y mantenimiento con isofluorano mediante mascarilla.
Posteriormente se procedid al lavado de los parpados mediante povidona iodada

diluida y suero Ringer Lactato y se colocd al paciente en decubito lateral. Para la
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inoculacién en la glandula orbital se tomaron las referencias del trabajo de Park y
colaboradores™, en la zona superotemporal del globo ocular, entre el musculo dorsal
y el recto lateral. Para la de la membrana nictitante se exterioriz6 dicha estructura y
se introdujo la aguja por su cara bulbar hasta alcanzar la base del cartilago (Fig.11).
Una vez finalizada la inoculacion se aplico un carbémero en pomada y se revertid a

los pacientes mediante atipamezol subcutaneo.

TELG

L

Figura 11: Referencias de localizacion anatomica de ambas glandulas. En Park S et al, 2016 (A).
Aplicacion de la terapia en la glandula orbital (B) y en la membrana nictitante (C). LG= glandula
lacrimal principal, LT= tejido linfoide, OL= ligamento orbital, TELG= glandula membrana

nictitante.

2.5 Recogida de datos

La evolucion de los pacientes, tanto del grupo control como el experimental
se realizd a los 45 dias, 3, 6, 9 y 12 meses del dia de inclusién. En cada punto de
control (P) se uso una hoja Word de seguimiento que se rellenaba con las variaciones
sufridas a lo largo de los meses (Fig.8b). Para ello se realizaba una exploracion

oftalmoldgica completa con seguimiento fotografico.
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2.6 Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos obtenidos durante el estudio se realizo

mediante el programa IBM SPSS Statistics 24.0.0

La primera parte del estudio se centro en la elaboracion del sistema de

clasificacion estudiando la fiabilidad y concordancia de la escala clinica entre los tres

observadores. Para ello uso:

a.

11.

Contraste de hipdtesis mediante T Student por pares: El contraste de hipotesis

que se hizo en este caso fue suponer que las variables se median igual por lo

diferentes observadores frente a que no.

Consistencia interna: alfa de Cronbach. Midido la homogeneidad de los

enunciados de un instrumento indicando la relacidon entre ellos. La
interpretacion global es: < 0,40 — Pobre; 0,40 — 0,59 — Suficiente; 0,60 — 0,74 —

Bueno; 0,75 — 1 — Excelente.

Concordancia entre observadores:

Kappa: indice de concordancia entre operadores (por parejas): >0.8= excelente;

0.6-0.8= bueno; 0.4-0.6= aceptable. No paramétrica.

Coeficiente de correlacion intraclase: establece el grado de
acuerdo/consistencia entre 2 o mas evaluaciones sobre el mismo numero de
sujetos. En todo caso la interpretacion global es: < 0,40 — Pobre; 0,40 — 0,59 —
Suficiente; 0,60 — 0,74 — Bueno; 0,75 — 1 — Excelente.

Validez del contenido y de criterio: para validar el contenido de la escala se

realizd un consenso entre el equipo investigador para decidir que variables se
iban a tener en cuenta. Para la validez del criterio, al carecer en medicina
veterinaria de una escala de referencia, se recurrid a lo publicado en medicina

2 . .. 148
humana®y en veterinaria.

La segunda parte del estudio consistio en:

1.

Procesado de datos: los datos se procesaron primero directamente. Luego se
hizo una recodificacion para que todas las variables fuesen de 1 a 4 (la escala de
0 a 3 impedia hacer la recodificacion a base 1). Finalmente, a partir de los
recodificados de 1-4 se dividid el valor de cada parametro para cada paciente en

cada punto de control por el valor que tuviese en el punto de inclusion (PO), de
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manera que todas las variables fueron comparables a partir del mismo punto
inicial y se valor¢ la reduccion que experimentaron respecto a ese valor (indexo
con el punto de inicio); es decir el grado de mejoria. Adicionalmente, a partir de
esas bases de datos, se realizd una trasposicion tomando como base la variable
“Seguimiento” para poder realizar los analisis de medidas repetidas.

2. Analisis de los datos: se realizaron pruebas para el grupo terapia médica y el

grupo terapia celular por separado y luego para la comparacion entre ambos.

a. Analisis de los grupos de tratamiento por separado: en este apartado se usaron

los datos directos. Tanto en el grupo terapia médica como en el de terapia celular

se analizaron:

i. Influencia de la conformacioén racial, sexo y ojo (D-I) en todas las variables:

T de Student.
ii. Relaciones entre variables cuantitativas: correlacion de Pearson

iii. Comportamiento de las variables a lo largo del estudio: para valorar si la
terapia fue eficaz o no al comparar los puntos de seguimiento. Se realizd

ANOVA de medidas repetidas con los valores directos.

b. Andlisis de comparacion entre grupos de tratamiento: en este apartado se usoé los

valores indexados. Se estudido mediante:

i. ANOVA de medidas repetidas, usando un GLM con “Seguimiento” como
factor intrasujeto y “Terapia” como factor intersujeto. Estos ANOVA
generaron el analisis general y permitieron determinar si hay o no un efecto
“Seguimiento” y un efecto “Terapia”. Se crearon tablas de comparacion entre
los puntos de seguimiento y graficos de lineas para comparar terapias a lo

largo del tiempo.

3. T de Student en cada punto de seguimiento: permitieron comparar para cada

punto de seguimiento si existian diferencias significativas entre las dos terapias.

En todos los casos el nivel de significacion adoptado fue del 95% (p<0.05
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Fecha:

Punto control: 0 (Candidato)

ETIQUETA IDENTIFICATIVA DEL PACIENTE Evaluador:
|:| Alejandro Baydn.
|:| Eva Giménez.

I:l Otro:

DATOS DEL ENSAYO CLINICO

N2 ID Ensayo Clinico: 16-PE-GR-ALO-02. IP: Dr. Alejandro Bayén del Rio.
Fuente celular: Células madre derivadas del tej. Adiposo (AD-MSC).Origen:  alogénico. N2 Tto
previsto: 1. Dosis (D): 15x10°AD-MSC/ojo. D. Total/paciente: 30x10¢ AD-MSC. Via y volumen

Adm.: Subconjuntival/ Intraglandular (0,6 ml gl principal y 0,3 ml glaccesoria).

DATOS DE CONTACTO DEL PROPIETARIO

NOMBRE 1: TIf: e-mail:
NOMBRE 2: TIf: e-mail:

DATOS DE CONTACTO DEL VETERINARIO REMITENTE (Si procede)

NOMBRE: TIf: e-mail:
CLINICA/HOSPITAL: TIf: e-mail:

ANAMNESIS Y EXAMEN FiSICO - VARIABLES GENERALES

EDAD: PESO: C. CORPORAL (1-9/9): SEX0: (ent dent Q¢ Jc
Mucosas: _ TRC: _ Pulso: T2: FR: FC: _ AC/AP:
ANTECENTES CLINICOS:

ANTECEDENTES QUIRURGICOS:

TRATAMIENTOS ACTUALES:

PRUEBAS A REALIZAR
o Hemograma + Bioquimica + Prot F. Aguda. (Adjuntar copias de las pruebas).
o Test ELISA-Leishmania. No testado Positivo + / Negativo - Titulo:
o Otras:

Servicio de Oftalmologia y Terapia Celular HYUM |Ficha de exploracion oftalmolégica — Candidatos
Figura 8a: Plantilla inicial de los candidatos que recoge los datos del ensayo, propietario, veterinario, n
anamnesis, examen fisico y pruebas complementarias.
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EXPLORACION OFTALMOLOGICA - VARIABLES ESPECIFICAS

0JO DERECHO 0JO IZQUIERDO
. Amenaza o Dazzle o . Amenaza o Dazzle o
Reflejos Reflejos
Directo o Consensual © Directo o Consensual o
Test Schirmer* mm/min ¢ 1 2 3 | TestSchirmer mm/min 9 1 2 3
Microbiologia/ Citologia Microbiologia/ Citologia
PIO Aplanamiento mmHg] PIO Aplanamiento mmHg
Orbita Orbita
Parpados Descarga ocular* | Parpados Descarga ocular*
0o 1 2 3 o 1 2 3
> <>
—_— ~I

Lagrimal Test TBUT 5>55 o<5s Lagrimal Test TBUT o©>5s0<5s
Conjuntiva Hiperemia* 0 1 2 3] Conjuntiva Hiperemia® o 1 2 3
Cérnea Cérnea

Pigmento* 0 1 2 3 Pigmento* 0 1 2 3

Vasos® 0 1 2 3 Vasos* 0 1 2 3

o Superficiales o Profundos o Superficiales o Profundos
Edema* 0 1 2 3 Edema* 0 1 2 3
C. Anterior 0 1 C.Anterior 0 1

Fluoresceinao  Rosa bengala o

Verde lisamina o

Fluoresceinac  Rosabengala o

Verde lisamina o

C. anterior,

Pupila e Iris Cristalino

Fondo ojoy

Vitreo

C. anterior,

Pupila e Iris Cristalino

Fondo ojoy
Vitreo

Estadio enfermedad: P.total:
I. Leve (0-4)

II. Moderado (5-11)
III. Grave (12-18)

IV. Severo (19-23)

(©]

o O O

/23

Estadio enfermedad: P.total:
I. Leve (0-4)

II. Moderado (5-11)
III. Grave (12-18)

IV. Severo (19-23)

o

o O O

/23

COMENTARIOS (Tratamiento médico instaurado, otros datos, etc.):

Figura 8b: Plantilla inicial de los candidatos que recoge el examen oftalmologico completo.
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Resultados !

En el apartado de resultados se procedi6 en primer lugar a evaluar la escala clinica
mediante una poblacion control. Sobre esta poblacion se realizaron diversos test
contando con tres observadores independientes, lo que permitié establecer la
fiabilidad y concordancia entre ellos.

Seguidamente se hizo un anélisis de la poblacion del estudio, es decir, de los
38 animales que participaron, en los cuales se estudio la raza, sexo, edad, peso, para
luego separarlos en aquellos que recibieron terapia médica o celular.
En el dia de inclusion se analizo la influencia de la conformacion, sexo y ojo en la
poblacioén total del estudio, la que recibid terapia celular y médica, ademas de las
correlaciones entre las diferentes variables. Y por ultimo se evalu6 como afectaba
cada tratamiento a cada variable a los largo de los diferentes puntos de control, para
luego comparar ambos tratamientos entre si y determinar la eficacia de las células

madre como adyuvante para la QCS seca.

1. FIABILIDAD Y CONCORDANCIA DE LA ESCALA CLINICA

La poblacion que se utilizod en este apartado constaba de 13 perros, 26 0jos,
con QCS de cualquier origen. Las razas que predominaron fueron los Yorkshire
Terrier con un 23,07% seguido del Bulldog Francés y Mestizos con un 15,38% cada
uno. La edad media de la poblacion fue de 7,5 afios, con un rango de 2 a 16 afios,

siendo el 61,53% hembras y el 38,46% machos.

Sobre dicha poblacion se realizaron diversos test para medir la fiabilidad y
repetitividad los cuales fueron:

* Contraste de hipotesis mediante T Student por pares: en el se planted que
todas las variables se miden de igual forma por los diferentes observadores.
Por lo que se espera que dichos valores no den el resultado de rechazar a
dicha hipotesis

* Consistencia interna mediante alfa de Cronbach: permiti6 medir la
homogeneidad de los enunciados de las variables por los diferentes
observadores. Por lo que se busca que no exista contradicciones dentro de la
escala clinica.

* Concordancia mediante el indice Kappa y la correlacion intraclase: establecio
el grado de armonia entre los diferentes observadores en su forma de puntuar

a las diferentes variables y asi mismo en como se clasifica del paciente.

53



! Resultados

El contraste de hipdtesis (Tabla 1) hubo evidencia estadistica para decir que la
variables “hiperemia conjuntival”, “puntuacion total” y “estadio” se evaluaron de

forma distinta entre los observadores 1 y 2 con el 3.

Tabla 1: Valores de significacion obtenidos de la T Student por pares para verificar la hipotesis
de que todas las variables se miden de igual forma por los observadores. Nivel de significacion

(sombreado azul) < 0.05

T Student por pares | Observador 1-2 Observador 1-3 Observador 2-3
DO 1.00 0.056 0.083
Hiperemia 0.161 0.001 0.007
Pigmento 0.327 1.000 0.574
Vascularizacion 0.574 0.161 0.096
Edema 0.574 0.185 0.425
Valorar CA 1.000 0.161 0.161
P. Total 0.376 0.000 0.000
Estadio 0.574 0.022 0.043

DO= descarga ocular, CA= camara anterior, P. Total: puntuacion total

La prueba de alfa de Cronbach (Tabla 2) mostr6 unos valores entre 1 y 0,75,
por lo tanto, el rango de consistencia fue excelente, mostrando una homogeneidad
para los tres observadores sin la evidencia de contradicciones en el enunciado de las

diferentes variables.

Tabla 2: Coeficientes obtenidos de la prueba alfa de Cronbach para medir la consistencia interna
de los enunciados. Los rangos de interpretacion: < 0,40 (Pobre); 0,40 — 0,59 (Suficiente); 0,60 —
0,74 (Bueno); 0,75 — 1 ( Excelente).

Hiperemi | Pigment | Vaso | Edem | Valora | P.Tota | Estadi
DO
a 0 s a r CA 1 o
® 0.94
Cronbac '8 0.901 0.988 0.941 | 0.968 0.959 0.993 0.942
h

DO= descarga ocular, CA= camara anterior, P. Total= puntacion total

El indice Kappa (Tabla 3) puso de manifiesto que entre los observadores con

una mayor experiencia (observador 1 y 2) la concordancia variaba de buena (0.6-0.8)
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a excelente (>0.8), mientras que con el observador 3 hubo una mayor discrepancia.
Las variables mas afectadas fueron el grado de hiperemia y la puntacion total. Este
ultimo se vio afectado ya que la concordancia del sujeto 3 variaba entre buena y

aceptable en otras variables con lo que conlleva a que el resultado final sea mas bajo.

