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1.1

JUSTIFICACION

Recientemente numerosas investigaciones han puesto de manifiesto la
relevancia de las plaquetas en los procesos de mantenimiento y
regeneracion de los tejidos.' 2 ®“°

Las plaquetas y, mas concretamente, sus granulos a, son consideradas
actualmente los reservorios fisiologicos de gran nimero de mediadores
bioldgicos, entre los que se encuentran factores de crecimiento, proteinas
adhesivas, inhibidores de proteasas, factores fibrinoliticos, etc. Su
activacion en repuesta a la lesion vascular provoca la liberacién
escalonada de dichos mediadores durante el proceso de formacion del
coagulo, dotando a las plaquetas, ademas de una funcién hemostéatica, de
la funcidon de actuar como sustrato tanto fisico como quimico para la
regeneracion del area dafada.® " ®

Dicho conocimiento ha originado un interés creciente por parte de la
comunidad cientifica por intentar explotar su potencial terapéutico,
surgiendo asi en la dltima década distintos preparados hemoderivados
ricos en plaquetas, como el plasma rico en plaquetas (PRP), la fibrina rica
en plaquetas (PRF), el gel rico en plaquetas y leucocitos (PLG) vy, por
supuesto el plasma rico en plaquetas (PRGF). ' ° 101t 12

La amplia gama de términos empleados para la denominaciéon de los
productos ricos en plaquetas es el reflejo de la diversidad de los
protocolos empleados para su elaboracion y activacion. En consecuencia,
cabe esperar, como ya apuntan publicaciones recientes, que el producto
final obtenido en cada caso y por tanto, sus efectos biologicos varien de
unos a otros™ * *°,

El PRGF, con un proceso de elaboracion minuciosamente estandarizado,
posee una serie de caracteristicas que lo diferencian y, a priori, destacan
del resto de productos hemoderivados * *' ** y cuenta, ademas, con varios
afos de experiencia clinica satisfactoria en distintas areas de la medicina,
como la cirugia maxilofacial, dermatologia y traumatologia® * # % %,

Las propiedades del PRGF, sumadas a su origen autélogo y ausencia en
sSu composicion de conservantes y estabilizadores, hacen que dicho
preparado plaquetario pueda tener una amplia aplicabilidad también en el
campo de la oftalmologia.

En este sentido, cabria destacar su potencial utilidad en el tratamiento de
aguellas patologias de la superficie ocular en las que existe un incremento
en la demanda de factores de crecimiento, como por ejemplo, los defectos
epiteliales persistentes (DEP) de diverso origen.

Asimismo, podria ser notablemente beneficioso en el sindrome de ojo
seco, en el que la alteracion de la pelicula lagrimal, vehiculo natural de
numerosos mediadores biol6gicos, produce una situacion de
desproteccion de la superficie ocular y, dependiendo de su intensidad,
pondrd en compromiso, en mayor o menor medida, el mantenimiento y
regeneracion corneo-conjuntival.
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La frecuente mala respuesta a los tratamientos disponibles en la practica
clinica es comun a ambos grupos de patologias oculares y conlleva un
importante despliegue de recursos socio-sanitarios: un incremento en la
frecuencia de las consultas, la asociacion de procedimientos quirdrgicos
e incluso, en ocasiones, un apoyo psicologico y/o social, por la
repercusion de todo el proceso en la calidad de vida del paciente.

En definitiva, nuestro estudio surge de la necesidad de encontrar una
alternativa terapéutica eficaz en los DEPs y en el sindrome seco no
respondedor a los tratamientos convencionales.

Mediante este trabajo pretendemos realizar una primera aproximacion a la
evaluacion de la eficacia, tolerancia y seguridad de la aplicacion del
PRGF en ambas patologias.
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1.2

1.3

13.1

1.3.2

HIPOTESIS

“El Plasma Rico en Factores de Crecimiento derivados de las plaquetas
(PRGF) es eficaz en el tratamiento de los defectos epiteliales
persistentes”.

“El PRGF es eficaz en el alivio sintomatico del sindrome de ojo secoy,
por lo tanto, tiene un impacto positivo en la calidad de vida de los
pacientes afectos del mismo”.

“El PRGF es eficaz en el tratamiento de los signos clinicos derivados del
sindrome de ojo seco”.

OBJETIVOS

Objetivos principales

1. Evaluar la eficacia del PRGF aplicado como colirio en el tratamiento de
un grupo de pacientes con defectos epiteliales persistentes de diversa
etiopatogenia.

2. Evaluar la eficacia del PRGF aplicado como colirio en el tratamiento de
un grupo de pacientes con 0jo seco resistente a tratamientos previos,
ya sea por su caracter moderado-severo y/o por ser muy sintomatico.

Objetivos secundarios

1. Evaluar la seguridad y tolerancia del PRGF en ambos grupos de
pacientes.

2. Caracterizar el PRGF evaluando su osmolaridad y pH y cuantificando la
presencia en el mismo de albumina y de algunos de los principales
factores de crecimiento implicados en la homeostasis y regeneracion
de la superficie ocular.
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2. INTRODUCCION
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2.1

2.1.1

PRGF: CONCEPTO Y ANTECEDENTES HISTORICOS

El Plasma Rico en Factores de Crecimiento (PRGF) puede ser definido
como un concentrado plaquetario 100% autélogo obtenido a partir de un
escaso volumen de sangre por medio de un protocolo de estandarizado
en el que destaca la necesidad de un Unico proceso de centrifugacion.

Fue descrito en 1999 por el Dr. Anitua y cols *° a través del Instituto de
Biotecnologia BTI (Vitoria, Espafia) con el objetivo inicial de poder
aprovechar al maximo el potencial de las plaguetas para la regeneracion
Osea en cirugia oral, y en concreto, en la regeneracion de los alveolos
dentales postextraccion. Aunque en sus inicios primaba el interés por
crear un vehiculo rico en factores plaquetarios que fuera de facil manejo
en el ambito de la consulta de Implantologia dental, con posterioridad se
han ido modificando y diversificando sus formulaciones.

Existe por tanto, la posibilidad de aplicar el PRGF en cuatro
presentaciones: liquido activado, codgulo, membrana de fibrina y
sobrenadante.

A su vez, teniendo en cuenta que existe un gradiente de concentracion
plaquetaria descendente desde la fraccion inferior o F3 hacia la superior o
F1, segun la o las fracciones que empleemos, la formulacion de PRGF
resultante sera mas o menos rica en factores de crecimiento, siendo, de
este modo, mas adecuada para unos usos u otros.

Antecedentes historicos de los preparados ric  0s en plaquetas

Las primeras publicaciones de los preparados ricos en plaguetas datan de
finales de los afios 90 y tienen un antecedente inmediato en el adhesivo
de fibrina autégena descrito por Mandel en 1992 *y Tayapongsak® en
1994.

Mandel y cols utilizan un adhesivo de fibrina autélogo para realizar
blefaroplastias con una técnica de minima sutura, y refieren una menor
incidencia de complicaciones que con las técnicas de sutura estandar.

Dos afos despues, Tayapongsak y cols emplean también un adhesivo de
fibrina autélogo pero lo hacen asociado a un injerto 6seo autégeno para la
reconstruccion de los defectos 6seos mandibulares en una serie de 33
casos.

A pesar de que inicialmente buscaban con ello obtener beneficios en
cuanto a la hemostasia y adhesividad, observaron ademas una
aceleracion en el proceso de remodelacidon y consolidacion oéseas.
Comprobaron asi, radiograficamente que la integracion del injerto y la
regeneracion mandibular se reducia de 8 semanas a tan soélo 4.

A raiz de estos hallazgos, surgié un enorme interés en la comunidad
cientifica por explotar las propiedades regenerativas asociadas al
adhesivo de fibrina autéloga.

Asistidos por la identificacion en el coagulo de la presencia de factores de
crecimiento y por la cada vez mas detallada comprension del
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2.1.2

almacenamiento y secrecion de los mismos por los granulos a de las
plaquetas® #, distintos grupos de investigadores comienzan a desarrollar
los primeros preparados autdlogos con concentraciones crecientes en
plaquetas y decrecientes en fibrinégeno.

Asi, en 1997, Whitman y cols™ describen la preparacién de un gel rico en
plaquetas y su aplicacibn en la cirugia reconstructiva maxilofacial,
empleandolo asociado a injertos cortico-esponjosos tras técnicas
ablativas de los huesos maxilar y mandibular, en perforaciones orales con
y sin comunicacion nasal y en la elevacion sinusal. Obtienen una
adecuada consolidacion de los injertos al utilizar PRP vy refieren ademas
que el gel ofrece ventajas en cuanto a la manipulacion de los tejidos
blandos durante la cirugia y consigue evitar que estos causen un
desplazamiento del injerto.

En 1998, Marx y cols* publican un estudio de tipo casos y controles con
88 pacientes, en los que a la mitad les hacian una reconstruccion
mandibular con injertos 6seos afiadiendo PRP y a la otra mitad, sin PRP.
Encontraron que los injertos en el grupo de casos presentaban un indice
de maduracién 1,62 a 2,16 veces superior al del grupo control. El estudio
histomorfométrico demostré una mayor densidad 6sea en el grupo de
casos (74%x11%) que en de controles (55% +8%).

Observaron ademas la presencia de PDGF y TGF-B1 en los concentrados
de plaquetas utilizados, y también la presencia de receptores para estos
factores en las células esponjosas.

En 1999, Anitua y cols™ describen un nuevo método para la obtencién del
plasma rico en plaquetas, denominandolo PRGF y lo emplean en una
muestra de 20 pacientes con el objetivo de preparar el lecho para el
emplazamiento de implantes dentales postextraccion. En el grupo de
casos, en el que hacen el tratamiento alveolar en asociaciéon con PRGF,
hallan una mayor anchura 6sea bucolingual y bucopalatina, una mayor
densidad 6sea y una mayor cobertura tisular que en los controles.

La plaqueta

El descubrimiento de las plaquetas es atribuido de una forma bastante
generalizada en la literatura médica al anatomista aleman Max Schulze en
1865 *.

Sin embargo, lo cierto es que éstas ya habian sido observadas dos
décadas antes por dos autores: el francés Alfred Donné, quien en 1842
las incluye en su “Atlas de Microscopia™ y el médico inglés George
Gulliver quien, en unas notas fechadas en 1841, las describe como unas
“esférulas diminutas de la sangre posiblemente precursoras de la

fibrina™°.

Posteriormente y a lo largo del siglo XIX son mencionadas
constantemente por distintos autores, asi William Addison se refiere a
ellas como “moléculas o grédnulos diminutos de la sangre”, Gustav
Zimmermann como “cuerpos elementales incoloros”, etc.

No obstante, siguieron siendo consideradas particulas practicamente
inertes hasta que, en 1882, Giulio Bizzozero probo con sus trabajos en
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2.1.2.1

sangre de anfibios el papel de las plaquetas en la hemostasia y las
bautizd con el nombre de “piastrines” (plaquitas). *

La invencion del microscopio electronico a mediados del siglo pasado asi
como el hallazgo y aislamiento de los factores de crecimiento supusieron
una profundizacion en el conocimiento ultraestructural y funcional de las
plaquetas®™ *, dando pié a numerosas investigaciones al respecto.

Asi, hoy en dia definimos a las plaquetas como fragmentos anucleados
procedentes del citoplasma del megacariocito que en estado fisioldgico
presentan una forma discoide biconvexa y un diametro aproximado de
3um. Su tasa en sangre es variable oscilando entre 150.000 y 400.000

por pl.

La polivalencia funcional de las plaquetas deriva de su complejidad
estructural y riqueza bioquimica, las cuales lejos de mantenerse estaticas
desde su origen en la médula ésea, van aumentando gradualmente a lo

largo de sus 7-10 dias de vida media, mediante la incorporacion por
endocitosis de diversas sustancias del torrente circulatorio®.

Asi pues, aunque seguimos considerando que su funcion fundamental es
la hemostatica conocemos, asi mismo, la importancia de su papel en la
reparacion y regeneracion tisular y en fendmenos destoxificantes,
quimiotécticos e inmunoldégicos.

Estructura

Las plaquetas se componen de los siguientes elementos: una membrana
plasmatica con su glicocalix, el citoesqueleto, un sistema canalicular
abierto, un sistema tubular denso, diversas organelas (mitocondrias,
peroxisomas, aparato de Golgi) y granulos de almacenamiento
especificos: los granulos densos y los granulos a *.
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Adaptado de Ferndndez-Delgado N (2012)
Figura 1 Componentes estructurales de la plaqueta.

GA: granulo alfa; GD: granulo denso; GLI: glicocalix; GLU: glucdgeno; GP: glicoproteinas; Lis:
lisosomas; M: mitocondria; MF: microfilamento; MT: microtibulos; ME: membrana externa;
Per: peroxixomas; SCA: sistema canalicular abierto; STD: sistema tubular denso.

La membrana plasmatica es una bicapa compuesta por fosfolipidos
(entre los que abunda el acido araquiddnico) y una cubierta externa de
glicoproteinas, el glicocalix, con multitud de receptores para los agonistas
fisiol6gicos de las plaquetas.

La composicion exacta de la membrana tiene un caracter dinamico,
estando sujeta al estado de activacion de la plaqueta. Asi, sélo durante su
activacion, se expresaran en su superficie algunos derivados
fosfolipidicos proagregantes (pej, el PAF o factor activador de las
plaguetas) o procoagulantes (pej,el factor plaquetario 3). La activacion
plaguetaria inducird igualmente un incremento en la expresion de
receptores presentes en condiciones de reposo, como por ejemplo, el
GPlla/lllb y el GP lallla, glicoproteinas de gran importancia en la
agregacion y adhesion, respectivamente.

El sistema canalicular abierto  (SCA) es un red de vesiculas y canales,
interconectados, que se ramifican a través de todo el citoplasma y estan
comunicados con la membrana plasmatica, con la que comparten una
misma estructura, puesto que en realidad son invaginaciones de la
misma.
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Este sistema constituye una via de acceso de diversas sustancias
sanguineas al interior de la célula y funciona ademés como conductor al
exterior de sustancias liberadas a partir de los granulos.

El sistema tubular denso (STD) consta de una red de tubos apretados y
cortos, especialmente abundantes en el citoplasma periférico.

El STD desarrolla un papel fundamental en la regulacion de la
concentracion del calcio citoplasmatico libre, y por tanto, en el paso de la
plaqueta del reposo al estado activo y viceversa ya que es el principal
lugar de almacenamiento del calcio intraplaquetario.

El citoesqueleto estd formado por los microtubulos y los filamentos
actina y la miosina.

La disposicién de los microtubulos, a modo de un Unico haz enrollado en
espiral bajo la membrana plasmatica es responsable de la forma discoide
de las plaquetas en reposo.

Durante la activacion plaquetaria, este haz se deforma y se dispone mas
centralmente. Al mismo tiempo, se produce una reorganizacion de la
actina y miosina en una red tridimensional periférica, originando los
pseuddpodos.

La contraccion de los filamentos periféricos hace que los granulos
dispersos en el citoplasma se dirijan hacia el centro y liberen sus
contenidos via SCA.

Los granulos a suponen el 85% del contenido granular de las plaquetas.
Acumulan en su interior una gran cantidad de proteinas, algunas de las
cuales son especificas de la plaqueta, como el factor plaquetario 4 (PF4),
el PDGF y la B- tromboglobulina (TG-B). Otras, como el fibrindbgeno y el
HGF son endocitadas desde el torrente sanguineo *.

En la siguiente tabla podemos ver los distintos mediadores biologicos en
ellos contenidos.

Maléculas de Citocinas Factores y Factoresde Mediadores
adhesion cofactoresde la crecimientoy inmunolagicos
coagulacidn angiogénesis

*-Selectina rra lactory rcr Globulina B1H Albamina

VWF E-TG FacLar Vil EGF Fatlor O wl-dnlilripsing

Trombospoiding  MIP-Io Nulzimerina HGF Cl-inh Quin ndgeno

“ibrinogenao CCCLS v/ Proteinas 1GF1 g Osteonactira
proteasa

SF 13/ 111k CXCL1y 5 Pzll TGFp GPricaer
histidina

Sibronecting IL-& VEGF-AywC

SF lvaflllh Froteina basica PDG=

Elayuelar o

Tabla 1 Contenido de los granulos a de las plaquetas.
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2.1.2.2

2.1.2.3

Los granulos densos contienen calcio, serotonina, ADP, ATP vy
pirofosfato y pueden incorporar dopamina del medio externo.

Los lisosomas son ricos en enzimas hidroliticas, especialmente
hidrolasas é&cidas.

Activacion

La activacion de las plaquetas se produce cuando éstas entran en
contacto con sus distintos agonistas fisiologicos, entre los que se incluyen
macromoléculas de la matriz subendotelial (coldgeno y vVWF), hormonas
circulantes (adrenalina y vasopresina), sustancias generadas en la lesion
(trombina) y factores procedentes de otras plaquetas activadas
(tromboxano A2, ADP, serotonina) entre otros.

Ello provocard cambios en el nivel de los nucleétidos ciclicos, la hidrolisis
de fosfolipidos de la cara interna de la membrana, el influjo de calcio y la
fosforilacién de determinadas proteinas intracelulares.

En ultimo término y como denominador comun a la estimulacién de las
plaquetas por los distintos agonistas, tendra lugar un aumento de la
concentracion del calcio libre citoplasmatico, que resultara no sélo de la
difusion del calcio extracelular hacia el interior de la plaqueta sino también
de la redistribucion del calcio almacenado en su interior (STD y granulos
densos).

El incremento del calcio citoplasmatico desencadenara una serie de
reacciones sucesivas, cada una de las cuales precisa para su ejecucion
de una concentracion mayor de calcio. Asi, se produciran, por este orden,
el cambio en la morfologia de la plagueta (de discoide a esférica y
pseudopolipoidea), la agregacion plaquetaria, la secrecion de los granulos
densos, la secrecion de los granulos a, la liberacion del &cido
araquidonico y la secrecion de los lisosomas.

El fendmeno de activacion no finaliza en la plaqueta en cuestion sino que
se perpetla, transmitiendose a las plaguetas adyacentes y mediante el
reclutamiento no ya sélo de nuevas plaquetas, sino también de otra
células como fibroblastos, macrofagos, polimorfonucleares, etc.

Funciones

Hemostasia

La funcion principal de las plaquetas es su contribuciéon en la
hemostasia, en la que estan implicadas mediante diversos
mecanismos (adhesion, agregacion, secrecion y fibrinolisis).

El proceso comienza con la adhesion de las plaguetas al lecho
vascular endotelial dafiado a través de un mecanismo pasivo que
s6lo precisa de la exposicion de diversos componentes de la matriz
subendotelial como el colageno, laminina y vitronectina, entre otros,
para los que existen receptores especificos en la membrana de las
plaquetas. Entre ellos el GP la/lla ocupa un lugar destacado. La
interacciéon entre el factor de Von Willebrand (VWF) y otras
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glicoproteinas plaquetarias, contribuira a la estabilizacion de esta,
inicialmente 14abil, unién plaqueta-matriz subendotelial.

La activacion de las plaquetas y su subsiguiente aplanamiento y
emision de pseuddpodos, permitiran la extensién de éstas sobre la
superficie lesionada, formandose asi una primera placa, que servira
de sustrato para la agregacion de nuevas plagquetas y que se conoce
como trombo o tapon hemostasico primario.

La agregacion plaguetaria se hace efectiva via union de los
receptores GPlla/lllb de distintas plaquetas al fibrinbgeno y es
promovida por distintos factores, como el tromboxano A2 (TXAZ2),
producto de la hidrélisis del acido araquidonico de la membrana por
fosfolipasas.

El TXA2 también contribuira al taponamiento vascular mediante la
induccion de vasoconstriccion.

A continuacion, el coagulo comenzara a retraerse como
consecuencia de la contraccion del complejo actina-miosina del
citoesqueleto plaquetario, y ello ira seguido por la secrecion del
contenido de los granulos densos, a y lisosomas de las plaquetas
activadas. Seran vertidas asi, en el interior del coagulo y sus
inmediaciones, una gran variedad de sustancias proagregantes,
enzimas, iones y factores procoagulantes que, por un lado
estimularan una mayor agregacion y activaciéon plaquetarias y por
otro lado, pondran en marcha la cascada de la coagulacion,
iniciandose la hemostasia secundaria.

La cascada de la coagulacion finaliza con la activacion del factor X,
imprescindible para el paso de la protrombina a trombina.

La trombina, ademas de ser un potente agonista plaquetario,
catalizard a su vez, la transformacion de parte del fibrin6geno
circulante a fibrina y promovera su polimerizacion, resultando todo
ello en la formacion de una malla de fibrina que dara consistencia y
estabilidad al trombo hemostético primario.

La retraccion del coagulo se completara gracias a la trasmision de la
fuerza contractil del complejo actina-miosina plaquetario a la red de
fibrina del trombo por medio de los receptores de membrana
GPIlIb/llla, a los que ambos se encuentran unidos.

La fibrindlisis del coéagulo, inicialmente inhibida por enzimas
antifibrinoliticas secretadas por las propias plaquetas, como la
antiplasmina, comenzarad inmediatamente tras la formacion del
trombo hemostatico definitivo y serd también regulada por
mediadores de origen plaquetario, en concreto, por el plasmindégeno
convertido en plasmina gracias al activador tisular del plasmindgeno.

Reparacion y regeneracion tisular

El comienzo de los mecanismos de cicatrizacion y regeneracion del
vaso lesionado es coincidente en el tiempo con la fibrindlisis.
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El coagulo hemostéasico definitivo, cuyo objetivo era el taponamiento
vascular inicial y la constitucion de una matriz provisional en el
espacio dejado por el tejido lisado, sera invadido entonces por los
neutréfilos 'y macréfagos, formandose un primer tejido
degranulacion.

Este tejido, altamente vascularizado y friable, serd posteriormente
sustituido por un tejido cicatricial mas resistente en lo que se conoce
como proceso de reparacion y éste, a su vez, sera remodelado
paulatinamente hasta adquirir, en condiciones ideales, las
caracteristicas del tejido original (proceso de regeneracion).

Las plaquetas juegan un papel de gran relevancia en los procesos
de reparacion y regeneracion, y lo hacen especialmente a través de
los factores de crecimiento, citocinas y quemocinas contenidas en
sus granulos a.

La secrecion de los granulos a comienza al cabo de 10 minutos de
formarse el coagulo, coincidiendo con el inicio de la retraccion del
mismo y habiendo sido vertido al exterior, en el plazo aproximado
de 1 hora, el 95% de su contenido.

Se trata de un proceso activo y que requiere de la integridad de la
membrana plaguetaria para su correcta consecucion puesto que
muchos de los factores (ej, el PDGF, el TGFB, EGF, etc) son
secretados en su forma inactiva precisando de la adicién de histonas
y cadenas de carbohidratos a nivel de la membrana plasmatica para
poder desempeniar sus funciones®*°.

La funciones de cada factor son complejas y dificiles de aislar de las
de los demas y tienen como diana células de estirpes muy variadas
(células epidérmicas, mesenquimales, endoteliales, osteoblastos,
etc).

Algunos son fundamentalmente mitogénicos como el EGF, IGF y
PDGF. Otros son fundamentalmente inductores de fibrosis como el
TGF-B1. Otros son angiogénicos, como el VEGF y algunos tienen,
ademas, un efecto regulador sobre otros GF, como el PDGF vy el
TGF-B.

En la siguiente tabla podemos ver las acciones de los principales GF
contenidos en los granulos a *'.
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TGF-B Quimiotdcticoy estimulador de la diferenciacion de fibroblastos. Estimulador de la
formacion de matriz extracelular {fibrosis). Inhibidor de colagenasas.
Antimitogénico de células epiteliales. Quimiotacticode PMN y macrdfagos. Efecto
regulador sobre otros GF

PDGF Quimiotactico y mitogénico para células mesenquimales y epiteliales. Angiogénico.
Inductor de diferenciacion de fibroblastos. Efecto regulador sobre otros GF.

IGF Quimiotactico para células endoteliales. Osteogénico
VEGF Angiogénico [quimiotaxis y proliferacién de células endoteliales)
EGF Mitogénico, quimiotactico y estimulador de la diferenciacion de células epitelialesy

fibroblastos. Aumentala sintesis de fibronectina. Efecto antiapoptético.

FGF Mitogénicoy estimulador de |a diferenciacion de fibroblastos y otras c3lulas
mesenquimales. Angicgénico.

HGF Mitogénicoy estimulador de |a diferenciacion de células epiteliales

Tabla 2 Acciones de algunos de los principales GF de los granulos a.

Inmunolégica

Las plaguetas pueden ser activadas por multiples mediadores
inmunolégicos, como las inmunoglobulinas, factores del
complemento y demas asi como por los propios gérmenes.

Una vez activadas, ejercerdan su funcién defensiva mediante la
accion directa sobre los patdgenos e indirectamente, mediante la
estimulacién de la inflamacién y la interaccion con células del
sistema inmune.

Entre sus acciones antimicrobianas directas estan la fagocitosis y
lisis a cargo de enzimas lisosomicos de determinados patdgenos asi
como la liberacidén de agentes bactericidas, como la B-lisina.

Las plaguetas son también potentes estimuladoras de la inflamacion.
Por un lado, en estado de activacibn segregan numerosas
sustancias vasoactivas como la prostaglandina E2, la serotonina y la
histamina y por otro lado, estimulan la degranulacion de los
mastocitos, que a su vez liberaran mas histamina y mediadores
guimiotacticos. Producto de ello, se producira un incremento en la
permeabilidad vascular y un reclutamiento de células defensivas.

Otros factores de origen plaquetario, como el PAF y el PF4, son
guimiotacticos y proagregantes para los neutrofilos y monocitos, y
determinan la produccién por parte de estos de anién superodxido,
leucotrienos, citotoxinas,etc

Por dltimo, la adhesion membrana plaquetaria-membrana
leucocitaria, mediada por la P-selectina, facilita el intercambio
bioguimico entre ambos con el consecuente incremento de su
potencial citotéxico.
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Destoxificante

Las plaquetas ejercen de destoxificantes del plasma mediante la
captaciéon y transporte de diversa sustancias a sus lugares de
degradacion metabdlica, como es el caso de la serotonina.

Otras

Ademas de estas funciones fisiologicas, las plaquetas intervienen en
determinados procesos patolégicos como la ateroesclerosis y
trombosis y el cancer.

Existen estudios recientes que implican a las plaguetas en la
estimulacion de la expansion in situ de determinados tumores asi
como en el favorecimiento de su capacidad de producir metastatis a
distancia®.

PROPIEDADES Y EFECTOS BIOLOGICOS DEL PRGF

Propiedades del PRGF.

El PRGF es un producto autdlogo, y en consecuencia, biocompatible.
Posee ademas un caracter versatil, pudiendo ser aplicado, mediante
pequefias variaciones en su protocolo de elaboracién, en forma liquida o
de coagulo, y con distintos grados de enriguecimiento y activacion
plaquetaria, segun el uso que se le vaya a dar.

La propiedad principal del PRGF y responsable de la mayoria de sus
efectos bioldgicos es la liberacion sostenida de factores de crecimiento
aunque también son importantes la ausencia de leucocitos en su
composicion y su actividad antibacteriana y antiinflamatoria.

Liberacién sostenida de factores de crecimi ento.

La activacion del PRGF mediante cloruro calcico activa la trombina
autologa y ésta a su vez activa al fibrinégeno, que convertido en fibrina
comienza a formar una matriz tridimensional de alta estabilidad.

Al mismo tiempo se produce la activacion de las plaquetas y la liberacion
del contenido de sus granulos a y densos.

Se estima que la mayor parte del contenido de los granulos es segregado
en el plazo de una hora®.

Inicialmente todas estas moléculas bioactivas quedan atrapadas en el
coagulo de fibrina, y van siendo liberadas de forma gradual, a medida que
se produce la retraccion del coadgulo, que es maxima a las 2-3 horas®.
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Ausencia de leucocitos.

El PRGF carece de leucocitos en su formulacion, lo que puede ser
considerado ventajoso, si tenemos en cuenta que los leucocitos contienen
un gran numero de citocinas proinflamatorias y actian como potentes
quimiotacticos para otras células del sistema inmune, lo que a su vez
incrementa atn mas la inflamacion 8 *°.

Si bien la inflamacién es una etapa mas de los procesos de regeneracion
tisular, niveles incrementados de los productos asociados a la misma,
como enzimas metaloproteasas y radicales libres de oxigeno, tienen
repercusiones negativas sobre la regeneracion y pueden ademas dafiar el
tejido sano circundante.

Asimismo, la composicién acelular de la fibrina de PRGF, le otorga una
gran estabilidad y viscoelasticidad, caracteristicas de enorme utilidad para
su aplicacion tisular.

Propiedades antiinflamatorias y bacteriosta ticas.

El PRGF posee una capacidad antibacteriana frente a dos de las especies
mas virulentas de estafilococos y que con mas frecuencia se asocian a
infecciones secundarias de las lesiones en medicina: el estafiloco aureus
y el estafilococo epidermidis.

Concretamente ha mostrado un poder bacteriostatico, especialmente
durante las primeras 4 horas tras su aplicacion®.

Las propiedades antibacterianas del PRGF parecen estar relacionadas
con la presencia en el mismo de algunas moléculas de origen plaquetario,
como la quimiocina RANTES (regulated upon activation normal T-cell
Expressed and secreted), el factor plaquetario 4 (PF-4) y la proteina
bésica plaquetaria.

Diversos grupos de investigacion han observado que los preparados ricos
en plaquetas tienen un efecto antiinflamatorio, bien mediante la induccién
en el tejido diana de un aumento de los niveles de lipoxina 4 o bien
mediante la accién directa de algunas moléculas en él contenidas, como
el HGF*.

Efectos bioldgicos del PRGF.

Los efectos biolégicos derivados del PRGF han sido analizados a través
de diversos estudios, entre los que se encuentran aquellos realizados in
vitro, empleando cultivos celulares primarios, asi como los realizados in
vivo, tanto en animales como humanos.

Eficacia in vitro.

El grupo de Anitua public6 en 2005 un primer estudio analizando la
eficacia in vitro del PRGF en cultivos celulares primarios de tenocitos. En
dicho estudio se observé que el PRGF poseia un efecto mitogénico sobre
las células de tenddén asi como un efecto inductor de la sintesis de
algunos GF, como el VEGF y el HGF, por parte de las mismas. Estos
efectos eran mayores con las fracciones inferiores del PRGF (F2+F3), que
con la F1, que de modo aislado puede ser considerado un plasma pobre
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en plaguetas, puesto que presenta concentraciones de plaquetas
similares a las del plasma*.

Posteriormente, el mismo grupo publicé un trabajo en el que analizaba los
efectos del PDGF-AB y el TGF-B1, dos de los GF méas abundantes en las
plaguetas, sobre los tenocitos. Para ello compararon el PRGF con un
PRGF modificado mediante la adicion de anticuerpos especificos contra el
PDGF-AB y TGF-B1, bloqueandose asi las acciones de ambos GF. El
PDGF mostr6é estimular la proliferacion celular mientras que el TGF-p1
actuaba como inhibidor de la misma y promotor de la sintesis de colageno
de tipo I, principal componente de la matriz extracelular (MEC) tenoniana.
El TGF-B1, a su vez provocaba un aumento de la sintesis tenocitaria de
VEGF y un descenso de la de HGF, apoyando el papel regulador del
mismo sobre la angiogénesis y la fibrosis®.

El cultivo de tenocitos sobre coagulos de PRGF, simulando las
condiciones “in vivo” mostré que los coagulos de PRGF obtenidos a partir
de la suma de la F2 y F3, aceleraba la proliferacion de los fibroblastos de
tenddn, induciendo tanto la sintesis de colageno tipo | como la
neovascularizacion®.

En otro estudio, se investigd la secrecion de HGF y acido hialurdnico
(potente lubricante y protector del cartilago articular) por células sinoviales
a las que se afadié sobrenadante obtenido a partir de las fracciones
inferiores de PRGF*®.

Las células sinoviales procedian de 10 pacientes con artrosis avanzada, y
a la mitad de los cultivos se les afiadié IL-1B (citocina implicada en la
degeneracion articular), para simular una situacion de mayor inflamacion.
Se observé que el PRGF provocaba un aumento significativo de los
niveles de acido hialuronico en los dos tipos de cultivo y de HGF s6lo en
los carentes de IL-B1.

En 2009, Anitua et al publican un trabajo con un doble objetivo: en primer
lugar, analizar si la respuesta al PRGF podia estar condicionada por el
origen anatoémico de las células y, en segundo lugar, valorar si dicha
respuesta variaba en funcién de la concentracion plaquetaria del PRGF*.
Para ello emplearon 16 cultivos primarios de fibroblastos procedentes de
piel, membrana sinovial y tenddn y se les afiadieron 3 formulaciones de
sobrenadante de PRGF: una obtenida a partir de la F1, otra de las
fracciones inferiores y una ultima, de un PRGF preparado especialmente
para el estudio con una concentracion plaquetaria entre 4-5 veces la de la
sangre periférica, y se cuantificaron los niveles de dos factores de
crecimiento (HGF y VEGF) y una molécula estructural (acido hialurénico).

Los resultados mostraron que las tres preparaciones de PRGF inducian
un aumento significativo de la proliferacion de las tres estirpes celulares,
aunque con algunas diferencias segun cual fuera su tejido original. Asi,
mientras que los tenocitos respondian principalmente a las formulaciones
mas ricas de PRGF, las células cutaneas respondian de un modo similar
a los tres preparados. A raiz de ello, concluyeron que el efecto mitogénico
de las células de la piel podia deberse tanto a los factores plasmaticos
como a los derivados de las plaquetas, mientras que el de las células
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derivadas del tendodn, tejido avascular, era mas dependiente de los
plaquetarios.

En los tres tipos de cultivo se observd un aumento de la secrecion de
VEGF y HGF y acido hialurénico no proporcional a la concentracion
plaguetaria del PRGF. Particularmente, el HGF alcanzaba sus mayores
niveles con la fraccion F2 y F3 combinadas.

La falta de diferencias significativas en cuanto a la proliferacion entre el
PRGF estandar y el concentrado sumado al efecto similar e incluso
contraproducente del mas concentrado sobre la secrecion de GF/acido
hialurénico, llevd a concluir que la concentracién O6ptima para la
regeneracion tisular era la concentracion moderada presente en la suma
de las dos fracciones inferiores del PRGF.

La migracién celular fue objeto de un trabajo publicado en 2012* sobre
cultivos primarios de tenocitos y membrana sinovial, en el que se
simulaba una lesién mediante la retirada de varios insertos que habian
sido dispuestos en las placas previamente a la siembra celular.

La capacidad de migracion de las células sobre la discontinuidad creada
fue significativamente mayor para la suma de la F2 y F3 que parala Fly
la combinacion del sobrenadante con acido hialuronico permitia aumentar
el nimero de células migratorias.

El efecto del PRGF sobre cultivos primarios de fibroblastos corneo-
conjuntivales ha sido objeto de una reciente investigacion'’. Se
establecieron para ello 3 grupos de cultivos de queratocitos (fibroblastos
corneales) y de fibroblastos conjuntivales: un primer grupo fue tratado con
la fraccion completa de PRGF (WP) al 20%, otro con la F3 de PRGF al
20% y un ultimo grupo control, no estimulado.

La proliferacion celular fue analizada a las 48h, detectandose un
incremento de la misma para ambos subtipos fibroblasticos con las dos
preparaciones de PRGF con respecto al grupo control. El ascenso de la
proliferacion fue de 3,1 veces y 3,4 veces en el caso de los fibroblastos
conjuntivales para el WP y la F3, respectivamente y de 2,8 veces y 2,7
veces en el caso de los queratocitos. No se detectaron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos pero si entre éstos y el grupo
control.

Lo mismo sucedia con la migracion, que aumentaba 1,8 y 1,7 veces
respectivamente para los fibroblastos y 2,3 y 1,8 veces para los
gueratocitos con el WP y la F3 (p>0,05 entre ambos y p<0,05 entre éstos
y el grupo control).

Se estudié asimismo la capacidad de miodiferenciacién de las dos lineas
celulares mediante la adicion pasados los dos primeros dias de TGF-B1 a
los tres cultivos: en un caso, sin PRGF y en los otros dos, asociado a WP
y F3, observandose una diferencia en cuanto a la diferenciacion a
miofibroblastos del 16% de los fibroblastos y del 14% de los queratocitos
en los controles, mientras que en los grupos PRGF ésta los valores
medios eran de 0,2% y 0,1%.
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2.2.2.2

Los resultados mostraron que dicha diferenciacion era reversible, al
producirse una regresion de la misma del 7% y 8% tras la adicién del WP
y del 11% y 12% tras la adicion de la F3 para los cultivos de fibroblastos y
gueratocitos, lo que llevo a la conclusién de que el ambas preparaciones
de PRGF provocaban un aumento de la proliferacion y migracion de las
células fibroblasticas corneales y conjuntivales sin inducir e incluso
revirtiendo su diferenciacion a miofibroblastos, fenotipo implicado en la
opacificacion y contraccion de las cicatrices corneo-conjuntivales.

Eficacia in vivo.

El primer trabajo experimental, publicado por el grupo de Anitua en
2001**® tuvo como objetivo la comprobacién de la capacidad del PRGF
para acelerar la regeneracion 6sea en alveolos. Se crearon para ello 24
alveolos artificiales en la tibia de cabras sanas de los cuales la mitad
fueron rellenados con un coagulo recién activado de la F3 de PRGF vy la
otra mitad (grupo control) fueron rellenados con sangre. Las biopsias
obtenidas al cabo de 4 semanas mostraban un tejido denso y compacto
formado por trabéculas con osteocitos y cavidades medulares sin fibrosis
asociada en el primer grupo, mientras que en el grupo control se observé
la presencia de una matriz fiborosa con pequefias areas de espiculas
incipientes y en algun caso, tejido adiposo.

Fruto de los anteriores resultados preclinicos, el PRGF fue aplicado en un
grupo de 8 pacientes’, a los que se les efectué la colocacién de un
implante a las 14-16 semanas postextraccion dental. En todos ellos el
alveolo fue rellenado con un coagulo de PRGF (F3) en el momento de la
extraccion de la pieza, sellandolo inmediatamente después con un
coagulo de fibrina (F1). Los defectos epitelizaron en el 100% de los casos
en 1-2 semanas. Al cabo de 14-16 semanas, se procedio al analisis de
densitometria 6sea via TAC, revelando valores densitométricos elevados
en los defectos regenerados ( densitometria media de 567 Hounsfield).
Los implantes fueron entonces realizados, previa impregnacion con
PRGF, mostrando en todos los casos una gran estabilidad primaria
(torque entre 45y 70 NW).

La aceleracion de la regeneracion del tejido blando y 6seo han sido

confirmados por estudios posteriores de otros grupos.*’,*®

En otro estudio publicado por Anitua en 2006*, se realizaron 4
inyecciones de 2 ml de dos formulaciones diferentes de PRGF (la F1
aislada y la suma de las fracciones F2+F3) y de suero fisiolégico en el
tenddn de Aquiles de 6 ovejas de la raza Latxa, dejando como control los
tendones no sometidos a ningun tipo de inyeccién. Los animales fueron
sacrificados a la 52 semana. El analisis histologico del tejido tenoniano
mostré la ausencia de reacciones secundarias relacionadas con las
infiltraciones, asi como un aumento de la celularidad y vascularizacion,
claves para la regeneracion tisular, en los grupos PRGF.

El grupo de Kajikawa et al, presentd hallazgos similares en cuanto a la
eficacia de los preparados ricos en plaquetas en la regeneracion del
tendon®.
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En otro trabajo llevado a cabo por Sanchez et al*® se valor6 la eficacia y
bioseguridad del empleo de PRGF en las plastias de tenddn rotuliano de
16 ovejas, la mitad de las cuales se emplearon como control y la otra
mitad como grupo de tratamiento con PRGF. En éstas se inyectd la
plastia con la suma de las fracciones F2 y F3 de PRGF, y una vez
colocada, se dispusieron sobre la misma dos membranas de fibrina de
PRGF (realizadas con la F1), completando el tratamiento con una ultima
inyeccion de la F1 alrededor del tendon.

En el estudio histologico llevado a cabo transcurridos plazos
postquirdrgicos de 1, 3, 6, 12 y 16 semanas se constaté que durante la
primera semana se producia una primera fase de la remodelacion similar
a la fisiolégica, con inflamacién, neovascularizacion y repoblacién celular
del area intervenida. Dicha inflamacion regresaba a niveles basales entre
la 32 y la 62 semanas mientras que la densidad celular tenocitaria seguia
presentando niveles elevados, con una recuperacion de los niveles
normales de los mismos y de la vascularizacion hacia las 12-16 semanas,
momento en el que las fibras de colageno producidas por los tenocitos
adquirian las caracteristicas del tejido sano (diametros mayores y
orientacion paralela). No se observaron efectos secundarios asociados al
tratamiento con PRGF.

Dichos hallazgos fueron trasladados a humanos y confirmados, como
gueda recogido en un estudio llevado a cabo en 37 pacientes intervenidos
de lesiones del ligamento cruzado anterior™. De éstos, 15 fueron
sometidos a la cirugia convencional y 22, a la cirugia asistida con PRGF.
Se evalud la progresion de la cicatrizacion del ligamento mediante una
escala que puntuaba la celularidad, la vascularidad y las propiedades del
colageno neoformado, siendo el 4 el valor maximo y considerado
excelente.

La evaluacion macroscopica de los injertos via artroscopia mostré que las
puntuaciones del grupo PRGF eran superiores a las de los controles,
aunqgue sin llegar a la significacion estadistica (p=0,051). Concretamente
el grupo tratado con PRGF mostrd puntuaciones excelentes en el 57,1%
de las rodillas y buenas (puntuacion 2-3) en el 42,9% restante frente a un
33,3% y 46,7% respectivamente para el grupo control.

Si se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (p=0,024) en
el analisis histologico comparativo de ambos grupos, detectandose un
tejido ligamentoso mas maduro en el grupo PRGF, con tejido conectivo
neoformado envolviendo al injerto en un 77,3% de los casos versus 40%
de los controles.

En un nuevo estudio realizado por este mismo grupo se valoro la eficacia
del tratamiento de rodillas artrésicas empleando como modelo ovejas a
las que previamente se les habia practicado una reseccion bilateral del
ligamento cruzado anterior.

Las 9 ovejas incluidas comenzaron a ser tratadas 3 semanas después de
la reseccidn con 6 inyecciones intraarticulares guiadas por ecografia cada
dos semanas; en una de las rodillas, las inyecciones eran de PRGF
mientras que en la otra, de salino.
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Las ovejas fueron seguidas radiolégicamente, siendo sacrificadas cuando
se evidenciaban signos de osteoartritis, lo que ocurri6 entre 36-38
semanas postcirugia y 16-18 semanas tras finalizar el tratamiento. En el
examen macroscopico de todas las articulaciones diseccionadas se
constatd la presencia de osteofitos y la degeneracion de la superficie
articular, validando la fiabilidad del modelo de rodilla artrésica
previamente descrito. En las evaluaciones histolégicas, las rodillas
tratadas con PRGF obtuvieron mejores resultados a nivel del coéndilo
interno que los controles (p<0,05) y menor fibrilacion rotuliana (4,3% de
media versus 10,1% de media, respectivamente (p=0,053)%.

Los efectos del PRGF en la osteoartritis y lesiones degenerativas del
cartilago articular han sido evaluados en el ser humano por otros grupos,
como el de Filardo et al*®. Reclutaron para ello 144 pacientes con
osteoartritis dividiéndolos en dos grupos simétricos segun recibieran
infiltraciones de PRP o de PRGF. En ambos, el niumero de inyecciones
fue de 3. Ambos grupos mejoraron en las puntuaciones obtenidas en las
escalas IKDC, EQ-VAS y Tegner, sin encontrarse diferencias entre los
dos tratamientos. Si se hallaron sin embargo diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la inflamacion (p=0,03) y dolor (p=0,0005), a
favor del PRGF.

DIFERENCIAS ENTRE EL PRGF Y OTROS PREPARADOS
RICOS EN PLAQUETAS

Debido a la gran variedad de derivados plasmaticos ricos en plaquetas
descritos, nos centraremos en la comparacion entre el PRGF y el PRP, al
tratarse este dltimo del preparado que acumula mayor numero de
citaciones en la literatura médica reciente. El grupo PRP engloba
actualmente también al gel rico en plaquetas.

El primer y principal factor diferencial entre ambos es que, asi como para
la elaboracion del PRGF existe un protocolo minuciosamente
estandarizado, para la preparacion del PRP se han descrito y se siguen
describiendo numerosas variantes del protocolo inicialmente desarrollado
por Marx".

Las variaciones en el método de obtenciéon del PRP van desde el
anticoagulante empleado (citrato dextrosa, citrato sédico, EDTA) a los
parametros y ciclos de centrifugacion empleados (distintos equipos,
velocidades y proceso Unico o doble), asi como a los activadores
plaquetarios utilizados y que incluyen trombina bovina, cloruro calcico o

ambos combinados e incluso ciclos de congelacién/descongelacion. > > *
56 57

En la siguiente tabla podemos ver un resumen de algunos de los
protocolos PRP descritos y su comparacion con el PRGF.
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Anitua etal Citrato sédico al 3.8% 460 g 8 min 22.8mm /ml Cacl,

Marx et al Citrato sodico al 3.8% 125600 rpm & -2 min Trombina+ CaCly 10%/ml
222400 rpm 8-9 min

Gruber et al Citrato dextrosa 1:10 1400g 10 min Trombina

Chiang et al Citrato dextrosa 1:10 123650 rpm & min Trombina+ Call, 10%/mi
223000 rpm & min

Gandhiet al EDTA 121800 rpm 10 min Trombina+ CaCl, 10%/ml
273600 rpm 10 min

Efecgluet al ACD-3 1% 300g 10 min CaCl; 10%,/mi
225000g 5 min

[Kawasurmiet al MNd 121100g 10 min Md
21100 g 10 min

Sanchez et al Citrato sodico 3.8% B4A0 g & min CaCl; 10%,/mil

Alidet al Citrato sodico al 3.2% 1400 rpm 10 min Congelacidn/descongela

cion
Tabla 3 Distintos protocolos PRP descritos y su comparacion con el protocolo PRGF.

Podemos apreciar la variedad de procedimientos para la obtencién del PRP en los principales pasos de su
secuencia de elaboracion. El EDTA ( edetato sédico) no se emplea en la actualidad por su toxicidad para las
membranas plaquetarias 6 4 (ACD-a: acido citrico + dextrosa+ citrato sédico, Nd: no dice, CaCl,: cloruro
calcico, rpm: revoluciones por minuto).

Como vemos, las combinaciones entre las variaciones de cada uno de los
pasos del “método PRP” son mudltiples asi como diversos seran los
productos resultantes de su ejecucion.

Englobar bajo un dnico término a un grupo tan heterogéneo en
composiciéon como el PRP, solo puede llevar a la confusion, limitando la
comparacion de los resultados de distintos grupos de investigacion asi
como el traslado de las conclusiones a partir de ellos extraidas a la
poblacidon general.

A pesar de ello, podemos decir que, en lineas generales, el PRGF® vy el
grupo PRP se distinguen fundamentalmente por los siguientes aspectos:
la equipacion y volumenes de sangre necesarios para su elaboracién; la
concentracion plaquetaria final, con valores tendentes a ser mas altos en
el grupo PRP que en el PRGF; la presencia o no de leucocitos en su
composicion (el PRGF carece de ellos) y, por ultimo, por el modo de
activar las plaquetas, y por tanto, lograr la secrecion de los factores de
crecimiento en ellas contenidos.

Veamos uno por uno estos cuatro puntos:
1. Equipacidén y voliumenes de sangre necesarios.

El método PRGF® precisa (como podemos ver en detalle en el
apartado 2.2.2) de una equipacion especifica cuyo pilar es la
microcentrifuga BTl PRGF system®. Dicha tecnologia es idonea
para su utilizacion en consulta, tanto por su tamafio como por los
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bajos volumenes de sangre que maneja, normalmente de entre 30 y
60 ml.

Se han desarrollado distintos sistemas equiparables al sistema
PRGF® para la elaboracion de PRP, como el sistema Curasan
(Curasan, Kleinostheim, Germany), el Platelet Concentrate
Collection System (PCCS kit®, Biomet 3i, Florida, USA), el
SmartPrep®2 (Harvest Technologies Corp, Plymouth, Great Britain),
etc.

Algunos autores, sin embargo, utilizan equipos no especificos, y de
uso habitual en el &mbito hospitalario, como Marx et al, que emplea
un separador celular de gradiente de densidad Electro Medics 500
® (Medtronics, Minneapolis, USA) o Alié et al”®*°, que no especifican
el tipo de centrifuga empleada.

Los volumenes de sangre manejados también son muy variables
entre los distintos PRPs. El protocolo descrito por Marx, por ejemplo
precisa de la extracciéon de 400-500ml de sangre lo que sumado a
las caracteristicas del equipo Electro Medics 500®, conlleva que
necesariamente haya de ser llevado a cabo en un quiréfano.

. Concentracién de plaquetas.

La mayoria de los investigadores que han participado en el
desarrollo de los hemoderivados ricos en plaquetas se han regido
por la premisa de que a mayor concentracion plaquetaria, mayor
concentracion de factores de crecimiento y, por tanto, mayor
potencial regenerativo del plasma.

Ello ha llevado a que la mayoria de los autores propusieran para la
obtencién del PRP un proceso de doble centrifugado. De este modo,
con un primer ciclo de centrifugacion se produce la separacion de la
sangre completa en una franja roja inferior de hematies y una
superior amarillenta con los leucocitos y las plaquetas, conocida
como plasma pobre en plaquetas (PPP) y con el segundo ciclo,
realizado sobre el PPP, se consigue un enriquecimiento en
plaquetas del mismo al dividirlo nuevamente en dos franjas, la
inferior de las cuales, de color rojizo, seria la correspondiente al
PRP.

Posteriormente, algunos autores han utilizado un sistema de Unica
centrifugacion para el PRP, aunque muchos otros, entre ellos Marx,
se oponen a que el resultado de ello sea denominado PRP, puesto
gue lo consideran un PPP.

Actualmente la hipoétesis inicial de que “a mayor concentracion
plaquetaria, mayor beneficio regenerativo” ha sido puesta en
entredicho, y cada vez son mas las publicaciones que apuntan a que
cifras muy altas de plaquetas pueden tener un efecto nulo o incluso
negativo sobre la regeneracion de los tejidos. En esta linea, Choin y
cols observan que el PRP en concentraciones superiores al 5% tiene
un efecto inhibidor sobre la regeneracion de injertos autélogos in
vitro, y que dicho efecto aumenta progresivamente a mayor
concentracion del PRP. Diversos autores han cifrado entre 500.000 y
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1.000.000 el recuento plaquetario ideal de los concentrados ricos en
plaguetas'****, lo que supone un enriquecimiento de 3 a 6 veces el
recuento basal.

La concentracion plaquetaria tiende a ser méas alta en el grupo PRP,
gue en el PRGF®, mostrando oscilaciones notables de las mismas
entre una media de 3,38 veces (rango entre 2,10 y 5,36) respecto al

recuento basal del PRP de Marx y de 9 veces del PRP de Kawasumi
55

El método PRGF®, por su parte, consigue una concentracion
plaquetaria constante de entre 2-5 veces la basal, cifra moderada y
Optima para la estimulacion de la proliferacion y diferenciacion
celular.

Otro de los aspectos de la centrifugacion que tiene una gran
relevancia en la concentracion de plaquetas final es la velocidad de
la misma. Dichas velocidades son desconocidas para algunos de los
PRP descritos, bien por no estar referidas o bien por estar anotados
en rpm, lo que carece de valor si desconocemos el diametro del rotor
de la centrifuga utilizada, debido a que la fuerza centrifuga, medida
en g, se calcula a partir de la velocidad y el radio del rotor.

Algunos PRP, como mostrabamos en la tabla 3, son el resultado de
centrifugados rapidos (ej 5000g durante 5 min en el PRP de Efeoglu
y cols), lo que podria, como apuntan distintos estudios, afectar a la
integridad de la membrana plaquetaria, provocando una liberacion
inmediata de los GF.

Los parametros de centrifugacion del sistema PRGF® son
constantes y lentos, de 460g durante 8 min, lo que asegura la
conservacion de la estructura de las plaquetas.

Recientemente, Weibrich y cols han publicado dos trabajos
comparando dos sistemas de centrifugacion doble comercializados
para la elaboracion de PRP y el sistema PRGF®.

En el primero de ellos, compara dos sistemas de centrifugacion
doble PRP: el PCCS kit® y el sistema Curasan®, encontrando
diferencias significativas en el recuento plaquetario a favor del
PCCS® (2.209.000/ul vs 1.075.000ul) y en el recuento leucocitario a
favor del Curasan® *.

En el segundo, en el que compara el PCCS® con el PRGF®,
encuentra diferencias estadisticamente significativas a favor del
PCCS en cuanto a recuento plaquetario (1.641.800+426.8/ul vs
513.600£139,4/ul) y leucocitario (14.153+7.57/ul vs 65+£108/ul).
Observaron diferencias estadisticamente significativas también a
favor del PCCS® en el nivel de dos factores de crecimiento: el
PDGF-AB y el TGF-B1%.

En estudios llevados a cabo por nuestro grupo sobre la
cuantificacion comparativa de varios factores de crecimiento (EGF,
FGF, VEGF, HGF y PDGF) y fibronectina en tres hemoderivados,
concretamente el suero autélogo (SA), el PRGF® (WP) y el PRP del

61 17
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grupo de Alié, encontramos diferencias estadisticamente
significativas en las determinaciones del EGF, a favor del PRGF® y
de HGF y VEGF, a favor del S.A. El analisis de la capacidad de
induccion de proliferacion y diferenciacion de células corneales
epiteliales in vitro de los tres preparados revel6 que las células
cultivadas en presencia de PRGF y SA eran las que mayor
proliferacion presentaban, en detrimento de las cultivadas en PRP.
El PRGF ademés superaba al SA en cuanto a la capacidad de
estimular la diferenciacion de las células, produciendo colonias mas
heterogéneas.

3. Leucocitos.

El sistema PRGF® desecha la serie blanca o buffy coat, por lo que,
en condiciones normales carece de leucocitos en su composicion
final o al menos presenta valores muy bajos de los mismos.

El grupo PRP, por el contrario, recoge la serie leucocitaria en su
formulacién buscando con ello lograr una mayor cantidad de GF, al
sumar a los plaquetarios algunos también presentes en los
leucocitos, como el PDGF y el TGFB1. Asi mismo, aunque de forma
secundaria, pretenden conseguir cierto efecto antimicrobiano.

Sin embargo, el beneficio de la incorporacién de la serie blanca al
concentrado plaquetario es un tema controvertido en la actualidad,
puesto que se ha observado que los preparados mas ricos en
leucocitos, ocasionan una mayor inflamacion en el lugar de
aplicacion *.

Partiendo de dicha observacion, Filardo y cols * han llevado a cabo
un estudio en el que comparan la eficacia y seguridad de las
inyecciones intrarticulares de PRGF® y PRP para el tratamiento de
osteoartritis y lesiones degenerativas de rodilla en una muestra de
144 pacientes. Pese a que no hallan diferencias significativas en
cuanto a eficacia, si que las hallan en cuanto a seguridad y
tolerancia. Asi, encuentran que tras las inyecciones de PRGF® la
inflamacion y el dolor eran inferiores que tras las de PRP (p=0,03 y
p=0,0005, respectivamente).

4. Activacion plaquetaria.

Otro factor determinante en la presencia y acciones de los GF del
plasma rico en plaquetas es el modo de activacion de las mismas.

Mientras que el PRGF emplea de forma constante cloruro calcico
para su activacion, en el grupo PRP se emplean ademas de éste,
otros métodos, como la adicibn de trombina, ya sea de forma
exclusiva o combinada con cloruro calcico o los ciclos de
congelacion descongelacion.

La trombina y el sistema de congelacion/descongelacion producen
una liberacion inmediata de los GF. El cloruro calcico, por el
contrario, consigue remedar mas fielmente la secrecion fisiologica
del contenido de los granulos a, que al contacto con el calcio, se
producira de forma paulatina, permitiendo asi que las interacciones
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entre los distintos GF y el tejido diana sean lo mas similares posible
a las reales.

La trombina bovina, que es la habitualmente empleada, conlleva el
riesgo de transmision de determinados patdgenos que escapan a la
deteccion por los controles habituales y la posibilidad de
desencadenar reacciones de inmunidad por parte del huésped. Su
empleo se ha asociado asi mismo, con el riesgo de coagulopatias al
detectarse en su composicién la presencia conjunta de los factores
V y IIX de la coagulacion. Recientemente se ha descrito la trombina
recombinante, lo que permitiria eliminar dichos riesgos.

La activacion mediante congelacion/descongelacion, presenta la
desventaja a su vez de provocar la lisis plaquetaria, y de incorporar
en su forma de presentacion liquida, restos de sus membranas, de
los que el PRGF en forma liquida, carece. Ello puede suponer una
ventaja en la tolerancia y efectos del PRGF® respecto al PRP®
liquido, por el caracter proapoptético que se atribuye a estos
restos*?®,

Finalmente, una vez vistas las diferencias en cuanto a composicion y
preparacion del PRGF y el grupo PRP, cabe preguntarse si ello se
traduce a su vez en diferencias en cuanto a su eficacia biologica.

Aln con las limitaciones que supone la comparacion entre el PRGF®
y el heterogéneo grupo PRP como si se tratase de una unidad, y
pese a la escasez en la literatura de trabajos al respecto, las
primeras publicaciones in vitro apuntan a una mayor capacidad de
proliferacion y diferenciacion del PRGF® con respecto al PRP sobre
algunas estirpes celulares'’ .Estudios in vivo parecen indicar una
eficacia biolégica similar, aun con un perfil de seguridad y tolerancia
mayores para el PRGF"™.

DIFERENCIAS ENTRE EL PRGF Y OTROS DERIVADOS
HEMATOLOGICOS EMPLEADOS EN OFTALMOLOGIA.

Suero autélogo.

El colirio de suero autdlogo (SA) es un tratamiento consolidado en
multitud de patologias de la superficie ocular. Inicialmente descrito por
Fox et al® en 1984, no fue hasta 1999, a raiz de los trabajos de
Tsubota®™,* cuando se extendié su utilizaciéon para el tratamiento del ojo

seco severo Yy los defectos epiteliales persistentes.

El colirio de suero autélogo se obtiene a partir de muestras sanguineas
recogidas en un tubo sin anticoagulante, primera diferencia con el PRGF y
el resto de preparados ricos en plaquetas. Al igual que el PRGF, requiere
de un Unico proceso de centrifugaciéon, sin embargo, a diferencia del
mismo, tras la centrifugacion del SA, todos los elementos formes de la
sangre, incluidas las plaquetas, quedan depositados en la parte inferior
del tubo y por tanto, excluidos del producto.

El proceso de elaboracion del suero autélogo no persigue como objetivo
la maxima liberacion del contenido granular plaquetario, aunque parte del
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mismo es liberado al sobrenadante o SA de forma secundaria durante la
coagulacion de la muestra en el tubo de extraccion.

En la composicion del SA podemos encontrar de este modo proteinas
séricas asi como diversos factores plaquetarios. En la siguiente tabla
podemos ver los principales componentes del SA.

Principales sustancias presentes en el S5A

GF (EGF, TGF-B, PDGF, IGF-1,FGF, Sustancia P, N'GF)
Vitamina &

Fibranectina

Albimina

o-2 macroglobuling

Inmunoglobulinas

Lisozima

Factoresdel complemento

Tabla 4 Principales componentes del suero autélogo.

La composicién del suero autdlogo presenta similitudes importantes con la
de la lagrima natural®®, como podemos ver en la tabla nimero 6, lo que
se corresponde con su buena tolerancia y eficacia en el tratamiento de
distintas patologias de la superficie ocular®* °>#* 818268

Del mismo modo que sucedia con el PRP, en la actualidad el SA debe ser
considerado un grupo mas que un unico producto, puesto que el protocolo
inicialmente descrito por Tsubota para su obtencion ha sido sometido
posteriormente a multiples variaciones por parte de los distintos autores.
Es conocido el impacto de pardmetros como el tiempo de coagulacién, asi
como la velocidad y tiempo de centrifugacion sobre la calidad del SA
final®”®, por lo que dichos parametros estan siendo objeto de revision por
parte de algunos grupos en la actualidad®.

A modo general, no obstante, todos ellos respetan la tendencia a emplear
velocidades y tiempos de centrifugacion mas altos que el PRGF.
Concretamente las velocidades de centrifugacion del grupo del SA se
distribuyen en un rango entre los 300g (1500 rpm) y 4000g (=5000rpm)®,
frente a los 460g del PRGF y los tiempos de centrifugacion, entre los 5
min y los 20 min, frente a los 8 min del PRGF.

Mientras que el PRGF es utilizado a concentraciones del 100% para su
aplicacion en las distintas areas de la medicina en las que se dispone de
experiencia con su uso, el colirio de suero autdlogo se administra
habitualmente a concentraciones del 20%, logradas tras la mezcla con
una solucion salina. La dilucién del SA fue propuesta por Tsubota como
consecuencia de la deteccion de niveles desproporcionadamente altos del
factor de crecimiento TGF-B en el SA desarrollado segun su protocolo
(1500 rpm durante 5 min), a fin de evitar unos efectos exagerados del
mismo sobre la inhibicion de la proliferaciéon de las células epiteliales
corneales y la estimulacién de la fibrosis corneal®. Dicha concentracién ha
sido adoptada por los distintos grupos de cientificos. No obstante,
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investigaciones posteriores a cerca de las cuantificaciones de GF
realizadas en el SA obtenido mediante otros protocolos, no han
corroborado dicho hallazgo®. Los valores de TGF-B parecen ser incluso
mas elevados en el PRGF que en el SA descrito por Tsubota (63 ng/ml y
33ng/ml respectivamente), aunque en estudios in vitro, el PRGF ha
mostrado inhibir y revertir la diferenciacion de los queratocitos corneales a

miofibroblastos*’.

Los derivados plasmaticos enriquecidos en plaquetas incorporan una gran
concentracion de las mismas y en consecuencia, una tedricamente mayor
concentracion de los factores contenidos en ellas que el suero autdlogo,
como apuntan algunos trabajos*' No obstante, existen escasos estudios
aun gue comparen el PRGF y el SA, aunque, como adelantdbamos en el
punto anterior, en estudios realizados por nuestro grupo comparando la
cuantificacion de varios GF en un SA elaborado a 1000g durante 15 miny
el PRGF, hallamos una concentracion estadisticamente significativa de
EGF a favor del PRGF, mientras que los niveles de HGF y VEGF eran
significativamente mas altos en el SA. No se encontraron diferencias
significativas en cuanto a los valores de FGF, PDGF y fibronectina.

Los primeros estudios comparativos entre el SA y los preparados ricos en
plaquetas establecen que estos ultimos tienen una mayor eficacia in vitro
sobre la capacidad de proliferacion y migracion de las células epiteliales
corneales, y menor en cuanto a su diferenciacion *’. Sin embargo, en
estudios que comparan exclusivamente el PRGF y el SA, se ha
observado una capacidad similar entre ambos' o superior para el
PRGF"" en cuanto a capacidad proliferativa y migracional, con una mayor
estimulacién de la diferenciacion celular corneal por parte del PRGF.

En cuanto a la eficacia in vivo de los hemoderivados ricos en plaquetas,
incluido el PRGF, parece ser similar o superior a la del grupo del SA, con
perfiles de seguridad y tolerancia equiparables entre ambos grupos
aungue con las limitaciones de comparar grupos tan heterogéneos.***"™"
2. No existen hasta la fecha estudios clinicos comparativos entre el PRGF
y el SA.

Suero de cordén umbilical.

El suero de cordon umbilical procede de la sangre extraida del cordén una
vez clampado al finalizar el parto. El suero de cordon umbilical comparte,
por su procedencia hematica, propiedades con el SA y los preparados
ricos en plaquetas, aunque con la ventaja afiadida de la presencia de
abundantes células madre en su composicion”™.

Otra ventaja es la posibilidad de obtener una cantidad mucho mayor de
colirio por cada extraccion, en comparacion con los otros dos
hemoderivados.

Como desventaja, sin embargo, esta su origen heterologo, lo cual pudiera
limitar su tolerancia y ocasionar la transmision de microorganismos.

La experiencia con el suero de cordon umbilical es aun reducida, aunque
algunos trabajos comparativos entre el SA y el de cordéon umbilical
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2.5.2

2.5.3

254

2.5.5

apuntan a una tasa de curacion epitelial corneal mayor y mas rapida a
favor del segundo®.

EMPLEO DEL PRGF EN MEDICINA

El PRGF ha sido utilizado con buenos resultados en Odontologia y cirugia
maxilofacial, en Traumatologia, Ortopedia y Medicina del deporte, en
Dermatologia, en Cirugia Estética y recientemente, en Oftalmologia.

Odontologia y cirugia maxilofacial

La aplicacion del coagulo de PRGF obtenido a partir de la F3 revestido
con una membrana de fibrina (F1) en el alveolo postextraccion de la pieza
dental dafiada, constituye la primera utilizacién clinica del PRGF*. Desde
entonces, se han extendido sus usos a las recesiones gingivales, la
humectacion de los implantes dentales para favorecer su
osteointegracion, reconstrucciones del hueso maxilar atréficos™'**, etc.

Traumatologia, Ortopedia y Medicina del depor te.

En esta area el PRGF ha sido empleado en las lesiones de tendon de
Aquiles y del manguito de los rotadores, tanto a través de inyecciones
percutaneas® como a modo de coagulo durante la reparacién quirtrgica
de roturas agudas o tendinosis® *.

Las rupturas del ligamento cruzado anterior, asociadas o no a lesiones del
menisco® asi como los desgarros musculares® y lesiones osteocondrales
traumaticas, degenerativas o necréticas® también han sido tratadas con
buenos resultados.

Dermatologia.

La indicacion fundamental del PRGF en dermatologia es la aplicacion del
coagulo de las fracciones inferiores de PRGF sobre Ulceras cutaneas de
evolucion torpida, como las uUlceras necrotizantes o postcirugia habituales
de los pacientes diabéticos®*.

Cirugia Estética.

Recientemente se ha descrito el empleo de inyecciones de PRGF para la
regeneracion cutanea de la piel envejecida, mostrando porcentajes de
incremento de la hidratacion basal en los pacientes tratados con PRGF, a
los tres y seis meses de la aplicacion del tratamiento, significativamente
superiores a los obtenidos con el acido hialurénico™.

Oftalmologia.

Nuestro grupo public6 en 2007, un primer caso de aplicacion
oftalmoldgica del PRGF en la necrosis del flap post- LASIK de un paciente
secundaria a la afectacion del nervio trigémino por un accidente
cerebrovascular . Posteriormente, aportamos la experiencia del
tratamiento con PRGF en dos series de casos: una de defectos epiteliales
persistentes (DEP)™ y otra de sindrome de ojo seco resistente a los
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tratamientos convencionales’, obteniendo, en ambos casos resultados
esperanzadores y con un perfil de seguridad y tolerancia elevados.

UTILIZACION DEL PRGF EN OFTALMOLOGIA

El PRGF es un producto rico en una gran cantidad de los factores de
crecimiento, citocinas y proteinas de adhesion implicadas en los
mecanismos de reparacion y regeneracion corneal.

A priori, ello lo convierte en un potencial inductor de la cicatrizacion
corneal y por lo tanto, en un atractivo tratamiento para los DEPs, en los
qgue es prioritario un cierre epitelial rapido con el fin de minimizar o, en el
mejor de los casos evitar las correspondientes secuelas permanentes
sobre el mantenimiento de la estructura corneal y en consecuencia, sobre
la funcion visual.

Estas propiedades pueden ser igualmente Utiles en el sindrome de ojo
seco, donde el PRGF actuaria previniendo el dafo epitelial corneo-
conjuntival secundario al déficit lagrimal, al favorecer el mantenimiento y
renovacion de sus células.

Su origen a partir de la propia sangre del paciente, teniendo en cuenta la
similitud en composicion entre ésta y la lagrima, no ya sélo en cuanto a
componentes esenciales y caracteristicas fisico-quimicas, lo convertirian
en un apropiado sustituto biolégico de la lagrima natural.

EL PRGF podria resultar igualmente beneficioso como adyuvante en
procedimientos de reconstruccion de la superficie ocular asi como en una
amplia gama de patologias que alteran la integridad epitelial superficial,
como las distrofias, las erosiones corneales recurrentes postraumaticas,
la queratoconjuntivitis limbica superior, etc.

Ahora bien, la cérnea presenta una serie de caracteristicas anatémicas y
funcionales que la diferencian de la mayoria de los tejidos, y que es
necesario conocer como paso previo a la aplicacion del PRGF.

Repasaremos a continuacion brevemente la anatomia de la cornea y sus
mecanismos de mantenimiento y regeneracion haciendo hincapié en el
papel de la lagrima en estos procesos.

Posteriormente repasaremos las dos patologias oculares en las que el
PRGF podria resultar de especial interés: los DEP vy el ojo seco.

Anatomia y propiedades de la cornea.

La cérnea, presenta unas caracteristicas y propiedades Unicas respecto a
otros tejidos del cuerpo.

Se trata de un tejido transparente, avascular y con una alto grado de
regularidad y diferenciacion. La coérnea puede ser considerada, ademas,
una estructura practicamente acelular, debido a que las tres lineas
celulares en ella presentes, esto es, las células epiteliales, los
queratocitos y las células endoteliales, ocupan un porcentaje
extremadamente bajo en relacion a su masa total.
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Se encuentra separada de la esclera adyacente por el limbo, una
estructura altamente vascularizada, que constituye el reservorio de las
células madre pluripotenciales corneales y que, en condiciones normales,
actia como un obstaculo insalvable para el crecimiento de los vasos
sanguineos y epitelio conjuntivales hacia la cérnea.

La avascularidad corneal obliga a un metabolismo practicamente
anaerobio y dependiente para su consecucion de la vehiculizacion de los
nutrientes y demas factores esenciales a través de un sistema exclusivo:
la pelicula lagrimal, desde su cara anterior y el humor acuoso, desde su
cara posterior.

La cOrnea presenta una de las densidades mas altas de terminaciones
nerviosas de todo el organismo, lo que la dota de una sensibilidad
extrema, que resulta ser unas 300-400 veces superior a la de la piel y
unas 100 veces superior a la de la conjuntiva adyacente.

Posee una morfologia convexa y asférica, motivada por la distinta
curvatura de sus superficies anterior y posterior. El radio de curvatura
corneal no es constante, siendo mayor en su centro y adquiriendo un
aplanamiento progresivo hacia la periferia. Esto mismo puede ser
aplicado a su grosor, que varia desde unas 530 um en su zona central a
unas 700 pum en su periferia.

Tiene un indice de refraccion de 1’3375 y un poder didptrico aproximado
de 43,25 dioptrias, lo que supone un 75% de la potencia Optica total de un
ojo humano sano. Constituye, por tanto, la principal lente del sistema
Optico ocular.

La cdérnea esta compuesta por un epitelio escamoso no queratinizado con
su membrana basal, una zona acelular colagena conocida como
membrana de Bowman, un estroma de tejido conectivo y una capa de
células endoteliales, con su membrana basal, conocida como membrana
de Descemet.
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Figura 2 Histologia de la c6rnea.

1: Epitelio. 2: Membrana de Bowman. 3: Estroma. 4: Membrana de Descemet. 5: Endotelio.

El epitelio tiene un grosor de en torno a unas 50um y esta compuesto por
entre 5-7 capas de células epiteliales, de las cuales la mas inferior es una
monocapa de células epiteliales basales, seguida de unas 2-3 capas
intermedias de células epiteliales aladas y otras 2-3 capas de células
epiteliales superficiales o células escamosas.

Las uniones estrechas entre las células epiteliales superficiales, junto con
las interdigitaciones de sus membranas convierten al epitelio en una
barrera mecanica efectiva frente a la penetracion hacia el estroma de
liquido desde la lagrima asi como de microorganismos y toxicos.

Las células epiteliales segregan una membrana basal (MB)
principalmente compuesta por colageno de tipo IV y laminina, aunque
también forman parte de ella la fibronectina, el colageno tipo VII, el
heparan sulfato y la fibrina.

La presencia de la membrana basal es imprescindible para el
mantenimiento de la polaridad de las células epiteliales corneales (CEC) y
ademas proporciona una matriz para la migracion celular, por lo que es de
enorme importancia en el proceso de cicatrizacion corneal epitelial.

La union entre las CEC y la membrana basal se lleva a cabo por medio de
unos complejos de anclaje, constituidos por la fijacion de los
hemidesmosomas de las células epiteliales basales a fibras de colageno
tipo VII que atraviesan la membrana basal y penetran intraestromalmente.
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El epitelio sufre una renovacion constante, cada 7-14 dias, a cargo de la
proliferacion de las células germinales, situadas en el limbo
inmediatamente por encima de la membrana basal, en lo que se conoce
como empalizadas de Vogt.

La migracion centripeta y superficial de las células madres limbares se
acompafa de una progresiva diferenciacién, marcada por la acumulacion
en su citoplasma de filamentos intermedios de queratina y la pérdida de
su capacidad de multiplicacion. La diferenciacion de estas células culmina
con su recubrimiento por microvellosidades al alcanzar la capa superior.
Dichas protuberancias son consideradas relevantes para la adherencia
entre el epitelio y la lagrima y en consecuencia, para que ambos puedan
formar una unidad 6pticamente lisa y uniforme

Una vez completado el proceso de maduracién, se producira la
descamacion epitelial hacia la lagrima.

El estroma representa el 90% del grosor corneal. Esta constituido en su
gran mayoria por fibras de coldgeno de tipo I, y en menor medida, de los
tipos Ill, V y VI, ordenadas, segun su orientacion, que alterna entre
vertical y horizontal, en unas 200-250 laminas paralelas a su superficie.

El componente celular del estroma, que representa menos del 5% de su
peso, esta representado por los queratocitos (fibroblastos del estroma).
Estos se hallan intercalados entre las fibras y embebidos en una matriz
extracelular compuesta por los proteoglucanos (fundamentalmente
queratan sulfato asociado a decorina) y colageno que ellos mismos
sintetizan.

La transparencia corneal es atribuible tanto a la relativa homogeneidad de
la disposicion de las fibras de colageno (orientacién, minusculo diametro y
escasa distancia interfibrilar) como al escaso tamafo del resto de sus
elementos, que es inferior a la mitad de la longitud de onda de la luz
visible.

En cuanto se pierde dicha homogeneidad, como sucede en la fibrosis
ocular, los rayos de la luz incidente sufriran una dispersion aleatoria y la
cOrnea perderd su transparencia.

El estroma es asimismo el encargado de conferir resistencia a la cornea.
Concretamente, en condiciones normales, son las laminas mas anteriores
las mas implicadas en ello, ya que son mas cortas y estan mas
entrelazadas entre si que las laminillas del estroma posterior.

El endotelio esta formado por una Unica capa de células de morfologia
hexagonal dispuestas a modo de mosaico. Su densidad celular en adultos
jovenes es de aproximadamente 3.500 c¢/mm? Puesto que las células
endoteliales carecen de capacidad de replicacion, a medida que su
poblacién celular va disminuyendo, las células iran elongandose y
disemindndose para tapizar por completo la superficie posterior de la
cornea.

La transparencia corneal depende en gran medida del correcto
funcionamiento de la bomba Na/K ATP-asa presente en las células
endoteliales. El bombeo de iones al humor acuoso por parte de ésta,
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permite contrarrestar la presion oncotica positiva de los proteoglucanos
estromales, lo que mantiene a la cornea en un estado justo de hidratacién
(de entorno al 78%).

La inervacion corneal deriva de los nervios ciliares posteriores largos,
ramificaciones de la division oftalmica del nervio trigémino (V par craneal).
Las fibras nerviosas forman un anillo alrededor del limbo y desde alli
penetran radialmente en la cornea a nivel del estroma profundo periférico,
cursando anteriormente y anastomoséandose a nivel subepitelial. Tras ello
atraviesan la capa de Bowman y siguen una trayectoria anterior que
finaliza a nivel de las células aladas.

Los neuropéptidos liberados por estas terminaciones nerviosas, como por
ejemplo la sustancia P, tienen una notable transcendencia en la fisiologia
del epitelio corneal.

En suma, el mantenimiento de estas particularidades estructurales
corneales, garantizara la transparencia, potencia Optica, integridad y
grado de resistencia adecuadas para que la cérnea pueda contribuir
correctamente a la funcion visual asi como al aislamiento y proteccion de
las estructuras internas del globo ocular del medio externo y sus
potenciales estimulos lesivos.

Mecanismos de reparacion y regeneracion corne  ales: papel de los
factores de crecimiento.

A pesar de las peculiaridades estructurales anteriormente descritas, los
procesos de reparacion puestos en marcha tras la agresion corneal son
muy similares a los de los demas tejidos.

Asi, tras sufrir un estimulo lesivo a nivel corneal, se sucederan, al igual
gue en otras partes de la economia corporal, una primera fase de
estabilizacion de la herida, seguida de una fase reparativa, en la que
primaran la proliferacion celular y produccion de matriz extracelular, y por
altimo, de una fase remodeladora o regenerativa en la que tendra lugar
una diferenciacion y organizacion del nuevo tejido creado hasta alcanzar,
en condiciones ideales, las caracteristicas del tejido original.

En el caso de la cérnea soélo el epitelio es capaz de llevar a cabo una
regeneracion completa. De este modo, cualquier lesiébn que afecte a las
capas inferiores a él, desde la membrana de Bowman al endotelio, sera
reparada dejando una cicatriz, esto es, un tejido desestructurado y que
ademas de no tener las propiedades tensiles y refractivas de la cornea
sana, producira una opacidad focal que, dependiendo de su localizacién,
extension e intensidad, comprometera en mayor o menor medida la
vision.

La primera reaccion corneal frente a una erosion a nivel epitelial, es el
desencadenamiento de una intensa actividad bioquimica en el area
dafiada y sus alrededores en respuesta a las sefiales procedentes de las
células degeneradas o de la exposicion de la MB. Dicha actividad tiene
como finalidad la reorganizacion celular y la consecucion de una serie de
cambios morfolégicos y funcionales por parte de las CEC sanas. Este

pag. 37



periodo, conocido como fase de latencia, se prolongara durante
aproximadamente 1 hora.

Una vez concluida la fase de latencia, las células basales epiteliales
localizadas en los bordes de la herida comienzan a aplanarse y a
extender pseudopodos hacia la MB y matriz extracelular (MEC)
denudadas. Dichos cambios morfolégicos dependen de la contraccion de
los microfilamentos de actina presentes en el citoplasma de las CEC y
gue, a su vez, se encuentran unidos por medio de la vinculina a
receptores transmembrana selectivos para la fibronectina, laminina y
colageno.

La fibronectina aparece inmediatamente tras la agresion, tanto como
producto de las CEC como vehiculizada a través de la lagrima. Las
moléculas de fibronectina se depositan sobre la MB y estroma expuestos,
y establecen uniones con el colageno y proteoglucanos, constituyendo
una matriz provisional sobre la que tiene lugar la primera oleada de
migracion celular.

El fin de esta primera fase de estabilizacion del defecto epitelial supone la
llegada de los neutréfilos polimorfonucleares a través de la lagrima al
lugar de la lesion y su accion fagocitica sobre los restos de las células
destruidas.

El inicio de la fase reparativa tiene lugar aproximadamente a las 6 horas
de la lesion y esta representado por el avance en sabana de las CEC
basales sobre la superficie de la herida. Ello es posible gracias a la
desaparicion de los hemidesmosomas de las células basales y al
aumento de la sintesis de vinculina.

A medida que el manto de células basales progresa, proceso desarrollado
a una velocidad de aproximadamente 0,75 pum/min, la capa epitelial
superficial de los margenes de la herida se adelgaza y comienza,
asimismo, a desplazarse hacia el area dafilada inmediatamente por
encima del frente de avance de las células basales.