Tabla 3: Valores obtenidos por el indice Kappa que permite establecer la concordancia entre los
diferentes observadores emparejandolos. Los valores de referencia: >0.8 (excelente—>sombreado

azul); 0.6-0.8 (bueno—>sombreado morado); 0.4-0.6 (aceptable); <0.4 (mala)

Kappa Observador 1-2 Observador 1-3 Observador 2-3
DO 0.777 0.637 0.534
Hiperemia 0.891 0.209 0.205
Pigmento 0.937 0.873 0.821
Vasos 0.827 0.540 0.489
Edema 0.840 0.734 0.675
Valorar CA 1.000 0.821 0.821
P.Total 0.539 0.374 0.251
Estadio 0,790 0,666 0,731

DO= descarga ocular, CA= camara anterior, P.Total= puntuacion total

La correlacion intraclase (Tabla 4) mostro la tendencia que siguen los
observadores. En este caso los resultados variaban de bueno (0.60 a 0.74) a excelente
(0.75 a 1), lo que significd que aunque pueda existir alguna variacion, la direccion en
la tendencia de la gravedad de la enfermedad fue la misma por los diferentes

observadores.
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Tabla 4: Valores de la correlacion intraclase para establecer la armonia entre los diferentes
observadores. Su interpretacion global: < 0,40 (Pobre); 0,40 — 0,59 (Suficiente); 0,60 — 0,74
(Bueno); 0,75 — 1 (Excelente).

C?Il;rti;i(i;zges Observador 1-2 Observador 1-3 Observador 2-3
DO 0.935 0.839 0.772
Hiperemia 0.955 0.709 0.658
Pigmento 0.994 0.987 0.982
Vasos 0.950 0.824 0.830
Edema 0.933 0.904 0.861
Valorar CA 1.000 0.834 0.834
P.Total 0.984 0.957 0.968
Estadio 0.912 0.827 0.824

DO= descarga ocular, CA= camara anterior, P. Total= puntuacion total

Los resultados obtenidos en este apartado mostraron que a nivel global la
hipotesis planteada dio como resultado rechazar que las variables se median de forma
distinta, salvo la hiperemia conjuntival; y que el enunciado de las variables fue
homogéneo para los diferentes observadores. Ya mas concretamente, cuando se
compararon entre los observadores por pares se observd que entre los que
presentaban una mayor experiencia el nivel de concordancia era mayor que cuando
se equiparaba con el de menor nivel. Esto se ve reflejado en ciertas variables, que
llegan a afectar a la puntuacion total, pero no al estadio de la enfermedad en la que se

clasifico al animal.
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2. ESTUDIO TERAPEUTICO: poblacion de estudio

En este estudio participaron 38 animales, 76 ojos, que acudieron al servicio
de Oftalmologia del Hospital Veterinario de la Universidad de Murcia y que fueron

diagnosticados de QCS bilateral idiopatica.

De la poblacion total el 55,3% eran machos y el 44,7% hembras siendo la
media de edad de 8,97 &+ 2,85 afios. En total se incluyeron 15 razas (Tabla 5), donde
el Yorkshire Terrier fue la més representada con un 21,1%, seguido del Shih Tzu
(15,8%) y Cocker Spaniel (10,5%). El rango de peso oscilaba de 3 a 58 Kg, siendo la
media de 12,23 + 11,77 Kg.

Tabla 5: Razas y porcentaje de aparicion en la poblacion total del estudio.

YORKSHIRE 8 21,1
TERRIER

SHIH TZU 6 15,8
COCKER SPANIEL 4 10,5
BULLDOG 3 7,9
FRANCES

BULLDOG INGLES 3 7,9
MESTIZO 3 7,9
BICHON MALTES 2 5,3
WHWT 2 5,3
BICHON 1 2,6
HABANERO

CKCS 1 2,6
CHIHUAHUA 1 2,6
COCKER 1 2,6
AMERICANO

FILA BRASILENO 1 2,6
GRAN DANES 1 2,6
SCHNAUZER 1 2,6

WHWT= West Highland White Terrier, CKCS= Cavalier King Charles Spaniel
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La composicion de los grupos del estudio terapéutico:

* Grupo terapia celular: fueron 10 perros, incluyendo 9 razas distintas, con
una media de edad de 7 £+ 3,33 afos y un peso de 10,91 + 6,29 Kg. Con
respecto al sexo, el nimero de machos y de hembras fue el mismo.

* Grupo terapia médica: fueron 28 perros y estaba compuesto por 12 razas
distintas, con una media de edad de 9,68 + 2,34 afios y un peso de 12,7 +
13,26 Kg. Este grupo estaba compuesto por 16 machos (57,10%) y por 12
hembras (42,90 %).

Se realizo el T Student y Chi cuadrado para evaluar la homogeneidad de ambas
poblaciones con un nivel de significacion p <0.05.

Se observo que no hubo diferencias respecto al sexo, conformacion, peso y
las variables estudiadas a excepcion de la hiperemia (p=0.005). Esta fue
significativamente mayor en el grupo TM (2.32+0.72), respecto al TC (1.75+0.85), al
igual que ocurri6 con la edad (p=0.02). Los animales fueron significativamente mas

jovenes en el grupo TC (7 £ 3,33) frente a los de TM (9,68 + 2,34).

3.ANALISIS EN EL DiA DE INCLUSION

3.1. Grupo terapia celular

En el dia de inclusion el 25% se encontraban en el estadio leve (I), el 40% en

moderado (II), el 35% en grave (II1) y el 0% en severo (IV) (Fig.12).

En este grupo el 60% fueron meso/dolicocefélicos y el 40% braquicefalicos, y
con un porcentaje del 50% de machos y hembras. No hubo diferencias que afectaran

seguin su conformacion, ni sexo, ni ojo derecho o izquierdo.

Estadio
0%
0
350 25% ELeve ()
I & Moderado (II)
Grave (III)
K Severo (IV)
40%

—__

Figura 12: Distribucion segun el estadio de la poblacion con TC en el dia de inclusion
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3.2. Grupo terapia médica
En el dia de inclusion el 5,35% se encontraban en el estadio leve (I), el 48,21% en

moderado (II), el 42,85% en grave (I11) y el 3,57% en severo (IV) (Fig.13)

Estadio
4%
5%
“ Leve (I)

v & Moderado (II)

430,
St Grave (III)

K Severo (IV)

Figura 13: Distribucion de la poblacion con TM en los diferentes estadios en el dia de inclusion

3.2.1 Influencia de la conformacion

En el grupo de terapia médica el 64,28% eran meso/dolicocefélicos y el
35,72% braquicefalicos. Se observd que habia diferencias estadisticamente
significativas en la edad (p=0.017), siendo los braquicefdlicos mas jovenes;
8,70+2,15 afos frente a los 10,22+2,25 afios. También esta conformacion presentd
mas vascularizacion (p=0.038) y edema (p=0.018) en la superficie corneal. Las
medias en la vascularizacion fueron de 1,854+0.93 para los braquicefilicos frente a
1,31£0,85 en los doli/mesocefalicos; y en el edema de 1,80+076 y 1,28+0,74

respectivamente.

Por otro lado la descarga ocular (p=0.015), pigmento corneal (p=0.008) y el
test colorimétrico  (p=0.026) fue  significativamente = mayor en los
meso/dolicocefalicos. Las medias para la descarga ocular fueron de 2,19+0,82 para
los meso/dolicocefalicos y de 1,65+0,79 para los braquicefalicos. En relaciéon al
pigmento fue de 1,11£1,26 y 0,40+0,68; y en el test colorimétrico de 0,33+0,676 y

0,05+0,22 respectivamente.
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3.2.2 Influencia del sexo

Se encontraron diferencias con respecto a la edad (p=0.014), siendo mayor
los machos que las hembras, con 10,31+£2,37 y 8,83+1,99 afios respectivamente.

3.2.3 Influencia del ojo (D-1)

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el ojo derecho e

izquierdo.

3.4.Estudio de correlacion entre variables en ambas poblaciones

Mediante este test vamos a obtener la correlacion entre las diferentes
variables (Tabla 6 y 7). Se adquiere un valor entre 1 y -1, siendo los valores cercanos
a 1 los que indican una fuerte correlacion, los cercanos a 0 una baja correlacion y los
negativos una correlacion inversamente proporcional. El valor de significacion fue

siempre inferior a 0.05.

Tabla 6: Estudio de las correlaciones de la poblacién con tratamiento médico en el dia de

inclusion.
Edad | Peso TS hle} Hiperemia | Pigmento | Vasos | Edema | T.C CA P.Total | Estadio

Edad -192 | -,086 | ,047 -0.002 -.280 -120 ,183 263 | -229 -,093 -,071
Peso 185 | 292 ,319 ,400 -0.025 | -0.170 | ,125 | ,292 ,290 ,229
TS 678 ,589 ,436 ,319 0.113 | 447 | 343 810 714
DO 672 ,520 311 -0.028 | 421 | 471 813 ,664
Hipere 0259 | 855 | 279 | 847 | 193 | 790 | 73
Pigmento -0.088 -556 | ,304 | 774 551 476
Vasos ,582 156 | 107 612 ,589
Edema 039 | -344 ,209 ,225
T.C ,346 576 ,541
CA ,553 ,501
P.Total ,899

TS= Test de Schirmer, DO= descarga ocular, T.C= test colorimétrico, CA= camara anterior, P.

Total= puntuacion total

60



Resultados !

Las correlaciones fueron positivas, menos en el caso de la edad con la variable del
pigmento, por el cual este disminuye de cantidad a medida que los animales de este

grupo envejecen.

Los resultados también mostraron que con la edad la capacidad de re-
epitelizacion corneal se encontraba disminuida. En el caso de la hiposecrecion, la
correlacion fue positiva con el resto de variables, por lo que cuanto mayor sea esta,
mas signos clinicos presentaban los animales afectados de QCS. Lo mismo ocurre
con el resto de variables, a excepcion del pigmento y el edema. Entre ellos la
correlacion fue negativa y es debido a que en el caso de que la cornea este mas

pigmentada, hace que no se visualice la posible presencia de edema.

La puntuacion total presenta una fuerte correlacion con el test de Schirmer,
descarga ocular, hiperemia, pigmento, vascularizacion y test colorimétrico.
Indicativo de que animales con un mayor puntuacion, es decir, estadios mas graves,

presentan signos clinicos mas severos.

Tabla 7: Estudio de las correlaciones de la poblacion con tratamiento celular en el dia de

inclusion.
Edad | Peso | TS DO | Hiperemia | Pigmento | Vasos Edema T.C CA P.Total | Estadio

Edad ,281 ‘3;54 ,018 -,153 ,050 -,276 -,066 -290 | ,110 -,169 -,309
Peso ‘0;30 -,223 ,232 -,078 -,236 ,080 157 -,342 -,100 -172
TS ,780 737 ATT ,745 436 275 | 581 891 ,905
DO 771 ,646 ,768 440 ,107 | ,805 941 817
Hipere a4 | 703 | 549 | 346 | 453 | 875 | 746
Pigmento ,316 -,161 313 | 545 622 ,655
Vasos ,530 -045 | 561 ,846 197
Edema -096 | 404 544 401
T.C -132 ,216 ,269
CA ,740 ,676
P.Total ,928

TS= Test de Schirmer, DO= descarga ocular, T.C= test colorimétrico, CA= camara anterior, P.

Total= puntuacion total
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Los animales presentaron correlaciones positivas en todas las variables estudiadas.
Por lo tanto cuanto mas grave era la hiposecrecion lacrimal, més severos eran los
signos clinicos y por lo tanto presentaban puntuaciones superiores. Asi mismo, esto
dificultaba la visualizacidon de las estructuras intraoculares y por lo tanto generaba

déficit visuales en los pacientes.

4.ANALISIS DE CADA VARIABLE A LO LARGO DE LOS DIFERENTES
PUNTOS DE CONTROL

En este apartado se va a estudiar la evolucion de cada variable a lo largo de
los diferentes puntos de control, tanto en el grupo de terapia médica como el de
terapia celular. Para ello se ha usado ANOVA de medidas repetidas con un nivel de
significacion inferior a 0.05 y 0.01. El test de Schirmer (Tabla 8) presentd
variaciones estadisticamente significativas a partir del punto de control 1 (45 dias),
con un aumento de la produccidn lacrimal. Los animales con TM se mantuvieron
estables hasta el punto de control 3 (6 meses) para luego empeorar de forma
significativa. En TC los animales presentaron su mejor valor en el punto de control 2
(3 meses), llevando una tendencia a empeorar a partir de los 6 meses, pero que no se

hizo significativa hasta el control 5.

Tabla 8: Niveles de significacion resultantes de la comparacion de los valores de escala del Test
de Schirmer (escala 0-3) entre los diferentes puntos de control (PO-P5, medias y desviacion
estandar) en pacientes con tratamiento médico (TM) y celular (TC). Sombreado azul claro :

p<0.05; sombreado azul oscuro: p<0.01

Terapia Médica: Test Schirmer Terapia Celular: Test Schirmer
PO P1 P2 P3 P4 P5 PO P1 P2 P3 P4 P5
(194 | (187¢ | (1408 | (158 | (163 | (165+ | (189+ | (107+ | (091% | (123+ | (107+ | (131%
012) | 015 | 044) | 013 | 014 | 013 | o025 | 030) | 030 | 032 | 031) | 029
) )
(o4t | 1 0035 | 0064 ! 0030 | (189%
012) 0.25)
Pl P1
(1.37¢ ! 1000 | 0055 | 0046 | 0.019 ! 0578 | 055 | 1000 | 0385 | (1.07
0.15) 030)
o2 P2
(140% 1 0021 | 0037 | 0016 1 0169 | 0418 | 0014 (g.gsi
0.14) 30)
P3 ”
(1.562 1 1000 | 1000 1 0438 | o721 | (123
013) : : : : (1.23%
032)
P4
(1632 1 1,000 1 002 | (lors
0.14) : : (1,072
031)
P5
P
((1).&1321 1 1 (131+
13) 0.29)
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Respecto al grado de descarga ocular (Tabla 9) los animales con TM
presentaron una mejoria estadisticamente significativa en el punto 1 (45 dias),
manteniéndose estable hasta el punto de control 3 (6 meses) (Fig.14), a partir del cual
vuelve a empeorar hasta los 9 meses, en cual ya no hubo diferencias significativas
con los valores iniciales. En TC se observd una mejoria significativa a partir de los
45 dias, que se fue acentuando hasta alcanzar el mejor valor el punto de control 3, a
partir del cual comenz6 el empeoramiento hasta que no hubo diferencias

significativas con el inicio.