Las células que han migrado seran sustituidas por nuevas CEC formadas
a partir de la mitosis de las células germinales limbares. La migracion
finalizara una vez las CEC repobladoras entren en contacto fisico con las
CEC de los restantes margenes de la herida, lo que provoca una
inhibicion por contacto de la misma.

A medida que el defecto epitelial es reparado, las células basales
reestableceran complejos de adhesion con la MB y el estroma, mientras
que las capas epiteliales suprayacentes se engrosaran y adquirirdn sus
caracteristicas de diferenciacion, recuperandose paulatinamente el efecto
barrera del epitelio intacto.

Sin embargo, pese a que este proceso en condiciones normales dura
pocos dias, seran necesarias varias semanas para que el epitelio vuelva a
recuperar la resistencia y adhesividad a la MB previos a la lesion.

Ahora bien, cuando el estimulo traumatico ademas de erosionar el
epitelio, produce una disrupcion estromal, el proceso cicatricial se
ralentiza debido a que la activacion y reaccion de los queratocitos sanos
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circundantes es lenta y su numero, escaso. En este caso, se considera
que el factor limitante para el inicio de la reparacion corneal, es la
apoptosis sufrida por los queratocitos de las inmediaciones de la lesion.

Los queratocitos activados sufren mitosis y diferenciacion a fibroblastos y
miofibroblastos. Ambos fenotipos celulares tienen una capacidad
incrementada de sintesis de proteoglucanos y colageno y capacidad
migratoria. Los miofibroblastos, ademas, poseen la facultad de
contraerse. Tanto la migracion como la sintesis de MEC en el area
lesionada, se producirdn una vez que el epitelio haya recuperado su
integridad y los monocitos y neutréfilos hayan fagocitado los restos
estromales degenerados.

Las caracteristicas de la nueva MEC formada son, sin embargo,
diferentes a las fisiologicas, Asi, aunque el coldgeno mayoritario de la
nueva MEC sea también el de tipo 1, el diametro de sus fibras sera mayor
y su orientacion serd heterogénea. Los proteoglucanos producidos no
respetaran las proporciones fisiolégicas, teniendo lugar un incremento
relativo del dermatan y heparan sulfato con respecto al queratan sulfato.
La MEC resultante tiende a captar mas agua y ello, sumado al aumento
de la celularidad estromal, ocasiona la opacidad del estroma cicatricial.
Los miofibroblastos al contraerse, podran originar un astigmatismo
irregular al provocar una deformacion focal del tejido.

Durante meses la nueva matriz sera remodelada por las metaloprotesas y
los queratocitos activados iran volviendo a su estado basal quiescente e
hiposecretor. No obstante, la opacificaciébn corneal soélo regresard en
parte, y la cicatriz estromal nunca adquirira la fuerza tensil original.

Los nervios corneales también sufren una lenta regeneracién, que se
prolonga durante meses e incluso afios, y tampoco en este caso, como
sucede con el estroma, se consigue alcanzar el estado basal.
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Figura 3 Esquema y cronologia de las fases de cicatrizacion corneal epitelial y estromal.

A: Pelicula lagrimal. B: Factores de crecimiento epiteliales. C: Defecto epitelial. D: Factores de
crecimiento estromales. E: Activacidon queratocitica. F: Apoptosis queratocitica. G: Proceso de
remodelado.

La regulacién de los mecanismos de reparacion y regeneracion corneales
es mediada fundamentalmente por la accion de proteasas, citocinas y
factores de crecimiento, segregados a nivel autocrino, paracrino y
exocrino en un proceso en el que la interaccion entre el epitelio y el
estroma adquiere una gran transcendencia.

Las proteasas se dividen en dos grupos: las metaloproteasas o proteasas
de matriz (MMPs) y las proteasas séricas (tPA, uPA, proteasas de
neutrofilos) y son producidas tanto por las células corneales como por los
neutrofilos y macrofagos.

Las proteasas son fundamentales durante la migracién de las CEC puesto
qgue son las encargadas de inducir la destruccion de los complejos de
anclaje CEC-MB. Asimismo, participan en la degradacion de los
componentes dafiados de la MEC y en el remodelamiento del tejido
cicatricial recién formado. Asi, por ejemplo, la uroquinasa-activadora del
plasminégeno (u-PA), liberada por las CEC del frente de avance cicatricial
activara la plasmina, la cual degradara la fibronectina y laminina de la
MEC dafiada y activara a otras proteasas, como las gelatinasas.

Las citocinas , entre las que destacan la IL-1, la IL-6 y el TNF-q,
desarrollan acciones proapoptoticas y quimiotacticas. De forma similar a
los factores de crecimiento, las citocinas y sus receptores son expresadas
por las células corneales tras una agresion, aunque su liberacién deriva
mayoritariamente de las células inflamatorias (linfocitos, monocitos y
macrofagos, polimirfonucleares,etc).
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Algunas de ellas, como la IL-1q, IL-18, IL-6 e IL-8 pueden ser encontradas
en baja cantidad en la lagrima en condiciones normales.

La IL-1, IL-6 y TNF-a inducen la migracion de las CEC. Ademas, la IL-1,
almacenada en las CEC, sera liberada por las CEC dafiadas tras lo cual
difunde al estroma estimulando las sintesis del ligando Fas por los
gueratocitos. Una vez unido el ligando Fas a sus receptores en los
queratocitos, inducira la apoptosis de los mismos. El ligando Fas es
sintetizado de modo inmediato a la lesion por las CEC y queratocitos.
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Figura 4 Modulacién de la cicatrizacion corneal. Papel y origen de algunos de los principales GF,
citocinas y proteasas.

MMPs: metaloproteasas. Lacrimal gland: glandula lagrimal. CTGF: Factor de crecimiento de
tejido conectivo.

Papel de los factores de crecimiento ~ "*"""®

Los factores de crecimiento principalmente implicados en los mecanismos
de reparacion y regeneraciéon corneales son: el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), el factor de crecimiento queratinocitico (KGF), el factor
de crecimiento hepatocitario (HGF), el factor de crecimiento insulinico
(IGF-1), el factor transformante B (TGF-B), el factor derivado de las
plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento nervioso (NGF).

o Familia EGF:

Los miembros de la familia EGF mas implicados en la cicatrizacién
epitelial son el EGF, el factor de crecimiento transformante a (TGF-
a), el factor de crecimiento tipo EGF de unién a la heparina (HB-
EGF) y la epirregulina.
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Todos ellos son segregados como proteinas de anclaje a la
membrana, siendo posteriormente procesados a este nivel para dar
lugar a los factores solubles bioactivos.

El EGF y el TGF-a se unen exclusivamente a los receptores de
membrana erb-1 de las CEC, mientras que el HB-EGF y la
epirregulina, se unen también a los receptores erb-4.

El EGF es sintetizado por las CEC, plaquetas, macréfagos y
fibroblastos y actia de forma paracrina sobre las células epiteliales.
En cérneas desepitelizadas se ha detectado un incremento de los
niveles de mRNA de HB-EGF y TGF-a, pero no de mRNA de EGF,
lo que ha llevado a postular una implicacién indirecta del mismo en
el proceso de cierre fisiolégico. Sin embargo, su capacidad de
reepitelizacion ha sido probada en diferentes estudios in vitro e in
vivo™.

El TGF-a es un componente constante de la lagrima, y al igual que
el HB-EGF y el EGF estimula la proliferacion y migracion corneal
epitelial e inhibe el marcador de diferenciacion queratina K3. El TGF-
a también esta implicado en el cierre palpebral, y actia de modo
sinérgico con el HB-EGF en la estimulacion de la extension del
frente de avance en sabana de las CEC durante el cierre palpebral.

El HB-EGF parece ser el miembro mas potente en la induccion de la
regeneracién corneal puesto que muestra ademas una retenciéon
incrementada en la superficie del tejido lesionado y su union al
receptor erb-4 se ha relacionado con la generacion de las
protrusiones de las CEC.

La epirregulina parece tener un papel en el mantenimiento de la
capacidad proliferativa de las células basales limbares.

KGF:

El KGF es un miembro de la familia de los factores de crecimiento
fibroblastico (FGF) y es también conocido como FGF-7.

Es producido por los queratocitos y las células endoteliales,
habiéndose detectado del mismo modo, niveles incrementados del
mismo en la glandula lagrimal en situaciones de laceracion corneal.

Ejerce su accion de forma paracrina y exocrina sobre las CEC,
estimulando su crecimiento y proliferacion, sin afectar a su
migracion. Dicha accibn es mas marcada a nivel del epitelio
periférico corneal.

HGF:

El HGF es producido a nivel de los fibroblastos estromales y actla
sobre las CEC de modo paracrino. Al contrario que el KGF, su
expresion y sus receptores son mas abundantes en la cérnea central
gue en la periférica.

El HGF facilita la proliferacion y migracién de las CEC e inhibe su
apoptosis. Se cree que su accion sobre la migracion la realiza por
medio de la activacion del receptor de EGF.
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o IGF-1:

El IGF-1 regula la proliferacion, migracion y diferenciacion celular,
asi como su supervivencia, al inhibir la apoptosis. La IGF-1 y su
receptor son expresados tanto por los queratocitos como por las
CEC.

La administracion exclusiva de IGF-1 no ha probado tener beneficios
in vitro o in vivo, pero si en combinacion con la sustancia P, por la
sinergia entre ambas proteinas.

El IGF-1 induce la expresion de conexina por los fibroblastos
corneales, influyendo, por tanto, positivamente en la comunicacion
interqueratocitica mediada por las uniones gap.

o TGF-:

La familia TGF-B consta de tres miembros: el TGF-B1, el TGF-B2 vy el
TGF-B3, aunque sélo las dos primeras han sido detectadas en el
segmento anterior del ojo.

El TGF-B es segregado de forma inactiva, a modo de complejo
dimérico unido a un péptido asociado a latencia (LAP) y es activado
mediante su disociacion del LAP.

El TGF-B1 y B2 son de origen epitelial, estromal y lagrimal, siendo el
TGF-B2 la isoforma predominante en condiciones normales. No
obstante, cuando la lagrima se acidifica, el TGF-B1 se convierte en el
mayoritario.

Sus receptores estan localizados en las tres estirpes celulares
corneales.

El TGF-B1 y B2 inhiben la proliferacion de las CEC e inducen la
proliferacion y migracién de los fibroblastos corneales asi como la
alteracion de la sintesis por parte de estos de los proteoglucanos de
la MEC. En particular, induce un aumento de la sintesis de dermatan
y heparan sulfato en detrimento del queratan sulfato, lo que
contribuye a la generacion de un tejido fibrético.

El TGF-B es un factor modulador de la accién de otros GF.
Concretamente, inhibe de forma débil la proliferacion CEC mediada
por EGF y de forma intensa, la mediada por KGF y HGF. Asimismo
concentraciones bajas de TGF-f promueven la produccién de
PDGF, mientras que concentraciones altas, inhiben la expresion del
receptor de PDGF.

La presencia del TGF-B en el humor acuoso se ha relacionado con la
inhibicion de la angiogénesis y con el privilegio inmunitario de la
camara anterior (ACAID).

o PDGF:

El PDGF es un dimero compuesto por dos cadenas denominadas A
y B. De la combinacion de ambas derivan las tres isoformas del
PDGF:. PDGF-AA, PDGF-AB y PDGF-BB.
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El PDGF-BB es producido por las CEC basales y ejerce un efecto
positivo sobre la migracion de los queratocitos y las células
endoteliales.

Tanto el PDGF-BB como el AA, han mostrado estimular la
guimiotaxis de las CEC en presencia de fibronectina.

Del mismo modo que el TGF-B posee un rol en la regulacion de los
efectos del PDGF, el PDGF modula la respuesta proliferativa de los
fibroblastos secundaria al TGF-(3.

o FGF:

La familia del FGF contiene mas de 20 proteinas, de las cuales, el
FGF-acidico (a-FGF) y el FGF- basico (b-FGF) son los que se han
encontrado en mayor cantidad a nivel corneal.

Mientras que el a-FGF estd fundamentalmente presente en el
endotelio y la membrana de Descemet, el b-FGF y su receptor
aparece en las tres lineas celulares corneales.

Su accion principal es la estimulacién de la proliferacién de los
fibroblastos y la migracion de éstos y las células endoteliales.

Posee un efecto modulador negativo sobre la expresion del TGF-1.
o0 NGF:

El NGF es liberado fundamentalmente por los nervios corneales,
aunque también puede ser detectado a nivel epitelial, estromal y
endotelial. Su receptor se halla mayoritariamente a nivel epitelial y
endotelial.

El NGF es vital para el trofismo y homeostasis corneal. Su accién
principal es la regeneracion de los nervios corneales, aunque
también tiene un efecto estimulante sobre la proliferacion y
diferenciacion de las CEC y queratocitos, aunque éste es menor que
el de otros GF.

Regula positivamente la liberacion de neuropéptidos y otros GF,
como el TGF-B y la angiogénesis.

En la siguiente tabla podemos ver el origen y las acciones de los
principales GF implicados en dichos procesos.
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2.6.3

Familia EGF Gl.lagrimal (+ Proliferacién y migracion
1. EGF CET (-} Expresion de marcadores de diferenciacion*?
2. TGF-a (+) Cierre palpebral*?
3. Hb-EGF
4. Epirregulina
KGF (FGF-7} Queratocitos CEC(limbares) (+) Proliferacién
C. endoteliales
Gl. lagrimal
HGF Queratocitos CEC(centrales) (+) Proliferaciény migracion
IGF-1¢ insulina  Gl. Lagrimal CEC (t) Proliferacion
Queratocitos (+) Migracién (s6lo de CEC)
(-} Apoptosis
TGF-B cEs CEC (-} Proliferacion de CEC
(1s1-3) Queratocitos Queratocitos (+) Proliferacion, migracién y diferenciacién de
Gl. Lagrimal C.endoteliales queratocitos
CCyMT (+) Sintesis de MEC
(+) ACAID
Regulala (+) proliferacién del PDGF
PDGF CEC Queratocitos (+) Proliferacion
(IsAA, AB, BB) Regulala (+) proliferacian del TGF-p
FGF CEC (+) Proliferacién
(Isa, B) C.endoteliales  Queratocitos (+) Migracién ( solo de queratocitosy
C.endoteliales  c.endoteliales)
(+) Angiogénesis
(-} Expresion de TGF-B1
NGF N. corneales CEC (+) Proliferaciony diferenciacion ( CEC sobre
Queratocitos todo)

C.endoteliales  (+) Produccion de TGF-B

(+) Angiogénesis
Tabla 5 Principales GF implicados en la cicatrizacion corneal.

Gl: Glandula. CEC: Células epiteliales corneales. C: Células. CC: Cuerpo ciliar. MT: maIIa
trabecular. N: nervios. ACAID: Desvio inmunitario asociado a la cdmara anterior. ** Inhibe la
expresion del marcador de diferenciacion queratina tipo 3. *? Estimula la migracién en sabana de
las CEC durante el cierre palpebral (accién sinérgica entre el TGF-a y el HB-EGF).

Relevancia de la lagrima en la ho meostasis y reparacion de la
superficie ocular

El término superficie ocular hace referencia a la unidad formada por el
epitelio conjuntival y corneal, es decir, la parte del globo ocular expuesta
al medio ambiente®

El epitelio conjuntival estd compuesto por células estratificadas no
queratinizadas entre las que se distribuyen las células caliciformes
productoras de mucina. A diferencia del epitelio corneal, carece de una
membrana basal organizada y descansa sobre un tejido conectivo
fibrovascular conocido como sustancia propia. Este se divide en una capa
mas superficial o adenoidea, donde residen los linfocitos y una mas
profunda, con vasos sanguineos y linfaticos y terminaciones nerviosas.
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La pelicula lagrimal se encuentra en intima conexion con ambos epitelios,
siendo vital para la regulacion de su estabilidad y viabilidad ya que, por un
lado, actia como una barrera himeda que los protege fisicamente de las
agresiones a las que se ven continuamente sometidos, y por otra parte,
aporta las moléculas necesarias para su metabolismo. La lagrima, como
veiamos anteriormente, desempefia asimismo un importante papel en la
Optica ocular.

La lagrima esta formada por una capa superficial o lipidica, que tiene
como fin evitar la evaporacion excesiva del contenido acuoso, y una capa
acuosa, con una presencia creciente de mucinas a medida que nos
acercamos a su parte basal o zona de union a las membranas celulares
epiteliales.

Estd compuesta por una gran cantidad de proteinas, electrolitos y
nutrientes necesarios para el metabolismo corneal, entre los que destacan
el oxigeno, el agua, el cloro, el potasio y la glucosa.

También contiene proteinas estructurales como la albumina y la
fibronectina, asi como factores de crecimiento y proteinas asociadas a
efectos antimicrobianos, como la lisozima, lactoferrina, inmunoglobulina A
secretada (slgA), peroxidasa, lipocalina y lipofilina.

En la siguiente tabla podemos ver las principales caracteristicas fisico-
quimicas de la lagrima.

COMPOSICION FiSICO-QUIMICA DE LA PELICULA LAGRIMAL

indice de refraccion 1,336

Grosor 7-40um

pH 7,2-74
Osmolaridad 300-305 mOsm/I
Electrolitos Cl, K, Na

Proteinas antimicrobianas

Nutrientes
Proteinas estructurales
Inmunoglobulinas

Factores de crecimiento

Neuropéptidos

Proteasas

Lactoferrina, lisocima, TNF-a,
peroxidasa, lipocalina,
fosfolipasa A

Oxigeno, agua, glucosa
Albumina, fibronectina
slgA, IgE, 1IgG y complemento

EGF, TGF-a, TGF-B, HGF, FGF,
VEGF, PDGF-BB

Sustancia P, péptido
relacionado con la calcitonina

MMP, a2-macroglobulina

Tabla 6 Composicion fisico-quimica de la lagrima.
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26.4.1.2

Actualmente, se considera que las proteinas de la lagrima reflejan el
estado de salud de la superficie ocular, debido a que se ha observado que
los niveles de algunas de ellas varian en funcion de las condiciones en
que ésta se encuentre. Es el caso de la B-2-microglobulina, las
inmunoglobulinas, la sustancia P, el EGF, el TGF- (1y 2), la plasmina y
la a-1-antitripsina, entre otras. A modo de ejemplo, se ha constatado un
incremento de los niveles de la familia EGF y del TGF-B1 ante la agresion
mecanica y quimica epiteliales, con una elevacion particular del TGF-1
en situaciones de acidificacion del pH lagrimal.

La secrecion lagrimal estd sometida a un continuo control nervioso, y
aungue no se conocen del todo los mecanismos que la regulan, se acepta
que la secrecién tanto de la glandula lagrimal principal como de las
accesorias y lipicas estan mediadas por una rama aferente dependiente
de las terminaciones nerviosas del V par craneal y una rama eferente mas
indirecta y compleja en la que participan las fibras parasimpaticas del VIi
par, el equilibrio entre andrégenos y estrégenos y el parpadeo.

Dicho control hace que la lagrima sea una solucion dinamica, con un
volumen basal al que se afiade, segun la estimulacion de la superficie
ocular, un volumen reflejo mayor o menor.

Situaciones en las que dicho control sea alterado o bien, exista un déficit
secretor a nivel glandular, produciran un déficit cualitativo y/o cuantitativo
de la misma y con ello, de los diversos componentes biolégicamente
activos en ella presentes, poniendo en riesgo el mantenimiento y
funcionamiento de la superficie ocular.

Posibles indicaciones oftalmologicas del PRGF  : los defectos
epiteliales persistentes y el ojo seco.

Defecto epitelial persistente (DEP).
Definicion.
Un defecto epitelial persistente corneal se define como una lesion epitelial

de mas de 2 mm de diametro y mas de dos semanas de duracion y es
resistente a la aplicacién de los tratamientos convencionales®® 85>

Los DEPS tienen un aspecto biomicroscépico caracteristico consistente
en una Uulcera de bordes redondeados, grisaceos Yy ligeramente
sobreelevados de localizacion central o paracentral inferior.

Etiopatogenia

La etiopatogenia de los defectos epiteliales persistentes es muy variada,
aunque las dos causas principales son las disfunciones neurogénicas y el
sindrome de ojo seco severo. Otros agentes etiologicos incluyen: las
causticaciones quimicas, alteraciones inmunolégicas, distrofias del
epitelio y la membrana basal, alteraciones metabdlicas, yatrogenia
(retraso de la cicatrizacion epitelial postquirargica), traumatismos e incluso
infecciones.

Los defectos epiteliales persistentes secundarios a disfunciones
neurogénicas reciben también la denominacion de Ulceras o queratopatia
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26.4.1.3

neurotroficas, y son consecuencia de la afectacion del V par craneal, lo
gue provoca una hipoestesia o anestesia corneal.

El dafio trigeminal puede deberse a la traumatismos quirdrgicos (ablacion
del ganglio trigémino, queratoplastia penetrante, LASIK...), accidentes
cerebrovasculares, esclerosis mdultiple, tumores (neurinoma del acustico,
neurofibromas..), diabetes mellitus | y Il, abuso de determinados farmacos
topicos(anestésicos, AINES..), a los virus herpes simple y zoster e incluso
a neuropatias hereditarias ( disautonomia de Riley-Day).

Fisiopatologia

Los DEPS suponen una respuesta cicatricial inadecuada ante la
ocurrencia de una disrupcion epitelial corneal.

En la incapacidad de reepitelizacion pueden estar implicados diversos
mecanismos, como pueden ser la escasez 0 ausencia de los
componentes esenciales de la lagrima para la regeneracion epitelial,
como sucede en los DEPs asociados al ojo seco; la deplecion de
neuropéptidos como la sustancia P y la acetilcolina, como sucede en los
DEPs de origen neurotréfico o, en otros casos, la disminucion de la
actividad de las células germinales limbares, como ocurre en los DEPs
asociados a insuficiencias limbicas postcausticacion severa *,%,

No es infrecuente la coexistencia de varios mecanismos fisiopatoldgicos
en un mismo DEP.

Ademas de la alteracién de la proliferacion y migracion de las CEC, se ha
descrito la presencia de una reepitelizacion aberrante e inestable, lo que
se ha asociado a una disregulacion del sistema activador del
plasminégeno/plasmina®. Dicha disregulacion conduce a una
permanencia prolongada de la plasmina libre en la superficie ocular. Los
niveles incrementados de plasmina en el frente de avance epitelial
inducen la reducciéon y debilidad de los complejos de unién epitelio-MB-
fibronectina de la MEC, contribuyendo a la persistencia del defecto
epitelial ®.

Asimismo, la union de la plasmina al factor de complemento C3, tiene
como resultado la activacion del mismo. El C3a (C3 activado) es
quimiotactico para los leucocitos polimorfonucleares, que atraidos al foco
de la lesion, liberaran mdltiples enzimas hidroliticas lisosémicas
implicadas en el melting estromal.

La plasmina es capaz a su vez de provocar la activacion de formas
latentes de colagenasas corneales. La accién de todas las enzimas
colagenoliticas e hidroliticas en el area del DEP resulta en la disolucién de
la membrana basal epitelial y MEC estromal, dificultando aun més la
reepitelizacion al eliminar el sustrato necesario para la migracion CEC y
conduciendo a una lisis estromal progresiva, que en ocasiones puede
terminar en la perforacién corneal.

La pérdida prolongada de la barrera epitelial provocara una edematizacion
y exposicion del estroma subyacente a la accion de agentes externos,
como microorganismos y toxicos, entre los que se incluyen los farmacos
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topicos empleados habitualmente en su tratamiento. Como resultado, se
producira una perpetuacién y complicacion del curso del defecto epitelial.

Tratamiento

Los DEPs presentan, como su nombre indica, una mala respuesta a los
tratamientos convencionales, lo que habitualmente lleva a la asociacion
de un gran numero de ellos durante un tiempo prolongado, provocando
que la toxicidad derivada de los mismos contribuya a la perpetuacion del
DEP.

Entre los tratamientos convencionales se encuentran las lagrimas
artificiales, farmacos antiinflamatorios, antibiéticos topicos y orales,
inhibidores de enzimas colagenoliticas, lentes de contacto terapéuticas y
medidas oclusivas palpebrales, como los parches, la ptosis inducida por
toxina botulinica o la tarsorrafia.

El correcto abordaje de los DEPs comprende por un lado la correcciéon de
la enfermedad o mecanismo subyacente, siempre que ello sea posible y
por otro lado, la estimulacion precoz del cierre epitelial, puesto que la
desproteccion del estroma anterior propicia la infeccién y la accion de las
enzimas colagenoliticas sobre el mismo, pudiendo producirse una lisis
estromal, que en los casos mas severos puede llegar a la perforacion y
ptisis ocular.

Es de vital importancia no abusar del empleo de farmacos topicos asi
como administrar aquellos que no contengan conservantes
potencialmente toxicos.

Destacan entre los tratamientos convencionales las lagrimas artificiales
sin preservantes, asi como las tetraciclinas sistémicas y la
medroxiprogesterona, por su actividad inhibitoria sobre las MMP.

En la actualidad disponemos de algunas terapias de origen natural ricas
en sustancias regenerativas que han mostrado una mayor eficacia in vivo
que los tratamientos convencionales para la curacion de los DEPs, como
el transplante de membrana amnidtica (TMA)® ®" y el suero autélogo®®-%,

Igualmente se ha descrito el empleo de diversas proteinas recombinantes
para la estimulacion de la cicatrizacion epitelial corneal, si bien aun se
carece de suficiente experiencia con ellos en humanos. Destacan en este
grupo, la fibronectina®®°® la albimina®, factores de crecimiento aislados
(EGF79, PDGF-BB y AB%) y factores neurogénicos (sustancia P en
combinacién con IGF-1% ®y NGF*).

Recientemente han aparecido las primeras publicaciones que utilizan
suero de cordén umbilical®® y derivados hematicos autélogos ricos en
plaquetas”® para el tratamiento de los DEP.

Sindrome de ojo seco.
Definicion.
“El ojo seco es una enfermedad multifactorial de la pelicula lagrimal

y la superficie ocular que causa sintomas de malestar, trastornos
visuales e inestabilidad de la pelicula lagrimal con dafio potencial en
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2.6.4.2.2

la superficie ocular. Va acompafado de un incremento en la
osmolaridad de la pelicula lagrimal e inflamacion de la superficie
ocular”.

“El ojo seco se reconoce como un trastorno de la Unidad Funcional
Lagrimal (LFU), un sistema integrado formado por las glandulas
lagrimales, la superficie ocular (cérnea, conjuntiva y glandulas de
meibomio) y los parpados, asi como los nervios sensoriales y
motores que los conectan”.

Dry Eye Workshop 2007 o

No obstante, dicha definicibn estd pendiente de ser revisada
proximamente en un nuevo taller internacional de ojo seco.

El ojo seco es una de las patologias oftalmolégicas mas frecuentes, con
una prevalencia creciente con la edad, estimandose que afecta
aproximadamente a un 12% de la poblacién general y a un 35% de los
mayores de 50 afios, siendo la incidencia mayor en las mujeres que en
los hombres®*

Etiopatogenia

El sindrome o0jo seco puede ser dividido en dos grandes grupos: el ojo
seco acuodeficiente (OSAD), en el que existe un déficit de la secrecion
acuosa Yy el ojo seco evaporativo (OSE), en el que la secrecion lagrimal es
normal pero existe una evaporacion aumentada de la misma.

Ambos grupos no son excluyentes entre si y la presencia de uno de ellos
puede derivar de forma secundaria en el otro. La coexistencia de ambos e
incapacidad de establecer el subgrupo de ojo seco principal recibe la
denominacion de ojo seco mixto.

1. Ojo seco acuodeficiente (OSAD):

En el ojo seco acuodeficiente existe un menor volumen lagrimal
debido a la disminucion de la secrecién lagrimal.

El OSAD se divide a su vez en dos subgrupos principales: el OSAD
asociado al sindrome de Sjogren (OSAD SS) y el OSAD no
asociado al sindrome de Sjogren (OSAD no SS).

OSAD SS:

El sindrome de Sjogren es una enfermedad autoinmune en el que se
produce una infiltracién por linfocitos T de las glandulas lagrimales y
salivales de modo predominante, aunque se pueden ver afectadas
otras mucosas, como la gastrica, respiratoria,etc.

Como consecuencia de los cambios inflamatorios glandulares, tiene
lugar una destruccion de los acinos y conductos secretores
resultando en una hiposecrecion lagrimal y salivar asi como en la
presencia de mediadores inflamatorios en las lagrimas, saliva y el
interior de la conjuntiva y mucosa oral.
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Existen dos tipos de SS: el primario y el secundario, en el que existe
asociada una conectivopatia, como la artritis reumatoide (la mas
frecuente), el lupus eritematoso sistémico, la esclerosis biliar
primaria, etc.

La frecuencia de DGM es mayor en los pacientes con SS que en la
poblacién normal, lo que puede contribuir a una mayor desecacion
de la superficie ocular.

En la siguiente tabla podemos ver los criterios diagndsticos del SS.

CRITERIOS DE CLASIFICACION DEL SINDROME DE SIOGREN

1. SINTOMAS OCULARES
Respuesta positiva al menos a 1 de las 3 preguntas siguientes:
- ¢Ha tenido problernas por ojos secos diaria y persistentemente durante mas de 3 meses?
- éTiene una sensacion recurrente de tener arena o gravilla en los ojos?
- ¢Usa sustitutos de las [dgrimas mas de 3 veces al dia?

2. SINTOMAS ORALES
Respuesta positiva al menos a 1 de las 3 preguntas siguientes:
- ¢Ha tenido sensacion diaria de sequedad de boca durante mas de 3 meses?
- ¢Ha notado inflamacion recurrente o persistente de las glandulas salivares desde que ha
llegado a |a edad adulta?
- éBebe liguidos con frecuencia para facilitar la deglucion de alimentos secos?

3. SIGNOS OCULARES
Resultado positivo de al menos 1 de las 2 pruebas siguientes:
- Prueba de Schirmer | <5mm en 5 min
- Tincion con rosa de Bengala =4 en la escala de Van Bijsterveld

4. CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS
Sialoadenitis linfocitica focal en las glandulas salivales menores (puntuacidn focal 21)

5. AFECTACION DE LAS GLANDULAS SALIVALES
Signos objetivos de afectacion de las glandula salivales, determinadas por el resultado
positivoen al menos 1 de las 3 pruebas siguientes:
- Gammagrafia salivar.
- Hialografia parotidea.
- Flujo salival no estimulado = 1,5ml en 1.5 min

6. AUTOANTICUERPOS
Presenciade al menos 1 de los siguientes autoanticuerpos en suero:
- Anticuerpos frente a Ro o 55-A.
- Anticuerpos frente a La o 55-B.

*CRITERIOS DE EXCLUSION: linfoma, SIDA, sarcoidosis , enfermedad crénica de injerto conra
huesped preexistente, irradiacion previa de cabeza v cuello, hepatits C, uso de
anticolinérgicos.

*SINDROME DE SIOGREN PRIMARIO: presencia de 4 de los 6 criterios o presencia de 3 de los 4
criterios objetivos (criterios 3-6).

*SINDROME DE SIOGREN SECUMDARIO: asociacian a AR, LES, esclerodermia, polimiositisy
dermatomiositis o cirrosis biliar primaria.

Tabla 7 Criterios para la clasificacion del sindrome de Sjégren.

AR: Artritis reumatoide. LES: Lupus eritematoso sistémico.
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OSAD no SS:

El ojo seco acuodeficiente no Sjogren estd provocado por una
disfuncion de la secrecion lagrimal donde se excluyen las
caracteristicas sistémicas del SS. La disfuncion en la secrecion
lagrimal puede ocurrir tanto por una deficiencia de la glandula
lagrimal como de los conductos excretores e inervacion de la
glandula.

La forma mas comun de OSAD no SS se produce por una
deficiencia primaria de la glandula lagrimal asociada a la edad. Ello
es debido a que con la edad se produce una fibrosis progresiva a
nivel periductal y periacinar que desemboca finalmente en la atrofia
celular acinar.

En la siguiente tabla podemos ver un esquema de los distintos
subtipos de los que se compone el OSAD no SS.

CLASIFICACION DEL OSAD NO 55

1. DEFICIEMCIAS PRIMARIAS DE LA GLAMDULA LAGRIMAL
Ojo secu eladunadu con la edad
Alacrimria congénita
Disautonomia familiar

2. DEFICIENCIAS SECUNDARIAS DE LA GLANDULA LAGRIMAL
Infiltracidn de |a glandula lagrimal {sarcoidosis, linfoma, SIDA).
Enfermedadde injerto contra huzsped |GVHD}

Ablacian de la glandula lagrimal
Dene-vacidn de la glandula lagrimal

3. 0BSTRUCCION DE LOS CONDUCTOS DE LA GLANDULA LAGRIMAL
Trazoma
Penflgo de ocular clcetr clal
Eritema multiforme
Causticacior guimica,térmica
4. HIPOSECRECION REFLEJA
a.- Bloqueo sensorialrefleje:
U=0 de lentesde contecto
Diabetes
Herpes simple/roster oftilmico
Cirugie corneal [LASIK,PRK, QR, gueratoplastia,etc)
Lesion del nucleo/ divisidn oftalmica dzl V par craneal
Anestésicos topicos
Medicacidn sist2mica (B- bloqueantes, anticolinérgicos..)
b.- Bloqueo motor reflejo:
Dafn en el VI par eranezl
Meuromztosis multiple
Wiadicacion sist2mica

Tabla 8 Clasificacion del OSAD no SS en los distintos subgrupos de los que se compone.
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2. Ojo seco evaporativo (OSE):

El ojo seco evaporativo se debe a una desecacion de la superficie
ocular expuesta por una pérdida excesiva de agua en presencia de
una secrecién lagrimal normal.

Las causas del OSE son mudltiples: disfuncién de las glandulas de
meibomio, trastornos de la apertura palpebral y congruencia
parpado/globo ocular,la baja frecuencia de parpadeo, trastornos de
la superficie ocular secundarios a hipovitaminosis A o medicaciones
topicas, el empleo de lentes de contacto y la conjuntivitis alérgica.

La disfuncion de las glandulas de meibomio (DGM), también
conocida como blefaritis posterior, consiste en la obstruccion de las
glandulas de meibomio. Es la causa mas comun de de OSE. Puede
ser primaria 0 secundaria a enfermedades locales (blefaritis anterior,
guemaduras quimicas, tracoma, etc.), enfermedades sistémicas (el
acné rosacea, dermatosis seborréica y psoriasis), sindromes
(Turner, displasia ectodérmica anhidrética) o a medicaciones
sistémicas (acido 13-cis-retinoicobifenilos clorados).

2.6.4.2.3 Fisiopatologia

Como consecuencia de la disminucion de la lagrima y los factores
esenciales aportados por la misma se va a ocasionar un dafio en la
superficie ocular a través de dos mecanismos finales, que son comunes a
las distintas noxas desencadenantes del ojo seco: la hiperosmolaridad y
la inestabilidad de la pelicula lagrimal.

La hiperosmolaridad se considera el mecanismo fisiopatolégico central en
la alteracion de la homeostasis de la superficie ocular y los sintomas
derivados de la misma. Aparece como consecuencia tanto de una
evaporacion excesiva del contenido acuoso de la lagrima, como de un
bajo flujo lagrimal.

La hiperosmolaridad pone en marcha una cascada de reacciones
mediadas por las quinasas MAP y NFkB, las citocinas IL-1q, IL-1 y TNF-
a asi como por algunas metaloproteasas, como la MMP9. Como
resultado tiene lugar una inflamacién de la superficie, con un aumento de
la permeabilidad epitelial y apoptosis de las células epiteliales corneales y
conjuntivales, incluidas las células caliciformes. El descenso en la sintesis
de mucinas por parte de éstas generara junto con la pérdida de la
homogeneidad epitelial una inestabilidad de la pelicula lagrimal,
perpetuandose de este modo la cascada lesiva a modo de circulo vicioso.
Los cambios anatomopatologicos inducidos por este circulo se traducen
en la metaplasia escamosa de los epitelios conjuntival y corneal.

Inicialmente, siempre y cuando la glandula lagrimal sea funcional, la
hiperosmolaridad puede ser compensada mediante el aumento de la
estimulacion refleja de la secrecion lagrimal. Sin embargo, una
estimulacién excesiva mantenida de forma crénica terminara resultando
en una disminucion de la secrecion, segun algunos autores por
inflamacion y agotamiento de la glandula lagrimal y segun otros, por una
disminucién de la sensibilidad corneal.
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La inestabilidad de la pelicula lagrimal puede actuar como el suceso
desencadenante en algunos subtipos de ojo seco, como la DGM. La
inestabilidad, representada por una ruptura prematura de la pelicula
lagrimal en el intervalo entre dos parpadeos, origina una sequedad e
hiperosmolaridad locales, lo que desemboca en la cascada inflamatoria
previamente comentada.
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Figura 5 Fisiopatologia del sindrome de ojo seco.

En el margen derecho de la figura podemos ver el ciclo fisiopatoldgico originado por la
inestabilidad e hiperosmolaridad de la pelicula lagrimal. Vemos cémo la hiperosmolaridad de la
ldgrima genera un dafio epitelial conjuntivo-corneal mediante la activacién de la inflamacién de
la superficie ocular. La lesidn epitelial a su vez estimula las terminaciones nerviosas, originando
sintomas de sequedad y provocando un incremento inicial de la secrecién refleja lagrimal que
termina, sin embargo, induciendo la inflamacidn de la glandula lagrimal con el consiguiente
descenso del flujo. Vemos asimismo, representados en cuadros de color naranja los principales
factores etioldgicos de ojo seco acuodeficiente y en verde, los de ojo seco evaporativo.

Diagnostico

El diagnostico de ojo seco se basa en la presencia de una serie de
sintomas y/o signos caracteristicos. A menudo existe una escasa
correlacion entre la severidad de ambos, siendo frecuente la presencia de
importantes sintomas con escasa afectacion de las pruebas diagndsticas
objetivas y viceversa'®'*,

1. Sintomas:

Los sintomas de ojo seco tienden a empeorar al final del dia y con la
exposicion a condiciones ambientales desfavorables (viento, uso de
ordenador, aire acondicionado, escasa humedad ambiental).
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Los sintomas mas asociados a la sequedad ocular son la sensacion
de arenillas, quemazon, sensacion de sequedad, fotofobia y vision
borrosa.

La cuantificacion de los mismos puede ser realizada mediante
cuestionarios, aungque estos no suelen emplearse en la préactica
clinica habitual.

Existe una gran variedad de cuestionarios. Algunos valoran
exclusivamente la frecuencia® o severidad'® de los sintomas,
mientras que otros, como el SIDEQ'®, tienen en cuenta ambos.
Otros test, como el OSDI'"® y el McMonnies'™ tienen en cuenta
también la presencia de factores de riesgo para el ojo seco y el
impacto de los sintomas sobre la funcion visual.

Principales pruebas diagndsticas para determinar los signos de
sequedad:

o] Biomicroscopia:

La exploracion biomicroscépica es esencial para detectar
signos asociados al 0jo seco como: anomalias palpebrales
(blefaritis anterior y la disfuncion de las glandulas de
meibomio), la reduccion del menisco lagrimal, la hiperemia
bulbar, irregularidades en la superficie corneal, etc

La DGM se diagnostica en la practica clinica por la presencia
de uno o mas de los siguientes signos: secrecion espumosa en
el parpado inferior, secreciéon densa o tapones de queratina a
nivel de las glandulas de meibomio, hiperemia del borde libre
con/sin irregularidad asociada de su contorno y vasos
telangiectasicos prominentes (marcas en cepillo) y la presencia
de chalazion u orzuelos.

o  Tiempo de rotura de la pelicula lagrimal (TBUT):

El TBUT es un marcador funcional de la estabilidad lagrimal.
Se determina instilando fluoresceina y observando con el filtro
azul el lapso entre el ultimo parpadeo y la aparicion de la
primera zona seca a nivel corneal.

El acortamiento del TBUT a un tiempo < 10 segundos es
indicativo de la inestabilidad de la pelicula lagrimal y es
caracteristico de la deficiencia mucinica y lipidica (como
sucede en la DGM) de la pelicula lagrimal.