Tabla 9: Niveles de significacién resultantes de la comparacion de los valores de escala de la
descarga ocular (escala 0-3) entre los diferentes puntos de control (PO-P5, medias y desviacion
estandar) en pacientes con tratamiento médico (TM) y celular (TC). Sombreado azul claro :

p<0.05; sombreado azul oscuro: p<0.01

Terapia Médica: Descarga ocular Terapia Celular: Descarga ocular
PO P1 P2 P3 P4 P5 PO P1 P2 P3 P4 P5
tos | (151 | (189 | (166 | (1.75 | (180 | (1.57 | (076 | (081 | (071 | (0.88 | (1.19
(O' m t t t t t t t t t t t
) 0.10 0.10 0.10) 0.10) 0.10) 0.22) 0.19 0.23 0.23 0.19 0.20)
PO (1Pg7
(1.92+ 1 0.030 | 0.648 | 1.000 1 0.080 +
0.11) 022)
P1
P1 (0.76
(1.51 1 0.758 | 0.386 | 0.023 1 0.851 0.826 | 0.584 | 0.068 +
0.10) 0.19)
P2
P2 (0.81
(1.59+ 1 1.000 | 0.145 | 0.010 1 0.684 | 0.709 | 0.013 *
0.10) 0.23)
P3 P3
s 1| 1000 | 0218 1| 0229 | ooz [ @7
0.23)
P4 P4
oo 1| 1000 1| oo | 88
0.19)
P5 PS
(1.80% 1 1 (1.19
0.10) +
0.20)
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El grado de

hiperemia conjuntival (Tabla 10) presentd diferencias

estadisticamente significativas entre el punto 1 y el resto de los puntos de control,

por lo que tras la inoculacion se observd una mejoria inicial con TM, que luego se

mantuvo estable a lo largo del estudio. Los TC presentaron una mejoria significativa

a partir del punto de control 1, que se mantuvo hasta los 6 meses, a partir del cual

empez6 a seguir una tendencia de empeoramiento durante los tres siguientes meses

hasta no haber diferencias significativas con el punto de inclusion (PO).

Tabla 10: Niveles de significacion resultantes de la comparacion de los valores de escala de la

hiperemia conjuntival (escala 0-3) entre los diferentes puntos de control (PO-P5, medias y

desviacion estandar) en pacientes con tratamiento médico (TM) y celular (TC). Sombreado azul

claro : p<0.05; sombreado azul oscuro: p<0.01

Terapia Médica: Hiperemia Terapia Celular: Hiperemia
PO P1 P2 P3 P4 P5 PO P1 P2 P3 P4 P5
ga04 | (176 | (182 | (1.86 | (188 | (1.88 | (186 | (0.79 | (0.82 | (1.04 | (132 | (144
(0'10_ + + + + + + + + + + +
10 012) | 041 [ 041 | 041) | 041) | 0.20) | 0418 | 0.9) | 0.19) | 0.30) | 0.29)
PO
PO (186
(230 | 1 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0000 | 0.000 | 1 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0051 | 0.102 | '
0.10) >
P1
(1.76+ 1| 1.000 | 1.000 | 0691 | 0.691 1| 0893 | 0175 | 0092
0.12)
P2
(1.82¢ 1| 1.000 | 1000 | 1.000 1| 0055 | 0087
0.11)
P3
(1.86+ (1.04
0.11) 1 1.000 1.000 1 0.272 0.147 +
0.19)
P4 P4
(1.88+ (1.32
011) 1| 1.000 1| o400 | U
0.30)
P5 P5
(1.88+ 1 4 (1.44
0.11) +
0.29)

64



Resultados !

No se observaron variaciones significativas en el grado de pigmento corneal

en los animales tratados con TM. En el grupo tratado con TC se observd una mejoria

significativa inicamente a los 3 meses respecto al punto de inicio del estudio (Tabla

11).

Tabla 11: Niveles de significacion resultantes de la comparacion de los valores de escala del

pigmento corneal (escala 0-3) entre los diferentes puntos de control (PO-P5, medias y desviacion

estandar) en pacientes con tratamiento médico (TM) y celular (TC). Sombreado azul claro :

p<0.05; sombreado azul oscuro: p<0.01

Terapia Médica: Pigmento

Terapia Celular: Pigmento

PO [ o, | P2 | PS | P4 | P5 | PO | P1 | P2 | Ps | P4 | Ps
075 | oy | 088 | @70 | 067 | (067 | 078 | (070 | (058 | (@61 | (06 | (077
+ (0. |t + + + + + + + + +
015) | %™ | 014 | 014 | 014 | 014 | 024 | 021) | 020) | 022 | 021) | 028)

PO PO
7514 | 8 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1 | 0130 0.130 | 0300 | 0924 | @78
0.15) 0.24)

P1 P1
067 1| 1000 | 1000 | 1.000 | 1.000 1| 0136 | oso1 | o721 | os2r | @7
0.13) 0.21)

P2
((;’ gs (058
£ 1| 1000 | 1000 | 1000 1| 0527 | 0401 | 0080 | =
0.14) 020)
P3
P3
070 o001

+ 1| 1000 | 1000 1| os4r | 0109 | O
0.14) 02

P

P4
067 (066

s 1| 1000 1| o2sr |
0.14) 021

P5

P5
(067 057

+ 1 | O

0.14) 029
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El grado de neovascularizacion corneal (Tabla 12) presentd una mejoria

significativa solo en el punto 1 (45 dias) de los animales tratados con TM, para luego

mantenerse estable a lo largo de los meses restantes. En los animales con TC la

tendencia de mejoria aparecié también en el punto de control 1, pero no fue

significativa hasta el tercer mes y se mantuvo estable durante 6 meses mas para luego

seguir una tendencia negativa hasta empeorar en el tltimo punto de control.

Tabla 12: Niveles de significacion resultantes de la comparacion de los valores de escala de la

vascularizacion corneal (escala 0-3) entre los diferentes puntos de control (PO-P5, medias y

desviacion estandar) en pacientes con tratamiento médico (TM) y celular (TC). Sombreado azul

claro : p<0.05; sombreado azul oscuro: p<0.01

Terapia Médica: Vascularizacion Terapia Celular: Vascularizacion
PO P1 P2 P3 P4 P5 PO P1 P2 P3 P4 P5
a7 | (135 | (137 | (138 | (141 | (141 | (123 | (104 | (092 | (096 | (120 | (152

(0'12_ + + + + + + + + + + +
12) 0.101) | 0.09) | 009 | 0.09 | 009 | 026 | 021) | 019 | 022) | 0.23) | 0.28)

PO PO
(157 | 1 | 0015 | o194 | 0362 | 062 | 0462 | 1 | 0080 | 0044 | 0061 | 0s38 | 0476 [ (123
0.12) 0.26)

P1 Pt
(1.35¢ 1 1.000 1.000 1.000 1.000 1 0.136 | 0.401 0.307 | 0.029 (1f4
0.101) 021)

P2

P2 (0.92
(1.37 1 1.000 1.000 1.000 1 0.527 0.061 0.013 +
0.09) 0.19)

P3 P3
(1.38% (0.96
0.09) 1 1.000 1.000 1 0.082 | 0.017 +

P4
(141
0.09) 1 1.000 1

P5
(141 4
0.09)
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Resultados .

En el grado edema corneal (Tabla 13) los animales con TM presentaron
diferencias estadisticamente significativas a los 45 dias, para luego mantenerse

estable hasta los 6 meses y a partir de ahi presentar una tendencia de empeoramiento.

Los animales con TC mostraron una tendencia de mejora en el punto de
control 1, pero no fue hasta los 3 meses cuando se hizo significativa, manteniéndose
con valores favorables durante 3 meses mas, a partir del cual empez6 a empeorar de

forma significativa

Tabla 13: Niveles de significacion resultantes de la comparacion de los valores de escala del
edema corneal (escala 0-3) entre los diferentes puntos de control (PO-P5, medias y desviacion
estandar) en pacientes con tratamiento médico (TM) y celular (TC). Sombreado azul claro :

p<0.05; sombreado azul oscuro: p<0.01

Terapia Médica: Edema Terapia Celular: Edema
PO P1 P2 P3 P4 P5 PO P1 P2 P3 P4 P5
1g3s | (134 | (135 | (138 | (141 | (142 | (1.35 | (106 | (0.89 | (094 | (125 | (148
(0' 10) t t t t t t t t t t t
' 0.08) | 009 | 009 | 009 | 009 | 018 | 0419 | 0.14) | 017) | 0.5 | 0.20)

PO
PO (1.35

(1.53 1 0.039 | 0.057 | 0115 | 0.216 | 0.607 1 0.089 0.013 | 0469 | 0.375 +
0.10) 0.18)

P1
P1 (1.06

(1.34% 1 1.000 1.000 | 1.000 | 1.000 1 0299 | 0516 | 0.335 | 0.035 +
0.08) 0.19)

P2
P2 (0.89

(1.35¢ 1 1.000 | 1.000 | 1.000 1 0.734 | 0.040 *
0.09) 0.14)

P3 P3
oo 1| 1000 | 1.000 1| 004 (094
0.17)

P4 P4
((1)3;)1 1| 1.000 1| oos2 | (%
0.15)

P5 P5
(1.42+ 1 1 (148

0.09) +
0.20)
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! Resultados

En los valores del test colorimétrico (Tabla 14) los animales con TM no

presentaron diferencias estadisticamente significativas a lo largo de todo el estudio.

En el caso de los pacientes con TC se aprecid un empeoramiento significativo

puntual a los nueve meses del tratamiento.

Tabla 14: Niveles de significacion resultantes de la comparacion de los valores de escala del

test colorimétrico (escala 0-3) entre los diferentes puntos de control (P0O-P5, medias y desviacion

estandar) en pacientes con tratamiento médico (TM) y celular (TC). Sombreado azul claro :

p<0.05; sombreado azul oscuro: p<0.01

Terapia Médica: Test Colorimétrico Terapia Celular: Test Colorimétrico
o | Pt | P2 | Pa | Pa | B5 | P0 | Pt (g 201 P | Pa | s
e | 000 | 000 | 000 | o0 | @oo | o8 | 00 | ©% | 007 | 020 | (003

(0'07— + + + + + + £ | os + + +
| 000) | 000) | 000) | 000) | 000) | 005 | 000) | %% | 007) | 008) | 0.05)

” PO
©19¢ | 1 | 0261 | 0261 | 0261 | 0261 | 0261 | 1 | 0130 | 0541 | 0ss | 0300 | 0541 | (08
0.07) 0.05)

o P1
(0.00+ 1| 1000 | 1000 | 1000 | 1000 1| o527 | 03ss | 001 | oszr | (000
0.00) 0.00)

P2

P2 (0.03
(0.00% 1| 1000 | 1.000 | 1.000 1| 0527 | 0130 | 1000 |
0.00) 0.05)

o P3
(0.00+ 1| 1000 | 1000 1| o2ss | os27 | @
0.00) 0.07)

P4 P4
(0.00+ 1| 1.000 1| o1z | @20
0.00) 0.08)

os P5
(0.00% 1 | @0
0.00) 0.05)
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Resultados !

En la valoracion de la cédmara anterior (Tabla 15) no se observaron
diferencias en los animales con TM, mientras que los tratados con TC se evidencio

un empeoramiento significativo entre el control a los 3 y 12 meses.

Tabla 15: Niveles de significacion resultantes de la comparacion de los valores de escala de
valoracion de la camara anterior (escala 0-3) entre los diferentes puntos de control (PO-P5,
medias y desviacion estandar) en pacientes con tratamiento médico (TM) y celular (TC).

Sombreado azul claro : p<0.05; sombreado azul oscuro: p<0.01

Terapia Médica: Camara anterior Terapia Celular: Camara anterior
oo | P P2 | P3 | P4 | P5 | PO | P1 P2 | P3 | P4 | P5
oose | 012 | 012 | 013 | 012 | (012 | 022 | (008 | 003 | (011 | (0.16 | (031
(0.06_ > > > > > > > > > > >
98) | o04) | 004) | 005 | 0.04) | 004 | 011) | 005 | 005 | 007) | 0.08) | 0.11)

o0 PO
©25¢ | 1 | 0141 | o141 | 0206 | 0141 | 0441 | 1 | 0150 | 0080 | 0241 | 0597 | 0130 | ©22
0.06) 011

o1 P1
(0124 1| 0441 | 1000 | 1000 | 1000 1| o541 | 0527 | 0130 | ooss | (008
0.04) 0.05)

P2

P2 (0.03
(0.12¢ 1| 1000 | 1.000 | 1.000 1| 04130 | 0147 | 0023 |
0.04) 0.05)

o3 P3
(0.13+ 1| 1.000 | 1.000 1| osa1 | ooso | @M
0.05) 0.07)

o4 P4
(0124 1| 1000 1| o159 | @16
0.04) 0.06)

o5 P5
(0.12¢ 1 | @3
0.04) 01
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. Resultados

Respecto a la puntuacion total (Tabla 16), los animales con TM mostraron
diferencias significativas a partir del punto 1 (45 dias) y se mantuvo estable hasta los
6 meses de iniciar el tratamiento topico. Posteriormente fueron empeorando de forma
progresiva, pero manteniéndose en unos valores mas favorables que no llegaron a los

iniciales del estudio.

En TC los pacientes mostraron mejoria a partir del punto 1, alcanzando su
maxima mejoria a los 3 meses y prolongando una estabilidad durante 3 meses mas.
Es a partir de los seis meses cuando empezaron a empeorar de forma progresiva
hasta que en el ultimo control no hubo diferencias significativas con los valores

iniciales del estudio.

Tabla 16: Niveles de significacion resultantes de la comparacion de los valores de escala de la
puntuacion total (escala 0-3) entre los diferentes puntos de control (PO-P5, medias y desviacion
estandar) en pacientes con tratamiento médico (TM) y celular (TC). Sombreado azul claro :

p<0.05; sombreado azul oscuro: p<0.01

Terapia Médica: Puntuacion total Terapia Celular: Puntuacion total
PO P1 P2 P3 P4 P5 PO P1 P2 P3 P4 P5
(105 | (819 | 836 | (871 | (889 | (898 | (900 | (556 | (5.02 | (571 | (667 | (7.98
+ + + + + + + + + + + +
0.54) 0.56 0.55 0.53 0.53 0.53 1.18) 0.96 1.05 1.16 1.16 1.35)

PO PO
(10.50 (9.00
. 1 1 0245 |
0.54) 1.18)

P1
P1 (5.56
(8.19+ 1 1.000 | 0.052 1 0.400 | 0.834 | 0.214 | 0.021 +
0.56) 096
P2
P2 (5.02
(8.36¢ 1 | 04105 | 0.034 | 0010 1| 0172 | 0023 "
0.55) 1.05)
P3 P3
(g;;)’-' 1| 1000 | 0441 1| 0151 11
1.16)

P4 P4
(ggg)’-’ 1| 100 1 (667
1.16)

P5 P5
(8.98+ ; | (s
0.53) +
1.35)
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Resultados .

En lo que corresponde al estadio (Tabla 17) en los animales con TM la media
inicial era de 2.436+ 0.093, observandose que fue mejorando de forma significativa,
pero sin llegar a alcanzar un estadio I, sino que se mantuvieron estables durante el
resto de puntos de control del estudio. En los animales con TC la media inicial fue de
2,214+ 0.186, mejorando de forma significativa hasta alcanzar el valor minimo a los
3 meses (Fig.15,16 y 17). Este valor reflej6 que un porcentaje de pacientes
alcanzaron el estadio I tras la aplicacion de las células madre. Posteriormente, a
partir de los 6 meses los animales fueron empeorando de forma significativa, sobre

todo en los ultimos puntos de control.

Tabla 17: Niveles de significacion resultantes de la comparacion de los valores de escala del
estadio (escala 0-3) entre los diferentes puntos de control (P0O-P5, medias y desviacion estandar)
en pacientes con tratamiento médico (TM) y celular (TC). Sombreado azul claro : p<0.05;

sombreado azul oscuro: p<0.01

Terapia Médica: Estadio Terapia Celular: Estadio
PO | P1 | P2 | P3 | P4 | P5 | PO | P1 | P2 | P3 | P4 | P5
(243+ | 206+ | 211 | 221+ | 218+ | @21% | 221% | (1612 | (141 | (161% | (1.77¢ | (1.97¢
008) | 018) | 015 | 0.47) | 0.17) | 021) | 0.19)
PO
0011 | 1 0013 | 0.136 | (221%
0.18)
P1
(2,06 1| 1000 | 0218 | 1.000 | 0.504 1| 0105 | 1.000 | 0369 | 0.040 | (161x
0.09) 0.15
o2 P2
(2414 1| 0414 | 1000 | 1000 1| 0031 ((1)"1‘;*
0.09) 17
P3
(2212 1| 1.000 | 1.000 v | oz R (ot
0.08) : : : | (151
0.17)
P4
(2182 1| 1.000 . [ 7
0.09) : | (177%
021)
P5
P5
%g;;’ 1 1| (972
: 0.19)
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. Resultados

Figura 14: Evolucion de la descarga ocular en dos pacientes tratados mediante terapia celular. A=
paciente 1 en el dia de inclusién. B= paciente 1 a los 3 meses de la inyeccion. C= paciente 2 en el dia

de inclusion. D= paciente 2 a los 3 meses de la inyeccion

Figura 15: Evolucion de un paciente con terapia celular. A y B= estadio grave en el dia de inclusion.

C y D= estadio leve a los 3 meses
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Resultados .

Figura 16: Evolucion de dos pacientes con terapia celular. A= paciente 1 (Yorkshire Terrier) en el dia
de inclusion. B= paciente 1 a los 3 meses de la inyeccion. C= paciente 2 (Bichon Maltés) en el dia de

inclusion. D= paciente 2 a los 6 meses de la inyeccion.

Figura 17: Evolucion de dos pacientes con terapia celular. A= paciente 1 (CKCS) en el dia de
inclusion. B= paciente 1 a los 3 meses de la inyeccion. C= paciente 2 (Mestizo) en el dia de inclusion.

D= paciente 2 a los 3 meses de la inyeccion.
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! Resultados

5. ANALISIS DE COMPARACION ENTRE GRUPOS DE TRATAMIENTO

Con objeto de poder evaluar las posibles diferencias en los beneficios
inducidos por cada una de las estrategias de tratamiento (médico vs terapia celular)
de una forma mas directa, se planted un analisis comparando los datos en cada punto
de control obtenidos en los dos grupos. Para ello, todos los valores de las variables
de estudio se indexaron al valor inicial (punto de inclusion) de manera que la
diferencia respecto a éste representa aumento (si el valor es mayor que 1) o
disminucion (si es menor que 1) respecto al inicial, siendo mayor la diferencia cuanto
mas se aleje de 1. Con esta nueva base de datos se realizaron comparaciones por
pares /T de Student entre los dos grupos de estudio para cada punto de control (Tabla

18)

Los resultados del andlisis muestran diferencias estadisticamente
significativas en algunas variables como la descarga ocular, hiperemia, edema, test
colorimétrico, puntaje total y estadios. Tanto en la descarga ocular, la hiperemia, el
puntuacion total y la clasificacion en 4 estadios muestran que la terapia celular da

mejores medias y que estas se mantienen mas estables durante los puntos de control.

El resto de variables muestran una tendencia de mejora, obteniendo mejores
resultados mediante la terapia celular segiin las medias, aunque no son

estadisticamente significativas.

Para visualizar mejor el comportamiento de las variables en los diferentes
puntos de seguimiento se ha extrapolado la informacion de las siguientes graficas

(Tabla 18 ay b).
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Resultados .

Tabla 18a: Resultados de la comparacion entre el grupo terapia médica (TM) y celular (TC) del grado de mejoria obtenida en cada punto de control respecto a la

inclusion (valores indexados al punto de inclusion) para cada una de las variables del estudio. Se incluyen los valores medios y desviacion estandar del grado de

mejoria para cada variable, asi como el nivel de significacion. Sombreado verde claro: P<0.05; _: P<0.01

T.Schirmer Descarga Hiperemia Pigmento Vasos Edema Test color. Punt. Total Estadio
™ TC ™ TC ™ TC ™ TC ™ TC ™ TC ™ TC ™ TC ™ TC
PO 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0.937+ | 0.941% | 0.949+ | 0.879+ | 0907+ | 0.975+ | 0.738+ | 0.617+ | 0.848+ | 0.825%
p1 0.134 0.121 0.195 0.379 0.215 0.111 0.176 0.447 0.198 0.348
0.903 0.295 0.188 0.093 0.718
0.964+ | 0912+ | 0.955+ | 0.850+
0.202 0.161 0.191 0.344
P2
0.306 0.097
0.982+ | 0925+ | 0.967+ | 0.833+
0.245 0.157 0.183 0.357
P3
0.335 0.036
0.928+ | 0.812+ | 0952+ | 0.775+ | 0.869+ | 0.820+ | 0.979+ | 0.970+ | 0.995+ | 1.020% | 0.979+ | 0.975+
P4 0.254 0.423 0.214 0.369 0.162 0.352 0.099 0.185 0.229 0.247 0.173 0.302
0.151 0.012 0.418 0.802 0.680 0.941
0.943+ | 0.870+ | 0971+ | 0904+ | 0.869+ | 0.858+ | 0.979+ | 1.020+ | 0.995+ | 1.116+ | 0.988+ | 1.045+
ps 0.245 0.313 0.209 0.399 0.162 0.330 0.099 0.202 0.229 0.358 0.186 0.323
0.296 0.342 0.851 0.235 0.087 0.338 0.050 0.423 0.852




Tabla 18b: Medias y desviacion estandar entre el grupo terapia médica (TM) y celular (TC) obtenidas en cada punto de control respecto a la inclusion (valores no

indexados al punto de inclusion; escala 0-3) para cada una de las variables del estudio.

T.Schirmer Descarga Hiperemia Pigmento Vasos Edema Test color. Punt. Total Estadio
™ TC ™ TC ™ TC ™ TC ™ TC ™ TC ™ TC ™ TC ™ TC
PO 1.94+ 1.89+ 1.92+ 1.57+ 2.30+ 1.86% 0.75+ 0,78+ 1.57+ 1.23% 1.53+ 1.35+ 0.19+ 0.05+ | 10.50+ | 9.00+ 243+ 221+
0.12 0.25 0.11 0.22 0.10 0.20 0.15 0.24 0.12 0.26 0.10 0.18 0.07 0.22 0.54 1.18 0.09 0.18
P1 1.37+ 1.07= 151+ | 0.76% 1.76+ 0.79+ | 0.67+ 0.70= 1.35+ 1.04+ 1.34+ 1.06+ | 0.00& | 0.00+ | 819z 5.56% 2.06% 1.61+
0.15 0.30 0.10 0.19 0.12 0.18 0.13 0.21 0.10 0.21 0.08 0.19 0.00 0.00 0.56 0.96 0.09 0.15
P2 1.40+ 0.91z 1.59+ | 081z 1.82+ 0.82+ | 0.68% 0.58z 137+ | 0.92% 135+ | 0.89+ | 0.00+ | 005+ | 8.36% 5.02+ 2.11= 141+
0.14 0.30 0.10 0.23 0.11 0.19 0.14 0.20 0.09 0.19 0.09 0.14 0.00 0.22 0.55 1.05 0.09 0.17
P3 1.58+ 1.23 1.66+ | 0.71% 1.86+ 1.04+ | 0.70% 0.61 1.38+ | 0.96% 1.38+ | 094+ | 0.00% 0.1+ 8.71% 571z 2.21% 1.61+
0.13 0.32 0.10 0.23 0.11 0.19 0.14 0.22 0.09 0.22 0.09 0.17 0.00 0.30 0.53 1.16 0.08 0.17
P4 1.63+ 1.07= 1.75+ | 0.88% 1.88+ 1.32¢ | 0.67¢ 0.66% 141+ 1.20+ 141+ 1.25¢ | 0.00+ | 0.15+ | 889+ | 6.67+ 2.18% 1.77+
0.14 0.31 0.10 0.19 0.11 0.30 0.14 0.21 0.09 0.23 0.09 0.15 0.00 0.36 0.53 1.16 0.09 0.21
P5 1.65+ 1.31= 1.80+ 1.19+ 1.88+ 144+ | 0.67¢ 0.77 141+ 1.52+ 1.42+ 148+ | 0.00¢ | 005+ | 898z 7.98% 2.21% 1.97+
0.13 0.29 0.10 0.20 0.11 0.29 0.14 0.28 0.09 0.28 0.09 0.20 0.00 0.22 0.53 1.35 0.08 0.19




5.1 Test de Schirmer

En relacion al Test de Schirmer, tanto los animales con TC y TM
experimentaron una mejoria significativa alcanzando sus mejores valores a los 3
meses de iniciar los tratamientos, para posteriormente seguir una tendencia de
empeoramiento. Aunque no hubo diferencias significativas entre ambas terapias a lo
largo de los diferentes puntos de control, los animales con terapia celular mostraron
una tendencia de mejoria mas favorable que con el tratamiento médico. Este

beneficio se vio reflejado en todos los puntos de control (Fig.18).
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Puntos de control

Figura 18: Representacion del grado de mejoria en el Test de Schirmer obtenido en los distintos
puntos de control (P1-P5) respecto al punto de inclusién (P0O) en el grupo Terapia Médica y

Celular.
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5.2 Descarga ocular

En relacion a la descarga ocular, ambos grupos mejoraron de forma
significativa en los puntos iniciales, pero sin haber diferencias entre ellos. Atn asi, se
observo un resultado mas favorables en el grupo TC con respecto al TM en estos
primeros puntos de control. Las diferencias significativas aparecieron a los 6 y 9
meses del tratamiento, en donde los animales con TC mostraban valores mas bajos
que los de TM y por lo tanto un grado de mejoria mayor respecto al punto de

inclusion (Fig.19).

Terapia

Terapia Celular
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Figura 19: Representacion del grado de mejoria en la descarga ocular obtenido en los distintos puntos
de control (P1-P5) respecto al punto de inclusion (P0O) en el grupo Terapia Médica y Celular. Nivel de
significacion: *=p<0.05 y **=p<0.01.
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5.3 Hiperemia

Con respecto a la hiperemia se observo una mejoria con ambos tratamientos,
hallandose diferencias significativas entre ambas terapias desde los 45 dias hasta los
6 meses. En este caso los animales con TC reflejaron mejores resultados que los

animales con TM. (Fig.20).
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Terapia Celvla
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Figura 20: Representacion del grado de mejoria en la hiperemia conjuntival obtenido en los distintos
puntos de control (P1-P5) respecto al punto de inclusion (P0) en el grupo Terapia Médica y Celular.

Nivel de significacion: *=p<0.05 y **=p<0.01.
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5.4 Pigmento

Ambos grupos presentaron una tendencia de mejoria con respecto al
pigmento, pero no hubo diferencias significativas entre ambas terapias a lo largo de
los diferentes puntos de control del estudio (Fig.21). En el grupo TC se observé un

beneficio mayor a los 3 meses con respecto a los de TM, pero que a largo plazo se

© 95

95

544

1 14 T

2 3 a 5

[ B

7
Puntos de control ‘

fue desvaneciendo.

Figura 21: Representacion del grado de mejoria en el pigmento corneal obtenido en los distintos

puntos de control (P1-P5) respecto al punto de inclusion (P0) en el grupo Terapia Médica y Celular.
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5.5 Vascularizacion

Con respecto a la vascularizacion se observé una mejoria con ambos
tratamiento. Aunque no se hallaron diferencias significativas entre ambas terapias a
lo largo de los diferentes puntos de control, si que en los animales con TC se observo

un resultado méas favorable a los 3 'y 6 meses (Fig.22).

Terapia

Terapia Celular

000 terapia mecHa

Gradode mejoria

Punto de control

Figura 22: Representacion del grado de mejoria en la vascularizacion corneal obtenido en los
distintos puntos de control (P1-P5) respecto al punto de inclusion (PO) en el grupo Terapia Médica y

Celular.
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5.6 Edema

Con ambos tratamientos se vio una tendencia de mejoria en los puntos
iniciales. Aunque no hubo diferencias significativas entre ambas terapias, si que se

observo una tendencia favorable en los animales con TC respecto a los de TM.