0 Test de Schirmer:

El test de Schirmer es una de las mediciones mas extendidas
para la evaluacion de la produccién lagrimal.

Se realiza mediante la colocacion de una tira de papel de filtro
en el fondo de saco y la retirada del mismo tras 5 minutos. El
valor del test se corresponde con la medicion en mm de la zona
de la tira humedecida.

Existen tres variantes del test de Schirmer:
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Schirmer I. se realiza sin anestesia y por tanto determina la
secrecion lagrimal basal y refleja.

Existe una variante del mismo, conocida como test de Jones,
en el que se emplea anestesia, de modo que queda registrada
exclusivamente la secrecion basal. Es el método mas
empleado en la préactica clinica.

Schirmer II: se realiza sin anestesia y con la estimulacion de la
mucosa nhasal. Permite distinguir entre la alteraciéon de la
funcidn lagrimal secundaria a un mal funcionamiento de la
glandula lagrimal y la secundaria a una alteracion a nivel
corneal de la estimulacion nerviosa de la secrecion.

Schirmer lll: se realiza sin anestesia y con la exposicion a la luz
solar.

Se consideran valores normales del test de Schirmer los = 10
mm, siendo indicativos de ojo seco acuodeficiente valores
inferiores al mismo y de 0jo seco tipo Sjogren valores de <5
mm.

Tincién con fluoresceina:

La instilacion de fluoresceina permite poner de manifiesto las
erosiones epiteliales y la membrana basal expuesta, asi como
los filamentos de moco y otros detritus de la pelicula lagrimal.

Es caracteristica del ojo seco acuodeficiente una tincion
granular en la cornea central y de la disfuncion de glandulas de
meibomio, una tincion inferior de la cérnea.

Tincién con colorantes vitales:

El verde lisamina y el rosa de Bengala al 1% son
particularmente utiles para la evaluacion del ojo seco puesto
gue no solo tifien las células desvitalizadas y el moco, sino
también las células epiteliales que han perdido la capa de
proteccién mucinica.

La tincion con verde lisamina y rosa de Bengala es por tanto
mas sensible que la fluoresceina para mostrar los casos leves
0 precoces de queratoconjuntivitis seca. Existe un patron
especialmente caracteristico de o0jo seco acuodeficiente,
conocido como tincidn por exposicion, y que se define como la
tincion de las areas conjuntivales bulbar nasal y temporal a
modo de tridngulo con base limbar.

La DGM, por el contrario, produce una tincion en la conjuntiva
bulbar adyacente al margen palpebral inferior (tincion lineal).

Existen escalas que graddan la tincion de la superficie por
estos colorantes, como son la escala de Van Bijsterveld y el
esquema de Oxford. Puntuaciones = 4 en la escala de Van
Bijsterveld son indicativos de OSAD tipo Sjogren.

El verde lisamina presenta algunas ventajas sobre el rosa de
Bengala, como una menor toxicidad para la superficie,
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ausencia de fotosensibilizacion, ausencia de tincion de la
conjuntiva sana y ausencia de inhibicion del crecimiento virico,
por lo que su uso en la clinica es cada vez mas extendido.

o Citologia de impresion:

La citologia de impresion suele estar confinada al campo de la
investigacion mas que al diagnostico del sindrome seco en la
practica clinica.

Permite evaluar con precisién los cambios histolégicos que
ocurren a nivel de los epitelios corneal y conjuntival en
respuesta a la sequedad ocular.

o Medicion de la osmolaridad:

La hiperosmolaridad es un marcador comun a los distintos tipos
de ojo seco, siendo valores superiores a 312 mOsm/l
patolégicos.

No obstante, al igual que la citologia de impresion, la
osmolarimetria es una herramienta mas empleada en la
investigacion que en la clinica, al requerir para su realizacion
un instrumental no disponible habitualmente en la consulta.

2.6.4.2.5 Tratamiento

El tratamiento del ojo seco va destinado a la mejora de los sintomas y
confort ocular de los pacientes y a la devolucion de la superficie ocular y
la pelicula lagrimal a su estado fisioldgico.

Puesto que el ojo seco esta determinado por la alteracion cualitativa y /o
cuantitativa de la lagrima, la base del tratamiento es la sustitucion de
dicha lagrima deficitaria.

Existen para ello multitud de lagrimas artificiales en el mercado. No
obstante, la simplicidad de su composicion en comparacion con la de la
lagrima natural, las convierte, en su mayoria, en meros lubricantes
incapaces de remedar el resto de acciones de la lagrima, como la
metabdlica, defensiva y regeneradora de la superficie ocular.

La presencia en las lagrimas artificiales de agentes conservantes y
estabilizadores, hace que sean potencialmente toxicos para el epitelio
corneal y conjuntival. En la actualidad, dicha toxicidad ha sido
compensada en parte con el desarrollo de conservantes con un mayor
perfil de tolerancia y seguridad, como el clorito de sodio (Purite®) y el
polyquad. Asimismo, el empleo de soluciones monodosis, en cuya
formulacién se incluyen agentes estabilizadores, como el EDTA, en lugar
de conservantes, ha supuesto una notable mejora en el confort asociado
a su utilizacion.

En los casos leves de sequedad ocular, el efecto humectante de las
lagrimas artificiales puede resultar suficiente. Sin embargo, en los casos
de ojo seco mas severo es necesario reponer los componentes
esenciales de la lagrima, de lo contrario el mecanismo lesivo proseguira y
se retroalimentara, requiriéndose para su abordaje, por consiguiente, la
asociacion de multiples tratamientos.
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Dicho abordaje incluye medidas destinadas a fomentar la retencion
lagrimal (oclusién punctal, lentes de contacto, gafas con camaras de
humedad), la secrecién lagrimal (agonistas colinérgicos), farmacos
antiinflamatorios (corticoides y ciclosporina), farmacos antibacterianos y
reguladores de la secrecion lipidica meibomiana (tetraciclinas orales),
estrategias ambientales y dietéticas (suplementos de &cidos grasos
esenciales) y la administracion de sustitutos biolégicos de la lagrima
(suero autdlogo, autotransplante de glandulas salivales..).

En las tablas siguientes podemos ver la clasificacion del ojo seco en
funcién de su severidad y las estrategias terapéuticas sugeridas para

cada uno de los niveles de sequedad ocular *°.

Nivel de severidad del Nivel 3
ojo seco

Incomodidad, gravedad
y frecuencia

Sintormas visuales

Inyeccion conjuntival
Tincion canjuntival

Tincidn de la cérnea
{gravedad/ubicacion)

Signosde la cornea o las
lagrimas

Parpacos/glandulas
meibomiznas
TBUT (5cg)

Purtuacicn ce Schimer
(i Smin)

Modersdo episodico o
cranico, con estrés a sin
estrés

Leve y/o episodico,
ocurre bajo estres
ambiental

Ninguno o fatiga leve
episadica

Moleste y/o episadico
cen limitacénde
actividad

Ninguna o leve Ninguna o leve

Ninguna o leve Wariable

Ninguna o leve Variable

Ninguna o leve Detritusleve, J

menisce

DGM variablemente DGM variablemente
presente presente

Variable =10

Variable =10

Agudo frecuente o
constante sin estrés

Molesto crénico y/o con
lirmitacion constarte de
la actividad

+/-

Moderada c marcada

Central marcada

Querztitis filamentosa,
aglutinacion de mucus,
Tdet-itus lagrimal

Frecuente

IA
[

Tabla 9 Escala de la gravedad del sindrome de ojo seco.

Agudoy/o
discapacizantey
constante
Constznte y/o
posiblemante
discapacizante

+f+t
Marcada

Erosiones puntiformes
agudas

Queratitis filamentosa,
aglutinacionde mucus,
Tdetritus lagrimal,
ulceracion

Tricuizsis.
queratinizacion,
simblefaron

Inmediato

=2
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Nivel 1=
Educacion y modificaciones ambientales/alimentarias
Eliminacidn de medicaciones sistémicas lesivas
Sustitutos de |agrimas artificiales, geles/unglentos
Terapia de parpados

Mivel 2:

Silos tratamientos de nivel 1 son inadecuados, anadir:
Antiinflamatorios

Tetraciclinas (para meibomianitis, rosacea)

Tapones puntales

Secrelogogos
Gafas con camara de humedad

MNivel 3:

5i los tratamientos de nivel 2 son
inadec uados, anadir:

Suero

Lentes de contacto

Oclusion puntal permanenta

Nivel 4:

Silos tratamientos de nivel 3 son

inadecuadas, anadin

Agentes antiinflamatorios sistémicos
Cirugia (cirugia de parpado, tarsaorrafia;
transplante de membrana mucosa, glandula
salival, membrana amniotica)

Adaptado del DEWS 2007

Figura 6 Esquema de los tratamientos recomendados por el taller internacional de ojo seco
para cada uno de los niveles de severidad del ojo seco.

Recientemente, existe un creciente nimero de publicaciones en las que
se postula el empleo de los sustitutos biolégicos, concretamente el suero
autélogo, a partir de niveles de severidad inferiores al nivel 3 %%, La
base de ello se encuentra, por un lado, en la frecuente falta de correlacion
entre los sintomas y signos clinicos del sindrome seco y por otro lado, en
la capacidad demostrada del suero autdlogo para prevenir los cambios
inflamatorios y apoptéticos inducidos a nivel epitelial *°"
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3. MATERIALY
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3.1

DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio de investigacion clinica observacional descriptivo
prospectivo de tipo serie de casos realizado entre los afios 2006 y 2012,
en el Instituto Clinico Quirargico Oftalmoldgico (ICQO) en Bilbao, Espafia.

Este disefio de estudio es frecuentemente empleado en la investigacion
meédica, especialmente cuando se trata de valorar de forma inicial
hallazgos u observaciones obtenidas en la practica clinica. Ello se debe a
que los estudios de tipo serie de casos permiten, con un coste reducido,
generar preguntas e hipdltesis que servirAn como base a estudios
posteriores.
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3.2

3.2.1

SELECCION DE PACIENTES

Nuestro estudio fue aprobado por el Comité Etico del ICQO vy se siguieron
las recomendaciones de la Declaracion de Helsinki.

Todos los pacientes dieron su consentimiento por escrito previo a la
inclusién y tras haber sido informados acerca del tratamiento.

Seleccion de pacientes con 0jo seco

Se incluyeron en este grupo 106 pacientes del Instituto Clinico Quirurgico
de Oftalmologia de Bilbao afectos de sindrome de ojo seco que habian
presentado una respuesta escasa 0 nula a los tratamientos
convencionales aplicados previamente. Dicha falta de respuesta fue
considerada como la persistencia de sintomas, signos o ambos, que
motivaran la consulta oftalmologica.

Se excluydé a los pacientes menores de 18 afios de edad asi como a
aguellos en los que no se pudo realizar un seguimiento minimo de 3
meses, tiempo necesario para completar un ciclo de tratamiento. También
quedaron excluidos, siguiendo el antecedente de otros derivados
heméticos de dispensacion domiciliaria, como el suero autdlogo, los
pacientes afectos de las siguientes infecciones sistémicas: VIH, VHC,
VHB v sifilis.

La media de edad de dicho grupo fue de 59,5 + 14,4 afios y en cuanto a la
distribucion por sexos, el 91,51% eran mujeres (97 mujeres respecto a 9
hombres).

La clasificacion etiopatogénica de ojo seco de los pacientes reclutados
muestra que el grupo mas numeroso era el formado por los pacientes con
sindrome de ojo seco acuodeficiente tipo no Sjogren (OSAD no SS):
46,23% (49/106), seguido del mixto (disfuncion de glandulas de Meibomio
(DGM) + OSAD): 29,25% (31/106), sindrome de DGM: 15,09% (16/106) y
en ultimo lugar, el sindrome de Sjogren (OSAD SS): 9,43% (10/106).
Cabe destacar que 11 pacientes habian sido previamente intervenidos de
cirugia refractiva (10 LASIK y 1 queratotomia radial), contribuyendo ello a
agravar sus manifestaciones clinicas; 7 de ellos eran SOAD no S, 1
SOAD S secundario a artritis reumatoide , 3 mixtos y 1 era una DGM.

pag. 64



B Acuodeficiente no Sjogren
M Acuodeficiente Sjégren
Mixto

B DGM

Figura 7 Distribucion porcentual de la muestra segtin la etiopatogenia del ojo seco.

En cuanto a los tratamientos recibidos previamente, el 100% de los
pacientes habian empleado lagrimas artificiales convencionales
(incluyendo geles lubricantes), bien a modo de tratamiento Unico en el
16,98% (18/106) o bien combinado con otra medidas, como sucedia en la
mayoria de ellos (83,02%). Los tratamientos asociados a las LA,
ordenados por orden de frecuencia, fueron los siguientes: corticoides
tépicos (56,60%), higiene palpebral (42,45%), oclusién punctal (16,03%),
ciclosporina topica (10,37%), suero autélogo (8,49%), antibidticos orales
del grupo de las tetraciclinas (7,54%), procedimientos quirdrgicos de la
superficie ocular, como resecciones conjuntivales para la correcciéon de
conjuntivochalasis o queratoconjuntivitis limbica superior y TMA (7,54%),
antibioticos topicos (6,60%), complementos nutricionales (2,83%),
secretagogos (1,88%), pomada de vitamina A (1,88%), acetilcisteina
topica (1,88%), lente de contacto terapéutica (1,88%) y aceite de arbol de
té (1,88%).

En la tabla inmediatamente inferior podemos ver con detalle las
caracteristicas de la muestra a estudio.

1 59 M OSAD no SS LA+ C

2 85 M Mixto (DGM+OSAD no SS) | LA+ H+ C+ S+ OP

3 72 M DGM LA,+ H+ C+ 0ATB+ Cx
4 41 v Mixto (DGM+OSAD no SS) | LA

5 68 M OSAD SS 2% LA

6 49 M OSAD no SS LA+ C+ OP

7 31 M (L/'l"s'ﬁ(") (DGM+OSAD N0 SS) | | Ay o4 SA+H
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8 69 M DGM LA+H

9 46 M DGM LA+ H+ C+ 0ATB

10 69 M DGM LA+ C+ H+ 0ATB

11 63 M OSAD SS 2°™ LA+ C

12 53 M OSAD no SS LA+ C+ OP+ Cs+ SA+ VitA
13 60 M OSAD no SS LA+ C+ Cs

14 40 M OSAD no SS LA

15 40 \% OSAD no SS (LASIK) LA

16 72 M OSAD no SS LA+ C +H

17 57 M OSAD no SS LA+ SA

18 66 \% Mixto LA+ C+ H+ 0ATB

19 57 \% OSAD no SS LA+ C+ Cs+ OP+ N+ SA
20 60 M Mixto (DGM+ OSAD no SS) LA+H+ C+ Cs

21 64 M OSAD no SS LA+ C

22 64 M Mixto (DGM+OSAD no SS) LA+C+ Cs+ H+ Cx
23 77 M Mixto (DGM+OSAD no SS) | -2 * C+ OP+ VitA+ oATB+
o4 61 M OSAD SS 171 S+Lé;C+ AC+ LC+ OP+ SA+
25 58 M OSAD no SS LA

26 62 M OSAD no SS LA

27 60 M OSAD no SS (LASIK) LA+ C

28 87 M Mixto (DGM+OSAD no SS) LA+ H+ C+ SA+ vitA
29 58 M OSAD no SS (LASIK) LA+ C

30 62 Y, OSAD SS 2% (LASIK) LA+ C+ OP + SA

31 59 M OSAD no SS LA+ C+ OP+ N

32 76 M OSAD no SS LA+ OP+ SA

33 54 M Mixto (DGM+ OSAD no SS) LA+ C+H

34 55 M SSI\;leto (DGM + OSAD no LA+ H

35 45 M OSAD SS 2°™ LA+ C

36 77 M OSAD no SS LA

37 82 M OSAD no SS LA+ OP

38 50 M OSAD no SS LA

39 63 M OSAD no SS (LASIK) LA

40 55 M Mixto (DGM+ OSAD no SS) LA+ C+H

41 65 M OSAD no SS LA+ C+ OP+ SA

42 61 M OSAD no SS LA+ tATB

43 61 M OSAD no SS LA+ AH

44 89 M Mixto (DGM+ OSAD no SS) LA

45 73 M OSAD SS 1ario LA+ C

46 40 M Mixto (DGM+ OSAD no SS) LA+ OP+H

a7 96 M OSAD no SS LA+ C

48 61 M OSAD no SS LA+ C

49 78 M Mixto (DGM+OSAD no SS) LA+ Cs+H

50 61 M OSAD no SS LA+C+ Cs+ Cx
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51 79 M Mixto (DGM+ OSAD no SS) LA+ C+H
52 61 M Mixto (DGM+ OSAD no SS) LA+ H+ aT+ Cs
53 72 M Mixto (DGM+ OSAD no SS) LA+ H+aT+C
54 68 M OSAD no SS LA+ C+ Cx
55 50 M OSAD SS 1lario LA+ C+ Cx (TMA OD)
56 73 M OSAD no SS LA
57 47 Y DGM LA+ H+ tATB+ 0ATB
58 68 M OSAD SS 1°™ LA+ C+ N
59 71 M OSAD SS 1ario LA+ C+tATB
60 36 M OSAD no SS LA+ C
61 59 M OSAD no SS LA+ C+ AC
62 24 Y OSAD no SS (LASIK) LA+ AH
63 48 M OSAD no SS LA+ C+ OP+ Cx (TMA)
64 75 M OSAD no SS LA+ OP
65 52 M OSAD no SS LA+ C
66 54 M Mixto (DGM+OSAD no SS) LA+ C+ Cs+ H
67 73 M Mixto (DGM+ OSAD no SS) LA+ H
68 45 Y OSAD no SS LA
69 63 M DGM LA+ C+H
70 67 M DGM LA+ C+H
71 72 M DGM LA+ H
72 59 M 2arli\él)ixto (DGM+ OSAD SS LA
73 31 M DGM LA+ C+H
74 62 M OSAD no SS LA
75 70 M Mixto (DGM+OSAD no SS) LA+ H
76 85 M OSAD no SS LA
77 61 M Mixto (DGM+ OSAD no SS) LA+ C+ AH+ H
78 53 M OSAD no SS LA
79 37 M Mixto (DGM+ OSAD no SS) LA+ H

(Q.R)
80 61 M OSAD no SS LA+ C
81 58 M OSAD no SS LA+ C

+

82 38 M (LX'SI)I(E) (DGM+ OSAD no SS) LA+ H
83 59 M OSAD no SS LA
84 67 M OSAD no SS LA
85 58 M OSAD no SS LA+ C
86 58 M 2arIi\él)ixto (DGM+ OSAD SS LA+ H
87 47 M DGM (LASIK) LA+ H
88 22 M DGM LA+C+H
89 55 M SSI\;Iixto (DGM + OSAD no LA+ C+ H
90 54 M OSAD no SS (LASIK) LA+ C
91 37 M Mixto (DGM+ OSAD no SS) LA+ tATB+H
92 41 \% Mixto (DGM+ OSAD no SS) LA+ C+H
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93 36 M OSAD no SS LA+ C

94 28 M DGM LA+ C+tATB+ H
95 50 M OSAD no SS LA+ C

96 80 M Mixto (DGM+ OSAD no SS) LA+ H

97 71 M SS“;'iXtO (DGM+ OSAD no LA+ tATB+ H

98 69 M OSAD no SS LA+SA+ OP

99 71 M DGM LA+ C+ H+ Cx
100 68 M Mixto (DGM+ OSAD no SS) LA+ H+ C

101 62 M OSAD no SS LA+ C+ OP

102 36 M OSAD no SS (LASIK) LA+ OP

103 70 M DGM LA+ H+ C+ 0ATB
104 60 M OSAD SS 2% LA+ C+ Cs

105 67 M DGM LA+ AH+H

106 62 M DGM LA+ H+ C+ tATB+ 0ATB+ Cs

Tabla 10 Caracteristicas del grupo de ojo seco: edad, sexo, diagndstico y tratamientos previos recibidos.

En el desglose etiopatogénico podemos ver entre paréntesis los casos en los que coexistia una cirugia refractiva
previa LASIK o Q.R (queratotomia radial). Cabe destacar entre el grupo diagndstico de OSAD no SS, la existencia
de 2 enfermedades de injerto contra el huésped (pacientes n2 78 y n2 92) y 3 fibromialgias (pacientes n252, 81

y 99).

LA: lagrimas artificiales; H: higiene palpebral; C: corticoides topicos; Cs: ciclosporina; OP: oclusion punctal;
tATB: antibidticos tépicos; oATB: antibidticos orales (tetraciclinas); AC: acetilcisteina tépica; vitA: pomada de
vitamina A (acido trans-retinoico); S: secretagogos (pilocarpina oral); N: complementos nutricionales ricos en
acidos grasos omega-3; aT: aceite de arbol de té; AH: antihistaminicos tépicos; SA: suero autdélogo; Cx: cirugia
de la superficie ocular (conjuntivoplastias inferiores y/o superiores, salvo cuando especifica entre paréntesis);
TMA: transplante de membrana amnidtica.

3.2.2

Seleccion de pacientes con defectos epitelial  es persistentes (DEP)

Se incluyeron 51 pacientes (53 0jos) diagnosticados de defecto epitelial
persistente en el Instituto Clinico Quirurgico de Oftalmologia de Bilbao.

La edad media de los pacientes fue de 62,9+ 15,7 afios (rango de 29 a 90
afos). Un 69,81% (36/51) eran varones y un 30,19% (15/51) eran
mujeres.

La etiopatogenia de los defectos epiteliales era variada, correspondiendo
un 39,62% de los casos a DEP yatrogénicos tras cirugia ocular (21/53),
un 26,41% a ulceras neurotréficas no herpéticas (14/53), un 15,09 % a
Ulceras neurotréficas herpéticas (8/53), un 13,2% a DEPs de origen
traumatico (6/53) y un 7,54% DEPs de otras etiologias (2 casos de ojo
seco severo y 2 de toxicidad medicamentosa).

El grupo mas nutrido de DEPs corresponde a los DEPs secundarios a
procedimientos quirdrgicos oculares, entre los que destacan las
vitrectomias (13/21), aunque también la cirugia de catarata complicada
(4/21) o no (2/21) y queratoplastias (2/21).

Entre los DEPs neurotroficos no herpéticos: un 35,71% (5/14) a
descompensaciones endoteliales bullosas, un 28,57% (4/14)
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corresponden a anestesia corneal secundaria a la afectacion del nacleo
del nervio trigémino bien por ablacion o bien por un accidente
cerebrovascular, un 21,42% (3/14) en el que el origen de la alteracion
trofica se atribuyd a la diabetes, al no poderse encontrar en la anamnesis
ni exploracion ningun otro factor causal y 1 caso postLASIK.

B Neurotrdfica herpética

H Neurotréfica no herpética
Otros

W Traumatica

M Yatrogénica

Figura 8 Distribucion porcentual de la muestra segun la etiopatogenia del defecto epitelial
persistente.

Como unico criterio de inclusién se exigia presentar un defecto epitelial
persistente que no mejorase tras los tratamientos convencionales,
incluyendo entre éstos tanto tratamientos médicos (lagrimas artificiales,
esteroides topicos, antibioticos topicos y/o orales, antiviricos, lentes de
contacto terapéuticas, suero autdlogo, etc.), como tratamientos
quirargicos (transplante de membrana amniotica y cirugia palpebral).

Los criterios de exclusién fueron la presencia de una infeccién corneal
activa y los mismos que se aplican al empleo del suero autélogo, es decir,
la presencia de una de las siguientes infecciones sistémicas: VIH, VHC,
VHB vy sifilis.

El 94,23% de los pacientes incluidos en nuestro estudio (49/53) habia
recibido tratamiento previo, siendo el mas habitualmente empleado la
asociacion de antibiético y corticoide tépico, combinado o no con lagrimas
artificiales (36/53 6 67,93%). Ocho casos 8 (15,09%) habian sido también
tratados con lentes de contacto terapéuticas y otros 5 (9,43%) con
agentes antiviricos topicos, concretamente antiherpéticos. Cabe destacar
que 9 casos (16,98%) habian recibido tratamiento sin éxito con suero
autdlogo al 20%. En 10 casos (19,23%) habia sido necesario un
tratamiento quirdrgico ademas del médico. Los procedimientos quirdrgicos
realizados incluian la tarsorrafia lateral, el transplante de membrana
amnidtica y la pexia lateral del parpado inferior.

En la siguiente tabla podemos ver las caracteristicas del grupo de DEP en
cuanto a edad, sexo, diagndstico y tratamientos recibidos con anterioridad
al tratamiento con PRGF.
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1 33 \% Neurotréfico no herpético tATB+ C+ Cx palpebral
2 53 M See;z asociado a 0jo seco {tATB+ C+ 0ATB

3 53 M seeeErE asociado a 0jo seco {ATB+ C+ OATB

4 88 V Yatrogénico tATB+ C

5 a7 \% Traumatico tATB+ C+ SA+ Cx (TMA)
6 69 Y, Neurotréfico no herpético No

7 60 \% Neurotréfico no herpético No

8 60 Y, Neurotréfico no herpético No

9 60 M Yatrogénico tATB+ C+ tAV

10 68 \ Neurotroéfico herpético tAV+LA

11 68 Vv Neurotréfico herpético X

12 55 \ Traumatico tATB+ C+ Cp+ LA

13 45 \% Yatrogénico tATB+ C+ Cp+ LA

14 40 \ Yatrogénico tATB+ C+ Cp+ LA

15 83 \% Neurotréfico no herpético tAV+ Cx palpebral

16 60 \ Traumatico pel_g;?r (b Sl
17 84 M Neurotréfico no herpético LA+ SA

18 61 \ Yatrogénico LA+ tATB+ C+ SA

19 64 M Neurotréfico herpético LC+ C+ tATB+ Cp+ Cx (TMA)
20 73 M mgj'izczrﬁ’]%rntt%’;';'dad SA+ LA+ 0ATB+ C

21 66 \% Neurotréfico herpético tATB+LC

22 29 M Neurotréfico herpético tATB+ tAV

23 67 \% Yatrogénico C+tATB

24 80 V Yatrogénico C+ tATB+ LA

25 45 \% Neurotréfico no herpético LA

26 42 \ Neurotréfico no herpético LA

27 35 Y, Traumatico LA+ tATB+ C

28 61 \Y Neurotréfico no herpético LA+ Cx (TMA)

o | m | ow | DRl | uwe

30 57 V Yatrogénico LA+ tATB+ Cp+ C

31 72 M Yatrogénico C+tATB

32 72 V Neurotréfico no herpético C+ tATB+ SA+ LC

33 79 \% Neurotréfico herpético LC+ LA+ tATB

34 50 M Neurotréfico no herpético LC+tATB+ C

35 60 M Neurotréfico herpético tAV+ tATB+ C+ Cp

36 81 M Yatrogénico tATB+ C+ Cx (TMA)
37 86 M Neurotréfico no herpético tATB

38 59 Vv Traumético LA+ 0ATB+ LC
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39 88 M Neurotréfico no herpético tATB+ LA

40 33 Y Traumético colr_lﬁ;n?; dgi( (U s
41 83 \% Yatrogénico LA+LC+ C+ LC+ Cx (TMA)
42 75 M Yatrogénico LA+ LC+ C+ATB

43 46 Y Yatrogénico LA+ C

44 90 M Neurotréfico no herpético LA+ C+tATB

45 43 Y Yatrogénico LA+C+ tATB

46 64 \% Yatrogénico LA+ C+tATB

47 80 Y Yatrogénico (TII\_/IAA; C+ tATB+ 0ATB+ Cx
48 60 Y Yatrogénico LA+ C+ tATB

49 65 \% Yatrogénico LA+ C+tATB

50 74 \% Yatrogénico LA+ C+tATB

51 57 Y Neurotréfico herpético LA+ tAV+ 0AV

52 72 \% Yatrogénico C+tATB+ LA+ LC

53 58 Vv Yatrogénico C+tATB+ LA+ LC

Tabla 11 Caracteristicas del grupo DEP: edad, sexo, diagndstico y tratamientos previos recibidos.

Cabe destacar entre el grupo diagndstico de DEP yatrogénico los DEPs secundarios a una o varias vitrectomias
(pacientes n24,13,14,30,41,42,43,45,48,49,50,52 y 53) y en el grupo neurotréfico no herpético los secundarios
a la afectacion del nucleo trigémino ( pacientes n2 1,6,7 y 17) y descompensacion endotelial bullosa ( pacientes
n? 25,26,28 y 39).

LA: lagrimas artificiales; C: corticoides topicos; Cp: ciclopléjico; tATB: antibidticos topicos; oATB: antibidticos
orales (tetraciclinas); tAV: antiviricos tépicos; oAV: antiviricos orales; LC: lente de contacto terapéutica; SA:
suero autdlogo; Cx: cirugia; TMA: transplante de membrana amnidtica.

3.3

3.3.1

3.3.1.1

PARAMETROS DE EVALUACION CLINICA.

Grupo de ojo seco

Todos los parametros que siguen a continuacion fueron evaluados en una
primera visita, previa al inicio del tratamiento con PRGF y en una segunda
visita al cabo de 3 meses, tiempo necesario para completar un primer
ciclo de tratamiento.

Sintomas.

Registramos la mejoria de los sintomas tras un primer ciclo de PRGF,
bien pidiéndole al paciente que calificara su mejoria en leve, moderada,
importante o nula o bien mediante la diferencia en la puntuacién obtenida
via cuestionario, pre y post-tratamiento. En este ultimo caso, se considerd
mejoria leve una reduccion de la puntuacion inferior al 25%; moderada,
entre el 25-50% e importante, superior al 50%.

Como cuestionario escogimos una version modificada del SIDEQ (Single-
Item Score Dry Eye Questionnaire)'® que gradua la frecuencia e impacto
en la calidad de vida del paciente de los siguientes 8 sintomas: sequedad,
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sensacion de cuerpo extrafo, enrojecimiento, quemazon, picor, cansancio
ocular, pesadez de parpados y fotofobia, puntuandolos de 0 a 4, siendo:

0= ausencia del sintoma.
1= sintoma poco frecuente.

N
I

relativamente frecuente pero no le molesta.

3= frecuente y le molesta pero no interfiere con sus actividades
diarias.

4= frecuente e interfiere con sus actividades diarias.

siNTows runuoo

Enrojecimiento

Sensacion de cuerpo extrafio 0-4
Quermazon 0-4
Picor 0-4
Sequzadad 0-4
Cansancio ocular 0-4
Pesadez de parpados 0-4
Fotofobia 0-4

*(La puntuacion de 0 a 4 se corresponde con: (= ausencia del
sintoma, 1= poco frecuente, 2= frecuente pero no le molesta, 3=
frecuentey le molesta pero no interfiere en sus actividades diarias v
4= frecuente e interfiere en sus actividades diarias)

Tabla 12 Cuestionario SIDEQ modificado.

Como vemos, la puntuacion segun este cuestionario oscila entre 0 y 32
puntos, siendo considerados sintomas leves los valores entre 0 y 10;
sintomas moderados, entre 11 y 21 y sintomas severos, entre 22 y 32.

Las modificaciones realizadas sobre el SIDEQ original corresponden a la
sustitucion de los items originales: “otros”, “dolor” y “visidon borrosa” por:
cansancio ocular, enrojecimiento y pesadez de parpados.

En un principio se realiz6 también el test de OSDI (Ocular Surface
Disease Index), ampliamente empleado para el seguimiento de los
pacientes no solo en investigacion sino también en el entorno asistencial,
pero se dej6 de emplear debido a la imposibilidad de gran parte de
nuestra poblacidn a estudio para contestar algunas de sus preguntas,
como p.ej. las referentes al impacto de la sequedad ocular en la
conduccion nocturna.

Para asegurar una correcta comprension de la prueba, se realizé en la
primera visita una lectura del cuestionario conjunta con el paciente.

No se tuvieron en cuenta en este estudio los datos de mejoria de
sintomas posteriores a la visita de los 3 meses, a fin de garantizar la
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3.3.1.2

uniformidad de resultados entre los pacientes que sélo recibieron un pulso
de PRGF y los que recibieron varios o siguieron con él de modo
ininterrumpido.

Tincién verde lisamina

La tincion con verde lisamina la realizamos al inicio de la exploracion
biomicroscopica, y previamente a la tincion con fluoresceina y otras
exploraciones invasivas de la superficie ocular, como estesiometria,
osmolarimetria, etc. Para ello, empleamos una gota de colirio de colorante
verde lisamina al 1% (férmula magistral obtenida de la dilucion del verde
lisamina con suero fisiolégico).

La capacidad de tincion del verde de lisamina en forma de solucion es
muy superior a la que se obtiene con las tiras impregnadas del mismo, y
tiene ademas la ventaja afiadida, debido a su escaso potencial irritativo,
de no necesitar el uso de anestésico para su realizaciéon, evitando asi que
la toxicidad del mismo o de la mera disposicion de las tiras contra la
conjuntiva, puedan alterar el resultado de la prueba.

Para evaluar los resultados de la tincién utilizamos la escala de Van
Bijsterveld, que gradua del 0 al 3 la intensidad de la tincion de tres
segmentos de la superficie ocular expuesta: la cornea, la conjuntiva nasal
y la conjuntiva temporal.

El resultado de la prueba, valor numeérico entre el 0 y el 9, representa la
suma de la puntuacion obtenida en cada uno de esos tres segmentos.

Para el andlisis del grado de tincién de verde lisamina previo y posterior al
tratamiento con PRGF se tuvo en cuenta, para cada paciente, el 0jo con
mayor puntuacion, siguiendo la pauta establecida por otros grupos'***,
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3.3.1.3

3.3.14

Adaptado de Tear Fim & Ocular Surface Society (2004)

Figura 9 Escala de Van Bijsterveld para la graduacion de la tincion de la superficie ocular con
verde lisamina/Rosa de bengala.

La puntuacidn por cada sector varia entre 0y 3, correspondiendo 0 a la ausencia de tincion;
1= puntos de tincidn escasos y separados entre si, 2= puntos de tincién numerosos y
separados entre si y 3= puntos numerosos y confluentes.

Test de Schirmer

Realizamos el test de Schirmer con anestesia, también conocido como
test de Jones, mediante la instilacién de 1 gota de colirio de fluoresceina
sddica al 0,25% y oxibuprocaina hidrocloruro al 0,4% (Colircusi Fluotest®,
Alcon, Espafa).

Transcurridos unos minutos de la instilacion, para permitir que el volumen
lagrimal retornase a sus valores basales, colocamos unas tiras de papel
de filtro graduadas (Schirmer plus®, Gecis, Francia) en la unién entre el
tercio externo y los dos tercios internos del parpado inferior.

Las tiras se retiraron al cabo de 5 minutos, anotandose el valor en mm de
la porcién humectada por cada ojo.

Durante el periodo que mantuvimos la tira en el parpado, se pidio al
paciente que mantuviese los ojos abiertos y parpadease con normalidad,
con la mirada dirigida hacia delante.

Se considerd que el ojo seco era acuodeficiente cuando los valores del
test de Schirmer con anestesia eran inferiores a 10mm.

De cara a la cuantificacion de la produccion lagrimal por cada paciente,
tuvimos en cuenta los resultados del ojo con menor puntuacién en el test
de Schirmer'®*°,

Citologia de impresion.

Efectuamos una citologia de impresion a 22 sujetos del grupo de ojo seco
escogidos al azar.
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Para obtener la muestra se instilé una gota de la mezcla de tetracaina
clorohidrato al 0,1% y oxibuprocaina clorhidrato al 0,4% (Colircusi
Anestésico Doble®, Alcon, Espafa) y se depositaron 4 pequefos
fragmentos de papel de filtro (Millipore,HAWP304 de 5x5 mm, Millipore
Corporation®,Billerica,MA) sobre cada uno de los cuatro cuadrantes de la
conjuntiva ( superior, inferior, nasal y temporal) haciendo una ligera
presion durante unos 3 segundos.

Las tiras de papel con las muestras se fijaron en etanol absoluto y se
tifieron siguiendo el protocolo descrito previamente por Rivas et al."*, que
consta de los siguientes pasos:

o] Lavado con agua destilada (5 min).
Acido periodico al 1% (10 min).
Lavado con agua destilada (5 min).
Reactivo de Schiff puro (tapado) (3 min).
Lavado en agua corriente (2 min).
Hematoxilina de Harris (5 min).
Lavado en agua corriente (5 min).
Etanol de 50° (5 min).

Etanol de 96° (5 min).

Etanol de 96° (5 min).

Etanol de 100° (5 min).

Etanol de 100° (5 min).

Xilol (7 min).

Todo el proceso se realizé en placas de 24 pocillos, excepto el paso del
Xilol, que requiere el empleo de envases de cristal. Tras este ultimo paso,
se montaron las muestras en los portas y se tomaron fotografias a 200
aumentos de las distintas zonas de la superficie ocular.

O O O O O O O o o o o o

Aunque el proceso de metaplasia escamosa es continuo, ha sido dividido
en distintos grados para una mejor comprension. Esta graduacion esta
basada en los siguientes cambios celulares:

o La disminucion de la densidad de las células caliciformes.

o] El aumento del tamafio y alargamiento anormal de las células
epiteliales no secretoras.

Los cambios metacromaticos en la tincién del citoplasma.
La separacion intercelular.
Los cambios morfolégicos del nucleo.

o O O O

El incremento en la relacién nucleo-citoplasma (N:C) de las
células epiteliales.

o0 La aparicion de queratinizacion.
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Segun la presencia e intensidad de los cambios mencionados, y siguiendo
el criterio propuesto por Oroza'?, describimos la metaplasia escamosa de
las muestras de citologia de impresion mediante una escala de cuatro
grados, ademas de un grado normal. Dicha graduacion coincide con la
graduacién clinica propuesta por Murube'®. Asi, el grado 0 es
considerado normal; el grado 1, ligeramente alterado; el grado 2,
medianamente alterado; el 3, severamente alterado y el 4, completamente
degenerado y queratinizado.

En la siguiente tabla podemos ver la descripcion de las alteraciones
celulares correspondientes a cada uno de los grados.

GRADO DE METAPLASIAESCAMOSA | CAMBIOS EN LAS CELULAS CONJUNTIVALES

GRADOD C. epiteliales pequefasy redondas,
completamente unidas entre ellas. Nucleo s
grandes, N:C de 1:2.
C. caliciformes abundantes.

GRADO1 C. epiteliales ligeramente mayoresy mas
poligonales, con ligeros espacios intercelulares.
Nucleos grandes. N:C de 1:3.
< namero de c. caliciformes.

GRADO 2 C. epiteliales mayores y bastante poligonales,
con moderados espacios intercelulares entre
ellas. Nucleo s normales. N:Cde 1 :5.
C. caliciformes muy disminuidas.

GRADO 3 C. epiteliales mayores y muy polimorfas, muy
separadas entre si.
MNucleos pequefios. N:C de 1:10.
C. caliciformes francamente disminuidas.

GRADO 4 C. epiteliales muy grandes y siempre aisladas.
Citoplasma completamente queratinizado.
Nucleos liticos o ausentes. N:C =20.
C. caliciformes dificiles de encontrar,

Tabla 13 Graduacidn de la metaplasia escamosa de la superficie ocular junto con los cambios en
las células epiteliales conjuntivales correspondientes. (Oroza 2000)

C: células; N:C: relacidn nucleo-citoplasma.

A fin de evitar sesgos de medicion, la interpretacion de las muestras de
citologia de impresion fue realizada por dos profesionales independientes
que desconocian la exploracién clinica, anamnesis y evolucion de los
sujetos a estudio.

A efectos de analisis del grado de metaplasia escamosa de la muestra a
estudio, en los casos en que existia una discordancia entre ambos ojos,
se tuvo en cuenta el ojo con mayor puntuacion en la citologia de
impresion.
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3.3.1.5

3.3.2

3.3.21

3.3.2.2

3.3.2.3

3.3.24

Parametros relacionados con la dispensacion del PRGF

Registramos la tolerancia del tratamiento graduandola en buena, mala o
regular, asi como la incidencia de posibles efectos adversos asociados a
la administraciéon del PRGF, prestando especial atencién a la aparicion
de: irritacion local (aumento de la hiperemia), infeccion, infiltrados
corneales y neovascularizacién corneal.