Dicho beneficio se hizo significativo a los 6 meses del tratamiento, ya que los
animales con TC alcanzaron su mejor resultado mientras que los TM se mantuvieron

estables respecto al punto de control 2 (Fig.23).

e mejoria

[ Grado d

—

0 1 2 3 Rl 5

Punto de control

Figura 23: Representacion del grado de mejoria en el edema corneal obtenido en los distintos puntos
de control (P1-P5) respecto al punto de inclusion (P0) en el grupo Terapia Médica y Celular. Nivel de

significacion: *=p<0.05.
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5.7 Test colorimétrico

Con respecto al test colorimétrico se observo una tendencia de mejora hasta
los 45 dias con ambos tratamiento, encontrandose diferencias entre ambas terapias a
los 6 y 9 meses. Los animales con TC sufrieron un empeoramiento respecto a los de
TM que se mantuvieron estables a lo largo de los diferentes puntos de control

(Fig.24).
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Figura 24: Representacion del grado de mejoria en el test colorimétrico obtenido en los distintos
puntos de control (P1-P5) respecto al punto de inclusion (P0) en el grupo Terapia Médica y Celular.

Nivel de significacion: *=p<0.05 y **=p<0.01.
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5.8 Puntuacion total

Con ambos tratamientos los animales mejoraron en su puntuacion total, pero
mientras que los animales con TM alcanzaron su mejor resultado a los 45 dias, los
animales con TC prolongaron dicho beneficio hasta el punto de control 2. Fue a los 3
meses cuando se observaron diferencias significativas entre ambas terapias y que se

continud hasta los 6 meses

Los resultados también mostraron las diferencias de comportamiento entre
ambas terapias, en donde los animales con TM fueron empeorando de forma mas
progresiva a lo largo del estudio, mientras que los animales del grupo TC, aunque su

mejoria fue mayor, también su empeoramiento fue mas agudo (Fig.25).

.e

) de mejoria

Grad

0 1 2 3 4 5

Punto de contro

Figura 25: Representacion del grado de mejoria en la puntuacion total obtenido en los distintos
puntos de control (P1-P5) respecto al punto de inclusion (P0) en el grupo Terapia Médica y Celular.

Nivel de significacion: **=p<0.01.
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5.9 Estadio

Con ambos tratamientos los animales redujeron su estadio, apareciendo
diferencias significativas en el punto de control 2 y 3. A partir de los 3 meses los
animales con TM fueron estabilizandose de forma gradual, mientras que los animales

con TC alcanzaron su mejor resultado, y por lo tanto estadios mas leves (Fig.26).
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Figura 26: Representacion del grado de mejoria en el estadio obtenido en los distintos puntos de
control (P1-P5) respecto al punto de inclusién (PO) en el grupo Terapia Médica y Celular. Nivel de
significacion: *=p<0.05 y **=p<0.01.
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Discusion !

1. Validacion de la escala clinica para la gradacion de pacientes con

queratoconjuntivitis seca

En pacientes humanos, la QCS es una enfermedad que afecta a millones de
personas a nivel mundial, representando unas las enfermedades mas comunes de la
superficie ocular'. Ocurre igual en la especie canina, que ha llegado a representar del
1 al 1.5% de toda la poblacién canina que acudia a los hospitales veterinarios de

R 112,11
América del Norte, !>

El uso de escalas clinicas para la gradacion objetiva de los sintomas de una
enfermedad impulsa la ayuda al diagnostico, la toma de decisiones en el tratamiento
y la comunicacion con otros profesionales. Para la creacion de dichas escalas se ha
de basar en varios pasos; el primero de ellos la creacion de los items o variables para
luego testar sobre ellos la validez y fiabilidad.”®* Atn asi en toda creacion de escala
existen diversas limitaciones que se han de tener en cuenta. Por un lado las
caracteristicas de la muestra y elaboracion de los items o variables. En estos casos se
recomienda que no sean ambiguos o dificiles de contestar por lo que deben de estar
claramente definidos, ser simples y que expresen solo una idea sin que influya la
percepcion.”®*** Ademéas deben ser de calidad, por lo que la literatura de donde se
obtienen debe ser veraz. Por otro lado dicha calidad también se puede ver
influenciada por el niimero de investigadores en la recolecciéon de datos.’’**"” Otras
de las limitaciones son la perdida de datos®”, la ausencia de un “gold estandar*"* y
el mal uso de la metodologia que puede conllevar a realizar de forma erronea las

pruebas de validez y fiabilidad.”*

Una vez establecida la escala, esta puede ser
breve, con un numero de variables bajo, pero se ha establecido que mientras el Alfa
de Cronbach se encuentre entre valores de 0.8 y 0.9, estas se consideran ideales,

, ’ . ’ . 209
aunque escalas con un mayor numero de items se consideran mas realistas.

En medicina humana el grupo Dry Eye Workshop consider6 en el 2007 incluir
el panel de Delphi modificado, como ayuda en la clasificacion de la enfermedad de
la queratoconjuntivitis seca en base a la severidad de los sintomas y en ausencia de
alteraciones palpebrales.”® En dicho estudio y consenso internacional establecieron
cuatro niveles de gravedad segin los sintomas, junto con algoritmos para su

tratamiento. Dichas opciones terapéuticas consisten en el tratamiento con lagrimas
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artificiales y manejo del entorno en los casos mas leves, llegando a procesos

quirdrgicos junto con ciclosporina y antiinflamatorios orales en los casos mas graves.

En medicina veterinaria existen escalas clinicas para diversas enfermedades
roso 1 . f . . 196.1
como en la enfermedad renal cronica'® , Leishmaniasis canina %, 97, la enfermedad

. . , . . 1 . - ro+ 199,21
intestinal crénica canina'® y enfermedad mitral degenerativa cronica'®*>'"

, entre
otras. En el caso de la QCS no existe una escala establecida tal y como estan
descritas en las enfermedades ya nombradas, y los autores de varias publicaciones
usan los diferentes signos clinicos asignandoles un valor en funcion de la

20,21,152,211
gravedad.”™™ "~

Esto les permiti6 clasificar a los animales segun las variables
para observar la evolucion del tratamiento a lo largo del tiempo, pero no para crear
un estadiaje de la enfermedad. En nuestro estudio, para la creacion de la escala, se
tomo en cuenta el panel de Delphi modificado’, los estudios de veterinaria®'>*y
posteriormente  se  presentaron los resultados en diversos Congresos

. 212,21
Internacionales®'>?!?

. En este caso se usdé una poblacion control para testar los
resultados. Siguiendo la guia del panel de Delphi®, se decidi6 establecer 4 grupos de
severidad, al igual que también se ha usado con otras enfermedades en

195,196

veterinaria , siendo el estadio 1 la mas leve y el 4 la severa. Posteriormente se

realizaron modificaciones de dicho panel:

* No se realizdé meibometria al carecer del equipamiento.

* Sintomas visuales: se cambid por valoracion de la cdmara anterior, ya que se
establecid que si no se podia valorar de forma correcta, el animal presentaba
déficit visuales junto con la exploracidon neuro-oftalmoldgica

* Solo se tuvo en cuenta la hiperemia conjuntival y no la tincion mediante
colorantes de la misma.

* Los signos clinicos corneales se dividieron en edema, vascularizacion y
pigmento, para asi valorar el grado de queratitis. Para su localizacion se
dividio a la cérnea en superior, inferior, nasal y temporal. Ademas de central,
paracentral y periférica. No se tuvieron en cuenta patrones especificos como
la queratopatia pigmentaria en vortex.*'*

* Tiempo de ruptura de la lagrima (TBUT): aunque se realizd en todos los
animales, no se incluyeron los datos en este estudio. Se tom¢ esta decision al
ser una prueba que no se realiza de forma rutinaria en la clinica veterinaria al

requerir de una lampara de hendidura y experiencia para su interpretacion.
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Una vez establecido el contenido se procedid a la descripcion de las variables
no numéricas. Para ello se compararon con otros estudios en veterinaria sobre
alteracion de la superficie ocular en los cudles se valoraba también dichas

20,152

variables. En este apartado se incluy6 una poblacion control que posteriormente

no fue incluida en el estudio (muestreo no probabilistico intencional), ya que
permitid extrapolar y por lo tanto generalizar los resultados observados en ésta’"’, y
se seleccionaron tres observadores para completar el cuestionario con la escala
clinica. Durante el proceso de construccion de una escala, la fiabilidad es la
propiedad que designa la constancia y la precision de los resultados y para ello se
realizaron diversos test sobre los resultados de los observadores. El primero fue el
contraste de hipotesis, el cudl permitid aceptar que todas las variables se median de
la misma forma por los tres observadores, a excepcion de la hiperemia, puntuacion
total y estadio. Aqui se observo discrepancias entre los observadores de mayor
experiencia frente al de menos. El test de alfa de Cronbach mostraba una excelente
consistencia interna por lo que los enunciados de las variables fueron homogéneos
para los tres observadores. Estos dos test nos dan una vision global, por lo que para
valorar la armonia de los observadores se procedio a la realizacion del coeficiente de
correlacion Kappa e intraclase.'®”"®® En el indice Kappa los observadores con mayor
experiencia mostraron una mayor concordancia entre si, que con el de menor
formacion, sobre todo en las variables de descarga ocular, hiperemia, vascularizacion
y puntuacion total. Esto indica que estas variables descriptivas, sobre todo la
hiperemia que tiene una concordancia pobre frente a la moderada de la descarga
ocular y vascularizacion, es mas dificil de interpretar o que se requiere de una mayor
experiencia para ello. Aun asi la correlacion intraclase muestra que los observadores
tienen una tendencia similar. Es decir que, aunque dos observadores marcan un
valor numérico diferente para una variable, ambos valores muestran gravedad. Por
ejemplo, en la vascularizacion un observador marca 2 y el otro 3. Ambos
seleccionan que el signo clinico esta avanzado, y no hay una disociacion de que uno

piense que es leve y otro grave.

Esto puede suponer una limitacion ya que dependiendo quien evalue al
paciente, la puntuacion total y por la tanto la clasificacion de la enfermedad se puede
ver alterada, ya que parte de las variables no se clasifican por un resultado numérico

(ejemplo Test de Schirmer), sino por una descripcién, lo que puede llevar a
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diferentes interpretaciones. Estos fenomenos que conllevan a diferencias, pueden dar
lugar a que una pequefia diferencia pueda ser clinicamente relevante y otros que

. . . . . . ;. 21
requieran de diferencias mayores para tener implicaciones clinicas. 6

Es por ello que para aquellos veterinarios con menos experiencia seria
recomendable para el correcto uso de la escala, que la descripcion de los parametros
se asociase también a fotografias ilustrativas de las lesiones oculares para las
variables no numéricas, como en el caso de la hiperemia conjuntival y

vascularizacion corneal.

2. Protocolo de tratamiento con células madre

Desde el descubrimiento de las células madre en todos los tejidos animales y
su papel en la homeostasis y reparacion natural de los mismos, han sido foco de
investigacion por su potencial terapéutico. En Espafia, este tipo de terapias con
células madre son consideradas medicamentos, por lo que para su uso médico tiene
que ser autorizado y supervisado por el reglamento (CE) N° 1394/2007 del
Parlamento Europeo y del Consejo y el RD 477/2014 (BOE), aunque en medicina

. . . . .y ’ . 22,2321
veterinaria no existe una legislacion especifica vigente que las regule.”>**!
. . . 156,159
El origen de estas células puede provenir:
. Células Madre Embrionarias (CME): obtenidas del embridén

antes de su implantacion, de la masa celular interna del blastocisto.

. Células Madre Adultas (CMA): se usa mas comunmente la
terminologia células madre mesenquimales estromales multipotentes.

. Células Madre Pluripotentes Inducidas (CMPi): son células
adultas completamente diferenciadas, pero que tras técnicas genéticas de

reprogramacion celular se les induce de nuevo su pluripotencialidad.

En este estudio, al igual que en otros estudios en medicina veterinaria en
grandes y pequefios animales, las células usadas fueron las CMM. El por qué de su
uso mas extendido que las otras células es debido a que su aislamiento es mas facil,
ya que se pueden obtener a partir de la mayoria de los organos y tejidos adultos
mesodérmicos. Ademads, presentan una alta capacidad proliferativa y de

autorrenovacion permitiendo obtener grandes cantidades y por ultimo sus

92



Discusion !

. . . . . 156,157,159,218
propiedades regenerativas, antiinflamatorias e inmunomoduladoras."

También se eligieron este tipo de células porque carecen del MHC-II, por lo que no
sirven como células presentadoras de antigenos que promueven la respuesta inmune
con la activacién de las células linfoides; incluyendo las células T, B, natural killer y
las células dendriticas.”’® Necesaria esta caracteristica en el caso de la QCS
inmunomediada debido a la infiltracién celular en las glandulas causando asi una
respuesta inflamatoria.'*>'**'*® Las células madre se obtuvieron de la grasa
intrabdominal de donantes sanos, en este caso un perro, por lo que fue un trasplante
heter6logo o alogénico y fueron cultivadas hasta alcanzar el pase dos. El tejido
adiposo es una de las fuentes habituales de extraccion debido a su facilidad de acceso
y a la abundancia de tejido para obtenerlas. Segun estudios por 100 ml de tejido
adiposo humano se pueden obtener 1 x 10° células madre, mientras que la especie
canina se pueden aislar células estromales adiposas de solo 100ul de tejido

: 22
adiposo.”

La decision de aplicarlas en el pase dos es debido a que a medida que se van
realizando los pases, las células en cultivo pueden sufrir alteraciones

IR YO 156,157,221
biologicas. ™

Estas alteraciones pueden dar lugar a mutaciones y aberraciones
cromosomicas, que pueden dar transformaciones malignas.”*> No se sabe con
exactitud cuantos pases se pueden realizar antes de adquirir aberraciones, ya que en
estudios con células obtenidas de médula 6sea se hallaban estables hasta el pase 3, 20
o nunca mostraban alteraciones.””*****> Aquellas obtenidas de tejido adiposo no
presentaron alteraciones en los pases iniciales, del 1 al 5, mientras que del 6 al 14
comenzaron a observarse aberraciones cromosomicas. >

En medicina veterinaria se han usado las procedentes de grasa, médula osea y

174,227

embrionarias , pero a nivel ocular solamente se han aplicado aquellas extraidas

20,186 184,228

de la grasa; obtenidas del gluteo , ovarica’' y subcutanea.