La duracion del tratamiento y la necesidad de retratamiento fueron
también evaluados.

Grupo de defectos epiteliales persistentes

Tiempo hasta la cicatrizacion.

Medimos el tiempo transcurrido desde el inicio del tratamiento y la
completa epitelizacion del defecto, registrando dicha medicion en
semanas.

Sensibilidad corneal.

Para la medicion de la sensibilidad corneal empleamos una hebra de
algoddn procedente del deshilachado manual de una torunda de algodén
o de una gasa.

Se valor6 el grado de sensibilidad resultante del contacto corneal con la
misma en ambos o0jos, anotando el resultado en términos de estesia
comparativa entre el ojo del defecto epitelial y el adelfo del siguiente
modo: estesia normal, cuando no se hallaban diferencias apreciables
entre ambos 0jos; hipoestesia, cuando el ojo del defecto presentaba cierta
sensibilidad pero ésta era menor a la observada en el ojo adelfo y
anestesia, cuando la sensibilidad en el ojo del defecto era nula.

Necesidad de tratamientos asociados.

En los casos en los que lo permitian el diagndstico y evolucion de los
DEPs se emple6 el PRGF como tratamiento Unico.

No obstante, se establecid, como consideracién previa al inicio del
estudio, que la aplicacion del PRGF no debiera en ningun caso ser
impedimento para la aplicacion de otros tratamientos (ej; tarsorrafia,
oclusion punctal, tetraciclinas orales, antibioticos  tdpicos,
antiinflamatorios, etc.) si éstos eran considerados necesarios.

Ademas, se incluyé en el protocolo de tratamiento la posibilidad de llevar
a cabo un transplante de membrana amnidtica siempre que tras cumplirse
quince dias de tratamiento con PRGF no se objetivase una mejoria de la
Ulcera o en cualquier momento de la evolucion si ocurria un deterioro de
los signos clinicos.

Parametros relacionados con la dispensacion del PRGF.

Recogimos, al igual que en el grupo de ojo seco, si la tolerancia al
tratamiento era buena, regular o mala.

pag. 77



3.4

3.4.1

3.4.2

En cuanto a los efectos adversos, solapables a los del grupo de ojo seco,
prestamos por afiadidura especial atencion a la aparicion de haze o
fibrosis corneal asi como a la aparicion o aumento de neovascularizacion.

PROTOCOLO PARA LA ELABORACION DEL PRGF

Preparacion del paciente

Es conveniente que el paciente acuda en ayuno relativo, es decir
habiendo hecho un desayuno ligero y habiendo evitado una dieta rica en
grasas el dia anterior. Ello es importante para evitar que la grasa se

acumule en el plasma e interfiera en la funcionalidad de las plaquetas.'**
115 116

Asi mismo, se deben suspender las medicaciones antiagregantes 3 dias
antes de la extraccion.

Material requerido

Todo el material necesario para la obtencién del PRGF esta disponible en
el mercado bajo el nombre Equipo PRGF System IV®, que se compone
de:

1 Centrifuga (microcentrifuga BTI PRGF system®).

1 Campana de flujo laminar (imprescindible para garantizar la
esterilidad durante todo el procedimiento).

1 Horno Plasmatherm-H (opcional)
Kit PRGF® monouso, en el que a su vez se incluyen:

0 Tubos de 5ml y 9ml con una solucion de citrato sédico al 3,8% como
anticoagulante para la extraccién de la sangre.

o] Tubos de 4mly 9 ml para el fraccionamiento del plasma

o] Varias unidades del BTI Plasma Transfer Device® (PTD), pipeta
disefiada para la aspiracion de las distintas fracciones del plasma.

o] Ampollas de PRGF® Activator (cloruro calcico)
o] Agujas de distintos calibres.

A fecha de realizacibn de este trabajo, disponiamos de 3 Kits
comercializados: el kit PRGF® Dental (kit KMU 15), el Traumatologico (kit
KMU 9) y el Dermatologico-Estético (kit KMU 10).

Al no tener disponible, por tanto, un kit PRGF® especifico para
Oftalmologia, empleamos para nuestro estudio el traumatolégico,
realizando las modificaciones pertinentes para el uso que pretendiamos
darle, como veremos mas adelante.
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3.4.3

Figura 10 Kit monouso Traumatoldgico.

De izquierda a derecha vemos, los tubos de extraccidn, junto al material necesario para la misma,
las ampollas del PRGF® activator, los tubos de fragmentacién del plasma, y finalmente el PTD.

Recogida de la muestra y centrifugacion

Se extrae una muestra de sangre venosa (generalmente entre 30 y 60 ml,
dependiendo del uso que se le vaya a dar) utilizando para ello los tubos
estériles de 5ml 6 9ml con anticoagulante (0’5 ml de citrato sodico al
3'8%).

Los tubos deben ser invertidos entonces cuidadosamente en varias
ocasiones para conseguir la correcta mezcla entre el anticoagulante y la
sangre.

A continuacion se introducen los tubos en la centrifuga de manera
simétrica para que el rotor esté convenientemente equilibrado, de modo
gue cuando el nimero de tubos de sangre sea impar, se colocara un tubo
con un volumen equivalente de agua para que sirva de contrapeso.

Los parametros de centrifugacion son: 460g durante 8 minutos en el caso
de tratarse de tubos de 5ml y 580g durante 8 minutos para los de 9ml. El
proceso se lleva a cabo a temperatura ambiente.

Tras el proceso de centrifugacion, la sangre se separard en tres
componentes:

El plasma rico en factores de crecimiento o whole plasma (WP) (color
amarillo), que a su vez se divide en tres fracciones (F1, F2 y F3) con
concentracion creciente de plaquetas hasta la F3.

La serie blanca o buffy coat (color blanco), inmediatamente inferior.
La serie roja (color rojo) o hematies, en la parte inferior del tubo.
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Figura 11 Separacion de la muestra sanguinea en sus tres componentes.

El plasma rico en factores de crecimiento o whole plasma se corresponde con la columna
amarilla. En la imagen podemos ver los volimenes que se obtendrdn de cada fraccidn del
mismo para un tubo de 5ml.

Si en lugar de obtener un plasma de la tipica coloracion amarillenta
translicida nos encontramos con un plasma rosaceo o rojizo, ello nos
esté indicando que se ha producido un proceso de hemdlisis.

La hemodlisis puede ser consecuencia de una venopuncion traumatica o
de un manejo poco cuidadoso de la muestra, como puede ser, por
ejemplo, el hecho de agitar muy enérgicamente los tubos tras la
extraccion e invalida el proceso de obtencion del PRGF, por lo que
deberan desecharse los tubos en los que se haya producido.
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3.4.4

Adaptado de Anitua E (2008)
Figura 12 Tubos con coloracién amarillenta traslucida tipica (a la izquierda) y tubos rojos
(a la derecha) en los que se observa hemdlisis.

Fraccionamiento del plasma

Antes de iniciar el fraccionamiento del plasma se ha de proceder a la
medicion del volumen total del plasma (WP) obtenido y que puede ser
variable, en relacion inversa al hematocrito del paciente.

Se procede entonces al aspirado de cada una de las fracciones del
plasma mediante un cuidadoso pipeteado con el PTD, tras insertar en su
parte posterior un tubo de fraccionamiento.

Se comienza aspirando la fraccién 1 de cada uno de los tubos, hasta que
quede aproximadamente 1ml (para tubos de 5ml) o 2ml (para tubos de
9ml) por encima de la serie blanca. Se repetira el proceso con las dos
fracciones restantes aunque en este caso los voliumenes seran de 0,5 ml
(para tubos de 5ml) y 1 ml (para tubos de 9ml).
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3.4.5

Fraccion .1 (F1) Fraccion .2 (F2) Fraccion .3

WED 2 TUED e

Figura 13 Procedimiento de aspiracion de la F2 del plasma correspondiente a dos tubos
(tubos 1y 2) y disposicidn de la misma en un tnico tubo de fragmentacion.

En la imagen podemos ver la fragmentacion de la F1, completada de un modo previo,
mientras que la de la F3 aun esta pendiente.

Activacion del plasma

Tras seleccionar la fraccion del plasma que vayamos a utilizar,
procederemos a su activacion mediante la adicion del PRGF® Activator,
a razon de 50 pl por cada ml de plasma contenido en el tubo.

Pasados entre 5 y 10 minutos de la activacion del plasma, se formara el
coagulo. Este tiempo puede variar en funcion del nimero de plaquetas del
paciente, con el que mantiene una relacion inversa. Asi mismo, también
estara condicionado por cual sea la fracciéon originaria, asi el tiempo sera
algo mayor para la F1 (entre 6 y 10 minutos), que para la F2 y F3 (entre 5
y 8 minutos).

Podemos acortar el proceso de formacién del coagulo si antes de activar
el plasma equilibramos la temperatura del mismo con la temperatura
corporal. Para ello, disponemos del horno Plasmatherm-H disefado para
mantener las distintas fracciones del plasma a 37+1°C.

El coagulo resultante ira liberando los factores de crecimiento en él
contenidos a medida que se vaya produciendo su retraccion.
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3.4.6

Adaptado de Anitua E (2008)
Figura 14 Imagenes correspondientes al coagulo del PRGF activado.

Vemos como el coagulo de la imagen de la izquierda estd mas retraido que el de la derecha.
Asi mismo, podemos ver el sobrenadante resultante de su retraccion.

Todos los procedimientos anteriormente descritos deben ser llevados a
cabo bajo condiciones de esterilidad, trabajando en el interior de una
campana de flujo laminar.

Adaptacion de la tecnologia PRGF al &mbito of  talmoldgico

Puesto que no existian antecedentes del empleo del PRGF en
Oftalmologia, adecuamos el método PRGF® para su utilizacion a modo
de colirio, presentacion con una mayor versatilidad terapéutica en nuestra
especialidad y que se adapta bien al tratamiento tanto de los DEPs como
del ojo seco.

Para ello, una vez extraida y centrifugada la muestra sanguinea, en
nuestro caso entre 30 y 60ml en tubos de 5 y 9ml, respectivamente,
seguimos los siguientes pasos especificos:

En primer lugar, nosotros recogemos el Whole Plasma y no
exclusivamente la F3 (fraccion més rica en factores de crecimiento), como
se hace en otras especialidades médicas.

Ello responde a motivos de eficiencia ya que la cantidad de F3 obtenida
por extraccion resulta escasa cuando lo que precisamos es aplicarla de
modo frecuente y prolongado en el tiempo en lugar de en una Unica
aplicacion intraquirudrgica.

Dicha variacion eminentemente practica no va en detrimento de la calidad
del producto final, como avalan estudios realizados recientemente y en
los que no se hallan diferencias entre el W.P y la F3 en cuanto a la
concentracion de factores de crecimiento y la capacidad de proliferacion y
migracion de los queratocitos y fibroblastos conjuntivales.

Seguidamente, procedemos a la activacion de la suma de los W.P del
total de tubos de fraccionamiento con el PRGF activator®.

pag. 83



3.4.7

Puesto que en nuestro caso el objetivo no es la implantacion del coagulo
resultante, para que éste actie de reservorio y vaya liberando
paulatinamente los distintos factores en el tejido diana, sino la utilizacion
del plasma en forma liquida, esperaremos, tras la adicion del PRGF
activator® un tiempo de 2-3h (variable en funcion del numero de
plaquetas del paciente). Este es el tiempo necesario para que el coagulo
se retraiga al maximo y libere los mediadores en él contenidos al
sobrenadante, que es lo que nosotros recogeremos.

Dicho proceso es acelerado mediante un bloque térmico (Horno Plasma-
Therm H) que calentara los tubos a 37°C, reduciéndose a la mitad el
tiempo de espera.

En siguiente lugar, siendo necesaria una dispensacion domiciliaria,
tuvimos que establecer unas pautas de conservacion y administracion no
contempladas hasta la fecha en el método PRGF®. Asi pues, seguimos
las mismas normas que regulan el tratamiento con suero autdlogo y que
cuentan con el respaldo de una dilatada investigacion y experiencia
clinica.

Asi pues, instruimos a los pacientes para mantener los botes de PRGF a -
20°C por un maximo de 3 meses, exceptuando el frasco en uso, que debe
mantenerse a 4°C por un maximo de 5-7 dias.

Concentracion

Atendiendo también a los antecedentes de las concentraciones de suero
autdlogo empleadas para los dos grupos de patologias oculares objeto de
nuestro estudio, decidimos diluir el sobrenadante con una solucion salina
balanceada (BSS®, Alcon, Espafia).

En el grupo de ojo seco diluimos el W.P hasta alcanzar una concentracion
del 20%.

En el caso de los defectos epiteliales persistentes, en los que prima la
rapida reparacion corneal, aplicamos una concentracion de PRGF del
50%, como sugieren las publicaciones mas recientes del empleo del
suero autélogo para el tratamiento de Glceras tréficas!'® *°

Ademas, en un subgrupo de 12 pacientes con 0jo seco y 14 DEPs, es
decir el 11,32% vy el 26,82% de la muestra respectivamente, utilizamos el
PRGF® sin diluir. Dicho subgrupo fue elegido en base a la fecha de
consulta, tratdndose de los Ultimos casos reclutados y una vez
comprobada la seguridad y tolerancia del PRGF® liquido activado a
concentraciones inferiores. Sirvieron de apoyo para tomar dicha decision
por un lado, varios estudios sobre los niveles de TGFbl presente en el
WP y la ausencia de estimulacion de fibrosis secundaria al mismo **y por
otro lado, publicaciones del uso del S.A al 100%."*°

El PRGF resultante se transfiere finalmente a frascos de colirio estériles
de 5ml etiquetados a nombre del paciente y con la advertencia de la
imposibilidad de ser empleados por otra persona.
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3.4.8 Posologia

Establecimos una pauta de administracion estandar en el ojo seco de 1
gota cada 6h.

En los defectos epiteliales persistentes tratados con PRGF al 50% la
pauta fue de 1 gota cada 2 horas los primeros 2 dias y de 1 gota cada
1/4h hasta cumplir la semana, con un descenso posterior paulatino en
funcién de la evolucion.

Para los pacientes tratados con PRGF al 100% establecimos una pauta
constante de una gota cada 12h.

Figura 15 Proceso de elaboracion del colirio de PRGF.

1) Obtencion de la muestra de sangre por venopuncion.

2) Centrifugacién a 460g durante 8 minutos.

3) Muestra separada en sus tres componentes tras la centrifugacion.

4) Recogida del WP o PRGF.

5y 6) Se activa el PRGF con el PRGF activator®.

7) Bloque térmico utilizado para acelerar la coagulacién del PRGF (opcional).
8) Retirada del codgulo de fibrina.

9) Recogida del sobrenadante y almacenamiento, una vez diluido, en frascos de colirio
estériles de 5ml.
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3.5

3.5.1

3.5.2

3.5.3

CARACTERIZACION DEL PRGF

PH

Para realizar las mediciones de pH se utilizaron tiras Panreac® con una
escala de colores (Panreac SLu, Barcelona, Espafia). Dichas tiras
constan de wunas sustancias llamadas indicadores, que varian
reversiblemente de color en funcion del pH del medio en el que se
disuelvan.

La determinacion de pH fue realizada en 60 muestras de PRGF obtenidas
a partir de pacientes incluidos en el estudio asi como de otros tratados en
nuestro centro pero no pertenecientes a la poblacidn del estudio.

Osmolaridad

Se midié la osmolaridad mediante el Tear Lab Osmolarity System®
(OcuSense, Inc, CA, USA) en 60 pacientes, sOlo parte de los cuales
pertenecian a la poblacién analizada en este estudio.

Factores de crecimiento y albumina.

A fin de caracterizar el preparado de PRGF en cuanto a su compaosicion
de factores de crecimiento, se cuantificaron las concentraciones de EGF,
FGF, HGF, PDGF, VEGF, TGF-B1 y albumina, en un pool de 68 pacientes
del ICQO, parte de los cuales no estaban incluidos en el presente estudio.

Las concentraciones de los factores de crecimiento EGF, FGF, HGF,
VEGF y PDGF, se cuantificaron mediante la técnica colorimétrica ELISA.
Para ello, se emplearon los kits comerciales Quantikine colorimetric
sandwich ELISA kits® suministrados por R&D, Minneapolis, USA.

Estos kits comerciales se basan en el método llamado de sandwich para
realizar la deteccion de los factores de crecimiento. Es decir, los
standards y muestras se unen a un anticuerpo monoclonal especifico para
cada factor de crecimiento a cuantificar (capture antibody), el cual se
encuentra unido a su vez al plastico de la placa que sirve como soporte
para realiza la cuantificacion. Gracias a un anticuerpo policlonal (detection
antibody) unido a una enzima peroxidasa se revela y cuantifica la
reaccion. Este anticuerpo se une a la molécula del factor de crecimiento
por el extremo opuesto al anterior, formando asi el mencionado sandwich.

La cuantificacidon mediante los kits de los factores anteriormente citados a
excepcion del TGF-B1, se puede dividir en los siguientes pasos:

o] En placas de 96 pocillos, se afladen 100 ul por pocillo del
capture antibody a la concentracion que especifica el
fabricante, y se deja toda la noche a T2 ambiente.

o Se lava 3 veces, 200 pl por pocillo, con una solucién de 0,05%
Tween® 20 en PBS (Wash Buffer).

o] Para evitar las uniones inespecificas de otras moléculas que no
nos interesa cuantificar, se afiaden 300 pl de una solucién de
1% Seroalbumina bovina(BSA) en PBS (Reagent Diluent) en
cada pocillo y se deja durante una hora.
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0  Se repiten los tres lavados con las mismas condiciones.

0 Se realizan diluciones seriadas a partir de una concentracion
stock conocida de cada factor de crecimiento, las cuales
denominamos Standards. Los valores de absorbancia de estos
Standard conocidos nos permiten realizar una recta patron a
partir de la cual se conoceran las concentraciones de los
factores en las muestras a testar.

o] Se introducen 100 pl /pocillo de los Standards y las muestras
de PRGF  por triplicado, siguiendo un riguroso orden
previamente establecido y se incuba overnight para que se
produzca la reaccion entre el anticuerpo y el factor de
crecimiento.

0  Se repiten los tres lavados con las mismas condiciones.

o] Se afladen 100 pl / pocillo del segundo anticuerpo (detection
antibody) a la concentracion que especifica el fabricante, y se
deja reaccionar durante 2 horas.

o) Nuevamente se hacen tres lavados.

0 A continuacién se afiaden 100 pl /pocillo de Streptovidin-HRP
diluido 200 veces en reagent diluent y se incuba 20 minutos al
abrigo de la luz, para que se una la enzima peroxidasa al
detection antibody.

0 Se realizan nuevamente los lavados.

o] Finalmente se afiade 100 pl /pocillo de una solucion 1:1 de
H202 y tetramentilbencidina, la cual actia como sustrato de la
enzima peroxidasa, dando lugar a una reaccion de oxidacion
gue produce color de forma estequimétrica a la concentracion
del factor de crecimiento que ha quedado atrapado por el
anticuerpo. El tiempo de reaccién varia en funcion del factor
gue se esté cuantificando (entre 5y 20 minutos).

o] Para realizar la cuantificacion de forma homogénea en todos
los pocillos se afiaden 50 pl /pocillo de una solucion 2N H2SO4
con el propdsito de parar la reaccion.

o] Inmediatamente se determina la densidad Optica de cada
pocillo, es decir, se lee la absorbancia para cada pocillo en el
lector de placas ELISA a 450 nm. Se utiliza el programa
informatico denominado GEN 5.

A partir de los resultados obtenidos en los Standards con una
concentracion conocida, se realiza una recta patron para cada GF,
gracias a la cual se podran conocer las concentraciones de los diferentes
factores de crecimiento en las distintas muestras de PRGF.

La medicion del TGF-B1 requiere una secuencia especifica y ligeramente
diferente, constituida por los siguientes pasos:

o0 Se afaden 50ul del diluyente de muestra RD1-73.
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3.6

o Se afaden 50ul de los Standards y muestras de PRGF por
pocillo, tras lo cual se procede a mezclar su contenido y
cubrirlo mediante las tiras adhesivas. La muestra se incube
entonces durante 2 h a temperatura ambiente.

0 Se aspira cada pocillo y se lava, repitiendo este procedimiento
un total de 3 veces. Cada pocillo es aclarado con la solucién de
lavado(400pl).

o] Se afiaden 100ul del anticuerpo de TGF-31 a cada pocillo, y se
cubren de nuevo con tiras adhesivas e incuban durante otras
2h a temperatura ambiente.

o  Se repite el procedimiento de lavado y aspiracion.

o Se afiaden 100ul de la solucién de sustrato a cada pocillo,
dejandolos incubar durante 30 minutos.

o] Se afiaden 100ul de solucién inhibitoria a cada pocillo y se
remueve bien el contenido.

0 La determinacion final de la densidad O6ptica no presenta
variaciones respecto a la descrita para el resto de factores.

La albumina a cuantificada mediante fotocolorimetria previo envio de las
muestras (alicuotas de 1 ml) al laboratorio de una clinica cercana (Clinica
de La Virgen Blanca).

Los resultados quedaron expresados en pg/ml para todos los factores y
en g/ml para la albumina.

TRATAMIENTO ESTADISTICO

El andlisis estadistico de los datos obtenidos fue realizado y cotejado por
el Dr. Jose Ignacio Pijoan, Jefe de Seccion de la Unidad de Investigacion
del Hospital Universitario de Cruces (Baracaldo, Vizcaya) por medio del
programa estadistico Stata (StataCorp, College Station, USA),
considerandose estadisticamente significativas las pruebas con valores
de p<0’05.
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4. RESULTADOS
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4.1

4.1.1

GRUPO OJO SECO

Sintomas.

Tras un ciclo de 3 meses de tratamiento con colirio de PRGF se produjo
una mejoria sintomatica en el 75,47% (74/106) de los pacientes. La
mejoria fue importante en el 32,08% (34/106) de los casos, moderada en
el 25,47% (27/106) y leve en el 17,92% (19/106), no habiendo mejoria en
el 24,53% restante (19/106).

Podemos ver la distribucion de la evolucion sintomatica del grupo en el
siguiente gréfico.

100%
80% L
@ 4. No mejoria

60% O3. Mejoria leve
40% @ 2. Mejoria moderada

@ 1. Mejoria importante
20%

0%

Figura 16 Evolucidn sintomatica de los pacientes tras el tratamiento con colirio de PRGF.

En un subgrupo de 42 pacientes se efectué una cuantificacion de los
sintomas mediante el cuestionario SIDEQ modificado, como describiamos
en el apartado de Material y Métodos, realizado de forma previa y
posterior al tratamiento.

La mayoria, esto es, el 97,61% de estos 42 pacientes, tenian sintomas
moderados-severos antes de comenzar el tratamiento con PRGF.
Concretamente, el 54,76% (23/42) presentaban sintomas moderados, el
42,85% (18/42), severos mientras que solamente un 2,38% (1/42)
mostraba sintomas leves. La media global de los sintomas pre-
tratamiento fue de 20,29 + 0,95 (rango entre 10 y 32), siendo la media en
el grupo de sintomas moderados, de 16,17 + 3,47 y en el grupo de
sintomas severos, de 26,11 * 3,14.

Los valores medios post-tratamiento fueron de 12,60 £ 1,20 (rango entre 0
y 26), siendo esta diferencia estadisticamente significativa con el
promedio pre-tratamiento (p<0,001) (t de Student).
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4.1.2

4.1.3
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Figura 17 Promedio de la puntuacidn en el cuestionario SiDEQ previa y
posterior al tratamiento.

Tincion verde lisamina.

La tincién verde lisamina pre y post-tratamiento pudo ser completada en
72 pacientes, mostrando una puntuacion media pre-tratamiento de 2,76 +
2,66 (rango entre 0 y 9) y post-tratamiento de 1,70 = 2,06 (rango entre O y
9), siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p<0,001) (t de

Student).
] PRE ‘ POST

Figura 18 Promedio de la puntuacion en la tincion verde lisamina
(escala de van Bijsterveld) previa y posterior al tratamiento.

Test de Schirmer con anestesia .

Los datos del test de Schirmer con anestesia pre y post-tratamiento
corresponden a 69 pacientes. El promedio de la prueba pre-tratamiento
con PRGF fue de 4,21 + 6,12 mm (rango entre 0 y 30), mientras que el
post-tratamiento fue de 4,76 £ 5,85 mm (rango entre 0 y 30), si bien este
incremento no alcanzaba la significacion estadistica (p=0,16) (t de
Student).
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PRE POST

PROMEDIO

Figura 19 Promedio de la puntuacién en el test de Schirmer con
anestesia previa y posterior al tratamiento.

4.1.4 Citologia de impresion.

La citologia de impresion fue completada en un total de 22 pacientes,
siendo los valores medios de metaplasia escamosa pre-tratamiento de
1,87 £0,92 (rango entre 0 y 4) y los post-tratamiento de 1,05 + 1,23 (rango
entre 0 y 4), resultando dicha diferencia significativa desde el punto de
vista estadistico (p=0,015) (t de Student).

4

PosT

PROMIEZIO

Figura 20 Promedio del grado de metaplasia escamosa pre y
postratamiento.

415 Factores relacionados con el tratamiento.

El colirio de PRGF fue administrado como tratamiento Unico en el 57,54%
de los pacientes (61/106), siendo el tratamiento asociado mas frecuente el
empleo ocasional de lagrimas artificiales.
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4.1.6

La duraciéon media del tratamiento fue de 6,6 + 6,6 meses (rango entre 3y
33 meses).

De los pacientes que solo recibieron un Unico ciclo de tratamiento
(64/106), un 15,62% (10 pacientes) precisaron con posterioridad un nuevo
ciclo. Por otro lado, 22 de los 106 pacientes de ojo seco incluidos en el
estudio seguian de forma continuada con el PRGF a la conclusion del
mismo.

La tolerancia al tratamiento fue buena en la mayoria de los pacientes,
concretamente en el 98,11% (104/106), con 1 caso de tolerancia regular,
asociada a la temperatura fria del colirio de PRGF y otro caso de
tolerancia mala, que incluso motivé el abandono del tratamiento al cabo
de 1 mes de iniciado. En ninguno de los dos casos se observaron signos
de irritacion local asociados al tratamiento o empeoramiento en los
paradmetros objetivos de sequedad ocular.

No se observd ningun efecto adverso secundario al tratamiento con
PRGF.

Relacion entre sintomas y diagndstico.

La distribucion de la mejoria de sintomas en los distintos grupos
diagnésticos mostré una tendencia a un mayor porcentaje de mejoria
global en el grupo acuodeficiente no Sjogren con respecto al resto de
diagndsticos, asi como una mejoria mas proclive a ser leve en el grupo de
0jo seco tipo Sjogren. Sin embargo, dicha tendencia no resultd ser
estadisticamente significativa (p=0,322) (test exacto de Fischer)

Podemos ver los resultados porcentuales de dicho analisis en la siguiente
tabla.

DIAGHOSTICO
EVOLUCION SINTOMAS nsnnnnssé DsAD S8 é DGM é Mixto Total
1. Majoria imporants TETA 20, ERR- A o 31 55M
2.Mejoria moce-ada Z5 a7 123.00% 12.50% 32,3 5,56
3. Mejoria leve 18 374 423.00%, 12.60%, 5.33%, 17,723
4. Nome|oria 16 334 3L 37,50 FAEE, 2,05%
Tetal 103,00% 100,009 100, 0094 100, 0074 100,004

Tabla 14 Relacion porcentual de la evolucién sintomatica de los pacientes seglin
el subgrupo diagnéstico de ojo seco.
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4.1.7

Relacion entre sintomas y edad.

Analizamos la relacién entre la mejoria 0 no de los sintomas y la edad de
los pacientes, segun estos tuvieran mas de 50 afios o0 50 afios 0 menos,
basandonos en la observaciéon por parte de otros grupos de una mayor

respuesta terapeltica en los pacientes <50 afios'*'.

En nuestro caso, sin embargo, observamos que un mayor porcentaje de
pacientes mayores de 50 afios mejoraban en relacion a los mas jovenes
(78,75% versus 65,38%, respectivamente), aunque no se encontré una
asociacion estadisticamente significativa (p=0,895) (ANOVA de una via).

Como vemos en la siguiente tabla y grafico, la distribucién de los grados
de mejoria fue bastante similar en ambos grupos de edad.

RANGO DE EDAD

EVOLUCION SINTOMATICA <=50 =50 Total

1. Mejoria importante

2. Mejoria moderada

3. Mgjoria leve

4. No mejoria

Total

34.62%

15.38%

15 38%

34 62%

100,00%

31,25%

28,75%

18.75%

100,00%

32,08%

2547%

17.92%

24 53%

100,00%

Tabla 15 Relacién porcentual de la evolucién sintomatica de los pacientes segin

su edad (grupo < 50 y grupo >50).
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Grado de respuesta

Figura 21 Distribucion del grado de respuesta en términos subjetivos de los
pacientes en funcion de su edad.

Los grados de respuesta clinica de 1 a 4 corresponden a : 1: mejoria importante. 2:
mejoria moderada. 3: mejoria leve. 4: no mejoria.

Relacion entre sintomas y sexo.

Se observl una mayor tendencia a la mejora sintomatica en las mujeres
en comparacion con los hombres (76,29% versus 66,67%), no alcanzando
sin embargo significacion estadistica (p=0,463) (test exacto de Fisher).
aunque con mejorias de mayor cuantia a favor de los varones.

Como podemos ver en la siguiente tabla, en las mujeres se constatd una
distribucion mas homogénea entre los grados leve, moderado e
importante de mejoria que en los hombres, donde la mejoria era
fundamentalmente importante.
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4.1.9

SEXO

EVOLUCION SINTOMATICA M Vv Total
1. Mejoria importante 30,93% 44.44% 32,08%
2. Mejoria moderada 2577% 22.22% 25,47%
3. Mejoria leve 19.58% 0.00% 17,92%
4. No mejoria 23,71% 33.33% 24,53%
Total 100,00% 100,00% 100,00%

Tabla 16 Relacion porcentual entre el grado de mejoria de sintomas y el sexo.

Relacidon entre sintomas y tincion verde lisamina.

No se observd una diferencia estadisticamente significativa entre la
mejoria de sintomas y la puntuacion en la tincion verde lisamina (p=0,840)
(test exacto de Fischer) aunque se aprecié una leve tendencia a una
mayor mejora de la tincion verde lisamina en el grupo que habia
presentado una mejoria importante de sintomas.

MEJORIA EN TINCION VL

EVOLUCION SINTOMATICA no Si Total
1. Mejoria importante 22.22% 29 41% 25,71%
2. Mejoria moderada 2056%  26.47%  28.57%
“ 3.. .I;\.r'l;:.ej;:-r.iaul;‘:.\\.-';am - 19.44% 23.53% 21.43%-
“ 4.. No r*'lejorla 27, 73% 20.,59% 24.29%-
Total 100.00% 100.00% 100.00%

Tabla 17 Relacion porcentual entre la evolucidn sintomatica y la mejoria en la

tincion verde lisamina.
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4.1.10 Relacion entre sintomas y test de Schirmer con anestesia .

No se hallo relacion entre la evolucion sintomatica y la mejoria en el test
de Jones de los pacientes, como podemos ver en la tabla adyacente
(p=0,311) (Anova de una via)

MEJORIA DEL TEST DE JONES
EVOLUCION SINTOMATICA no si Total
1. Mejoria importante 18 60% 20,00% 19,12%
2. Mejoria moderada o 32 56% 32.00% 32,35%
3. Mejoria leves o 20.93% 24 .00% 22,06%
4. Nc mejoria - 27 91% 24 00% 26,47 %
Total 100.00% 100,00% 100.00%

Tabla 18 Relacion porcentual entre la evolucién sintomatica y la mejoria en el test
de Schirmer con anestesia (test de Jones).

4.1.11 Relacién entre sintomas y citologia de impresion.

Analizamos la correspondencia entre la severidad de los sintomas vy el
grado de metaplasia escamosa en los 22 pacientes en los que se tomaron
muestras para citologia de impresion.

No existia una relacion estadisticamente significativa entre ambas
variables (p=0,429) (ANOVA de una via).
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Figura 22 Grafico que muestra la relacion entre la severidad de los sintomas y el
grado de metaplasia escamosa en la citologia de impresion previos al tratamiento
con PRGF

En la tabla que sigue a continuacion recogemos las puntuaciones en el
cuestionario SIDEQ modificado y los resultados de la citologia de
impresion pre y post-tratamiento por cada paciente.

o o

R =@ =i 2o iaw W eNNNN® 22N 0o

= o XNX B

Tabla 19 Puntuaciones individuales del cuestionario y citologia de impresion
previos y posteriores al tratamiento.
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Como vemos, los datos previos corresponden a 22 pacientes. Los 4 casos en los que
nos se pudo realizar la medicion exacta posttratamiento, aparecen representados
con un aspa.

Por otro lado, estudiamos si existia una asociacion entre la mejoria de
sintomas y la mejoria del grado de metaplasia escamosa una vez
concluido el primer ciclo de tratamiento con PRGF (datos correpondientes
a 18 de los 22 pacientes). Los hallazgos no mostraban una asociacion
estadisticamente significativa entre ambos parametros (p=0,223) (test
exacto de Fischer).

Si que se observé una tendencia a una mayor mejora del grado de
metaplasia escamosa en los casos de mejoria importante de sintomas, de
modo que el 70% de los pacientes con mejoria subjetiva importante
presentaron al mismo tiempo una mejora en el grado de metaplasia, como
podemos ver detalladamente en la tabla y el grafico inmediatamente
inferiores.

Grado de metaplasia
EVOLUCION SINTOMATICA mejoria no mejoria Total
1. Mejoria importante 70,090% 22.22% 47,37%
2. Mejoria moderada 10.30% 22.22% 15,79
3. Mejoria leve 10.30% 33.33% 21,05%|
4. Mo mejoria 10.20% 22.22% 15,79%
Total 100,00% 100,00% 100,00%

Tabla 20 Relacién porcentual entre la evolucién sintomatica y la mejoria en el
grado de metaplasia escamosa.

80,00%
70,00% /
60,00% /
50,00% /
40,00% /
30,00% / Mejoria citologia
20,00% %- No mejoria citologia
10,00% —~ #
0,00%
e @ g <&
é,\o N2 6@@ <@<\
O<° o QO
< N &

Figura 23 Grafico que muestra la relacion entre la mejoria de los sintomas y la
mejoria en la citologia de impresidn.
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4.1.12

PRGF

Relacién entre la mejoria y concentracion de | PRGF.

La mayoria de los pacientes del grupo de ojo seco, concretamente el
88,67% (94/106) recibieron tratamiento con PRGF al 20%. Analizamos
aun asi, la posibilidad de la existencia de una relacion entre la mejoria de
los distintos parametros analizados y la concentracién de PRGF.

- Mejoria sintomatica y concentracion de PRGF:

Observamos una tendencia a una mayor mejoria sintomatica en el grupo
de pacientes tratados con PRGF al 20% que en el grupo de pacientes
tratados con PRGF al 100%. No obstante, dicho hallazgo no resulté ser
estadisticamente significativo (p=0,577) (test exacto de Fisher).

Mejoria

1. Importante 2. Moderada 3. Leve 4. No mejoria | Total
+

20% |

31 25 17 21 94

32.98 26.60 18.09 22.34 100.00

+

100% |

3 2 2 5 12

25.00 16.67 16.67 41.67 100.00

+

Total |

34 27 19 26 106

32.08 2547 17.92 24.53 100.00

- Mejoria de la tincién VL y concentracion de PRGF:

No encontramos diferencias estadisticamente significativas en el
porcentaje de pacientes que mejoraban en la puntuacién de la tincion
con VL con respecto a la concentracion de PRGF empleada: 48,39%
en el grupo de PRGF al 20% versus 50% en el grupo de PRGF al
100% (p=1,00) (test exacto de Fisher).

Tampoco encontramos una asociacion entre el grado de mejoria de la
tincion VL y la concentracion de PRGF empleada: -1,258 + 0,245 en el
grupo de PRGF al 20% versus -1,3 + 0,495 en el grupo de PRGF al
100% (p=0'948) (t de Student).

- Mejoria del test de Schirmer y concentracion de PRGF:

En ambos grupos observamos casos de aumento y disminucién en el
test de Jones, como podemos ver en el siguiente grafico.
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Figura 24 Cambio en el test de Jones tras tratamiento con PRGF al 20% y 100%.

Las diferencias en cuanto al porcentaje de pacientes que mejoraban
en el test de Jones con PRGF al 20% y al 100% no resultaron
estadisticamente significativas (34,38% versus 60%, p= 0,344) (test
exacto de Fisher).

Tampoco encontramos diferencias estadisticamente significativas
entre ambos grupos de tratamiento con respecto al cambio en la
puntuacion del test de Jones (+0,781mm versus -1,8mm, p= 0,544)

(t de Student).

- Mejoria de la citologia de impresion y concentracion de PRGF:

Todos los pacientes a los que se les realizé la citologia de impresion
recibieron tratamiento con PRGF al 20%, por lo que no pudimos analizar
dicha relacion.

GRUPO DEFECTOS EPITELIALES PERSISTENTES (DEP)

Tasa y tiempo de cicatrizacion.

El tiempo medio de evolucibn de los DEP antes de comenzar el
tratamiento con PRGF era de 12,4 + 24,6 semanas, con una mediana de
3,0 semanas.

El cierre con el tratamiento con PRGF se produjo en el 92,53% de los
casos (49/53).

Los 4 casos en los que fracaso el tratamiento, correspondian a 2 defectos
yatrogénicos (el paciente n°9, postfacoemulsificacion no complicada con
profilaxis antiherpética oral por un antecedente herpético y el n°l18,
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4.2.2

postfacoemulsificacion no complicada con antecedente de radioterapia
facial ipsilateral), 1 neurotréfico herpético (paciente n°33) y uno
neurotréfico no herpético postablacion del nucleo trigeminal (paciente
n°6). Todos fueron tratados finalmente con un recubrimiento conjuntival,
salvo el caso n°6, en el que se implanté una queratoprotesis de Boston.

La media del tiempo de reepitelizacion completa fue de 5,6 + 6,2
semanas, con una mediana de 4,0.

14

10 A

o N b O
I

POST

PROMEDIO

Figura 25 Promedio de duracidon (semanas) de los DEPs pre y post-tratamiento
con PRGF.

Tratamientos asociados.

El PRGF fue administrado como tratamiento Unico en el 28,30% (15/53)
de los pacientes.

En el 64,15% restante, la distribucién porcentual mayoritaria corresponde
al tratamiento exclusivamente médico (47,17% &6 25/53), seguida de la
combinacion de tratamiento médico y quirdrgico (16,98% 06 9/53) y de
cirugia aislada (7,55% 6 4/53).

m PRGF

B PRGF+ TTO MEDICO

PRGF+ TTO MEDICO Y
QUIRURGICO

B PRGF+ TTO
QUIRURGICO

Figura 26 Distribucion porcentual de la asociacion o no del PRGF a otros
tratamientos.
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En la siguiente tabla presentamos detalladamente los procedimientos
terapéuticos empleados en cada caso.

1

Neurotréfico no herpético 50% si tATB+ C
2 Se\[,)eEr'; EEOEELE & 60 SE6ET 50% si tATB+ C+ 0ATB
3 Se\l?eErI; asociado a ojo seco 50% S OATB
4 Yatrogénico 50% si tATB+ C
5 Traumético 50% si tATB+ C
6 Neurotréfico no herpético 50% no tATB+ 0ATB
7 Neurotréfico no herpético 50% si no
8 Neurotrofico no herpético 50% si no
9 Yatrogénico 50% no T|\/t|':TB+ C+oAVH
10 Neurotréfico herpético 50% si 0ATB+ tATB
11 Neurotréfico herpético 50% si no
12 Traumatico 50% si tartgl;rBa;i? TMA+
13 Yatrogénico 50% si no
14 Yatrogénico 50% si no
15 Neurotréfico no herpético 50% si no
16 Traumatico 50% si tATB
17 Neurotréfico no herpético 50% si tATB
18 Yatrogénico 50% no Thﬁiﬁ;g’gﬁ;}k&
19 Neurotréfico herpético 50% si tAV
0| ot odead oo | s |
21 Neurotréfico herpético 50% si 0ATB
22 Neurotréfico herpético 50% si tATB+ 0AV
23 Yatrogénico 50% si no
24 Yatrogénico 50% si no
25 Neurotrofico no herpético 50% si no
26 Neurotréfico no herpético 50% si no
27 Traumatico 50% si no
28 Neurotréfico no herpético 50% si tATB
2 | neticamentosa 50% s no
30 Yatrogénico 50% si no
31 Yatrogénico 50% si no
32 Neurotréfico no herpético 50% si LC
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33 Neurotréfico herpético 50% no o AE\A/‘TB+ OATB+
34 Neurotréfico no herpético 50% si tATB+ C

35 Neurotréfico herpético 50% si no

36 Yatrogénico 50% si 0ATB+ LA
37 Neurotréfico no herpético 100% si tATB

38 Traumético 50% si 0ATB+ LA
39 Neurotréfico no herpético 50% si LA

40 Traumético 50% si LA+ tATB

41 Yatrogénico 100% si LC+ TMA

42 Yatrogénico 100% si no

43 Yatrogénico 100% si 0AV+ LA

44 Neurotréfico no herpético 100% si tATB

45 Yatrogénico 50% si LA+ C+tATB
46 Yatrogénico 100% si LA+ tATB

a7 Yatrogénico 100% si no

48 Yatrogénico 100% si LC+tATB+ C
49 Yatrogénico 100% si tATB+ C

50 Yatrogénico 100% si tATB+ C

51 Neurotréfico herpético 100% si 0AV

52 Yatrogénico 100% si tATB+ Cp

53 Yatrogénico 100% si LA

Tabla 21 Tabla resumen de la pauta (concentracion) de PRGF empleada, la eficacia (cierre del DEP) y los
tratamientos empleados en cada caso.

4.2.3

4.2.4

Sensibilidad corneal.

Se llevé a cabo la evaluacion de la sensibilidad corneal antes del
comienzo de la administracion de PRGF en 35 pacientes, observandose
una anestesia corneal completa en el 48,57% de los casos, una
hipoestesia en el 37,14% y una sensibilidad conservada en el 14,29%.

La valoracion de la sensibilidad una vez producido el cierre del defecto fue
registrada en 21 de esos 35 pacientes. En ellos se analizo la existencia o
no de mejoria, hallandose que en 4 pacientes con anestesia corneal pre-
tratamiento existia, al fin del mismo, una hipoestesia corneal, lo que se
traduce en una tasa de mejora de la sensibilidad del 19,04%.

Factores relacionados con el tratamiento.

El PRGF fue administrado a una concentracién del 50% en el 73,58% de
los casos (39/53) y al 100% en los 14 pacientes restantes.

El PRGF fue bien tolerado en el 94,34% (50/53) de los pacientes, regular
en el 3,77%(2/53) y mala en 1 caso (1,89%). Mientras que los dos casos
de tolerancia regular prosiguieron el tratamiento, con una mejora
progresiva de la tolerancia al mismo, el caso de mala tolerancia, requirid
Su suspension (caso n°18). Asociado al disconfort ante la administracion
del colirio de PRGF, dicho paciente presentaba un notable incremento de
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4.2.5

la hiperemia e incluso quemosis conjuntival. Cabe destacar que habia
presentado una reaccion similar con el suero autélogo, con el que habia
sido previamente tratado sin éxito.

En cuanto a los efectos adversos, se registr6 ademas del aumento de la
hiperemia y quemosis local en el caso anterior, un caso de infiltrados
subepiteliales durante el tratamiento con PRGF, sin la concurrencia, al
menos conocida, de ningun otro factor causal. Puesto que se ha descrito
dicha incidencia de forma anecddtica para el suero autélogo,
consideramos que eran secundarios al tratamiento. La tasa de efectos
adversos fue consecuentemente del 3,77% (2/53).

Relacion tiempo de cicatrizacion y diagnostic  o.

Se analizé la relacion entre el diagndéstico etiopatogénico de los DEP vy el
tiempo de cierre aunque tampoco se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p=0,101) (Chi-cuadrado).
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Figura 27 Relacion entre el tiempo de cierre del DEP y el diagndstico etiopatogénico.

| T _cierre
Diagnostico | Mean Std. Dev. Freq.
Neurotrofica herpética | 2.7142857 1.1126973 7
Neurotréfica no herpétic | 5.2461538 5.5786222 13
Otros | 7.25 3.7749172 4
Traumatica | 11.5 13.910428 6
Yatrogénica | 4.7368421 3.1241373 19
e e
Total | 5.6163265 6.2259988 49

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test
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4.2.6

+ +
| diagnostico_~m | Obs | Rank Sum |
| R |
| Nherpética| 7| 100.00 |
| N no herpética| 13| 313.00 |

Otros | 4| 144.00 |
Traumatica| 6| 191.00 |
Yatrogénica | 19| 477.00 |

+

+———

chi-squared = 7.734 with 4 d.f.
probability = 0.1018

chi-squared with ties = 7.891 with 4 d.f.
probability =  0.0957

Relacion tiempo de cicatrizacion y pauta det  ratamiento.
Se estudio la relacion entre el empleo de PRG al 50% y al 100% con el tiempo
de cicatrizacion, no hallandose una asociacion entre ambas variables( p=0,885)
(chi-cuadrado).
Llamaba la atencién la mayor variabilidad en el tiempo de cierre en el grupo de
pacientes tratados con PRGF al 50%.
PRGF | Summary of T_cierre
Mean Std. Dev. Freq.
50% | 5.9714286  7.143428 5 35
100% | 4.7285714 2.91162 88 14
Total [ 5.6163265 6.225998 8 49
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Figura 28 Relacidn entre la concentracion de PRGF y el tiempo de cierre del DEP.

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

+
Concen~n | Obs | Rank Sum |
. + |
50% | 35| 868.50 |
100% | 14| 356.50 |
+

+— 7 _ +

chi-squared = 0.021 with 1 d.f.
probability = 0.8856

chi-squared with ties = 0.021 with 1 d.f.
probability = 0.8845

4.2.7 Relacion entre factores de crecimiento ytasa  y tiempo de
cicatrizacion.

Intentamos establecer la presencia de una relacion lineal entre los distintos
factores analizados y la tasa y tiempo de cierre, con las limitaciones claras en
cuanto a la variabilidad interindividual de los factores y el escaso tamafio
muestral. No observamos una correlacion lineal para ninguno de los factores.

Mostramos los resultados por cada factor:
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Figura 29 Correlacion entre el tiempo de cierre del DEP y el EGF.
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Figura 30 Correlacion entre el tiempo de cierre del DEP y el FGF.
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HGF:
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Figura 31 Correlacion entre el tiempo de cierre del DEP y el HGF.
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Figura 32 Correlacion entre el tiempo de cierre del DEP y el NGF.
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4.3

4.3.1

PDGF:

PDGF
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Figura 33 Correlacion entre el tiempo de cierre del DEP y el PDGF.

CARACTERIZACION DEL PRGF

pH.

Los valores de pH corresponden al colirio de PRGF procedente de 60
pacientes, de los cuales 32 habian sido diluidos con BSS al 20%, 9 al
50% y 19 no habian sido diluidos (PRGF al 100%).

PRGF 20% PRGF 50% | PRGF 100%
3 1 0
25 2 6
PH>8 4 6 13
Total de PRGFs 32 9 19

Tabla 22 Mediciones de pH del preparado de colirio de PRGF a distintas concentraciones.

Todos ellos se encontraban dentro del rango de tolerabilidad del ojo
humano (entre 3,5 y 10,5), presentando concretamente valores entre 7 y
9.

Al analizar los colirios por concentraciones, se observa una tendencia al
aumento de pH cuanto mas concentrado es el colirio de PRGF,
alcanzando en algunos casos de PRGF al 100%, valores cercanos a 9.
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Mostramos en las siguientes graficas los resultados numéricos obtenidos
por cada grupo de concentracién de PRGF.

PH de corilio PRGF 20%

cantidad de colirio PRGF 20%

PH<8 PH8 PH>8

Figura 34 Medicion del pH en las muestras de colirio de PRGF al 20%.

PH de colirio PRGF 50%
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Figura 35 Medicidn de pH en las muestras de colirio de PRGF al 50%.
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4.3.2

PH de colirio PRGF 100%

25

20 Fmm = mm e e

15 T === = e mm e

Cantidad de colirio PRGF 100%

PH<8 PH8 PH>8

Figura 36 Medicion de pH en las muestras de colirio de PRFG al 100%.

En definitiva, podemos concluir que todos los valores de pH de los colirios
de PRGF para cualquiera de las tres concentraciones se encuentran
dentro del rango de tolerabilidad del ojo, con valores de pH en general,
superiores a los de la lagrima natural. Los valores de pH tienden a ser
mas altos en las muestras de PRGF al 100%. La explicacién de ello se
encuentra en el pH del diluyente empleado, el BSS, que es de 7,6.

Osmolaridad.

La osmolaridad fue evaluada en 61 colirios de PRGF, de los cuales 33
habian sido diluidos en BSS hasta alcanzar concentraciones del 20%, 9 al
50% y 19, no habian sido diluidos.

En los colirios de PRGF al 20% el rango de osmolaridad era amplio,
aunque se encontraba en todos los casos, dentro de los limites de
osmolaridad tolerables en colirio por el ojo humano (190-650 mOsm/)**.
Concretamente, y como podemos ver en el grafico inmediatamente
inferior, la mayoria se encontraban entre 280 y 290 mOsm/I (rango entre
276y 297 mOsm/I).
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Osmolaridad PRGF 20% (mosm/l)
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Figura 37 Osmolaridad del colirio de PRGF al 20%.

En el grafico podemos ver los valores correspondientes a cada uno de los 33 pacientes en los que
la muestra de PRGF fue diluida con BSS hasta alcanzar valores de concentracion del 20%. Vemos,
representados por dos lineas de color verde, el rango éptimo de osmolaridad (290-300 mOsm/I).

El nimero de muestras de colirios de PRGF al 50% en el que se realizé la
osmolarimetria fue el mas escaso, correspondiendo solo a 9 pacientes del
total de 61. En este caso el rango de osmolaridad oscilaba entre 276 y
304 mOsm/l, observandose en lineas generales una pequeiia tendencia a
valores menores que en el caso del PRGF al 20%.

Osmolaridad PRGF 50% (mosml/l)

305

300

295

290 -

285

Osmolaridad (mosm/l)

280

275

Figura 38 Osmolaridad del colirio de PRGF al 50 %.

En el grafico podemos ver los valores correspondientes a cada uno de los 9 pacientes en los que
la muestra de PRGF fue diluida con BSS hasta alcanzar valores de concentracion del 50%. Vemos,
representados por dos lineas de color verde, el rango éptimo de osmolaridad (290-300 mOsm/I).

En los colirios de PRGFF al 100% se observd una clara tendencia a
valores de osmolaridad inferiores a los de las muestras de PRGF diluidos
con BSS (tanto al 20% como al 50%).
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4.3.3

En 10 de las 19 muestras el valor de osmolaridad se encontraba por
debajo del rango medible por nuestro osmémetro (<275 mOsm/l),
mientras que en el resto de muestras, predominaban las mediciones
menores de 280 mOsm/l.

Osmolaridad PRGF 100% (mosm/l)

300

205

290 -

285

Osmolaridad (mosm/I)

280

275

*
*

Figura 39 Osmolaridad del colirio de PRGF al 100%.

En el grafico podemos ver los valores correspondientes a cada uno de los 19 pacientes en los que
la muestra de PRGF no fue diluida. Vemos, representados por dos lineas de color verde, el rango
Optimo de osmolaridad (290-300 mOsm/I).

En definitiva, podemos concluir que todos los valores de osmolaridad de
los colirios de PRGF para cualquiera de las tres concentraciones se
encuentran dentro del rango de tolerabilidad del ojo.

Ademas, como ya hemos comentado previamente, los valores de
osmolaridad son ligeramente hiposmolares en relacién a la lagrima natural
para los tres preparados, siendo los mas semejantes a la lagrima natural
los correspondientes al PRGF al 20% y los mas hiposmolares los
correspondientes al PRGF al 100%. La explicacion de ello se encuentra
en la osmolaridad del diluyente empleado, el BSS, que es de 311 mOsm/I.

Factores de crecimiento y albumina.

Los factores de crecimiento analizados fueron el EGF, el FGF, el HGF, el
NGF, el PDGF, el VEGF, el TGF-B1 y la albumina.

Los valores de EGF fueron determinados en 53 pacientes, 17 hombres y
36 mujeres, con una media de edad de 57,39 + 14,71 afos (rango entre
23 y 84 afios). El promedio de EGF fue de 500,45 + 147,05 pg/ml (rango
entre 124,44 y 735 pg/ml).
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Figura 40 Concentracién de EGF (pg/ml) en el PRGF sin diluir.

Los datos corresponden a 53 pacientes. El valor medio fue de 500,45 pg/ml y aparece

representado en el gréfico por la linea de color verde.

Los valores de FGF fueron determinados en 48 pacientes, 15 hombres y
33 mujeres, con una media de edad de 55,86 + 14,58 afios (rango entre
23 y 78 afnos). El promedio de FGF fue de 60,68 £ 175,89 pg/ml (rango

entre -11,95 y 1135,97 pg/ml).
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Figura 41 Concentracién de FGF (pg/ml) en el PRGF sin diluir.

Los datos corresponden a 48 pacientes. El valor medio fue de 60,68 pg/ml y aparece representado en el

grafico por la linea de color verde.
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Los valores de HGF fueron determinados en 43 pacientes, 13 hombres y
30 mujeres, con una media de edad de 57,17 + 16,41 afios (rango entre
23 y 84 afos). El promedio de HGF fue de 266,96 + 759,02 pg/ml (rango
entre -19,75 y 2567,67 pg/ml).
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Figura 42 Concentracion de HGF (pg/ml) en el PRGF sin diluir.

Los datos corresponden a 43 pacientes. El valor medio fue de 266,96 y aparece representado
en el grafico por la linea de color verde.

Los valores de NGF fueron determinados en 33 pacientes, 12 hombres y
19 mujeres, con una media de edad de 47,8 + 11,38 afios (rango entre 29
y 87 afios). El promedio de NGF fue de 15,31 £ 78,46 pg/ml (rango entre
-27,42 y 388,21 pg/ml).
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Figura 43 Concentracién de NGF (pg/ml) en el PRGF sin diluir.

Los datos corresponden a 33 pacientes. El valor medio fue de 15,31 pg/ml y aparece

representado en el grafico por la linea de color verde.

Los valores de PDGF fueron determinados en 42 pacientes, 12 hombres y
30 mujeres, con una media de edad de 57,17 + 14,88 afos (rango entre

23 y 84 anos). El promedio de PDGF fue de 14331,13 +*
(rango entre 1282,07 y 27350,71 pg/ml).
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Figura 44 Concentracién de PDGF (pg/ml) en el PRGF sin diluir.

Los datos corresponden a 42 pacientes. El valor medio fue de 14.331,13 pg/ml y aparece

representado en el grafico por la linea de color verde.

pag. 118



Los valores de VEGF fueron determinados en 43 pacientes, 13 hombres y
30 mujeres, con una media de edad de 57,17 + 14,88 afos (rango entre
23 y 84 afos). El promedio de VEGF fue de 126,85 = 128,35 pg/ml
(rango entre -13,21 y 563,46 pg/ml).
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Figura 45 Concentracién de VEGF (pg/ml) en el PRGF sin diluir.

Los datos corresponden a 42 pacientes. El valor medio fue de 126,85 pg/ml y aparece
representado en el grafico por la linea de color verde.

Los valores de TGF-B1 fueron determinados en 14 pacientes, 3 hombres
y 11 mujeres, con una media de edad de 65,07 + 16,39 afios (rango entre
23 y 84 afos). El promedio de EGF fue de 16790,21 + 6160,84 pg/mi
(rango entre 3700 y 25820 pg/ml).
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Figura 46 Concentracion de TGF-B1 (pg/ml) en el PRGF sin diluir.

Los datos corresponden a 14 pacientes. El valor mediofue de 16.790,21 pg/ml y aparece
representado en el grafico por la linea de color verde.
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Los valores de Albumina fueron determinados en 14 pacientes, 3
hombres y 11 mujeres, con una media de edad de 64,66 = 15,87 afos
(rango entre 40 y 91 afos). El promedio de albamina fue de 3,4 + 0,36
g/dl (rango entre 2,4y 3,8).

Albumina
4
. .
.
35 ¢ oo ¢
.
. .

; .
2,5 Py

2
1,5

1
0,5

0 T T T T T T T !

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Figura 47 Concentracion de albimina (g/dl) en el PRGF sin diluir.

Los datos corresponden a 14 pacientes. El valor medio fue de 3,4 g/dl y aparece representado
en el gréfico por la linea de color verde.
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4.4

ANEXO: Imagenes

CASO N°15 DEP

Varon, 83 afios, con DEP neurotrofico no herpético OD. Presentaba un
ectropién palpebral moderado. Habia sido tratado previamente con
antiviricos tépicos(aunque carecia de antecedentes herpéticos), lagrimas
artificiales y tira tarsal.

Ante la ausencia de mejoria en 2 semanas, se pautdé PRGF 50% como
tratamiento Unico, lograndose la epitelizacién en 6 semanas.
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CASO N°13 DEP

Varén, 45 afios, con DEP iatrogénico Ol secundario a vitrectomia por DR.
Destacaba ademas el antecedente de cirugia LASIK midpico con
anestesia corneal bilateral y valores de Schirmer | de 0 mm.

El tiempo de evoluciéon previo fue de 3 semanas y una vez instaurado el
colirio de PRGF al 50%, se produjo el cierre en 4 semanas. El PRGF fue
administrado como tratamiento Unico.

pag. 122



CASO N° 5 DEP

Varon 47 afos, con DEP traumatico OD postcausticacion por élcali,
grado Il segun la clasificacion de Hughes.

Fue remitido a nuestro centro tras ausencia de resolucion tras TMA, suero
autologo, y antibioticoterapia y corticoterapia tépica.

Tras un TMA a modo de lente de contacto, como vemos en las imagenes,
iniciamos el tratamiento con PRGF al 50%. El tiempo de evolucién hasta
entonces era de 10 semanas.

El colirio de PRGF se administré junto con antibiotico tépico. A las 39
semanas se consiguio la epitelizacién completa.

El leucoma residual requirié la realizacién de una queratoplastia lamelar
anterior.
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CASO N°19 DEP

Mujer, 64 afos, con DEP neurotrofico herpético Ol puesto de manifiesto
tras la realizacion de una vitrectomia para pelado de membrana
epirretiniana.

No presentaba antecedentes personales oftalmolégicos de interés
(ausencia de episodios herpéticos previos) ni patologia general
significativa, por lo que fue diagnosticada inicialmente de DEP iatrogénico.
Ante la ausencia de respuesta al tratamiento con lente de contacto
terapéutica, lagrimas artificiales, antibiético y corticoides sin conservantes,
se realizdé un TMA. Sin embargo, pese a la mejoria inicial de la tlcera tras
el TMA, a medida que ésta se fue reabsorbiendo, el DEP volvi6 a
empeorar. Por ello, a las 8 semanas y al objetivar una ausencia de
sensibilidad corneal, se sospechd una neurotrofia herpética subyacente.

Se instaur@ tratamiento con aciclovir tépico y PRGF colirio al 50%,
lograndose la resolucion del DEP en 2 semanas.

3
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CASO N° 17 DEP

Mujer, 84 afios, con DEP neurotrofico OD secundario a la
electrocoagulacién del ganglio de Gasser.

Con un tiempo de evolucién de 22 semanas y ausencia de respuesta a
multiples tratamientos médicos, incluido el suero autélogo, se instaur6 el
tratamiento de forma exclusiva con PRGF al 50%, lograndose el cierre del
DEP a las 7 semanas.
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CASO N°12 DEP

Varon, 55 afios, con DEP traumatico OD postcausticacién con Zinc a
1000°C, grado IV segun la clasificacion de severidad de Hughes.

Remitido a la semana de su diagnéstico y en tratamiento hasta entonces
con corticoides y antibioticos topicos, lagrimas artificiales y ciclopléjico, se
procedid a realizar TMA de urgencia con reconstruccion de fondos de
saco y mantenimiento de los mismos con conformador+ tarsorrafia y se
comenzd, una vez reabsorbida la MA, con PRGF al 50%+ antibi6ticos
tépicos.

A las 10 semanas se produjo la epitelizacion completa aunque con una
conjuntivalizacion y opacificaciébn corneal totales secundaria a la
insuficiencia limbica 360°, precisando posteriormente una queratoprotesis
para la rehabilitacion visual.
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CASO N° 27 DEP

Varon, 35 afos, con DEP traumético OD postcausticacion con acido.
Presentaba un DEP de 12 semanas de evolucion, con insuficiencia
limbica nasal inferior asociada. Los tratamietnos previos incluian lagrimas
artificiales, antibiéticos tépicos y corticoides topicos.

Se inicié el tratamiento con PRGF al 50%, asociando un TMA a las 2
semanas, y consiguiendo una epitelizacion completa a las 9 semanas.
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CASO N°18 DEP

Varon, 61 afos, con DEP vyatrogénico Ol (postfacoemulsificion). A
destacar un tratamiento previo con radioterapia por tumoracién parotidea
izquierda y la anestesia corneal presente.

La exploracién del fondo de ojo revelaba una retinopatia postradioterapia
sin isquemias presentes angiograficamente.

El tratamiento previo con antibiéticos topicos, lagrimas artificiales y suero
autologo no habia tenido éxito y el tiempo de evolucion era de 2 semanas.

Tras 2 semanas de tratamiento con PRGF al 50%, el DEP no mejoraba y
el paciente referia mala tolerancia al mismo, lo que coincidia con un
aumento de la hiperemia y quemosis, por lo que se realizé un TMA y se
suspendio el PRFGF.

Una vez reabsorbida la MA el DEP persistia y finalmente, pese a un
nuevo TMA sin éxito se produjo una perforacion espontanea del mismo y
se opto finalmente por el recubrimiento conjuntival.
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5. DISCUSION
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5.1

DISENO DEL ESTUDIO

Para la realizacion de nuestro estudio escogimos un modelo
observacional prospectivo no comparativo principalmente por dos
razones.

La primera de ellas, es la dificultad de utilizar en el 0jo seco y los defectos
epiteliales persistentes el disefio de tipo casos y controles, mucho mas
adecuado para el establecimiento de la eficacia de un tratamiento y la
comparacion entre ésta y la de otros tratamientos.

Dicha dificultad radica, por un lado, en la complejidad de establecer un
grupo de casos homogéneo por la gran diversidad etiopatogénica
concurrente en ambas patologias, o que conlleva en muchas ocasiones
la necesidad de un abordaje terapéutico multidisciplinar y no unico. A ello
se le afladen los problemas éticos que plantea el establecimiento en el
caso de los DEP de un grupo control tratado con placebo, a causa de la
gravedad del cuadro y potenciales consecuencias sobre la visién e
integridad del globo ocular, asi como la imposicion de un tratamiento
cerrado que pudiera impedir o retrasar la adopcion de medidas de
rescate si éstas fueran necesarias.

La segunda de las razones que nos llevaron a la eleccion de este disefio
de estudio es que los objetivos de nuestro trabajo van encaminados al
andlisis preliminar de la seguridad y eficacia del PRGF, como posible
nuevo tratamiento para estas dos patologias con mala respuesta a los
tratamientos convencionales y no al establecimiento de la superioridad de
dicho tratamiento respecto a otras terapias alternativas.

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, consideramos que las
ventajas del disefio escogido superan las limitaciones inherentes al
mismo.

POSIBLES SESGOS

El hecho de haber incluido en nuestro trabajo una muestra heterogenea
de pacientes inevitablemente trae aparejada una mayor dispersiéon de
datos y por tanto una menor potencia de los resultados obtenidos en cada
uno de los grupos. Por el contrario, permite sortear el impacto de los
sesgos derivados de una errénea clasificacion etiopatogénica de los
pacientes y hace que las conclusiones obtenidas representen de forma
mas fidedigna al perfil de los pacientes que encontramos en nuestra
practica clinica con ojo seco moderado-grave no respondedor al
tratamiento y DEP.

La clasificacion etiopatogénica del ojo seco es compleja en determinados
pacientes, puesto que se trata de una patologia cambiante en funcidén de
su evolucion. A ello se le afiade la diversidad de pruebas disponibles para
su clasificacion y que éstas pueden resultar notablemente influidas por el
modo en que se realicen. De modo que, como ejemplo, tendriamos: la
obtencion del tiempo de rotura lagrimal en condiciones ambientales mas o
menos adversas, la realizacion de las tinciones vitales antes o tras el test
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de Schirmer o la region de la superficie ocular en la que se registre la
osmolaridad.

Lemp ya describe dichas dificultades y cifra la imposibilidad de una
correcta clasificacion en casi el 30% de los pacientes de 0jo seco (65/224)

123

Nosotros seguimos los mismos criterios de clasificacion que Lemp, con la
Unica diferencia de considerar como 0jo seco acuodeficiente los valores
de Schirmer <10 mm en lugar de <7mm y aunque a priori, N0 NnoOS
encontramos con dicha dificultad, ain en caso de que se hubiesen
producido errores en la clasificacion de algunos pacientes, la presentacion
conjunta de los datos correspondientes al grupo de ojo seco permitiria
superar dicho sesgo.

Como test de medicion del componente subjetivo del ojo seco decidimos
emplear el cuestionario SIDEQ en lugar del OSDI, ante la experiencia
previa de problemas para su complecion en pacientes de avanzada edad,
en los que la capacidad de conduccion, trabajo con el ordenador, etc. no
suelen ser buenos indicadores de calidad visual funcional.

El cuestionario SIDEQ nos ha permitido valorar la evolucién de los
pacientes tras el tratamiento con PRGF. Sin embargo, presenta la
evidente limitacion de no incluir ningin parametro que permita ver el
impacto de dicha mejoria en la calidad de vida del paciente. Aun asi,
consideramos que el hecho de haber registrado la calificacién por parte
de los pacientes de su mejoria como: importante, moderada o leve, nos
permite valorar la trascendencia de la misma en su vida cotidiana.

El estudio no fue planteado a doble ciego debido a que los pacientes
tuvieron que firmar un consentimiento especifico previo a su inclusion y
tratamiento con PRGF. En consecuencia, podria existir cierto efecto
placebo derivado del caracter innovador del tratamiento, con el
consiguiente sesgo en los resultados subjetivos obtenidos. No obstante, el
hecho de haber incluido un nimero elevado de pacientes minimiza el
efecto de tal sesgo.

Como test de medicion de signos objetivos, seleccionamos el test de
verde lisamina, el test de Schirmer y la citologia de impresion, que se
encuentran entre los parametros mas repetidamente analizados en los
estudios precedentes de ojo seco. Dejamos fuera, sin embargo, el TBUT,
considerado una de las mediciones con mejor correlacién clinico-
patoldgica '** *** por la falta de exactitud y variabilidad en su determinacion
al menos en nuestra experiencia clinica.

Una limitacion importante e insorteable al analizar un producto autdlogo
es que su calidad esta intrinsecamente relacionada con factores
individuales, entre los que destacan la edad y el estado de
inmunocompetencia ®” ®. La variabilidad en la calidad del PRGF obtenido
obviamente genera una variabilidad en su potencial terapéutico.
Nuevamente, la amplitud de la serie de pacientes analizados seria la
clave para hacer frente a tal limitacion.

Finalmente, la coadministracion del PRGF con el resto de tratamientos
considerados adecuados en cada caso puede sesgar el beneficio
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5.2

obtenido en ambos grupos de pacientes. Ambas patologias requieren, sin
embargo, un abordaje frecuentemente multidisciplinar y de ello depende
una evolucion clinica positiva. Ademas en el caso de los DEP es un sesgo
dificilmente sorteable por las cuestiones éticas que menciondbamos con
anterioridad.

De todos modos, como ventaja del disefio no cerrado de nuestro estudio,
pudimos constatar la necesidad relativamente baja de asociar
tratamientos, puesto que 61 de los 106 pacientes del grupo de 0jo seco y
15 de los 53 pacientes del grupo de DEP fueron tratados de modo
exclusivo con colirio de PRGF.

CARACTERIZACION DEL PRGF

La finalidad del PRGF, asi como del resto de los productos enriquecidos
en plaquetas, es lograr una concentraciéon 6ptima de los factores de
crecimiento contenidos en sus granulos a con fines regenerativos. Para
ello, buscan concentrar las plaquetas e inducir su activacion de modo que
se produzca una liberacion maxima de los mismos al plasma.

Por tanto, a priori, ello los debiera hacer superiores al suero autélogo,
gold standard de los hemoderivados en oftalmologia, puesto que en el
suero autdlogo la serie plaquetaria es desechada una vez coagulada la
muestra sanguinea y la liberacion de su contenido al plasma es parcial y
limitada, al no ser objeto primordial del proceso de elaboracion sino efecto
colateral del mismo.

En este trabajo hemos analizado la presencia en el PRGF de algunos de
los factores mas importantes en los procesos de regeneracion y
remodelacion de los epitelios corneo conjuntivales en una muestra de
pacientes, concretamente: EGF (53 pacientes), FGF (48 pacientes), HGF
(43 pacientes), NGF (33 pacientes), PDGF (42 pacientes), VEGF (43
pacientes), TGF-B1 (14 pacientes) y albumina (14 pacientes).

Las cifras obtenidas para cada uno de ellos son altamente concordantes
con los resultados que obtuvimos en un estudio preliminar sobre 16
voluntarios sanos ®*, con la Unica salvedad de la obtencién en este trabajo
de niveles de HGF superiores y niveles de PDGF algo mas bajos.

Vemos que, pese a que la edad media de nuestra muestra supera a la
edad media del estudio anterior (57,78 = 5,41 versus 44,25 £ 9,22 afios) y
gue, posiblemente, el estado de salud de nuestros pacientes no sea tan
bueno como el del grupo de voluntarios sanos, los datos en cuanto a la
cuantificacion de factores de crecimiento son considerablemente
reproducibles.

Asi encontramos en nuestro estudio con respecto al realizado con
voluntarios sanos de: EGF: 500,45 + 147,05 vs 489,12 + 95,48 pg/ml,
FGF: 60,68 + 175,89 vs 58,27 + 41,25 pg/ml, VEGF: 126,68 + 128,35 vs
124,60 + 79,64 pg/ml, HGF: 266 + 96 + 759,02 vs 83,74 + 79,42 pg/ml y
PDGF: 14,33 £ 50,28 vs 15,58 + 4,65 ng/ml.

En el presente trabajo no hemos realizado un analisis comparativo en la
cuantificacion de factores entre el PRGF y otros productos
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hemoderivados. No obstante, dicha comparacion si fue objeto del estudio
de nuestro grupo al que haciamos referencia. Para ello se elaboraron a
partir de cada uno de los 16 voluntarios sanos reclutados tres
hemoderivados: SA (1000g x 15min), PRP (protocolo del grupo de Alio) y
PRGF. De los tres productos, el PRGF resultd ser el mas rico de los tres
en EGF y el SA, el mas rico en HGF y VEGF (p<0,05). EI PRP, por su
parte no superaba de forma significativa a los otros dos preparados en la
cuantificacion de ninguno de los factores analizados; a cambio, era el que
obtenia los valores mas bajos de VEGF (p<0,05).**

Por otro lado, la caracterizacion del PRGF nos permitié conocer que el
PRGF es mas alcalino que la lagrima natural, con valores de pH mayores
o iguales a 8, aunque sin superar el dintel de tolerabilidad del ojo humano.
Dichos diferencias se suavizan al diluir el PRGF con solucién salina
balanceada (BSS).

El PRGF también es hipoosmolar en relacion a la lagrima natural, con
valores de en torno a 275 mg/dl, lo que se suaviza al diluirlo con BSS a
cifras en torno a 285-290 mg/dl, aun hipoosmolares, pero mas similares a
las de la lagrima natural.

La dilucién con BSS del PRGF, por lo tanto, permite obtener un producto
mas similar a la lagrima natural en cuanto a pH y osmolaridad. Por el
contrario, tiene un efecto negativo sobre la concentracion de factores de
crecimiento aportados con cada aplicacion de PRGF.

CONCENTRACION

Si bien los hemoderivados ricos en plaquetas son utilizados sin diluir en
otras &reas de la medicina, en el caso de la oftalmologia, por las
condiciones especiales de avascularidad y transparencia corneales, surge
la duda de si la instilacion de dichos productos al 100% puede provocar
una regeneracion epitelial acompafiada de un aumento de la
neovascularizaciéon y fibrosis corneales con la consiguiente pérdida de
estas caracteristicas diferenciales y por ende alteracion de la
funcionalidad corneal.

Al carecer de antecedentes de la aplicacion del PRGF a nivel
oftalmolégico, decidimos tomar como referencia la experiencia con el
hemoderivado de referencia en oftalmologia, el suero autdlogo,
empleandolo asi al 20%, en el ojo seco y al 50%, en el caso de los DEP,
donde priman los fines regenerativos y existen también algunas
publicaciones mas recientes del suero autélogo™® 9120,

Dichas recomendaciones estan basadas en la observacion inicial por
parte de Tsubota de valores desproporcionadamente elevados de TGF-1
en el suero autélogo obtenido mediante su protocolo de elaboracion. Al
estar el TGF-Bl relacionado con propiedades antiproliferativas y
promotoras de la diferenciacion e incluso estimulacion de la fibrosis,
recomendo diluir el suero al 20% con solucion salina balanceada.

No obstante este hallazgo, no se mantiene en estudios posteriores de
otros grupos, como el de Geerling, que encuentra valores similares de
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TGF-B1 para distintas velocidades de centrifugacion ©

notablemente inferiores a los de Tsubota.®

, Y siempre

La medicion de la concentracion de TGF-B1 realizada en 14 pacientes de
nuestro trabajo, determiné cifras de 16,79 + 6,16 ng/ml, que son cifras
similares a las obtenidas por Geerling en un grupo de edad media similar
(media de edad 59 afios) para preparaciones del suero autélogo de 10
pacientes a dos velocidades diferentes (21,08 + 6,1ng/ml para velocidad
de 500 gy 13,31 + 4,85 ng/ml para velocidad de 30009).

Por su parte, el grupo de Anitua si obtiene cifras de TGF-1 muy elevadas
en el PRGF de un unico donante (edad media desconocida, solo lo
describe como “un donante sano joven”), incluso superiores a las de
Tsubota (63 ng/ml versus 33 ng/ml). Sin embargo, muestran en estudios
in vitro, que pese a ello, el PRGF inhibe e incluso revierte la diferenciacion
de los queratocitos corneales a miofibroblastos’’. No obstante, la
extrapolacion de los resultados obtenidos in vitro al comportamiento in

vivo ha de ser efectuado con precaucion.

Hasta la fecha, carecemos de estudios al respecto en ojos humanos, si
bien existe un trabajo en ratones del grupo de Anitua en los que se
observa una cicatrizacion con menor haze en el grupo de ratones tratado

con PRGF tras una queratectomia con respecto al grupo placebo™.

La ausencia de efectos promotores de fibrosis y neovascularizacion en
nuestros pacientes con dichas concentraciones de PRGF nos llev6 a la
aplicacion del PRGF al 100% en los ultimos pacientes reclutados (12/106
de ojo seco y 14/53 de DEP), eso si, con una frecuencia de
administracion reducida, de 1/12h, sin que igualmente se observaran
dichos efectos adversos.

Por otro lado, la concentracion empleada para los distintos
hemoderivados en oftalmologia, también debiera basarse en los hallazgos
derivados de estudios in vitro sobre la capacidad de estimular la
proliferacion, migracion y diferenciacion de las células epiteliales.

Los primeros estudios comparativos entre el SA y los preparados ricos en
plaquetas orientan a que estos Ultimos tienen una mayor eficacia in vitro
sobre la capacidad de proliferacion y migracion de las células epiteliales
corneales y menor en cuanto a su diferenciacion™*’ .

Liu y cols'*® comparan la capacidad epiteliotrépica del suero autélogo, el

plasma fresco congelado (PFC) y un concentrado rico en plaguetas sobre
cultivos de células humanas corneales inmortalizadas (SV-40), con los
siguientes resultados: el concentrado plaquetario (CP) es el que produce
una mayor proliferaciébn celular, que se acentla al aumentar las
concentraciones de los tres hemoderivados. Por el contrario, la migracion
y diferenciacion celular son menores para el CP, siendo esta diferencia
también mayor al no diluir los preparados.

Los autores del trabajo explican dichos resultados por un lado por los
efectos inhibitorios sobre la proliferacion celular de sustancias
desconocidas con efecto antiproliferativo tanto en el SA como en el PFC y
la presencia en mayor o menor proporcion en cada uno de los preparados
de determinados factores de crecimiento. Asi, la proliferacion seria mayor
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en el CP debido a que en éste encuentran concentraciones mayores de
EGF, PDGF y FGF. Al contrario, la mayor cantidad de fibronectina
presente en el SA con respecto a los CP, seria vital en la mayor
estimulacién de la migracion celular para el SA. La diferenciacion celular
seria inversamente proporcional al grado de proliferaciéon y apoyada por
una mayor presencia de calcio y vitaminas Ay E en el SA.

Hartwig y cols”® encuentran resultados similares en su estudio,
estableciendo que con el suero autdlogo al 12'5% se obtiene la mayor
capacidad de proliferacion del SA, aunque esta es menor que la de CP al
100%. Observan a su vez que con el SA al 25% y CP al 65-100%, se
obtienen resultados similares en cuanto a migracion y diferenciacion
celular y solamente ligeramente inferiores en cuanto a proliferaciéon
celular.

Sin embargo, en estudios que comparan el PRGF y el SA, se ha
observado una capacidad similar entre ambos'’ o superior para el
PRGF’ en cuanto a capacidad proliferativa y migracional, con una mayor
estimulacién de la diferenciacion celular corneal por parte del PRGF. El
PRP obtiene peores resultados que el SA y el PRGF en cuanto a
potencial epiteliotrépico.

La principal diferencia entre el PRGF y PRP del grupo de Ali6 reside en el
modo en que se activan las plaguetas. De este modo, en los tratamientos
con PRGF, se consigue una estimulacién fisiolégica y controlada de las
plaguetas mediante la adicion de cloruro calcico, mientras que en el caso
del PRP se procede a una activacion plaquetaria por lisis tras
congelacion- descongelacion de las mismas. Este proceso hace que en el
PRP resultante permanezcan libres tanto los restos de las membranas
plaquetarias lisadas (conocidas por sus efectos proinflamatorios) asi
como de enzimas lisosémicos responsables de su degradacion. Ello
pudiera ser responsable de unas peores eficacia y tolerancia del PRP con
respecto al PRGF, aunque debe ser confirmado por investigaciones no
disponibles hasta la fecha.

Por altimo, resaltar que en este estudio no hemos encontrado diferencias
clinicas significativas entre las distintas concentraciones de PRGF
analizadas (20%, 50% y 100%) con respecto a sus efectos terapéuticos ni
efectos adversos. Ello nos impide, por el momento, estandarizar de un
modo no arbitrario la concentracion idénea en el ojo seco y los DEP.

Podriamos, mientras tanto, basarnos en cuestiones de orden préactico
para poder recomendar el uso de una u otra concentracion dependiendo
del caso a tratar.

En este sentido, consideramos que la administracion del colirio de PRGF
sin diluir ofrece la posibilidad de poder aplicarlo con menos frecuencia,
con una pauta estandar (modificable en funcién de la necesidad) de
1/12h. Ello se traduce en una mayor comodidad para el paciente, que ya
no seria tan dependiente de un sistema de refrigeracion para su
conservacion.

Sin embargo, como desventaja fundamental de no diluir el PRGF estaria
el hecho de que en el caso de tratamientos largos o incluso croénicos,

pag. 140



5.3

especialmente en el caso del ojo seco, se requeririan extracciones mas
frecuentes que en el caso de emplear concentraciones menores del
mismo producto.