La técnica para su aislamiento in vitro ha ido modificaindose con el tiempo,
siendo Rodbell en 1964 el primero en publicarla. Para ello usé grasa del epididimo
de la rata, para luego posteriormente realizar la digestion a 37°C con Colagenasa de
tipo I y separando los componentes mediante centrifugacién.”®’ Tras ella los
adipocitos maduros se localizaban flotando debido a su alto contenido lipidico,
mientras que el pellet contenia los componentes estromales vasculares con las

supuestas células progenitoras de adipocitos y la lineas hematopoyéticas.
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Posteriormente esta técnica se fue modificando con el uso de factores inductivos
tales como la dexametasona, insulina y biotina para la diferenciacion de las células
precursoras de los adipocitos en humanos.”*® En este estudio se siguieron dichos
procedimientos, al igual que se realiz6 el lavado mediante PBS y se cultivdo mediante
antibidticos, tal y como esta descrito, sometiendo dichos cultivos a una temperatura
de 37°C, una concentracion de CO; entre el 5% y 8,5% y alcanzando una confluencia

del 70% al 80%.312%2

Una vez alcanzado el pase de cultivo que se desea las células pueden
guardarse congeladas en nitrogeno liquido, ya que se ha demostrado que no inducen

231
la muerte celular.?

No existe una dosis establecida de terapia celular, sino que se trabaja con
dosis empiricas en base a los estudios publicados. En el caso de medicina veterinaria
las dosis varian en funcion de los diferentes estudios. Dosis de dos millones de
c€lulas por kilogramo de peso del animal se han aplicado en infusion intravenosa
para el tratamiento de rotura de ligamento cruzado'™, enfermedad inflamatoria

181
81 Para zonas

. . . . . . . 174
articulares in situ se han administrado cantidades totales de cinco millones 7,

. . 1 , .
intestinal en el perro'™® y enfermedad renal croénica en el gato.

llegando hasta las cantidades mas altas de diez millones en cardiomiopatia dilatada

1
en el perro.'”

En los estudios centrados en la superficie ocular se han usado dosis de dos

millones en la queratitis eosinofilica del gato'®*

y en el caso de la QCS canina, de un
millén tanto en la glandula lacrimal orbital y de la membrana nictitante*'. En el caso
de Villatoro y colabores® se usaron cinco millones en la orbital y tres millones en la
de membrana nictitante. En nuestro caso se decididé por usar 10 y 5 millones sin
observar respuesta inmune no deseada; solamente el dia de la aplicacion una leve
inflamacién y sangrado que remitia a las 24 horas.

La via de aplicacion de las células madre a nivel ocular incluye estudios con
administracion topica®’, intravitrea®* y subretiniana®” en ratas y la periocular®®>"'%

Lo 2 y ’ . . . . . .
y topica™® en perros. En este caso se uso la via periocular siguiendo las indicaciones

de Park y colaboradores.”®

La experiencia recabada durante el proceso de inoculacion de la terapia

celular puso de manifiesto que fue un procedimiento simple que solo requiri6 de una
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sedacion profunda y mantenimiento mediante mascarilla con isofluorano. En los
primeros pacientes del estudio, el tiempo requerido para la administracion de la
terapia fue mayor, debido a la localizacion del punto de inyeccidon. Asimismo este
también fue mayor al aplicar el tratamiento en la glandula orbital que en la de la
membrana nictitante, ya que esta ultima se localiza con mayor facilidad en la zona

ventral del cartilago.

3 Estudio terapéutico: resultados generales

La incidencia de razas que sufren QCS varia no solo con la localizacién
geografica, sino también por el sexo y la edad. Los estudios publicados en EEUU
muestran una mayor prevalencia en Lhasa Apso; con un 70% mas de riesgo que el
resto de la poblacion. Le siguen el Bulldog Inglés y West Highland White Terrier
(WHWT) con un riesgo alto y moderado en el Dachshund, American Cocker
Spaniel, Pequinés, Yorkshire Terrier, Schnauzer Miniatura y Boston Terrier.”” A
medida que han ido pasando los afios se han ido afiadiendo mas razas como es el
caso del Cavalier King Charles Spaniel, Bloodhound, Shih Tzu, Pug y Samoyedo.>*®

En Europa, estudios en Reino Unido mostraron una mayor prevalencia en WHWT,

CKCS, Cocker Inglés, English Springer Spaniel, Shih Tzu.'*"**

En este estudio las razas mas afectadas fueron Yorkshire Terrier con un
21,1%, el Shih Tzu (15,8%), Cocker Spaniel (10,5%) y Bulldog Francés e Inglés
(7,9%), por lo que se corresponde con las razas descritas con mayor riesgo de
padecer dicha enfermedad. También aparecen, aunque en un porcentaje mucho
menor WHWT, CKCS y Schnauzer. Esta variacion de las razas depende del pais
donde se realiza el estudio, ya que por ejemplo el porcentaje de Yorkshire Terrier
atendidos es mucho mayor que la de CKCS, ya que esta ultima es una raza muy
popular en Reino Unido y con alta prevalencia, cosa que no ocurre en la localizacién

geografica donde se ha realizado este estudio.

En el dia de inclusion, en el grupo terapia médica, se observo que en los
animales braquicefélicos el edema y la vascularizacion era significativamente mayor
que los meso/dolicocefalicos. La aparicion de estos signos clinicos en mayor medida

en esta conformacion craneal puede ser debido a que presentan una mayor
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exoftalmia, lagoftalmia y menor sensibilidad corneal, por lo que la cornea esta mas

240,241,242
expuesta.

En el caso de los meso/dolicocefalicos de este estudio se observaron
diferencias significativas con respecto a los braquicefalicos en la descarga ocular y
pigmento. La migracion de melanocitos es comuin en enfermedades de la superficie
ocular como QCS, queratitis por exposicion cronica y queratitis pigmentarias, lo que
conlleva que en niveles avanzados los animales tengan déficit visuales importantes,

llegando a cubrir completamente toda la superficie de la cornea.”'*

La aparicion de
melanosis corneal segin la conformacion varia en funciéon de la enfermedad,
apareciendo la queratopatia pigmentaria mas en braquicefalicos® y la queratitis
crénica superficial en dolicocefalicos.** En el caso de la queratoconjuntivitis seca
hay una gran variabilidad de signos y de razas afectadas, por lo que la presencia de
mayor melanosis en meso/dolicefalicos en la poblacion con terapia médica de este
estudio puede deberse a que presentasen una esclera o limbo mas pigmentados o por
un hallazgo aleatorio de dicho resultado en la muestra. En el caso de la descarga
ocular, la cual se acumulé mas en animales meso/dolicocefalicos en este estudio,
mientras que en publicaciones anteriores se ha descrito una mayor aparicion de

. . . . r 24
detritus en los braquicéfalicos como es el caso del Pequinés.**

En el dia de inclusion el 5,35% de la poblacion del grupo terapia médica se
encontraba en el estadio leve (I), el 48,21% en moderado (II), el 42,85% en grave
(1) y el 3,57% en severo (IV). En el caso del grupo terapia celular el 25% se
encontraba en el estadio I, 40% en Il y el 35% III. Con estos resultados la mayor
parte de la poblacion se encontraba en el rango de presentar signos clinicos
evidentes, ya que en muchas ocasiones la QCS se diagnostica mal y se confunde con
una conjuntivitis.” En la poblacién de este estudio, el porcentaje de animales del
grupo terapia médica que acudieron con una sintomatologia leve fue muy inferior
comparado con los estadios moderado y grave. En el caso del grupo terapia celular,
el porcentaje que acudid con los primeros sintomas de descarga ocular e hiperemia

fue mas uniforme con respecto a los estadios moderado y grave.

Con respecto al sexo, se penso que la QCS afectaba mas a las hembras que a
los machos, aunque en otros estudios no se ha encontrado diferencias entre ambos
sexos, al igual que ocurre con la poblacion de ambos grupos estudiada aqui. Esta

referencia a una mayor afeccion en hembras se atribuye a que en humana el sindrome
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de Sjogren ocurre mas en mujeres post menopausicas, debido a la ausencia de
7 115,141,237,246

hormonas sexuales de testosterona y androgenos. Esta enfermedad

autoinmune viene acompafiada de QCS, xerostomia y la afeccién de otros tejidos

conectivos generando artritis reumatoide.

La edad de aparicion de la QCS esta relacionada, tanto en medicina humana
como veterinaria, con los cambios inflamatorios cronicos de las glandulas asociado
con la edad.*”’ En el estudio de Kern y colaboradores observaron que la edad de
aparicion era a los 7 afios**, aunque otros establecieron una distribucion bifasica de
uno a cuatro y de siete a nueve afios.”* Estudios mas recientes en perros'*' han
encontrado diferencias en la edad en funcién de diferentes razas, como en el caso de
los Shih-Tzu y CKCS cuyos signos aparecian en dos picos. Uno en animales mas
jovenes ( < 2 afos) y otro mas tardio que transcurre de los seis a los ocho afios en
CKCS y de los cuatro a los seis en Shih Tzu. En otras razas como el WHWT se
encontrd un solo pico de los dos a los 4 afios. En este estudio la edad media de la
poblacion total fue de 8,97 + 2,85 afios, entrando en el rango de lo descrito en otros
articulos. Con respecto a las razas, el CKCS se encontraba en el rango inferior a los
dos afios, los Shih Tzu con una edad media de 9,16 afios y los WHWT con 10,5 afios
superando la edad descrita de lo publicado. Esto puede ser debido a factores de la
localizacion geografica o que los duefios pueden tardar mas en llevar a su animal al
especialista. En el caso de los Yorkshire Terriers también fue importante la edad,
para descartar que no fuese un proceso de hipoplasia/aplasia de la gldndula lacrimal

. e 11
que aparece en animales jovenes.''®

4. Analisis de la eficacia de la terapia médica

La primera vez que se aislo la ciclosporina fue en los afios 70 como producto
del hongo Tolypocladium inflatum. Su utilizacion oral en medicina humana comenz6
para prevenir el rechazo de trasplantes y tratamiento de enfermedades autoinmunes,
hasta que lleg6 su uso topico para evitar esos mismos rechazos a nivel corneal y para
el tratamiento de la ulcera de Mooren, queratoconjuntivitis vernal, conjuntivitis
lefiosa y QCS en pacientes con el sindrome de Sjdgren.”**'*°*? En medicina
veterinaria, el primero que introdujo el uso de la ciclosporina tdpica en el perro para

estudiar sus efectos lacrimoégenos fue el Dr Kaswan y colaboradores al comentarle un
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conocido que estaba siendo tratado con ciclosporina debido a un trasplante de rifion,

y que estaba sufriendo un aumento de la produccion lacrimal debido a ello.”*

La via de actuacion de la ciclosporina reside en la inhibicion de la
proliferacion de las células T y por lo tanto de la interleukina 2 y 3 (IL-2, IL-3), IFN-
v vy TNF-a. Para ello se une a la proteina ciclofilina, de la familia de las
inmunofilinas, formando asi un complejo ciclosporina-ciclofilina que inhibe la
calcineurina.’®**> Asimismo no tiene lugar la desfosfoliracion de los factores
nucleares de las células T activadas, llevado a cabo por la calcineurina, por lo que no
se promueve la transcripcion de la interleuquina 2.%°° Su penetracion en la glandula
lacrimal y reservorio en la cornea se ve favorecida por la naturaleza lipofilica de la
molécula, que facilita su distribuciéon y almacenamiento, siendo mas compleja su

., 2
penetracion intraocular.>’

La concentracidon del producto varia desde 0,2% (comercial) hasta el 1% y
2% en solucidn oleosa (féormula magistral), comenzando los estudios con la del 2%
para ir luego disminuyendo. En este estudio se usé la concentracion del 2% en
solucion oleosa y se aplico tres veces al dia en ambos ojos. Los resultados en el
estudio a lo largo de un afio mostraron que los valores del Test de Schirmer
mejoraban de forma significativa en los tres primeros meses en el 100% de los
animales, para luego ir empeorando de forma gradual hasta que llegan a estabilizarse,
pero sin alcanzar los valores iniciales de antes de empezar con la terapia médica. En
estudios anteriores donde se usé la misma concentracion, la mejoria del Test del

Schirmer fue significativa en el 59% y 93,6% de los casos™***®

y en el estudio de
Hendrix'** la diferencia significativa aparecio a las doce semanas de comenzar el
tratamiento con ciclosporina. El uso de concentraciones menores como del 1% cada
12 horas también ha dado una mejoria en el 86,4% de los pacientes' y la de 0.75%
cada 8 horas increment6 de forma significativa los valores de STT I a los dos meses
del tratamiento.””’ Actualmente se dispone de un producto comercial al 0,2%, el cual
segun estudios presenta la misma capacidad lacrimégena que al 2%, pero sin apenas

o ., . 257.2
efectos adversos de irritacién de la superficie corneal. ">

En la descarga ocular e hiperemia se observo una mejoria significativa en los
primeros 45 dias. Mientras que la hiperemia conjuntival se mantuvo estable a lo
largo de todo el estudio, la descarga ocular empez6 a empeorar de forma progresiva

hasta volver a valores iniciales a los 9 meses. En otros estudios no se observo
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. It 152 .y .
mejoria a corto plazo'>* o hubo una reduccion de la descarga ocular en el primer mes
de tratamiento, alcanzado los mejores resultados a los dos meses que es cuando se
finaliz6 el estudio; por lo que no hay seguimiento de la evolucién de dicho signo

I . 2
clinico a mas a largo plazo.”

La perdida de claridad de la cornea es debido a la hiperplasia epitelial con
queratinizacion e infiltracion estromal celular, ademas de la aparicion de
vascularizaciéon corneal y deposito de pigmento.” En diferentes estudios se ha
demostrado que el uso de la ciclosporina reduce la vascularizacion corneal'>**,
pigmento y el edema'’, mientras que en otros no se observé una reduccion

.. . . I 152,2
significativa de dichos parametros.'>**>®

En este estudio no hubo mejoria
significativa a nivel del pigmento, y en el caso de la vascularizacion y el edema
corneal hubo una mejoria significativa a los 45 dias, pero sin llegar a la desaparicion
completa de los vasos y alcanzar una transparencia completa de la superficie corneal.
El poco efecto sobre el pigmento puede ser debido a que son animales que se
encontrasen en un estadio mas avanzado, por lo que el grado de melanosis se

mantiene invariable a lo largo del tratamiento, o que en el caso de que algn paciente

sufriese alguna leve mejoria, no afect6 al global de la poblacion.