Si atendemos a la finalidad del tratamiento con PRGF, podriamos
recomendar concentraciones mas altas en el caso de los DEP, donde
prima la regeneracion celular y concentraciones mas bajas en el ojo seco,
donde el objetivo del PRGF es actuar como sustituto biolégico de la
lagrima  deficitaria. Todo ello, teniendo presente la variabilidad
interindividual en la concentracion de GF del PRGF obtenido.

La pauta de administracion méas frecuente, esto es, de 1 gota cada 6h,
asociada a las concentraciones inferiores de PRGF lograria una mejor
lubricacion de la superficie ocular e incluso podria hacer innecesario el
uso de lagrimas artificiales de forma concomitante.

En resumen, y sin que exista evidencia en cuanto a los beneficios
terapéuticos finales de una u otra concentracion, podriamos proponer
concentraciones altas (50-100%) para los DEP y mas bajas, o adaptables
en funcion de la comodidad del paciente, en el caso del sindrome de 0jo
seco.

EFICACIA DEL PRGF EN EL OJO SECO

El ojo seco es una condicion en la que existe una alteracion multifactorial
de la pelicula lagrimal, lo que conlleva una alteracién de la superficie
ocular y la presencia de sintomas que pueden afectar a la funcion visual y
a la calidad de vida del paciente.

Los tests objetivos de los que disponemos en la practica clinica con
frecuencia no permiten correlacionar adecuadamente los sintomas y el
grado de afectacion de la superficie ocular. Por ello, ambos parametros
deben ser tenidos en cuenta tanto durante el diagndstico como durante la
seleccion del tratamiento optimo.

Puesto que distintos tipos de ojo seco pueden estar asociados con los
mismos sintomas, es necesario identificar correctamente los principales
factores etiopatogénicos involucrados, para asi poder administrar los
tratamientos mas apropiados.

De este modo, el uso de tapones lagrimales, esteroides tdpicos,
inmunosupresores, mucoliticos, secretagogos, etc. seran mas 0 menos
apropiados dependiendo de la naturaleza de cada caso. No obstante, la
base y esencia del tratamiento, comun a todos los casos, sera siempre la
sustitucion de la lagrima deficitaria por un producto lo mas similar posible
a la lagrima natural. Y es aqui precisamente donde reside la principal
limitacion terapéutica del ojo seco puesto que actualmente no existe un
sustituto ideal de la misma.

Disponemos de una notable variedad de lagrimas artificiales: sueros
fisioloégicos, productos sintéticos (vinilos y carbomeros), mucilagos
(carmelosa, hipromelosa, HPGuar), mucopolisacaridos(acido hialurénico),
con base lipidica (vaselinas, carbomeros de alto peso molecular) y mas
recientemente, combinaciones de mucopolisacarido con sustancias
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osmoprotectoras como el eritritol, glicerina, trehalosa, etc Existe
abundante bibliografia que apoya su empleo, siendo su comportamiento
biofisico lo que determinara su utilizacién en cada tipo y nivel de gravedad
del OJO SeC0127 128 129 130

Sin embargo, y segun concluye el DEWS en 2007, el conjunto de las
lagrimas artificiales no debiera recibir dicha denominacién puesto que
distan mucho de ser sustitutos de la lagrima natural. De hecho, el DEWS
establece que la revolucién del tratamiento del ojo seco con las lagrimas
artificiales no radica en sus principios activos sino en la retirada de los
conservantes de su composicion. Asi, hoy en dia la mayoria de las
lagrimas artificiales se presentan como formulaciones monodosis o bien
como formulaciones multidosis con filtros aislantes como el ABAK o
COMOD o sustancias estabilizadoras como el purite o el polyquad. Pese
a que dichos estabilizadores tedricamente se volatilizan al contactar con
la superficie ocular debieran ser manejados como sustancias
potencialmente tdxicas y mas ante la necesidad de instilaciones
frecuentes, debido a que en el ojo seco coexisten: una menor dilucion, un
aclaramiento lagrimal reducido y una predisposicion a la epiteliopatia.

En el ojo seco leve, la funcion lubricante de las lagrimas artificiales puede
ser suficiente para recuperar la homeostasis de la superficie ocular, no asi
en el ojo seco moderado-severo, donde se va a producir un incremento de
la osmolaridad celular con la consiguiente inflamacién y lesion de las
células corneoconjuntivales.

Por ello, el DEWS recomienda a partir de grado 2 de gravedad de ojo
seco el empleo de antinflamatorios, ya sean topicos como los corticoides
administrados en pulsos cortos™ o la ciclosporina al 0'05%"* u orales,
como la suplementacién con &cidos grasos poliinsaturados'® o las

tetraciclinas®.

También para este mismo nivel de afectacion recomienda medidas que
aumenten la permanencia lagrimal, como la oclusién puntal®™® vy los

farmacos secretagogos™.

Para niveles de gravedad grado 3 y/o cuando no han tenido éxito los
tratamientos anteriores, el DEWS recomienda el tratamiento con suero
autllogo. Se basa para ello en que el suero autélogo, en base a sus
similitudes de composicion con la lagrima natural, actia como fuente de
gran parte de los componentes esenciales presentes en la misma y que
en estos casos se encuentran deplecionados. Estos componentes son
vitales en el mantenimiento de la nutricidbn y metabolismo de los epitelios
corneo-conjuntivales y por tanto, en su conservacion y regeneracion asi
como en el desempefio de las funciones defensivas de la superficie
corneal frente a agresiones externas.

Asi, en el suero, al igual que en la lagrima, estan presentes diversos
factores de crecimiento criticos para la proliferacion, migracion y
diferenciacion de las células epiteliales corneales y conjuntivales como el
EGF, FGF a y B, PDGF, HGF, TGF-B, sustancia P, IGF-1, NGF;
vitaminas, como la vitamina A; proteinas de matriz, como la fibronectina;
antiproteasas séricas, como la a-2-macroglobulina; proteinas con accién
antibacteriana, como la lisozima, lactoferrina e inmunoglobulina A, etc.
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Algunas de estas sustancias son mas abundantes en el suero que en la
lagrima, como es el caso de la vitamina A, el TGF-B, IGF-1, NGF,
fibronectina y lisozima pero otras, por el -contrario, presentan
concentraciones superiores en la lagrima con respecto al suero, como la
IgA, HGF y vitamina C*¥'.

Ahora bien, hoy en dia no s6lo conocemos que la calidad del suero
autologo obtenido es dependiente de factores individuales como la edad o
el estado de inmunocompetencia del paciente, sino también y de forma no
menos importante de los procesos de elaboracion seguidos para su
obtencion. Dichos conocimientos hacen obligada nuestra actualizacion
permanente en el tema, siguiendo la estela de grupos, como el de
Geerling, que desde el 2005 estan trabajando en el desarrollo y
estandarizacion de un protocolo optimizado para poder lograr un suero
autdlogo de la méxima calidad posible %37,

De forma paralela, estamos asistiendo a una corriente en auge del
empleo de hemoderivados autélogos enriquecidos en plaguetas con fines
regenerativos en otras campos de la medicina.

En el caso concreto de la oftalmologia esta corriente se ha visto un tanto
frenada precisamente por la gran aceptacion y generalizacion desde hace
casi dos décadas del empleo del colirio de suero autélogo en diversas
alteraciones de la superficie ocular. No obstante, ello no debiera ser un
obstaculo a la valoracion de los hemoderivados enriquecidos como
potencial sustituto biologico alternativo y tal vez superior al SA de la
lagrima deficitaria.

En el presente estudio, hemos obtenido resultados preliminares acerca de
la eficacia de uno de los hemoderivados ricos en factores de crecimiento
derivados de las plaquetas, el PRGF, para el tratamiento del ojo seco no
respondedor a los tratamientos convencionales.

Nuestra serie de 106 pacientes es una de las mas amplias analizadas, o
al menos publicadas, al respecto. Este grupo de pacientes, que incluyen
los distintos tipos etiopatologicos de o0jo seco, son una buena
representacion de la poblacién general, con la salvedad de una mayor
prevalencia del subtipo de ojo seco acuodeficiente en nuestra muestra.

Asi, mientras que estudios clinicos en poblaciones de EEUU y Europa,
como el de Lemp*®, encuentran como subtipo predominante el ojo seco
evaporativo con un porcentaje que asciende practicamente al 50%,
seguido del mixto (35'84%) y finalmente el acuodeficiente puro, nosotros
nos encontramos con una predominancia del ojo seco acuodeficiente
(55’66%), seguido del mixto (29'25%) y finalmente del evaporativo puro
(15'09%).

Consideramos que la mayor presencia del ojo seco acuodeficiente en
nuestra poblacion a estudio, en el que se encuentra representado el
sindrome de Sjogren, esta motivada por una mayor gravedad de sintomas
y ausencia de respuesta de este subgrupo de pacientes de ojo seco a los
tratamientos convencionales.

Teniendo en cuenta que la aplicacion del PRGF fue realizada en la
mayoria de los pacientes a la concentracion del 20% y que no obtuvimos
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diferencias al comparar la aplicacion del PRGF al 20% y al 100%,
discutiremos los datos resultantes en conjunto.

Nuestros resultados indican que el PRGF es un tratamiento eficaz en el
tratamiento sintomatico de los pacientes con 0jo seco no repondedor a las
terapias tradicionales, al producirse una mejora subjetiva en el 75% de los
pacientes, considerada por la mayoria de ellos (61/106) como importante
o al menos moderada. Ademas, en los 42/106 pacientes en los que se
realizd el cuestionario mSIiDEQ pre y post tratamiento se obtuvo una
reduccion media de la puntuacion del 36,24%, siendo la diferencia entre
los valores medios pre y post tratamiento estadisticamente significativa
(19,73+6,52 vs 12,60+7,84, p<0,01).

En general, existe una gran concordancia entre los resultados que hemos
obtenido en nuestra serie y la bibliografia correspondiente para el suero
autologo.

Asi, Tsubota publicaba en 1999 una serie de 12 pacientes con 0jo seco
tipo Sjogren tratados con SA al 20%, encontrando tras 4 semanas una
mejora sintomatica estadisticamente significativa, con una reduccion de
los valores medios del 34,17% (7,9 vs 5,2, p<0,05), medidos mediante
test subjetivos basados en escala de caras. **

Otros grupos, como es el caso de Tananuvat y cols®® sin embargo, no
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el suero
autdlogo y lagrimas artificiales (solucion salina) en un grupo de 12
pacientes con 0jo seco severo tratando con suero autélogo un ojo y con
lagrima artificial el otro durante 2 meses.

Noble y cols'® observan una mejoria sintomatica tras 3 meses de

tratamiento con suero autélogo al 50% en 10 de sus 16 pacientes (62,5%)
de ojo seco (6 del subtipo S.Sjogren). Obtienen valores medios
pretratamiento de 1,45 (puntuacion subjetiva segun una escala facial
ponderada mediante analisis de Rasch) versus 0,60 tras suero autdlogo
(p<0,01).

Kojima y cols* realizan un estudio de 37 casos (de los cuales 20 tenian
sindrome de Sjogren) y controles comparando suero autélogo y lagrimas
artificiales encontrando una reduccion media de los sintomas en el grupo
de SA del 25,71% (puntuacibn mediante escala de dolor de 70+20 vs
52+24, p<0,05).

Urzua y cols en un ensayo clinico cruzado doble ciego con 12 pacientes
con 0jo seco severo a los que tratan dos semanas con SA al 20% y 2
semanas con lagrimas artificiales encuentran una reduccion del 50% en la
escala de OSDI vs 22% a favor del SA (p=0,002).***
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Celebi y cols** realizan un ensayo clinico cruzado doble ciego con 20
pacientes comparando 1 mes de tratamiento con SA al 20% y lagrimas
artificiales y encuentran mejoras significativas del 38,65% en el test
subjetivo de OSDI (26,5 vs 43,2, p<0,01) a favor del SA.

Hussain'* y cols encuentran una mejoria sintomatica media del 19,59%

con el empleo del SA al 50% en un grupo de 63 pacientes con 0jo seco de
diversa etiopatogenia (OSDI: 54,1vs 43,5, p<0,03) y hacen referencia a
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gue emplean la concentracién del 50% porque concentraciones inferiores
no les reportaban buenos resultados.

La comparacion de nuestros resultados con los de los trabajos
anteriormente mencionados presenta obvias limitaciones: son poblaciones
etiopatogénicamente muy variadas (en algunos casos exclusivamente del
subtipo sindrome de Sjogren), de tamafios muy diferentes, en los que el
SA se obtuvo mediante distintos protocolos de centrifugacion (1500 rpm
durante 5 minutos en las series de Tsubota y Kojima, 4200 rpm durante
15 minutos en la de Tananuvat, desconocido en el estudio de Noble, 4000
rpm (2600 g) durante 10 minutos en la de Celebi, 1400 rpm durante 15
minutos en la de Hussain) y se aplicO a diferentes concentraciones y
durante tiempos variables (entre las 2 semanas y los 3 meses).

A pesar de ello, vemos que la mejoria subjetiva secundaria a la aplicacion
del PRGF durante 3 meses se aproxima al rango mas alto de la mejoria
descrita para el suero autdlogo.

Asimismo, consideramos un hecho a destacar la respuesta positiva al
tratamiento con PRGF de 9 pacientes, que previamente habian sido
tratados con suero autdlogo sin éxito.

En cuanto a los signos objetivos, en nuestro trabajo se obtuvieron mejoras
en todos los parametros analizados, esto es: tincion verde lisamina, grado
de metaplasia escamosa y test de Schimer, si bien solo los dos primeros
alcanzaron significacion estadistica.

Con respecto a la mejoria en la tincidon con verde lisamina, encontramos
una reduccibn media de un 3840% (p<0'0l) tras tres meses de
tratamiento con PRGF, valor similar al obtenido en la serie de Kojima
(reduccion del 40,47%; valores medios pre y posttratamiento de: 2'5+2'0
vs 4,2+2,5, p<0,05) y algo inferior al de Tsubota (reduccion del 55,35%;
valores medios pre y posttratamiento de: 5,6 vs 2,5, p<0,01). No obstante,
vemos como muchos de los autores o no midieron la evolucion de la
tincion de la superficie ocular con colorantes vitales 0 no encontraron
reducciones estadisticamente significativas en las mismas, como es el
caso de Celebi y cols, Urzua y cols, Tananuvat y cols y Noble y cols.

Nuestros resultados en cuanto a la mejoria del grado de metaplasia
escamosa son equivalentes a los obtenidos por la serie de Noble, que al
igual que nosotros, observa una mejora del grado de la misma en la mitad
de los pacientes. En el caso de la serie de Noble el sistema empleado
para la graduaciéon de la metaplasia escamosa es inverso al nuestro y va
del 0 a 3, siendo el 0: metaplasia escamosa total y el 3: epitelio conjuntival
normal, obteniendo una media del grado de metaplasia escamosa pre
tratamiento con SA de 0,56 y post de 1,375 (p<0,02). La reduccion que
obtienen en los valores medios antes y después del tratamiento con SA
es por tanto, superior a la nuestra, con una mejoria del 59,27% (p<0,02),
en comparaciéon con la reduccion del 43,85% (p=0'02) obtenida en nuestro
estudio.

Cabe destacar que en nuestro grupo de pacientes con 0jo0 Seco
previamente al tratamiento s6lo un caso (4,34%) presentaba ausencia de
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metaplasia escamosa mientras que posttratamiento dicho porcentaje
ascendia al 42%.

Al igual que en la practica totalidad de estudios de SA, nosotros tampoco
encontramos una mejoria significativa en el test de Schimer pre y
postratamiento. S6lo Hussain y cols encuentran mejoria significativa en el
test de Schirmer (6,6 vs 10,7, p<0,03). En nuestra serie los valores
medios pre y post tratamiento (datos correspondientes a 96 pacientes)
fueron de 4,21+6,12 y 4,76+5,85 respectivamente (p=0,16).

Las distintas correlaciones analizadas entre mejoria sintomatica y
etiopatogenia, citologia de impresién, sexo y edad no permitieron mostrar
resultados concluyentes.

Hasta la fecha, existe muy escasa bibliografia acerca de la aplicacion de
productos ricos en plaquetas en el ojo seco y ésta se limita a 3
publicaciones: la del grupo de Ali6 *°, la de nuestro propio grupo “?y la de
Pezzotta y cols **. Las tres emplean diferentes derivados plasmaticos
enriquecidos, en concreto: E-PRP en el caso de Alio y cols, PRGF en el
nuestro y PRGD (plasma rico en factores derivados de plaquetas) en el
grupo de Pezotta. EI PRP y PRGD serian PRPs similares con velocidades
de centrifugacion imposibles de comparar al conocer solo el dato en rpm
en lugar de g (1400 rpm versus 900 rpm) durante el mismo tiempo y con
el mismo sistema de activacion plaquetaria. Ademas Ali6 emplea el PRP
al 100% y Pezzotta al 30%, mientras que nosotros describiamos la
aplicacion del PRGF al 20%.

Por si ello no limitase suficientemente la confrontacion de resultados, nos
encontramos con que en la serie de o0jo seco del grupo de Pezotta sélo se
incluye el subtipo de ojo seco severo secundario a enfermedad de injerto
contra huésped. La muestra analizada en el estudio de Alio y cols sin
embargo presenta una gran similitud en cuanto a heterogenicidad
nosologica con la nuestra.

Los resultados de nuestro actual trabajo en cuanto a mejoria sintomatica
son similares a los de estos tres estudios. Ali6 y cols tras la aplicacion del
colirio de PRP al 100% durante un mes, obtiene una mejoria sintomatica
en el 89% de los pacientes, incluyendo mejoria en una linea de agudeza
visual en 5 de los 18 pacientes. Pezzotta y cols recogen en su serie una
mejoria subjetiva en el 82,6% de los pacientes (19/23) a los 6 meses de
tratamiento, mientras que nosotros, tras 3 meses de tratamiento con
PRGF observabamos una mejoria sintomatica en el 87,5% de los 16
pacientes estudiados.

La tincién con verde lisamina no es analizada por el grupo de Alié y no
alcanza significacion estadistica en el nuestro. Por su lado Pezzotta y cols
refieren una mejoria de la misma en el 82,6% de los pacientes (p<0,01).

Lo mismo sucede con el test de Schirmer. Tampoco el grupo de Pezzotta
encuentra diferencias significativas, al igual que nosotros primero en la
serie de 16 pacientes y posteriormente en los 96 pacientes analizados de
esta serie.

Con respecto a la citologia de impresion, Alio y cols se centran en la
medicion de la densidad de células caliciformes en conjuntiva bulbar
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superior e inferior para el analisis del impacto del tratamiento con PRP y
obtienen diferencias estadisticamente significativas s6lo en la conjuntiva
bulbar superior (45 células/mm? vs 60 células/mm? p=0,04). No refiere
cuantos de los pacientes mejoran, por lo que no podemos compararlo con
nuestros resultados.

Como hallazgo interesante debemos mencionar que, si bien la mejoria en
el grado de metaplasia escamosa observada en nuestra primera
publicacibn no alcanzaba valores estadisticamente significativos
(1,94+0,93 vs 1,19+1,17, p=0,052), el hecho de haber incrementado la
muestra de 16 a 22 pacientes ha permitido que se alcanzasen dicha
significacion.

Nuestra muestra de 0jo seco supera ampliamente en nuamero de
pacientes a las anteriormente mencionadas. Es probable, en
consecuencia, que los resultados que hemos obtenido sean mas
representativos y extrapolables a la poblacion general de ojo seco no
respondedor.

Por dltimo, consideramos un hecho a destacar que en muchos casos el
tratamiento con PRGF no sélo llevé a una mejoria sintomatica y a una
reduccion de la tincion con verde lisamina y el grado de metaplasia
escamosa Sino que se asocié asimismo a una reduccion de la necesidad
de empleo de tratamientos asociados, como los corticoides y la
ciclosporina tépica, permitiendo ser administrado como tratamiento
exclusivo en el 57,54% (61/106).

Posiblemente esto se deba no sélo a una reduccion indirecta de la
inflamacion mediante la disminucion de la osmolaridad de la lagrima
deficitaria y la dilucién de factores proinflamatorios presentes en la misma,
sino también debido a la presencia en el PRGF, como sucede con el
suero autdlogo, de inhibidores potenciales de la inflamacion y apoptosis y
otros importantes factores de crecimiento, conocidos a su vez por su
implicacién en la reepitelizaciéon corneal, como el EGF™ ™ '/,

Asimismo, el hecho de que muchos pacientes continuasen con el
tratamiento, tras un primer ciclo de tres meses, y que a fecha de
conclusion de este estudio casi una quinta parte de los pacientes
siguieran indefinidamente con el mismo, es altamente sugestivo del papel
terapéutico del PRGF en el ojo seco moderado-severo.

EFICACIA DEL PRGF EN LOS DEP

Los defectos epiteliales persistentes constituyen una de las patologias
mas severas de la superficie ocular puesto que su evolucion natural es la
progresion hacia la perforacion y pérdida de visiobn. A pesar de tener
distintos mecanismos etiopatogénicos, los DEPS tienen en comun la
incapacidad de la cOrnea para cicatrizar su epitelio lesionado y su
tratamiento se convierte en un reto en la practica clinica diaria 8 828! 888

Se ha descrito que las formas de DEP con peor prondstico son las
asociadas a 0jo seco severo y a las Ulceras neurotréficas . En el caso de
0jo seco, el déficit de lagrima resulta en una deprivacion de factores de

pag. 147



crecimiento, mientras que en el caso de las Ulceras neurotrdficas, estan
ausentes ciertos factores necesarios para el metabolismo nervioso, como
la sustancia P y el NGF.

La ineficacia de los distintos tratamientos disponibles, como las lagrimas
artificiales, los antiinflamatorios tépicos, las tetracicilinas orales, las lentes
de contacto terapéuticas o la tarsorrafia, para la resolucion de los DEPS
ha llevado en las dltimas décadas a la busqueda de nuevas alternativas.

De este modo, han sido estudiados los efectos de la aplicacion individual
de distintos factores de crecimiento sintéticos, factores neurogénicos y
extractos naturales ricos tanto en factores de crecimiento como factores
neurogénicos “®. Entre los factores de crecimiento empleados para
estimular la epitelizacién se encuentran el EGF*, el FGF'*®, PDGF,
NGF® y la fibronectina® %, una proteina relacionada con la matriz
extracelular.

Sin embargo, pese a haberse obtenido buenos resultados preliminares en
animales, a dia de hoy los resultados en humanos siguen siendo
contradictorios.

Entre los factores neurogénicos analizados para el tratamiento de los DEP
se encuentra la sustancia P. Se trata de un neurotransmisor liberado por
el sistema nervioso auténomo periférico y presente a altas
concentraciones en las terminaciones nerviosas de la cOrnea. Actia de
forma sinérgica con el factor de crecimiento similar a la insulina tipo
1(IGF-1) y el NGF % % % Existe aln una escasa experiencia con su
aplicacién en humanos. Recientemente, se ha publicado un trabajo con
resultados prometedores sobre el uso de tetrapéptidos derivados de la
sustancia P y el IGF-1"°.

El NGF, por su parte, ha sido empleado en las ulceras neurotroficas
desde 1998, con resultados prometedores; sin embargo, el NGF aun no
ha sido aprobado para su uso en humanos. Aun asi, la limitacion principal
de estos tratamientos radica en el hecho de que, por su mecanismo de
accion, son sélo aplicables a los DEPs de origen neurogénico.

Como resultado del amplio espectro de etiologias de los DEPs, el
tratamiento ideal debiera ser aquel que aporte la mayor cantidad y
variedad de factores de crecimiento.

La busqueda de extractos naturales ricos en estas sustancias se remonta
a 1940, con la aplicacion de la membrana amniotica para el cierre de
defectos conjuntivales ®°.

La membrana amnidtica ha sido empleada desde entonces con un éxito
notable en el tratamiento de los DEPs. Sin embargo, tiene ciertas
desventajas. Por un lado, conlleva el empleo de un procedimiento
quirargico, con todos los inconvenientes que ello implica tanto para el
oftalmélogo como para el paciente, especialmente en casos cronicos y
que precisan tratamientos de larga duracién. Por otro lado,
desconocemos la supervivencia exacta de los factores de crecimiento tras
el proceso de criopreservacion implicito en esta técnica. Ademas, la
membrana amnidtica presenta la desventaja de no ser un tejido autélogo,
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por lo que presenta el riesgo potencial de transmision de patégenos
indetectables con las técnicas actuales de screening ®'.

El suero autélogo, en cambio, obtenido de la propia sangre del paciente,
carece de dichas desventajas. En 1999, fue propuesto no sélo para el
tratamiento del ojo seco sino también para los defectos epiteliales
persistentes %8082,

Mas recientemente, se ha descrito también la posibilidad de emplear el
suero de cordén umbilical %°. Los resultados son alentadores, sin
embargo, como en el caso de la membrana amniética, presenta el
inconveniente de tratarse de una sustancia de origen heterélogo.

En los udltimos afos, los derivados plasmaticos ricos en plaquetas, entre
ellos el PRGF, estan siendo evaluados para su aplicacion con fines
regenerativos. Se dispone de una amplia experiencia en la aplicacion del
PRGF para reparar lesiones de membranas mucosas, piel y Ulceras en la
cirugfa oral, maxilofacial y ortopédica *>%° 2*

En nuestra experiencia, la aplicacion de PRGF, tanto al 50% como al
100%, ha resultado ser un tratamiento eficaz para DEPS de diversa
etiopatogenia con una tasa de cierre del 92,53%.

Existen escasas publicaciones acerca de la aplicacion de los preparados
ricos en plaguetas en los DEP y éstas se limitan a: dos por parte del
grupo de Alid * **' una del grupo de Kim **? y una de nuestro propio
grupo.”

Los grupos de Ali6é y Kim emplean PRP, si bien, con distintos parametros
de centrifugacion (1400 rpm x 10 min vs 200g x 11 min) y distintas
concentraciones (100% vs 20%), mientras que en nuestra publicacion
empleamos el PRGF a una concentracién constante del 50%.

Alié y cols tratan con colirio de PRP al 100% un grupo de 26 DEP de
etiopatogenia variada (12 neurotréficos, 9 herpéticos y 5 inmunolégicos)
obteniendo una mejoria en el 92% de los pacientes, aunque solo en un
50% de los casos se logra la completa resolucion del DEP.

Posteriormente, publican otra serie de 11 DEPs ya evolucionados a
perforacién corneal tratados con PRP a modo de coagulo sujeto bajo una
membrana de fibrina suturada a conjuntiva. En este caso, obtiene una
completa cicatrizacion en el 100% de los pacientes.

Kim y cols, por su parte comparan los efectos del SA y PRP en un grupo
28 pacientes con DEPs postinfecciosos y encuentran una tasa de cierre
superior en el grupo de PRP (70,58% vs 100% respectivamente), con una
velocidad de cicatrizacion estadisticamente significativa a favor del PRP
(0,48 + 0,08 mm? /dia vs 0,95 + 0,27 mm?dia, p= 0,037). Asimismo,
correlacionan sus hallazgos con la presencia significativamente mas
elevada de EGF en el PRP en comparacion con el SA (860,66 + 141,92
vs 248,96 + 43,93, p = 0,018).

Nuestro grupo publicaba la aplicacion del PRGF en 18 DEPs de diversa
etiopatogenia. En nuestro caso se logré una resolucion del 85% de los
defectos epiteliales.
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Sin embargo, en el presente trabajo hemos observado una tasa de cierre
del 92,53%, superior por lo tanto, a la que observabamos en nuestra
primera publicacién y a la que observan Ali6 y cols para el colirio de PRP.
No obstante, nuestra tasa de éxito es levemente inferior a la obtenida por
el grupo de Kim y para el coagulo de PRP del grupo de Alio.

Hemos medido la concentracién de algunos de los principales factores de
crecimiento presentes en el PRGF de cara a establecer una correlacion
entre su presenciay la eficacia en el cierre de los DEPs.

Sin embargo, la elevada variabilidad interindividual de los factores de
crecimiento, y que afecta especialmente al NGF, VEGF, TGF-B1, FGF y
HGF, ha imposibilitado en nuestro caso el establecimiento de una
correlacion entre la concentracién de los mismos y el tiempo de cierre.

De todos modos, teniendo en cuenta que el efecto de los factores de
crecimiento no sélo depende de su concentracién sino también de la
cantidad y sensibilidad de sus receptores de membrana, regulables por
las propias células, cualquier correlacion en este sentido debiera ser
tomada con cautela.

Cabe destacar que el PRGF resultod eficaz incluso en casos en los que el
tratamiento previo con SA habia resultado ineficaz, como ocurria con 9
casos (17%) de nuestro estudio.

Consideramos que la relevancia y distincidon entre nuestro tratamiento y el
SA puede residir en la mayor presencia de factores de crecimiento en el
PRGF debido a la concentracion y activacion plaguetaria.

El modo de activacién de las plaguetas también podria resultar clave,
como comentabamos anteriormente en el apartado de la discusion
“Caracterizacion del PRGF”, motivando diferencias de efectividad y
tolerancia entre los distintos hemoderivados ricos en plaquetas.

El PRGF también debiera ser considerado desde el punto de vista costo-
efectividad ya que evita o al menos disminuye la frecuencia de
tratamientos quirdrgicos que los DEP habitualmente requieren, y que en
nuestro caso resultaron necesarios sélo en una cuarta parte de los
pacientes.

La diversidad de los tipos clinicos de DEP incluidos en nuestro estudio
(edad, etiologia, severidad, tratamientos previos y tratamientos asociados)
dificulta el analisis mas detallado de la eficacia clinica del PRGF.

Las diferencias en cuanto a la etiologia y caracteristicas clinicas asi como
la necesidad de otras terapias adicionales en algunos casos, limitan la
homogeneidad de nuestro grupo de estudio. Por esta razén, no ha sido
posible en nuestro estudio establecer una correlacion entre la
etiopatogenia de los DEPs y su respuesta al tratamiento con PRGF.

Aln con ello, el hecho de que nuestra muestra de pacientes sea tan
heterogénea y que la cicatrizacion ocurriera claramente en la mayoria de
los casos tratados indica que el PRGF es un agente terapéutico eficaz y
prometedor para el tratamiento de un amplio grupo de DEPs.
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En un futuro, seria interesante poder determinar en qué subtipos de DEP
podria resultar mas eficaz el tratamiento con PRGF asi como los
tratamientos adyuvantes mas efectivos en cada caso.

SEGURIDAD Y TOLERANCIA

La tolerancia del colirio de PRGF fue buena en la gran mayoria de los
casos, con tolerancia regular-mala en solo 5 de los 159 pacientes
tratados, dos de los cuales abandonaron el tratamiento por este motivo.
No nos fue posible relacionar dicha intolerancia con una concentracion
concreta de PRGF, puesto que estos 5 casos recibieron PRGF al 20%,
50% y 100%. Tampoco existia una patologia subyacente comun con la
gue relacionar la peor aceptacion subjetiva del tratamiento.

Cabe destacar que en uno de los casos de tolerancia regular, el factor
causal fue la temperatura y no el propio colirio, puesto que la paciente
manifestaba una alta sensibilidad local al frio y al administrar el PRGF a
temperatura ambiente, de motu propio, percibi6 una mejora subjetiva
clara.

Por otro lado, el PRGF muestra una elevada seguridad para su aplicacion
a modo de colirio, habiéndose registrado efectos adversos atribuibles al
mismo en sélo 2 casos de 159, esto es, en un 1'25%.

Dichos efectos adversos ocurrieron ambos en el grupo de DEP. El
primero de los casos, en los que se empled el PRGF al 50%, consistié en
una reaccion local con hiperemia y quemosis reversibles al suspender el
tratamiento.

En el otro caso se desarrollaron infiltrados subepiteliales durante el curso
del tratamiento con PRGF al 100%. Se trataba de un varén en tratamiento
inmunodepresor por presentar enfermedad de Crohn. Dicha enfermedad
no se encuentra entre las patologias autoinmunes descritas clasicamente
en la literatura como potenciales formadoras de inmunocomplejos a nivel
local, sin embargo, no existiendo factores concurrentes y al haber sido
descritos de forma anecdotica el desarrollo de los infiltrados con la
aplicaciéon del suero autélogo en pacientes con artritis reumatoide, estos
fueron atribuidos al tratamiento con PRGF.

Ello abre la puerta a una discusién en auge: ¢debemos aplicar los
hemoderivados autélogos en los pacientes con patologias de origen
autoinmune? Existen algunas publicaciones que alertan sobre el uso del
suero autélogo en patologias con una fuerte base autoinmune como el
penfigoide ocular cicatricial y la queratoconjuntivitis atdpica argumentando
que éste puede exacerbar el cuadro por el aporte local de
inmunoglobulinas y factores proinflamatorios.™ Otras sin embargo,
impulsan el empleo del suero autélogo en casos eminentemente

autoinmunes, como las Ulceras de Mooren®*.

En cualquier caso, no existe una contraindicacion absoluta para el uso de
hemoderivados autdlogos en dichas patologias atendiendo a la escasez
de efectos adversos publicados pese a la amplia experiencia en la
utilizacién de suero autélogo en éstas y demas patologias de la superficie
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ocular en los ultimos 20 afios. Lo que si es recomendable con relacién a
este subgrupo de pacientes es una vigilancia mas estrecha, para poder
suspender el tratamiento lo antes posible en caso de que exista una
reaccion adversa al mismo.

En nuestro estudio, hemos incluido varios pacientes con 0jo seco tipo
Sjogren secundario a artritis reumatoide y un caso de 0jo seco secundario
a enfermedad de injerto contra huésped cronica, y en todos ellos se han
obtenido buenos resultados en cuanto a eficacia y seguridad. La mayoria
fueron tratados con PRGF al 20%(1 caso al 100%).

Es posible, sin embargo, que con la extension del empleo de los
productos plasmaticos enriquecidos a concentraciones del 100% puedan
aumentar los efectos adversos y la intolerancia y con ello surja la
necesidad de establecer protocolos para, bien proceder a la dilucién del
PRGF o a la inactivaciéon del complemento e inmunoglobulinas mediante
calentamiento, como recientemente publica el grupo de Anitua'®®, en este
subgrupo de pacientes.

No observamos ningun caso de infeccion, como si se han descrito
ocasionalmente por contaminacion del SA administrado de modo
domiciliario ®° .

Tampoco observamos en ningdn caso un incremento de

neovascularizacion o fibrosis corneal secundarios a la aplicacion del
PRGF.

En resumen, en este estudio queda establecida la seguridad y tolerancia
de la aplicacién del PRGF a tres concentraciones distintas: 20%, 50% y
100%.

APLICABILIDAD CLINICA Y PERSPECTIVAS FUTURAS

El PRGF representa una alternativa terapéutica eficaz para el tratamiento
el 0jo seco resistente a los tratamientos convencionales y de los defectos
epiteliales persistentes. Constituye a priori ademas una alternativa
terapéutica eficiente; facil de aplicar en la practica ambulatoria y
hospitalaria y con la capacidad potencial de reducir costos en cuanto al
namero de consultas y procedimientos quirdrgicos requeridos por el
paciente.

No obstante, quedan por dilucidar varios puntos para la optimizacion de
su utilizacién.

En primer lugar, queda pendiente establecer la concentracion y pauta
idonea de PRGF no so6lo en funcién de la patologia ocular a tratar sino
también teniendo en consideracion aquellos factores individuales que
pudieran afectar a la composicion del mismo, como la edad, estado salud
general del paciente, etc.

En segundo lugar, seria interesante la asociacion del PRGF a
determinados vehiculos y/o presentaciones que permitiesen aumentar su
permanencia en la superficie ocular.
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En tercer lugar, para el futuro queda la posibilidad de desarrollar un PRGF
recombinante, esto es, enriguecido mediante la adicion al mismo de
ciertos factores de crecimiento, matrices biolégicas o incluso células
madre.

Por dltimo pero no menos importante, es preciso el analisis comparativo
mediante ensayos clinicos prospectivos de su efectividad y eficiencia con
respecto al SA, por tratarse del producto hemoderivado autélogo ya
consolidado en oftalmologia asi como con los demas hemoderivados
emergentes ricos en plaquetas.
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6. CONCLUSIONES
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1. El PRGF es una alternativa terapéutica eficaz en el tratamiento de
los defectos epiteliales persistentes, con una tasa de cierre
superior al 90%.

2. El PRGF es eficaz en la mejoria sintomética del sindrome de ojo
seco resistente a los tratamientos convencionales. La mejoria
subjetiva se produjo en tres cuartas partes de los pacientes y fue
calificada por la mayoria de ellos como moderada o importante.

3. EI PRGF es eficaz en el tratamiento de los signos clinicos derivados
del sindrome de o0jo seco, con una mejoria estadisticamente
significativa en dos de las tres determinaciones llevadas a cabo a
tal efecto: el grado de metaplasia escamosa y la tincion con verde
lisamina. Se observd igualmente una mejoria en el test de
Schirmer; sin embargo, ésta no alcanzé significacion desde el
punto de vista estadistico.

4. El PRGF administrado en forma de colirio muestra un elevado perfil
de tolerancia y seguridad. Solo se registraron dos casos de efectos
adversos: uno de hiperemia y quemosis local y otro de aparicion de
infiltrados corneales subepiteliales( ambos en DEP), mientras que
la suspension del tratamiento a causa de una mala tolerancia
resultod ser un hallazgo anecdoético.

5. El tratamiento con PRGF permite reducir la tasa de tratamientos
asociados en ambos grupos de pacientes. De hecho, en el grupo
de ojo seco la aplicacion exclusiva de PRGF obtuvo resultados
satisfactorios en mas de la mitad de los casos, eliminando incluso
la necesidad de uso de lagrimas artificiales. En el caso de los DEP
el porcentaje de casos en los que no hizo falta la asociacion de
tratamientos, desciende a una cuarta parte, dato notable teniendo
en cuenta la gravedad del cuadro.

6. EI PRGF, tanto puro como diluido, muestra un pH y osmolaridad
adecuados para la aplicacion oftalmoldgica, tendente en el caso de
administrarse puro a valores levemente mas alcalinos e
hipoosmolares que la lagrima natural.

7. El PRGF contiene abundantes factores de crecimiento. Existe una
elevada variabilidad interindividual de los niveles de los mismos,
siendo los valores de EGF y albumina los mas reproducibles.
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CLINICAL SCIENCE

Plasma Rich in Growth Factors as a Therapeutic Agent for
Persistent Comeal Epithelial Defects

Sifvia Lipez-Plandolit, MD,*1 Marfa-Cefia Morales, DSei, PhD,® Wanessa Freire, Pre-PhD,*
Jaime Etebarria, MD.*} and Kian A. Durdn, MD, PhD*§

Ohjectve: To evalusie the efficacy of opically spplied sulologows
plesma rich in growth fados (PROF) a5 2 irestmend for perssiend
epithelial deficts (PEDs) of the comea.

Metbods A semes of pogpedive noncempantive caes

Partcipants: Twenty eyes fovm 18 patients with PED with varioms
mderlymg etiopatholypes: newogemc, istrogenic, essociated with
tuming o secameary (o severe dry eye Pafienis were treated with
& PRGF evedrop solution, Sera] photographs of the comea were
tken umiil epithebabrsion was complete. We had prevdousy
characierired the level of a panel of growih facions (platelei-derived
erwih facior, epithehal growih factor, vasoular endothelinl growih
facter, hepainoyie growih facior, fbroblesd geowdh facker, and narve
gowih facior) in the PROF af 11 of thess patents. The follawing
varahled wew additionally reconded: (1) duation of PED belbre
{2) previ {3} time fir compilate epithelisl.
tratiom, @ (4) tmatmenis requined concomitenily with FRGF.

Results: Emthebal defects healed in 17 of 20 cees (85%), with
& mean fheepeutic tme of 109 wesks (mnge 239 weeln). Mean
progresion tme befire restment was 26.7 wesls {angs 2-10d
weels]) Orowih Fscor o were pladelsl-derived growidh
fctor 126459 £ 146900 pg'ml, epithdial grovih Bolor 4689 £
76 peiml, weculer endofhelia]l growdh facor HMS5 £ 1194
peml, hepaincyte gmwh factor 1485 £ 1735 peiml, fibroblest
growih fador 826 £ 959 pg'ml, and nerve gowdh facor 37.7 £
186 pgiml.

Comchesion : PROF, when appilied as eyedrons, i o highly effective
thempeutc agen fr dhe testmen of 2 bmad stopatholiogical
spedrem of oomeal FEDs.

Key Words: perasient epithelial defect, neumrophic comeal nloe,
growth faotor, plesma ridi i growih fados
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ersiztent gpithelial defect (PED) of the comea is defined as

a ksion that messures mone than 2 mm in dismeter,
persiss for more than 2 weeks, and is resistant to conventicnal
roatments: The ctiopatology of FED can be very varishla,
but the 2 principsl causes are alierstions in the ter surface
and noumgenic dysfimefions,”" Other causes include bums
bocause of chemical agents, inmmumological alterstions,
dysirophics of the epithelium and basal membrane, metsbolic
alcrations, iatrogenia, trawma, and infoctions,"

Mot infroquently, PEDs do not respond to the application
of conventional weatmenis such as artificial tears, therapeutic
contact lenses, antiinflammatory agens, oml antibiotics, in-
hibitors of collagenolytic enspmes, or tarsorrhaphy. Redstant
FEDs continue i degenerate, in mamy cases toward progres-
aive stromal lyss and sbsequent perforation; therefone mew
therspeutic sllematives are wgendy being sought. Many of
these consist of natursl preparations, which are rich m growth
faciors or of these factors alone, derived by synthetic pro-
cosses, Among the iopically applied natural proparations,
awtolopous sorum has boon used in recent years for the treat-
ment of PED and dry eve with safisfaciony results inmiost cases =

More recently, 2 novel teamment has been proposed,
consigting of plasma rich in growth factors (FRGF)L This
trestment involees e application of sutologous platelet
protein extracts, which are rich in growth factors. However,
the use of PRGF has been limited up to now to the repair of
Esions of the skin, nucous membranes, and subcumneous
tisswe in oral, maxillofacial, and ic surgery. Thus, i
objectives of the present article are © (1) deseribe the manner
of preparation of FRGF, (1) characterize FRGF in terms of its
kevel of 3 pandl of growth faciors, and (3) anabyze the clinical

of FED to PRGF treatment, therehy evahwating the
posibility that this mestment may serve as a new efficacious
and safe alernative to enhance roepithel i lization,

MATERIALS AND METHODS

Patients

This study nchuded 18 patients {30 eyes) diagnosed with
PED, stwdied btween 2004 and 2007 at the Instineto Clinico-
Quirtrgice de (Halmolegls (Bilban, Spain). The mean age of
patiens was 612 years {mnge 33-8% years). Thireen were
mon and § were womon,

All patients gave their written consent after being
informed about the treatment Our study was approved by te
Ethics Committee of e Institate Clinico-Quirtreico de
Oftalmologia, and the principles of the Helsinki Declaration
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were complied with, The etiopathology of the epithelial
defects was variad: newrotrophic ueers {(9; 6 nonhenpetic and 3
hempetic), iatrogenic (6 cases; after ocular surgery), secondary
o chamical burn (3), and socondary to severe dry eye (20

The crienon for inclusion was PED with no improve-
ment afier conventional treamments, the latter including both
medical (artificial tears, topical steroids and antibviotics, oral
antibictics or antiviral agents, therapeutic contct lenses,
sutologous serum, and so on) and surgical (amniotic mem-
brzme patch snd evelid surpery) trea ments. A mong the 20 oyes
inchuded i our suady, 18 oyes (90%) had boen receiving
medical reamment conkisting of artificial ears and m sss-
ciation of topical antibiotics and topical stercids. Two cases
had also beon treated with contact lenses and 2 with topical
antiviral agents. Six patients had previously been reated with
0% antologous serum but without secoess. Surgical reatment
had alko been performed i 6 cases. Surgical approaches
incheded latersl tarsomhephy, smniotic membrane patch, and
bigral poxia of the inferior eyelid Cases imvolving active
comeal infaction were excluded,

We decided that the application of PRGF did not necd to
preciude the use of other concomitant reatments {such as
tarsarrhaply, punctal occlusion, ol teracyclines, antibiotics,
antinfammainry agents, and so on) when they were con-
sidered noceszary. In addition, we included in the protocol the
posibility of camying out amniotic membrane tranpdant if 5t
the end of a fortnight of treatment no djective i mentof
e wlcer conld be observed or if clinical featres deteriorated

at any stage.
PRGF Preparation

PRGF is a nafral exmact, which s obtained from the
patient’s own hlood. The ation process involves a 2- o
3-fold concentration of platelets found in pationt blood by
contrifigation, reanlting in 2 liquid which can be wed as
eyedrops for surface application. Fifty millliters of whole
blood was collocied by wvend in 5-mL sterile fubes
contsining 0.5 mL of 38% sodium cirate. Ssmples were
contrifuged st 460g for § minutes &t room temperatore. The
upper fraction immodistely above the erythrocyte pellet was
then ransferred 1o a sterle tube. Platelet activation and fibrin
matrix formaton were induced by adding calcium chlonide to
4 final concentrmtion of 228 mM, and clos were allowad to
retract for 2 hours at 37°C. The released supomatant is rich in
growth Bactors. This supematant (PRGF) was diluted 1:1 with
0.9% sodinm chloride, and 2.5 mL of this diluied PRGF were
transformed ine S-mL sierlized eyodrop bottles, All procedures
were carried out under highly sterile conditions, operating
inzidea lminar fow hood. Before initiating treatment, patients
wete instrscted to keap the bottles at —20°C until roguined, the
bottle in e wasto be stoned at4°C and discandod aftor § days *

PRGF Treatment Regime

A period of clearing before initiating PRGE treatment
was not employved, PRGF was administered &t a 1:1 dilution,
mitially &t | drop overy 2 hours (during daytime) fior the first
3 days. Subsaquenty, the treatment egime was personalized
as 8 func tion of the clinical evolition of each epithelial dafect.

B44 | wwww, comeajrnl com

Ophthalmalogic Evaluation

Visual parameters were nat recorded for this sudy.

Measurement of Growth Factors in PRGF

The concentration of 2 panel of growth faciors, which
could be considered to be potentially thera ic, was mos-
sured in the PRGF of 11 patients. Phektderived growth
factor {PDGF), apithelial growth factor (EGF), vasoular endp-
thelial growth facior (VEGF), hepatocyte growth Escior
(HGF), fibroblsst growth faetor (FGEF ), and nerve growth fac-
for (MGF) were measured i undiluied PRGF using commaar-
cially available Quantikine colorimetric sandwich ELISA kits
(R&D, Minneapolie, MN), according to the mamufscherer's
instructions. All enzyme-linked immuncentbent assays wen
performed in triplicaie,

Evaluation Parameters

Thee follow ing varishles were analvzed: duration of FED
progression before PRGF  treatment; previous restments
(medical andior surgical); duration of treatment until complei
epithelialization; noed for PRGF-associied treatments (med-
ical andior surgical); levels of FDGF, EGF, VEGE, HGE, FGE,
and NGF in the PRGF of these patients. Means and standard
deviations were caleulated using Windows NT Excel software,

RESULTS

PRGF was characterizod in terms of the conoeniration of
e growt factors indicated in Table 1, The most abumndant
growth Bcir was FDVGE, and the leastabundant one was NGFE,

The mean duration of PED ion before FRGF
meatment was 26,7 weeks (range [-104 woeks, with a median
of 9 wecks), The cpithclial defoct was restored in B53% of
cases (17 of 20 eyes), with a mean epithelialization time of
109 woeks (mnge 2-39 weeks, median of 5 weaks). Table 2
summarizes the relevant characteristics of the patients

For the 3 cases in which fhe epithelial defect did not
heesl, Tollow-up time was 10, 12, and 22 weeks. In these cases,
the et was nourotrophic; | was irogenic (case 9),
and 2 were nonhorpetic (posttrigeminal ablation, case & and
postradi case 1R Two cases required conjumetival
flap fcases 9 and |8), and another was treated with a Boston
keratoprosthesis (case 6).

FRGF was applied alone 1o 4 gyes (20% of cases). In the
remaining cases, othor modical and’or surgical treaiments were
employed during follow-up; opical antbiotics, iopical cortico-
iz, oral antiviral agenis, oral tetracyclines, topical antivizal
agents, amamiotic membrane rangslant, and lateral tarsorrhaphy.

The aim of the teatment with PRGF was epifwelializs-
tion; omoe it was achieved, the trostment was diseontinuned
except incases 1, 2, and 3. Cases 2 and 3 comrespond to FED
mseociated with sevene dry eye; when the FED was resolved,
FRGF treamnen was mainmined in a prophylacic manner
st concentration of 20%, In case |, PED was secondary to
arpgical damage to both facial and tripemina]l nerves; sfter
various opisades of FED suwcosssfully treated with FROGE
we finally decided 10 maintain weatment continwously at a
concentration of 0%,
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TABLE 1. Concentrations of Growth Factors in Undiluted PRGF

Giwwih Farter FBLF ELCF VECF HGF FCF NLGF
PRGF 11459 = 16900 4689 = T8 s = 1194 1495 = 1734 L6 859 JIT = 186
e - £ i paco: por exlllabes
Mo change in corneal sensation was reporied, except DISCUSSION

for patient 12, for whom ancsthesia before PRGF reatment
was replaced by a hypesthesia once epithelialization was
compleie. Mo difforences were found reganding Schirmer fest
IEARTES.

PRGF wlerance was good n 95% of cases (19 of 200,
In case 1B, PRGF had to be discontinued bocause of fhe
patient’s discomfort (rednes and itching). Mo other compli-
cations smsociated with its use were detected. In particular,
we had examined for the presence of owvert infoction and
nopvasculanzaton bocame of the high content of VEGF in
PRGE

Slit-lamp images of representative cases ane shown
in Figumes | and 2. A nonhemetic neurotrophic PED was
obsrved in an §3-year-old man {case 15); the durstion of the
defect before PRGF treatment was 2 woeks, The defoct mea-
swed 56 X 44 mm Time to complete healing was & weeks,
with PRGF being appliod in the absonce of othor treat
ments (Fig 1), An Bd-year-old woman (case 17) developed
a posttrigeming | allation FED. The duration of the defoct was
22 weeks. Time to complete healing was 7 weeks, PRGE was
applied in conjunction with a topical antibiotic {Fig. 2).

FED & a serigus eye condition bocause it frequendy
progresses o perforation of the comea and can eventually lead
i imeversible loss of vision. Degpite having various cases,
these defects share in common the incapacity of the cormea to
close its damagod epitwlivm and thus constituie an importan
thempeutic challenge in daily clinical practice. **™* The foms
of PED with worse prognosis have boon roported o be thise
manciated with sewere dry eye and neurorophic uleers.”
In the case of dry eye, the lack of wars resuls in growth
facior deprivation; in the case of nourotmphic ulcer, factors
mecessmry for noural metabolism, such as substance Poand
MGF, are absent

The inefficacy of difforont teatments, such as artificial
ears, topic antinflammatorics, oral tetraeyclines, bandage
contact benses, or tarsorhaphy, for the reatment of PED has
driven the search in mcent decades for now thempestic
approaches, Thus, the effecs of individually applied synthetic
growth factors; newrogenic factors, amd nanral extracts rich in
both growth and nevrogenic factors have been studied® The

factors used to favor epithelislization include EGF,"
FGE,” PDGE" WGE" and fibromoctin, 4 protein asocied

TABLE 2. Characternstlcs of Patlants With PED

Eyve Ape Sa [Ragnisis Durstion Before PRGF (Wk)  Time te Compleie Healing (W) Asseciuted Trestments
1 3 M Prtic memot mpdic - n AR TS
2 3 F FED aseciated wilh dy ove 4 u AR TS, OT
3 Ex] F PED asociated with doy oye T 4 ar
4 -] M Immogenic 3 19 AR TS
3 47 M Chamical o L] 3 AR, TS, AMT
3 L) M Petic memotmpbic k'c] Mo epithefial bafion AR OT, AMT
T i M Petic nemmtaopdic [ 2 Ha
i L] M Petic newwdmpdic i 2 Ha
9 L] P Tamoganic 1 Mo eprithe il fza tics AR, TS, O AMT
[ 4] (5 M [Proes et e 2 1 AR TS, OT
1 i M Pros dhewgetic memsrcsmop b} 2 Na
12 =] M Chemical bamn H L] AR, TS, AMT, LT
13 4% M I 3 4 Ho
84 46 M Tmrogemic 1 2 Ha
15 3 M Petic nemmtmpdbic 2 & Ha
] L] M Tasmar: 3 1 AR
i7 ] | Prtic memetmplic Ford T AB
1% &l M laopenic 2 N epushe tial i tion AR, TS, OFT, AMT, LT
19 el F Pres et . memar T i 2 TAV
H a3 F Taroganie H m Ha
AR ppvameiee, AMT wmmt pemt = F, S, 1T, & i b, mede, DAY ot 15, TV

wpial wdal
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ACURE 1. SHt-lamp s before
and during treatment of the right
eye of an Biyear-olkd man with

a nonherpetic newrotrophic PED
{case 15).

with the extracellular matrin"*"* Despite having achisved
goad initial results in aninwls, resuls in hemen paticnts heove
oon somewhat contradictory and controversial to date.
One neumgenic factor fiat hes been expleed for PED
therapy is substince P This is a neurotransmitter, which is
liberated by fe peripheral auimomous norvous sysiem and
i present at high levels in norve ondings in the comea. It acts
m syergy with insulin-like growth facer | {IGF-1) and
WGE*" Results fromexperiments with substance P applied
with IGF-1 in humans are scarce. Recently, a study has boen
published reporting promising findings reganding the uwse of
Eerapoplides derived from substance P and 1GF-1."* NGF has
been used in newrotrophic ulcers since 1908, with quike
promizing msults, kowever, NGF treatment has still not yot
been approved for wse in humans. Nevertheloss, e ccsential
limitation of fwse testments i thet bocawse of their
mechenism of action, tey are oly applicable to PEDs of

in,

Asaﬁtufﬂmnidermnfﬂb]n@mnf?ﬂ)&,u
ideal treatment would be that which provides the largest
quantity and variety of growth factors. The search for nadural
extracts that are rich in these substances bogan as early &8 in
Lﬂdﬂ,mﬂnq:fli:ﬂ.imufnmjminmm&
conjunctival defects ™ Ammiotic membrane has since then
bocn used for the restment of PED with notable sacomss.
Howewer, it has 2 numbsr of dizsadvantages, on the one hand, it
mvolvwes a sergical procedure, with all of the inconvenionces
that this implies for both the oplihalmologis and the patient,
particularly when cases are chronic snd invelve long-ierm
treatments. On the other hand, it is unlmown if growth factors
arvive the process of crvoconservation implicit in
this Echnique. Moremver, because ammiotic membrane is

B46 | www, comeajrnl com

it an amologous tisswo, it also has twe sk of being & sounce
of currently undetectble pathogons "

In contragt, autologons serum, obbmined fFom e
patients own blood, hes none of the aforementioned dicad-
vantiges. The use of sutologous serum for the reatment of dry
oye was roporied i 1984, In 1999, it was for fhe
meatment of PED and dry eye, with satisfactry results 2=+
More recently, the use of serum from fotal umbilical cord has
alay boen reporiad™** The msults are encouwraging, but fe
echnique presents the same dissdvantages & ammniotic
membrang becawse such serum is a eerlopous substance.

Inmore recent times, 8 nowvel treament based on PRGF
i being examined for its therapeutic potential. The technigue
mvolves the use of autelogous platelet profein extracts, which
are rich in growth factrs ™" However, it has been applied
only o e repair of lesions of mucous membranes, skin, and
aubcutnoows wloers in oml maxillofacial, and orthopedic

Our group reporied the first case of PRGF application
i%hﬁlm“ and Alid et aP® reporied ﬂuwme of a
amilar reatment, which was called autologous plasma rich in
phiekis. The principal difference between both restments
resides in platclet activation. Thues, in FRGF meatments, e
plysiological activation of platelots & achieved by adding
calcium, whencas a controlled activation of plakles is not
mduced in treatments based on autologos plasms rich in
phkls; insead the platelot extract is fiozen. After defrece-
g, pheleswill lyse, releasing their growth factors. However,
these ane accompanied by lysoomal enzymes responsible for
their degradafion. We have messured the concentration of
some growth factors in PRGF @ atempt o correlate their
presence with PED improvement. PDGF and EGF were found
i be the most stshle botween patients; other Sactors were also
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PRGF o a Trectment for PEDs of the Comen

Tound to be present, but at highly vaniable levels (some factors
wore oven undetcemble in some patiens), making fheir
assnciatinn with the therapentic o ffoct somewhat more difficult
i comelate,

In our exponience, the application of 30%% PRGF is
effective a5 a treament for e reestablishment of e comeal
epitwelial surface in pationts with FED of various efiologies,
even in cases in which prior treatment with auinlogous serum
was ineffective, a5 occurmad with 6 patients in our stedy. FRGE
can also be considerad 0 bea cost-ofoctive treatment bocaise
it avoids or at least diminishes the freguency of surgical
interventions, which FEDs often require. Infection (mainly
because of manipulation of the product by the patient) and
noovascelanzation are 2 of the poiential side effects of FRGE
Tt i our hands, neither of these was detocied,

FRGF healing appears to be because of the presence of
clements, which contribue to epitelial coswre. Lin ot al™
guantifiad a variety of substances in different blood dervatives
and concluded that te concentration of growth factors is
higher when platelets: ae activated. Plaglet activation may
thus be the relevant difference betwoen our trestment and that
basad on sutologons semm. In our gudy, the comcentration of
growth factors inthe extracts was found © be highly varabile
among patients, with HGF and FGF presenting most variation

0 2010 Lippincog Williams & Wildns

AGURE 2 Shit-lamp images of an B4-year-okd woman with a posttrigeminal ablation PED {case 17

-

{Table 2). Despite the thoonetical importance of this finding, its
significancy mnains to be determined.

The diversity of the clinical types of PED involved in
o studdy (such a5 ape, etiology, severity, prior Teatments, and
asspciated treatmonts) makes it difficult i analyze in mome
detail the clinical efficacy of PRGE Differences in ctiology
sl climical characteristics and the need for other additional
therapeutic nterventions in some cases, limited the homoge-
neity of our siudy group. For this rcason, it s not possible in
our study to establish a correlation between the etiopathology
of te PEDs and their msponse to PRGF teatment For the
same fesmon, it & not possible to compare results among
different treatments, = has boen shown in previous studies ™

Mevertheless, the fact that our sample of pationts was so
heterogeneows and fat healing took place in the majority of
weated cases clearly indicates that FRGF is a8 promising and
cffective therapeutic agent for the treament of a wide range of
FPEDs in ophthalmalery.
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CLINICAL SCIENCE

Efficacy of Plasma Rich in Growth Factors for the
Treatment of Dry Eye

Sthvia Lipe=Plandolit, MD, Mara-Celia Morales, DSci, PhD, Vanesa Freire, PhD,
Arturo E. Grau, MDY and Juan A Durdn, MDD, PRD

Purpose: To evaluate the efficacy of plasma rich in gowih facion
{PRGF) for the trestment of modersts’svems dny eve.

Methods: PROF i was ad d i 16 patien s who had
mexderatefevae diy oye diegnosed ad who had not responded
reviously i ather stend and trestmenis. Wi quantified several growth
Bxciors present in fhe PROF of each patien and ottainsd quan tative
egiiems of the symploms {madified soore dry eye quesh onmains),
hath before and afier PROF Wealso perf d Fmepress
oyinlogy i daenmmme the degree of squameus metapl 2z befom and
afier PROF treatment.

Results: PROF was d with a stsntally
sgmificant improvemsnt in sowe dry eye questonnuie values
* =< (N L Resils from impresion oyology comubaoreted dis
imgroyemend, but the reducton in the degree of squarmos. metapl 2sa
was nod statistical ly significant. In 75% of patients wrested with PROE
no firther irestmends wene peguined, whereast in the remamng 2 54
ather oonlar conld be reduosd

Conclusions: PROF led o sympiom mprovemsnt in petients with
mendersteferyes dry ey, Suprsingly, the somphoms reconded in the
dry eye questiomanme do not alwens mgee with the degres of
squamens meisplsia messred by mmpeEssion otokegy.

Koy Wonds: dry eye, plesma, growih fachos, gquestiormaie,
i ian eyinlagy, sy i

(Cormea 201 1;30:1312-1317)

ry éyeis one of te most conmaon oculsr patlologies and

frequently motivates the patient & seck clinical advice.
However, despite advances in our understanding of its
pathoplysiology and n thespeutic options, the trestment of
dry eye contimses to be somewhat unsatisfactory bocawse of
essentially 3 ressons: fGrst, dwe multifactorisl etislogy of dry
eye; socond, the lack of ¢ heatwean
reported by e patient and observable clinical parameters; and

Receved for pabhication (etober 21, 2000, ewvision =orived Deoemiber 21,
XN accepied Deceanbar 5, 3010

T e Insivwio O lmcodeinngico de (dabmodogia, Bibas, Vicaa,
Spain.

Copyright & 3011 by Lippincost Wilkioms & Willicns
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third, the commencial unavailability of & tcar substitote that is
ideal in torms of its composition and duration of effect.
Tear film & a dynamic and complex solution with
gocific antimicrobial, mochanical, and optical propertics, Bt
nchedes a range of growth factors like cpidermal growth
facior, transforming growth factor beta, nerve growih facior,
and othars, a3 well as fibronectin and vitvmins that promoie dwe
perosli feration, migration, and differentistion of the comeal and
conjunctival epithelium.” ldaal artificial wars should emulaie
e physicochemical properties of natural tears, in addition to
having the highest possible retention capacity. They should
alsp allow the addition of biclogical agents, which may be
nacesary for the membolism of the cells of the ocular surtace.
The initial repors of te efficacy of auwtelogous serum
for the treatment of dry oye inierest in the seanch for
an ideal tear substitute® ensuing fesearch mot only
corroborated the efficacy of aviblogous scrm for fhe
mestment of & warety of pathologics of the ocular surface™
but also stimulated new applications for Blood derivatives in
. In recent years, further progress hes been
made by including factors derived from platelets in e
ition of 8 novel blood derivative, thai is, plasmarichin
growth factors (PRGF)." This product is being sucoesafully
applied i a varicty of medical arcas, such a5 maillofacial
sirgery, tmumailogy, and s on'™" More recontly, its
application in ophihalmology for the treament of porsistent
gpithelial defoc has boon repartad !>
This study represents a firg approach to ovaluste the
cfficacy of PRGF for e reatment of different dry eye fooms
in terms of the resoltion of sympioms, which were evaluaied
ashjectively by means of a questionnaire sbout dry owe
gymptone, We also messured the efficacy in torms of im-
provements i specific clinical parameters. Because provious
aufies have indicated that impression cytoloagy i one of e
perceived by the patient™ we wsed this test as a principal
objective marker,

PATIEMNTS AND METHODS

Patients

We siudied 16 patiens (15 women and 1 man) who
preseniad with modomie'severe dry eye at the Ingtinto Clinico-
Quirirgics de Ofalmaoloois (Bilbae, Span). The mean age of
e population was 64.63 = 122] years W evaluated both the
weverity of fw perceived sympioms and the gravity of dw
clinical features All fhese patients had presenied a woeak or null

Cornen » Volume 30, Mumber 12, December 2011
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Plasma for the Treatment of Ory Eye

response to conventional treatments, which had boen appliad
previoushy. Following the recommendstions of the Helinki
Declaration and approval by the Instituiy Clnico-Ouirtrgion de
Ofamoleglas Ethical Commitiee, we obtaned e informed
consent of these patients before commencing the study.

The pathoplyysiological classfication of pationts accord-
ing o the type of dry eye is reprosented in Table |, In
summary, the population consisied of patients with non-
Sjﬁgmmprmmummwymmm_{n-ﬁ
Sjdgren syndrome {Ejhgm-qp_-a AU i:u—dgﬂumt dry
e_!,-'es_m!t'mns_]{n=4}. nmi!-mn.l_mgh:ﬂdygﬁutnm[nn-ﬂ.
and mixed pathology (non-Sjdrgren-type aguoous foar—
deficient dry eve syndrome plus meibomian gland dysfinc-
ton) {n = 3). This population could be considered w0 be
a representative sample of the distinet pathologices, which can
be found in de clinical practice.

PRGF Preparation and Treatment Regime

Whale blood was collecied { 30mL) by venipuncture in
S-mL sterile tubes containing 0,5 mL of 3.8% sodion citrate,
Samples wore conmifuged at 46y for 8 minues al roeom
e rature, The resulting plasna was recovered, and platelets
wore activated with 22 8-mM calcium chloride a5 reporied
dlsewhene ” A fier the formation of a clot and the liberation of
e growth factas, the supematant was recovered and dilutoed to
20 with 0.9% sodium chloride. This dilued PRGF (2.5 mL)
wiore mnsforred inte § mL serilized botiles. All
procedures were performed under highly serle conditions,
operating inside a laminar Bow hood.

Before initiating the treatmont, the pationts wene
imstruciEd i keop the bottles &t — 20PC for a8 maximum of
3 moavthes; thee botle in wse was tobe stoned at 4°C amd used for
5 to T days. The solution was to be applied 4 times per day.

Measurement of Growth Factors in PRGF

The concentration of 3 panel of growth fctors that could
e comgidderad o be potentially therapentic was measwred in the
PFRGF of pationts. Plelet-dorived growth factor, opidemmal
growth fackor, vasculsr endotelial growth factor, hepatcyie
growth factor, and fibroblag growth facior wene messuned in
undiluted PRGF using commercially availshle Ouantikine
colorimetric sandwich oneyme-linked mmunosorbont asay
kits (R&D, Minnespolis, MM, following the manufactuner's
instructions. All ereyme-linked immunosorbent assays wene
performed in triplicate. Means and SDs wene calenlaied wsing
Windows NT Excel software (Micrsnft, Rodmond, Wa).

Clinical Follow-up of Patients

We owhsted patient disconfort uang & questionnsine
based on the score dry eye questiomaire (SDEQ)™ modified
acoonding to the ic charscienistics of the region, both
before PRGF treatment and 3 months later In this questicmsire,
the patient evalusied cach of the follewing dry eye synpioms
using a scale of O to 4 dryness, sensation of forcign body,
singing, pain, ichiness, phoisensitivity, blurred vision, and
recdneess { inim] 32 points). We have defined modorate’sovere dry
oy basad on the SDEQ (score > 1) and on the absenoe of
improvement with conventional previaus ieammens {mpre-
servad artificial tears, punctal plugs, lid lygiene, systemic
etracycline, andior unpressrved bpical stersid). We ako
performed a biomic roscopic axploration inchuding smining with
Lissamine groen (van Bigerveld scheme™ ) and e Tones: test,
bath at the beginning and end of the firgt mesment with PRGE

Conjunctival Impression Cytology Follow-up/
Maonitoring

We porformad mpression cytolegy on the first vistand
sfter 3 months of PRGF treatment, These analyses wore

TABLE 1. Etiopathological Characteristics, Previows Treatments, Bffects of Treatments on Symptoms, and the Degree of
Squamous Metaplasia in Each of the Patients Included in This Study

Patient Sympienm Test Squumens M oimpiasia
Number  Age (Vri  Sex LRagnasi Previsus Tresimeni  Predr Pastir ™ Pastir
| g7 M MDY L TC, OF, (% u 4 (<] a
x ] M MGD T x ] 3 2
3 2] M MGy TTC O, H ] £ 2 1
4 (=] M MGD T.TC, H,OT ] 17 1 a
5 B M NemS5 ADDE T i 4 3 2
& 5 M NomSS ADDE T H & 3 i
¥ -] M HomB5 ADDE TTP b 1] 13 1 1
& ] M NemSH ADDE LT L] 1z 2 2
L] 1] M NemS8 ADDE T Lt} ] 1 a
] " M 538 ADDE T. T, L OT -] X 1 i
n &l M 53 ADDE TTa b 17 3 3
1z ] M 55 ADDE T o 13 2 a
k] 45 M 58 ADDE T ] n 3 3
14 41 v NorSS ADDE +MGD T L] | 3 a
15 3 M NowS8 ADDE+MGD T ¢ a 2 1
HA N M NomS5 ADDE + MGD  T.TC HOT M 5 2 a

5, oot anyey; H by of e cpoids, MOT mcfussa gind dpbatn, M55 ADDE, nun-Sjgmn-fipc spous sor-defoiet dey oy spmdaane, O ood
tueineg 5 ADDE, Sjgmn B squmis soe-defoiot dey oy spndeome, T ime s TG, sy coriontorbs TE b plig
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TABLE 2. Concentrations of Growth Factors in Undiluted PRGF

Corewth Pacisr PDGF ECF

VELGF HLF FGF

RGP 130977 = 3994

4T9E = 139

LIEE L WO =173 326373

Ck

_ J mil g per milliaes
EGF, cpudestind growsh Busor, FOF, Srmblee growsh Bt 0T, bepeiocye grwih. Scsor, FDNGF, plecia-dedved gewtl Setor, VEGE, socle cxlabicil gowih e

independont from the SDEQ resuls. Samples were obtained
by instilling & drop of topical ancstetic (0.1% eracaine
chlorhydrate + 0.4% oxybuprocaine chlorhydmie) and a small
grip of flter paper (Millipore HAWFIO4 de § % 5 mm,
Millipore Comporation, Billerica, MA) was placed on the
apperior, inferior, tomporal, and nesal bubar conjunctiva
applying light pressure for 3 spoonds. These sirips containing
samples wore fwen fived in sheolute cthanol amd stined
following the protocol described!” Photographs of ocular
aurface samples wore taken at =200 magnification,

Although e process of squamous metaplasia is
continuous, we divided it ink different degrees. We used
e criterion proposad by Oroza'™ to diagnose 4 degmes of
spuamous metplass in te samples obtained by impression
cywlogy. This scale of 0 to 4, with degree 0 representing
nomal, coincides with the clinical grading proposed by
Murube ™ in which degree | dencies dighfly altered, 2
ropresents moderately aliored, 3 reprosents severely altened,
and 4 denotes complotely degenerated and keratinized,

Statistical Analysis

Means and 5Ds of all varshles were calculsted using
Windmws NT Excel software (Micosoff) Scoring on the
questionnaine and e degree of prefreatment and ment
squamous metaplasis were companed using the paired 2-tailed
Student 1 e 1o determina e the degres of statistical signi ficance.

RESULTS

A annmary of the clinical characteristics of the patients and
mwmmmmmmmmmmm
& representod i Table 1. PRGE was adminisiored s a3 single
treatmentin 12 patients {75%). In2 patients, itwas combined with
palporal hyeiens andin 2 others it was combined with fzar plegs
Reganding the duration of FRGF treamment, 13 of the 16
patients were adminisered only | reatment cycle {3 months).
The remaining 3 patients continued with the teatment for

amean of 10,66 = 4.04 months (range, 7-15 monihs). OF the
13 patients who received only 1 cycle of FRGF troatment, 2
had w0 be retrested bocawse of womsening of symptons after
having finalized the first cycle of theatment.

The concentrations of growth factors in undiluied PRGF
of cach patient were guantified. The comesponding mesm and
S0 values are shown in Table 2.

PRGF reament led to an improvement in the
of dry aye in the majority of patients in this shudy (Tahle 1),
Thus, theese patients had roduced scones in the modified SDHEQ 3
monthe after PRGF treament, indicating sympiom impnove-
meni afer teatmeni, The mean quEestionnsire soe before
mestment (1838 = 5.68) was signifcantdy di ffenont (P < 0001
from the mesn score afier trestment (10,81 = 534) (Fig. 1A)

Improvements, as messured in te questionnaire, could
be clmsified s minimal or without change {<25% soone
reduction)), moderate {scone reduction betwoen 25% and 5084),
or substantia]l (reduction >3] The improvemont was
minimal in 25% of patientz, moderate in 31.25%, and
subatantial in 43.75% of pationts,

Reganding biomicroscopic exploration tests, the mean
vahee of the Jones st (Schirmer with anesthesia at § minwes)
was 467 = 5. 14 before treamment and 691 = 6,36 after FRGF
meaiment. The mean obmined with lissamine green dye
according to the van Bijsiorveld scale was 3,31 = 2,96 before
weatment and 3.07 = 260 after FRGF treastment,

W found no cases of poor tolemnce or undesimble
effects that could boe atributed to the uwse of FRGE
Conjunctival samples analyss by impression ¢yiology
meveaked a moan asin grade of 194 = 0,93
before treatment and 1,19 = 117 after tresmnent, but this
diffierenc e was mot statistically significant (Fig. 1.A). We found
that, in general, reduced symptons roported by patients were
sxanciatod with a8 roduction in the grade of
metaplasia after PRGF treatment (Fig. 18], but this sssociation
was ndt statisticslly significant zither, Thus, in § of 16 patients

FAGURE 1. Effect of PRCF 25 a treat-
ment for moderste severe dry eve.

A, Mean + 5D of the degres/grade
of sympltoms  expressed by the
patient in the modified SDEQ and
of the degree of squamouws mets
plasla before and after treatment
B, Comelation between sympbom- W
atobogy and squamsous metaplasia A FRE
before and after PRGF treatment. Eymplams

1314 | weww. comeajrnl.com
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Hﬂlﬁltﬂ?ﬁ:ﬂmlmujm
of a 41-yearold man with

afeous Ear-
deficlent dry eye syndrome plus meld

sponds with the reduction ohserved in
the degree of squamous metaplasia
from 3 (A} to O (B) after PRGF
treatrmsent.

(30%), sympiom reduction was found o be directly pro-
portional to the observed reduction n metaplasia (Tsble 1)
Howower, in the other 50% of patients, a direct comelation was
ot foumed; 3 of the 16 pationts had improved sympiome but in the
absence of an improvement in metaplasa grade, whereas 5 of the
16y patients reported sympioms feat did ot cormespond with the
ow grade of metaplaga observed in the impression evtelogy. Tn
Fipures 2 to 4, the 3 sitestions deseribod are shown.

DISCUSSION

Dry eye is a condition invelving a multifactorial
aleration of the tear Gim, leading to an alteration of e
ocular surface and fhe presence of symptoms that may affect
visual fimction and the quality of life of the patient™
Oisjective tests that sre currently st the disposal of the clinical
practitioner froquently do not estsblish a eorrelation between
damage i the eculsr surface and sympioms.” ' Thus, both of
these parsmeters should be kegt in mind during the disgnodsis

chd%mﬂﬁw of oye ofien can be
mzociated with the same symptoms it & nocossary to
comectly identify the principal ctiopathogenic factors in-
vohlved, o adminisier the most appropriate teatment. Thies, te
we of tesr plugs, topical steroids and immundsupgneRors,
muscobytics, secretagops, and s on will be more or less
appropriste, depending on the nature of each s, but fe
aasence of therapy, common o all cases, will abways be fe
substinetion of the defoctive tear with a product that is a
similar s possible to the natural tear Herein lies the principal

arade

thiee {A). The improvement expresed
in the modified SDEQ (from 24 to 11)
did mot comelate with the metaplasia
grade observed after PRGF treatment
{B), which smained fixed around 3.

© 201 ] Lippincos Williams & Wilins

thempeutic limitation; currently, such an ideal sehatitute Tor
the tear does not exist.

A mumber of artificial tear-related phamaceutical
products ane availshle {carbooymethyleellulose, hyaluronic
acid, polyvinyl alcohol, and so on). Despie the fact that
curently these rarely include chomical preservatives, another
clasz of known & conservation stahilizers s
invariably present, making them potentially toxic for the
ocular surface. In addition, tisawe growth and repair Seiorsand
antimicrobiolegical propertics are shsent from these artificial
tgars, ™

The principal revolution in the seanch for a substituto for
the natural war came when Fox ot al® reported the application
of autologous serum for the treatment of dry eye. Subsquont
publications motivated more exiensve oinical use of
autologous serum a5 & therapeoutic agent for cases of severe
mvu-gmwj:ﬁymuwﬂla:ﬁ;rmofpum
epithelisl defoct and other pathologies of the ocular surface,
These studies demongraed the superior capacity of autolo-
LoUs sorum to maintsin fe integrty of the comeal and
conjunctival epithelial colls, as well as to regenerate the ocular
swrface, bocause of its contribution of growth factors, whoss
presence in these diseages of the ocular surface ame very much
diminished,

In garly 20, a docper understinding of plateles as
& principal sounce of the growth factors esent in plasms
promoted growing inerest in the chboration of sutologous
blood derivatives, which are rich in plaglet factor=***" In
it studies demonstrated that the growih of corneal epithelial
cells is stimulated more by such blood derivatives fhan by
autolygons soum ™ Among te bleod derivatives, which
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AGURE 4. Conjunctival impression
otology of a 72year-old woman
with medbomian gland dysfunction.
The intensity of matolog
improved substantially after H‘EH!
ment (22 pretreatment vs. 4 past-
treatrent), but the metaplasia grade
does not correspond with observa-
thonss bec ause metaplasia bs unaleed
mot only after treatment (B) bt alse
before treatment (A). Thus the
symptomatology expressed by the
patient before treatment B mot
consistent with the images obt ained
Ly b presslon oy toloay .

mchide platlet faciors, FRGF could be singled out bocause
this plasma & enriched in growth factors, which ame liberated
foom the plaielets during the process of preparation of e
phama " PRGF is now being ascoessfully applied n multiple
fields of regenerative medicine, with maxillofscial surpery and
raumatolegy being the pioneer felds " In light of sl this,
our group bocame mtorested in ovaluating the  potential
application of FRGF for our field of ophfuimology. Thos, we
spccessfully applied PRGF for the wreatment of posi-laser in
dtu keratomileusis fap necmais in 20077 In a subsequent
gudy, we domonstrated its efficacy for the treatment of
porsisient epitselial defocts of different origin, ™

In the present shudy, we obtained preliminary results
conceming the officacy of PRGF a2 a trestment for dry eye. To
this end, we studied a group of patients with dry oye of various
ctinkogies in whim previows conventional treaments had not
been efficacious The group of pationis, which ropresenis
diffizent ctiopathological types, comes fom the gonoral

ion. The prevakence of Sitgron-type dry oye syndmomne
i this group is higher because of the symptom severity and the
ahsenwe of response of these patients 0 conventonal treatments
Thus, the data that we presn here could reasonshly be
extrapolated to the gemeral population of pa ients with medemie
i severe dry eye who do not respond i comventiona] trestment

The romlts indicate that FRGF i an efficacious
thempeutic agent for the treatment of patients who present
with maderate i severe dry oye, not only bocause we ohaerved
srmpiom mprovement o the majority of paticsts but also
because in 62 5% of patients the signs of squamous me tplasia
affer trestment, observedby impression cyalogy, were shaent or
wery light. The efficacy anad good indorance of PRGF ane also
comoboratad by the fact that patients often neguest conftinuad wse
of FRGE

It & ako important © mdedine the fct tat in many
capes, PRGF treatment mvt only leads 1o symptom mprovemant
and reduced squamous metaplasia but alsoleads 1o the reduction
of  assod iabed i such as topical corticoids and
cycloaporing. This is likely bocause of an indirect reduction
of inflammation on modecing tear esmolarity and the dilution
of proinflammaiery factors, which are prsent in the ocular
arface. It also may be bocsess of fe presnce in PRGE as in
auligous serum, of patential inhibitors of inflammation, such
w5 the mterenkine] recoptor antsgonist and inhibitors of
metalloprotenases'” and other mportant growsh faciors, which

1316 | weww. comeajrnl.com

are known io participate in comeal reepithelialization, such as
epidermal growth factor (Table 2).

The results of this study allow us to cone ude that PRGF
& an inEresting therapentc alemative for the teament of
moderate o severe dry oye when compared with other
commercially svailable agents Bocawe exporienc: with he
application of this bleod derivative accunmulates, more geacific
guidelines reganding the ooncentrations and treatment proio-
cols will ke required. Tn companson o other similar plasma
deratives, our resulis show that PRGF is most enriched in
growth factors, thus conferring additional value on this
therapeutic proposal ** However, there are some limitations in
thoe study. In this preliminary study, we includoed patients with
different pathologies. In an ongoing stedy, we are ovalusting
e rok of topical FRGE in the treatment of the specific types
of dry eye.
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