Otro farmaco de eleccioén para el tratamiento de la QCS es el tacrolimus.
Aislado de Streptomyces tsukubaensis, actia también sobre el ciclo de activacion de
las células T, mas concretamente previene la transcripcion genética de las linfoquinas
IL-2, 1IL-3, IL-4, IFN-y y TNF-0. Su administracién tépica ha representado una
alternativa a aquellos perros que reciben ciclosporina A, y cuyo efecto deja de ser el

14,152 y
152 1 2 razén de esta

deseado para el tratamiento de la queratoconjuntivitis seca.
respuesta no esta del todo esclarecida, pero puede deberse a diferencias en la
biodisponibilidad del medicamento o por su mecanismo de accidon, ya que se ha
demostrado que in vitro tiene una potencia de 10 a 100 veces superior que la
ciclosporina A.**'2%? En este estudio solo se uso ciclosporina A, para que todos los
pacientes recibieran un tratamiento homogéneo, y asi poder valorar la influencia de
la terapia celular. Tampoco se procedio al cambio de tratamiento en el transcurso del

ano en el caso de que los animales no respondieran bien a la terapia o si esta

disminuia su efectividad.
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5. Analisis de la eficacia de la terapia celular

El uso de las células madre es una terapia innovadora con una amplia
posibilidad en el tratamiento de diversas enfermedades en medicina veterinaria.

20,21,2
021236 o6n  resultados

A nivel de QCS encontramos algunos estudios
positivos, aunque sin un grupo control con terapia médica para comparar la
evolucion en el tiempo, que discutiremos en el proximo apartado. En dos de esos
estudios la aplicacion de la terapia celular fue directamente inyectada a nivel de

20,21

ambas glandulas™"', mientras que en el estudio mas reciente la ruta de

.. .y O] 2
administracion fue topica.*®

En dichos estudios se realizaron controles a los 3, 6 y 9 meses®’, a los 14, 28
dias y 6 y 12 meses”' y por ultimo a los 7, 14, 21, 30, 60, 90, 120, 150 y 180 dias.>*
En este estudio, al igual que en los otros, se realizoé un control en un periodo corto de

tiempo de 45 dias y 3 meses, para luego ampliarlo y llegar hasta el afio.

En el Test de Schirmer hubo una mejoria significativa a los 45 dias,
observandose los mejores valores a los 3 meses, para luego mantenerse estable
durante 3 meses mas e ir empeorando de forma progresiva hasta el afio, pero sin
volver a los resultados del dia inicial. En el estudio de Villatoro y colaboradores™ se
observo una mejoria significativa a los 3 meses manteniéndose estable hasta los 9
meses, sin volver a los valores iniciales. En el caso de Bittencourt y colaboradores®'
se dividieron a los pacientes en dos grupos; por un lado los leves y moderados y por
otro lado los severos. En ambos grupos hubo una mejoria significativa a los 28 dias,
6 y 12 meses, manteniéndose de forma estable sin volver a los valores iniciales. En el
ltimo estudio publicado™® la méaxima mejoria se observo a los 60 dias, para luego
sufrir un leve empeoramiento a los 120 dias, pero sin llegar a los valores iniciales al

final del estudio.

En el dia cero la poblacion de este estudio present6 un valor medio de Test de
Schirmer de 7,85 £ 5,95 mm/min el cual fue ligeramente superior a aquellos
obtenidos en otros estudios que fueron de 4,96 + 2,97 mm/min® y de 2,44 + 0,38

mm/min.>!

Este ultimo pertenecia al grupo que se clasifico como severo, mientras
que aquellos pacientes que se encontraban en el leve-moderado presentaron unos
valores de 10,33 + 0,79 mm/min.>' Por lo tanto la poblacion de este estudio no

presentod valores medios tan disminuidos de Test de Schirmer (< 5 mm/min) que
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. 20,21
otros publicados.*”

Tras la infusidn celular los mejores resultados se obtuvieron a
los 3 meses con valores de 12,55 + 6,70 mm/min, siendo ligeramente superiores a los
obtenidos en el mismo punto de control de Villatoro y colaboradores™ que fue de
11,16 = 4,57 mm/min. A los doce meses de la infusion celular la poblacion de este
estudio sufrid6 un empeoramiento acabando con unos valores medios de 9,50 + 6,32
mm/min, sin llegar a los registrados en el dia inicial. No ocurrié lo mismo en los
controles finales de los estudios ya mencionados, ya que lo que se observé en el
estudio de Villatoro y colaboradores® es que la mejoria experimentada por los
animales se mantenia estable a lo largo de los meses hasta alcanzar el final del
estudio, 9 meses, con valores medios de 12,66 £ 5,69 mm/min. Al igual ocurri6 en el
grupo denominado severo del estudio de Bittencourt y colaboradores®', que
completaron el ano con valores medios de 11,50 = 1,55 mm/min; pero no con el
grupo leve-moderado, el cual tuvo un empeoramiento de los 6 a los 12 meses con

una reduccion de los valores medios del Test de Schirmer de 22,11 + 1,58 mm/min a

20,44 + 1,58 mm/min.

En el punto de inicio las poblaciones de los diferentes estudios presentaban
diferentes valores medios de Test de Schirmer que variaban del moderado al severo.
Al aplicar las células, se observo una mejoria en todos los casos, siguiendo una
tendencia en la que en los primeros meses los animales mejoraban de forma
acelerada, para luego ser esta mas progresiva o sufrir un retroceso. También se
observo que aquellos animales con valores situados en el leve-moderado alcanzaban
valores fisioldgicos normales con dosis bajas de células madre, mientras que los que
se encontraban en valores severos alcanzaban valores fisiologicos por debajo de 15
mm/min. Lo mismo ocurrid en el estudio de Villatoro y colaboradores™, que
partieron de valores medios por debajo de 5 mm/min y que con dosis superiores se
incrementaba de forma rapida durante los primeros meses, para luego adquirir unos
resultados finales similares al grupo severo de Bittencourt y colaboradores®'. En este
estudio el uso de una dosis superior de células madre, 5 y 10x10°, di6 lugar a un
incremento del 28% a los tres meses alcanzando valores por debajo de 15 mm/min,

pero que luego se redujeron un 17% al final del afio.

La diferencia de valores entre los estudios puede deberse a la gran
variabilidad de las células madre al aplicarse in vivo, su preparacion, farmacodinamia

y técnicas de aplicacion.
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En la descarga ocular se observo una mejoria significativa a partir de los 45
dias, observandose los mejores valores a los 6 meses con una reduccién de la
descarga del 34%, a partir del cual comenzod el repunte hasta el Gltimo punto de
control, en el cual no hubo diferencias con el inicio. Comparandolo con otros
estudios™, el punto de inicio de ambas poblaciones presenta unas medias similares
de 1,62 y 1,57 respectivamente. En dicho estudio se uso la misma clasificacion de la
variable en leve, moderado o grave, pero no comentaron la descripcion especifica de
ella.?® Se observo una mejoria significativa a los 3 meses, alcanzando su mejor valor
a los 6 meses con una media de 0,37 frente a la de este estudio de 0,71, y se mantuvo
estable hasta su ultimo punto de revision a los 9 meses. Estos resultados también se
asemejan con los publicados en estudios mas recientes en donde a los 28 dias tras la
infusion de la terapia celular se vio una mejoria significativa en todos los pacientes
que se prolong6 hasta el afio, observandose que la poblacion se concentraba en los

grados 0 (ausente) y 1 (leve).”’

Asimismo, se ha observado también la recaida de este signo clinico en el
estudio de Sgrignoli y colaboradores®™®, en donde el 31,8% de los pacientes lo

manifestaron a los 180 dias post tratamiento.

La hiperemia al igual que en los anteriores signos clinicos mostr6é una mejoria
significativa a los 45 dias post inoculacion con una reduccion del 31% vy
manteniéndose estable hasta los 6 meses, para luego ir empeorando hasta no haber
diferencias significativas con el punto inicial. El valor de la media en el inicio de este
estudio fue de 1,86, frente a los 1,5 de otro estudio publicado,20 por lo que esta
poblacién presentaba mas grado de hiperemia. Los mejores resultados se alcanzaron
a los 45 dias con una media de 0,78, mientras que en el otro estudio® fue a los 9
meses con 0,33. Durante ese periodo de tiempo los pacientes ya habian recaido del
signo clinico, presentando una media de 1,32 al final del estudio y un empeoramiento
del 25% respecto a los 45 dias. Al igual que con la descarga ocular, también se ha

. . . .2
descrito empeoramiento a largo plazo de la hiperemia.>*

La vascularizacion present6 una tendencia de mejora a los 45 dias, pero no
fue hasta los 3 meses cuando se encontraron diferencias significativas, para luego
seguir una tendencia de empeoramiento hasta los 9 meses, alcanzando peores valores
al aflo en comparacion con el dia de inclusion. El estudio de este signo clinico no se

ha realizado por todos los autores, pero en los que si, al igual que ocurrid en esta
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poblacion, se observd una mejoria en las primeras revisiones, para luego a largo

e 21
plazo no haberla con los valores iniciales.

En el edema se observaron cambios significativos a medio -largo plazo, 3y 6
meses con una reduccion del 16%, al igual que ocurre en otros estudios®® donde los
cambios a nivel de la cornea se observaron a partir de los 6 meses. Por el contrario,
en otros se observd dicha mejoria a corto plazo, para luego no ser significativo al
final del afio de tratamiento.”’ En este estudio también se observé un empeoramiento

del edema a partir del sexto mes tras la inoculacion de la terapia celular.

Cuando los estudios hablan de opacidad corneal, no se hace distincion entre
el edema y el pigmento, y solamente en el estudio de Sgrignoli y colaboradores™® es
donde se observo una reduccion del pigmento del 52,3% al 36,3% a los 180 dias post
aplicacion de la terapia celular. En nuestro estudio se observd una leve mejoria a los

3 meses con una reduccion del 7%.

Los resultados mostraron que al igual que en otros estudios, la mejoria clinica
es significativa en un periodo corto de tiempo (45 dias), y que se va acentuando hasta
el tercer y sexto mes alcanzando los mejores resultados y manteniéndose estable.
Esta reduccion de los signos clinicos fue de un 44% a los 3 meses y de un 39% a los
6 meses respecto al dia de inclusion. A partir de este punto se inicidé un
empeoramiento, cosa que no ocurrid en el estudio de Villatoro® y Bittencourt®!, pero
si en el estudio mas reciente en donde el 31,8% de los animales tratados tuvieron
recaida y los cuales volvieron al tratamiento convencional para QCS.*® Este
empeoramiento de los signos clinicos pudo ser debido a diversos motivos. Por un
lado la ruta de aplicacidon, ya que requiere de una curva de aprendizaje para la
localizacion y administracion de la terapia. Otra diferencia fue el volumen a nivel de
las glandulas, ademas de la influencia de factores como las técnicas de preparacion y
conservacion, junto con la variabilidad de su efecto in vivo. También puede ser
debido a la reactivacion del dafio inmunomediado en las glandulas o conjuntiva,
como se ha demostrado en medicina humana con pacientes con el Sindrome de

Sjogren en sus glandulas salivares y en el epitelio conjuntival de pacientes con
QCS, 263:264265

Con estos resultados obtenidos el uso de la terapia con células madre mejora

los signos clinicos de la enfermedad de forma significativa en animales cronicos,
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permitiendo usar un tratamiento con gotas no tan intensivo. Considerando la
tendencia general detectada, probablemente seria oportuno realizar futuros estudios
que considerasen una segunda administracion a los 6 meses, lo que podria prolongar

el periodo de mejoria de manera significativa.

6. Analisis comparativo de la eficacia de la terapia celular vs médica

En este apartado se indexd con el punto de inicio para que asi todas las
variables que se iban a comparar partieran de un mismo valor inicial, valorandose la
elevacion o reduccion respecto a ese valor como empeoramiento o mejoria. Esto
permitio situar a los animales con terapia médica y celular desde el mismo punto
inicial y asi hacer comparables ambos tratamientos. En los otros estudios

20,21

consultados sobre el uso de la terapia celular en la QCS no se ha usado un grupo

control con terapia médica.

Con ambos tratamientos se observd una mejoria en todos los signos clinicos,
para luego mantenerse a lo largo de los meses, hasta que al final del estudio
empeoraban y se asemejaban a los valores iniciales. En el caso de la terapia médica
el empeoramiento fue de forma mdas gradual, mientras que con la terapia celular se
mantuvieron estables hasta los seis meses, para luego presentar una recidiva mas
aguda. Esta agudizacion en la terapia celular, a parte de los factores comentados
anteriormente, puede ser debida a la baja pauta de inmunomoduladores en estos
pacientes, con lo que al disminuir el efecto de la terapia celular, esta no fue suplida

con un aumento de las dosis de los colirios.

Los valores de las variables con el tratamiento celular mostraron una mayor
tendencia de mejoria que con la terapia médica, siendo significativas en la descarga
ocular, hiperemia, edema, puntuacion total y estadio.

Resultados similares se han observado en otros estudios a nivel articular y
enfermedad discal.'”>?%*°72 En el estudio de Harman sobre osteoartritis'” se
crearon dos grupos; en ambos permitiéndose el tratamiento con AINES, pero a uno
de ellos se le administro células madre a una dosis de 12 millones y al otro suero
salino. En los resultados se observd mejoria en ambos grupos, siendo esta

significativa en los animales con terapia celular. La mejoria en los animales con

salino se denomin6 efecto placebo o “cuidador”, y se ha descrito por el 43,1% de los
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veterinarios que han valorado el dolor a la manipulacion de una articulacién y en un
56,9% de los duefios de estos animales.”® A nivel de la articulacion coxofemoral®®
se infundid una dosis de 5 millones y se observd que a los 90 dias este grupo de
animales presentaba una mejoria significativa tanto en el dolor a la manipulacion
como en la cojera cuando se comparaba con el grupo placebo. En ambos grupos se
permitio el tratamiento con AINES, siempre y cuando se hubiesen administrado 14
dias antes del estudio y se continuara con la misma dosis a lo largo de los meses. A
nivel toraco-lumbar se han realizado estudios sobre la enfermedad discal de grado 5
o sin sensibilidad profunda.”®® En este caso se aplicé terapia celular en el parénquima
de la médula previo al cierre de la incisioén de la cirugia, y se compar6 con un grupo
de animales que no la recibi6. Los resultados a los 6 meses fue qué aquellos animales
a los que se les sometio6 a cirugia junto con terapia celular mostraron una mayor tasa
de éxito y una recuperacion mas rapida que aquellos que solo fueron sometidos a

. 72
cirugfa.*®®

En este estudio la descarga ocular con ambas terapias mostr6é una reduccion a
los 45 dias, pero sin haber diferencias entre ellas. Esta reduccion fue del 14% con la
terapia médica y de un 25% con la terapia celular. En los meses siguientes se
alcanzaron los mejores valores con la terapia celular, reduciéndose un 6% mas a los
6 meses tras la inoculacion. A partir de este punto comenzd el empeoramiento de
este grupo de animales y por lo tanto no hubo diferencias significativas con el
tratamiento convencional. En esta variable el uso de la terapia celular favorecid el
mantener unos valores mas estables a lo largo de los diferentes puntos de control en

comparacion con la terapia médica.

En la hiperemia se observaron diferencias entre ambas terapias desde el
primer punto de control hasta los 6 meses, con una reduccion del 19% en los
animales con tratamiento médico y de un 41% los de terapia celular. Fue a los 45
dias cuando se alcanzaron los mejores valores con ambas terapias, para luego ir
empeorando de forma progresiva con un incremento de la hiperemia del 5% en la
terapia médica y de forma més aguda con un 16% en la terapia celular, hasta que a

los 9 meses no hubo diferencias significativas entre ambas.

El uso de la terapia celular mejoré de forma significativa y en poco tiempo
esta variable, que junto con la descarga ocular son los principales sintomas que

observan los duefos en los animales que presentan QCS. Mientras ciertas variables
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mejoraron a corto plazo, en el edema se observaron diferencias significativas en el
ecuador del estudio, es decir, a los 6 meses. La terapia celular dio lugar a mejores
valores que con la terapia médica, para luego empeorar de forma aguda, al contrario
que con el tratamiento topico, que se mantuvo en unos valores estables a lo largo del

ano.

Resultados similares se han observado en la aplicacion intra-articular para el
tratamiento de la osteoartritis®®’, en donde los animales que recibieron tratamiento
celular mesenquimal de origen adiposo mostraron una mejoria significativa a los 30
dias post infusion, pero que a los 3 meses los animales empeoraban hasta estadios
iniciales. Aun asi, comparandolo con el grupo placebo de dicho estudio, los
resultados de estos ultimos fueron peores, habiendo diferencias significativas entre
ambos grupos a los 3 y 6 meses del estudio. También se observd una mejoria
temprana en el primer mes del tratamiento con respecto a las variables de dolor en la
manipulacién y rango de movimiento.**® En dicho estudio, aunque su duracion fue
solo de 3 meses, las variables citadas mejoraron de forma significativa y alcanzaron

su mejor valor al mes de la administracion de la terapia celular.

El tiempo de persistencia de las células madre en la zona de inoculacion es
muy variable, al igual que su migracion a organos vecinos.””® El tiempo que
permanecen estas cé€lulas en el lugar de inoculacion puede explicar la perdida de
efecto de este tipo de terapias al cabo del tiempo. Estudios in vivo a nivel peri-
lacrimal e intra-articular han demostrado que el pico de fluorescencia de estas células
mesenquimales de origen adiposo se observaba a las dos semanas post inyeccion,
para luego ir disminuyendo a partir de la tercera semana. En el caso del ex vivo, la
persistencia de la fluorescencia fue de mas de cuatro semanas desde la ultima
administracion de la terapia celular.”*® La diferencia entre ambos pudo ser debida a la
capacidad de penetracion del fluorescente en los tejidos, el cual se ve afectado por la
hiperpigmentacion de la piel, ademas de un porcentaje de muerte celular de dichas

, . . . )
células adiposas mesenquimales tras la inoculacion.*”

Estudios comparando el efecto de la terapia celular frente al placebo se han
realizado en otras especies como en el caso de los équidos y en los felinos.'*!'*3=7!
Concretamente en la especie felina se han usado células mesenquimales de origen
adiposo para el tratamiento de la enfermedad renal cronica y la enfermedad intestinal

: - 181,1 . .. .y . .
inflamatoria.'®"!'®3 En ambos estudios la administracion fue intravenosa a una dosis
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de 2x10° células por kilogramo de peso, y en donde se permitid, tanto al grupo
tratado como al placebo, el continuar con sus tratamientos de soporte y dietas
especificas, siempre y cuando no sufriesen variaciones previas y durante el periodo
de estudio. En el caso de la enfermedad renal cronica, no se observaron cambios
significativos en aquellos parametros que se evaluaron, mientras que en la
enfermedad inflamatoria intestinal si que se observaron estas diferencias entre ambos

. 7 181,1
grupos al mes y dos meses tras la infusion celular.'®"'*?

En resumen, la puntuacién total con ambos tratamientos mejord, con una
reduccion evidente de los signos clinicos a los 45 dias del 27% con la terapia médica
y del 39% con la terapia celular. Posteriormente el grupo con el tratamiento
convencional se mantuvo estable, mientras aquellos con la infusion celular siguieron
mejorando reduciéndose un 5% mas los signos clinicos a los 3 meses de la
inoculacion. En este punto de control se observaron ya diferencias significativas
entre ambas terapias, y que continuaron durante 3 meses mas en el estudio, hasta que
a los 9 meses hubo un empeoramiento del 20% con respecto al punto de control 2 (3

meses) y sin haber ya diferencias entre ambas terapias.

Por lo tanto su aplicacion como terapia adyuvante favorece el poder reducir la
pauta de gotas, que en muchas ocasiones es dificil para el propietario llevarla a cabo.
También ofrece mejores resultados que el uso del tratamiento convencional, no s6lo
en una mayor reduccion de los signos clinicos, sino también en prolongar esta
mejoria a lo largo de los meses. Aunque dicha mejoria presenta un limite a los 6
meses, empeorando de forma mas aguda, por lo que en base a este estudio se

recomendaria una nueva aplicacion de la terapia celular en ese tiempo.
7. Limitaciones del estudio

Como cualquier estudio clinico, este estudio tiene una serie de limitaciones a

considerar.

El estudio llevado a cabo no ha contado con financiacion especifica
proveniente de programas de financiacion de la investigacion, sino que se emplearon
fondos propios de los grupos de investigacion implicados. Ello ha implicado que los
propietarios de los pacientes candidatos debian asumir parte de los coste del
tratamiento celular, lo que puede haber sesgado los resultados y ha limitado el

nimero de animales a incluir. Igualmente ha impedido la aleatorizacion y
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enmascaramiento a la hora de aplicar los tratamientos. Asimismo, solo se aplicaron
la dosis de 5 y 10x10° en la glandula de la membrana nictitante y orbital
respectivamente, por lo que seria ideal mas grupos con diferentes dosis para poder
comparar entre las diferentes concentraciones. Lo mismo ocurre con el tratamiento
médico, que en este caso solo se usé la ciclosporina al 2%, por lo que seria ideal
poder comparar la terapia celular con ciclosporina 0,02% (Optimmune®), ya que en
ciertos paises solo tienen acceso a esta presentacion comercial. Lo mismo ocurre con
otros inmunomoduladores que se usan para la queratoconjuntivitis seca como el

tacrolimus.

La disponibilidad de estudios inmunofenotipados, genéticos y moleculares a
partir de sangre periférica y/o de muestras de biopsia de las glandulas a diferentes
tiempos, asi como la evaluacidn y utilizacién de marcadores de inflamacion, hubiera
podido también desvelar los mecanismos implicados en las diferentes respuestas
identificadas y, particularmente, caracterizar los mecanismo de accion de la infusion

celular.

Con respeto a parametros oftalmologicos, podria haber aportado informacién
de utilidad la determinacion del tiempo de ruptura de lagrima, ya que nos indica la
calidad de la lagrima del paciente; y en menor medida la realizacion de la

meibometria.
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Conclusiones !

. La escala clinica para pacientes caninos con queratoconjuntivitis seca propuesta en
este estudio permite una estadificacion objetiva de los pacientes con dicha
enfermedad, lo que facilita su comparacién al diagnostico, la toma de decisiones
terapéuticas y el seguimiento de su evolucidn a lo largo del tiempo.

. El estudio de validacion realizado indica que es una escala con adecuada fiabilidad y
concordancia, incluso si su aplicacion no corre a cargo de oftalmdlogos veterinarios
experimentados.

. El tratamiento médico mediante ciclosporina al 2% y lagrima artificial produce
mejoria clinica significativa mas acentuada al inicio del tratamiento, suavizandose
los beneficios a partir de los 3 meses de tratamiento.

. La administracion de células madre mesenquimales a nivel de la glandula orbital y
de la membrana nictitante es un proceso factible y seguro para el paciente.

. La administracion local tinica de células madre mesenquimales adipogénicas como
adyuvante del tratamiento médico en animales cronicos produce una mejoria clinica
sostenida, suavizandose los beneficios a partir de los 6 meses de tratamiento.

. La mejoria clinica inducida por el tratamiento con células madre es
significativamente superior al inducido por la terapia meédica sola durante los
primeros 6 meses.

. En base a los resultados, podria recomendarse la terapia local con células madre
mesenquimales para inducir respuesta clinica mas profunda y reducir la necesidad de
terapia médica en perros con queratoconjuntivitis seca inmunomediada, siendo

recomendable una segunda administracion a los 6 meses de la primera.
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Resumen !

La queratoconjuntivitis seca es una patologia que se observa en el dia a dia de
la clinica de medicina veterinaria, suponiendo un malestar para el animal en el caso
de encontrarse en los estadios moderados, graves y severos de la enfermedad; y
también para el duefio ya que requiere de un tratamiento diario de por vida. La
frecuencia de administracion del tratamiento convencional puede llegar a ser un
inconveniente en este tipo de enfermedades debido a su alta frecuencia en gotas, por
lo que el uso de nuevas terapias abre un horizonte en la posibilidad de actuar como
tratamientos adyuvantes. En este estudio se propuso la infusion de células madre
mesenquimales en la glandula orbital y de la membrana nictitante y comparar los

resultados con la terapia médica convencional.

Previo a ello se creo una escala clinica con 8 variables que se correspondian
con los diferentes signos clinicos de la enfermedad. Dichas variables fueron el Test
de Schirmer 1, descarga ocular, hiperemia conjuntival, edema, pigmento y
vascularizacion corneal, test colorimétrico y valoracion de la cdmara anterior. Dicha
escala permiti6 un seguimiento y evolucion de los pacientes a lo largo del tiempo y
clasificarlos en diferentes estadios segiin su gravedad. Para poder utilizar la escala se
selecciond una poblacion con queratoconjuntivitis seca y se testd la fiabilidad y
concordancia de ella mediante tres observadores con diferente formacion y
experiencia clinica. Los observadores mostraron una fiabilidad y concordancia

optima de la escala, lo que permitid extrapolarla al estudio médico posterior.

El posterior estudio terapéutico tuvo una duracion de un afio para cada
paciente, con controles de seguimiento a los 45 dias, 3, 6 , 9 y 12 meses, tanto para la
terapia médica y celular. La infusion de células madre mesenquimales de origen
adiposo solo se realizO una vez, y para ello se procedio a la sedacion y
mantenimiento con mascarilla de los pacientes y posterior administracion de la
terapia a nivel de la glandula orbital y de la membrana nictitante de ambos ojos. En
estos pacientes se redujo el tratamiento topico a la mitad, mientras que en el grupo

médico se dejo la pauta convencional durante todo el periodo del estudio.

La respuesta a ambos tratamientos fue positiva con la mejoria de los signos
clinicos, observandose con la terapia celular una reduccion del 44% en la puntuacion
total a los 3 meses en comparacion con un 24% con la terapia médica convencional.

Dicha mejoria dio lugar a una estabilidad que se mantuvo hasta los 6 meses, sin
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! Resumen

realizar modificaciones en el tratamiento topico, para luego ir empeorando hasta
finalizar el estudio. Por lo que en base a los resultados obtenidos, el tratamiento
adyuvante con células madre permite una reducciéon de la pauta en gotas y una
mejoria en los signos clinicos, pero con un punto de inflexion a los 6 meses en el

cual se recomendaria volver a inyectar la terapia celular.
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Summary !

Keratoconjunctivitis sicca is a common disorder in the veterinary medicine
and it produces discomfort in the animal when it appears in the moderate, serious and
severe stages. For the owners mean a high dedication, because of the conventional
treatment frequency that they must apply. These is why the new therapies , such as

stem cells, open the horizon to work like adjuvant treatments.

The aim of this study was to infuse mesenchymal stem cells around the
orbital and nictitant glands, and compare the results with the conventional topical

treatment.

Before to do it, it was created a clinic scale with 8 variables, and they
represented the different clinical signs of the disease. The variables were Schirmer
tear test I, ocular discharge, conjunctival hyperaemia, corneal edema, pigmentation
and vascularization, stain test and testing anterior chamber. The clinic scale allows
the follow up of the patients along the time and assess to classify in different stages
depending on the severity. To be able to perform the grading scale a population with
keratoconjunctivitis siica was selected, which was not subsequently included in the
medical study. The fiability and the concordance was tested by three observers with
different training and clinical experience. The results showed an optimal fiability and
concordance of the clinical scale, what allowed to be used in the subsequent medical

study.

The subsequent therapeutic study lasted one year for each patient with follow
up at 45 days; 3, 6, 9 and 12 months for the medical and stem cell therapy. The
injection of mesenchymal stem cells therapy was done only at the first day, and for
doing the procedure around the orbital lacrimal and nictitant glands the animals were
sedated and maintained with face mask. In this group, the topical treatment was

reduced half, while in the medical no changes along the year was done.

The clinical response with both treatments was positive with a reduction of
the clinical signs. In the stem cell group the reduction in the clinical score was 44%
at the third month compared with 24% in the medical group. The improvement was
stable during 6 months without modification in the treatment, after that, the stem cell

group started to be worst until the end of the study.
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Based on the results, the adjuvant treatment with stem cells allows to reduce
the topical treatment and improves the clinical signs, but with an inflexion point at 6

months, in which it would be recommended to inject again the stem cells therapy.
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